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Venclyxto (Venetoklax) © Zkrdcend informace o IéGivém pripravku « Ndzev IéGivého pripravku: Venclyxto 10 mg potahované tablety; Venclyxto 50 mg potahované tablety; Venclyxto 100 mg potahované tablety. Nazev dginné Iatky: venetoclaxum. Indikace: Pripravek Venclyrto
vkombinaci s obinutuzumabem je indikovan k I6ghé dospélych pacientd s dosud nelécenou chronickou lymfocytarmi leukémir (CLL). Pripravek Venclyxto v kombinaci s rituximabem je indikovan k 16cbé dospélych pacientd sCLL, kieff dostali miniméing jednu predchozf Iéchu.
Monoterapie pripravkem Venclyxto je indikovéna k 166b& CLL s deleci 17p nebo mutaci genu TP53 u dospélych pacientt nevhodnych k I6ghe inhibitorem drahy B-bunétngho receptoru, nebo u nich tato 16cba selhala, nebo s absencf delece 17p nebo mutace genu TP53 u dospélych
pacientd, u nich selhala chemoimunoterapie i 168ba inhibitorem drahy B-buné&ného receptoru. Pripravek Venclyxto v kombinaci s hypometylacni latkou je indikovan kIéEb& dospélych pacientii s nové diagnostikovanou akutni myeloidni leukémif (AML), kieff nejsou zplisabili
kintenzini chemoterapii. Kontraindikace: Hypersenzitivita na écivou létku nebo na kteroukoli pomocnou latku; U pacienti s CLL sougasné pouziti se silnymi inhibitory CYP3A pfi zahéjeniterapie a béhem titrace dévky; u vech pacientil uZivanf pripravk(l obsahujicich trezalku
tetkovanou. Davkovéni a zniisob podani: Léchu venetoklaxem musi zahdiita monitorovat Iékar se zkusenostmi s pouzitim protinadorovyeh I6ivych pripravk(i. U pacientii lécenyoh venetoklaxem se miZe vyvinout syndrom ndorového rozpadu (tumnur lysis syndrome, 1LS). K prevenci
asnizeni rizika TLS je tfeba se it informacemi popsa anymi v SPC. véetné hodnoceniizika, profylaktickych opatfent, planu titrace davky, laboratorniho monitorovnia [ékovych interake. Riziko TLS ie neustéls, zaloZené na mnoha faktorech véetné komorbidit (zejména snizené funkce

ledvin). vysoke nédorove zaté7e a splenomegalie pfi CLL Podévéni se musi v pripade potfeby prerusit: pri opétovném zahjeni échy venetoklaxem i tfeba postupovat podle pokynii k modifikaci dévky v SPC. CLL: zahajovaci dévka je 20 mg venetoklaxu jednou denné po dobu 7 dni.
Davka se musi po dobu 5 tydni postupné zvySovat (blizsi tidaje viz SPC) a7 na denni dévku 400 mg. Utelem patitydenni titrace dévky je postupné zmenSovani nadorove zétéze (tzv. debulking) a snizovéni rizika TLS. Venetokiax v kombinaci s obinutuzumabem: Venetoklax se
podava celkem 12 cykld, pricems kazdy cyklus ma 28 dn: 6 cykli v kombinaci s obinutuzumabem a ndsledné B cykld venetoklaxu samostatné. Obinutuzumab podavejte 1. den 1. cyklu v dévee 100 mg, ndsledné dévka 900 mg miize bt poddna 1. nebo 2. den. 8. a 15. den 1. cyklu
apak 1. den kazdgho dal$iho 28denniho cyklu - celkem 6 cyklii - podévejte dévku 1 000 mg. Dvacaty druhy den 1. cyklu zatnéte postupovat podle Stydenniho schématu titrace davky venetoklaxu (viz tabulka v SPC) a7 do 28. dne 2. cyklu. Po dokonceni schématu titrace davky je
doporucend davka venetoklaxu od 1. dne 3. cyklu obinutuzumabu aZ do posledniho dne 12. cyklu 400 mg jednou denng. Jdvka Venefa/(/a}ruv/(amb/ﬁac/sn'w)r/mabempa titraer: Doporugend dévka venetoklaxu v kombinaci s rituimabem je 400 mg jednou denng. Ritudimab
podévejte poté, co pacient dokondil plén titrace davky a dostaval doporutenou denni davku 400 mg venetoklaxu po dobu 7 dnd. Venetoklax se uZiva po dobu 24 mésict od 1. dne 1. cyklu rituimabu. Dévka venetoklaxu v monoterapii po titraci: Doporutiend dévka venemk\axu je400mg
Jednou denné. Lécta pokratuje aZ do progrese onemacnént nebo do doby, kdy ji pacient prestane tolerovat. AML: zahajovact davka je 100 mg venetoklaxu 1. den, 200 mg 2. den a 400 mg 3. a kazdy dalsf den. Azactticin se m podévat v dévee 75 mg/m’ intravendzng nebo
suhku 4nné v 1. a7 7. dni kazdého 28denniho cyklu poginaje 1. dnem 1. cyklu. Decitabin se mé pudavalvdavce?ﬂmg/mZ intravendzné v 1. aZ 5. dni kaZdého 28denniho cyklu poginaje 1. dnem 1. cyklu. Poddvéni venetoklaxu Iz podle potfeby prerusit kvili IEEb& hematologicke
toxicity a obnové krevniho obrazu (viz tabulka v SPC). V podévani venetoklaxu v kombinaci s hypometylatni ldtkou se ma pokratiovat, dokud neni zjiténa progrese onemocnéni nebo nepfijatelnd toxicita. Pro dalsf opatfent ke snizeni rizika TLS pri Iéghe CLL § AML viz SPC. Zvlastni
populace; U starsich pacientii (ve veku =65 let) neni tieba upravovat dévku. U pacient s lehkou, stfedné t6zkou nebo tézkou poruchou funkee ledvin (CrCl = 15 ml/min a < 90 ml/min) neni tiprava davky nutnd. Venetoklax se ma pacienttim s t&zkou poruchou funkee ledvin (CrCl
=15 ml/mina < 30 ml/min) podavatjen v pfipadé, Ze prinos pevaZiriziko, a pacienty je tfeba dikladnji monitorovat kvdli znamkém toxcity vzhledem ke zvjSenému riziku TLS. U pacientt s lehkou nebo stredn té7kou poruchou funkce jater se Zdnd prava dévky nedoporucuje, ale
U pacientd se stfedné tézkou poruchou funkee jater je tfeba pri zahdeni terapie ave fazi titrace davky dikladnaji monitorovat zndmky toxicity. U pacient( s tézkou poruchou funkee jater je doporuceno v pribhu Iégby snizeni davky minimaing o 50 %. Tyto pacienty je tieba dikladngji
monitorovat kvili zndmkam toxicity. Bezpecnost a tcinnost pripravku Venclyxto u déti do 18 let nebyla stanovena. Zpiisob poddni: Perordlni podan, tablety se maji polykat celé a zapiet vodou kazdy den priblizné ve stejnou dobu. Tablety se musi uzivat s jidlem. ZvlaStni upozornéni
avarovani; CLL: VysSi riziko TLS pri zahdjeni léchy venetoklaxem maji pacienti s vysokou nadorovou zaté7, riziko dale zvySuje snizend funkce ledvin (CrCl < 80 ml/min). U pacientli je tfeba posoudit riziko a maji dostavat prislusnou profylaxi TLS véetng hydratace
aantihyperurikemickych latek. Je treba monitorovat biochemicke parametry krve a abnormality neproclené feSit Podavani se musiv pripade potieby preruit. U pacientd Iécenych venetoklaxem ve stulich v kombinac s ritudmabem nebo obinutuzumabem nebo v monoterapi byla
hlaSena neutropenie 3. nebo 4. stupné. Behem I6Eby se musf monitorovat plny krevni obraz. U pacientd s tézkou neutropeni se doporucuje preruSent IEcby nebo snizeni davek. Byly hiaSeny zévazné infekee véetné pripad sepse s fatéinim zakongenim. Pri podezfenina |nfekm jetieha
ihned podat Iécbu veetné antimikrobidlnich ek a podvani venetoklaxu prerusit nebo priméfené snitjeho davku. AML u pacientd je rebia dodrZovat profylaktickd opatfent proti TLS: Viichni pacienti mjf mit pred zahdjenim podavanivenetoklaxu pocet leukocytd < 25 < 0 / lapred
\esbou mize byl vyzadovana cyloredukne VSIChﬂI pacient maji hyt pred zahajemm prni dévky venemklaxu a behem féze titrace davky doslaleune hydrat ovani a maji dostavat pripravky Snizujci hyperunkemn Zhodnmle hmshemlcke hodnoty v krvi (draslik, kyselma mocovd, fusfnr

intenzivngjSho laboratorniho monitorovani a snizeni zahajovac dévky venetoklaxu. U paclemu s AML je pred zahdjenim I68by Gasta neutropenie 3. nebo 4. stupné. Poget neutrofili se maze pfi podavani Venetoklaxu v kombinaci s hypometylaéni latkou zhorsit. Neutropenie se mize
vdalsich cyklech 6chy vyskyinout znovu. Bhem Iggby se musf monitorovat dpiny krevnf abraz. U pacient s tézkou neutrapenii se doporucuje preruSent I6Eby nebo snizeni ddvek. Byly hlaSeny zévainé infekce véetné pripadd sepse s fat&inim zakongenim. Pfi podezfeni na infekci je
tieba ihned podat 6cbu véetng antimikrobidlnich l4tek a podavani venetoklaxu prerusit nebo snizit jeho dévku a poudit ristové faktory (napf. G-CSF), podle potieby. Upravy dévky venetoklaxu zdavodu nezadoucich téinki jsou podrobng uvedeny v SPC. NeZadouei iiginky: CLL:
NEJcaleJsml nezaduumm\ ucmky (=20 /o) hhovulnehn stupné u pacientd, kten dostavali venemk\ax e studuch v kumhlnaul S Dblnutuzumabem nebu muxmabem byly ﬂeutmpenie‘ prijema mfekce huml’ch cest dycham’ch‘ Ve sludil’ch v monoterapi hy\y nejcastEjsimi neZéduucl'mi
sepse, febrilni neutropenie a TLS. Ve studichv munmerapu hyly nemaste i uvadenymi zavaznymi nezadoucimi uclnky (=2 %) pneumonie a febrilni neutropenie. P/E'n/sen/ lécty a snBani fdévky kil nezaa’ouam ucinkdm u CLL: K ukongeni I6cby kvl nezédoucim Géinkim
doslo u 16 % pacientit lécenych venetoklaxem v kombinaci s obinutuzumabem nebo rituximabem ve studiich CLL 14 a MURANO. Ve studiich v monoterapii s venetoklaxem ukonéilo Iésbu 11 % pacienti* v disledku nezadoucich Gcinka. Ke snizeni dvky kil nezddoucim inktim bylo
pristoupeno u 21 % pacient Iécenych kombinaci venstoklaxu a obinutuzumabu ve studii CLL14, u 15 % pacienti Iécenjch kombinaci venetoklaxu arituximabu ve studii MURANO a u 14 % pacientt [éGenych venetoklaxem ve studiich v monoterapii. K prerusent [écby v dasledku
nezadoucich ik doslo u 74 % pacienti légenych kombinaci venetoklaxu a obinutuzumabu ve studi CLL14 a u 71 % pacient IéSenych kombinaci venetoklaxu a rituximabu ve studii MURANO; nejcastéjsim nezddoucim dcinkem, ktery ved! k prerusent Iéchy venetoklaxu, byla
neutropenie (41 % ve studii CLL14 a 43 % ve studii MURAN). Ve studiich v monoterapii s venetoklaxem dolo k prerusent Iéchy v diisledku neZadoucich ik u 40 % pacient; nejastéjsim nezddoucim Geinkem, ktery ved| kprerusenl Ieuhy byla neutropenie (5 %). AML: Ve studii
VIALE-A byly u pacientii [écenych venetoklaxem v kombinaci s azacitidinem nejéastsji se vyskytuicimi nezadoucimi tcinky (= 20 %) kteréhokoli stupné trombocytopenie, neutropenie, febrilni neutropenie, nauzea, prijem, zvaceni, anemie, inava, pneumonie, hypokalemie a snizend
chut k jidlu. Nejtast&ji hlaseﬂyrm zavazngmi nezadoucimi inky (= 5 %) u pacienti, ktefi dostavali venetoklax v kombinaci s azacitidinem, hy\yfebnlm neLtropenie, pneurone, Sepse a krvaceni, Ve studii M14-358 byly u pacientl Iecenych venetoklaxem v kombinaci s decitabinem
nejGasti se vyskytujicimi nezadoucimi tcinky (= 20 %) kteréhokoli stupné trombocytopenie, febrini neutropenie, nauzea, krvceni, pneumanie, prijem, inava, zavrat/synkopa, zvracen, neutropenie, hypotenze, hypokalemie, snizend chut kjidlu, bolest hlavy, bolest bficha a anemie.
Nejcastéji hlasenymi zavazngmi nezadoucimi uginky (= 5 %) byly febrilni neutropenie, pneumonie, bakteriemie a sepse. 30denni mortalita ve studii VIALE-A byla 7.4 % (21/283) v rameni s venetoklaxem v kombinaci s azacitidinem a 8,3 % (9/144) v rameni s placebem
aazactidinem. 30denni mortalita ve studii M14-358 byla u venetoklaxu v komhinaci s decitabinem 6,5 % (2/31). Preruseni Iéchy a snﬁem’dévky kvl nezadoucim tiginktim u AML: Ve studii VIALE-A doslo k ukonGeni podavani venetoklaxu v disledku nezadoucich Geinkd u 24 %
pacientil Iécenych kombinaci venetoklaxu a azacitidinu. Ke snizeni davkovani venstoklaxu v diisledku nezadoucich Geinka doslo u 2 % pacient. K prerusent poddvani venetoklaxu v diisledku nezadoucich teinkd doslo u 72 % pacient. U pacient, u kterych doslo k vymizeni
leukemickych bunk z kostni diené, bylo u 53 % podavani prerusenu zdivodu ANC < 500/ mikrolitr. Nejéastejsf nezadouct umnky které vedly k preruSenf poddvnivenetoklaxu (> D %), byly febrilnf neutropenie, neutropenie, pneumonie atrombocytopenie. Ve studi M14-358 doslo
k ukongenf podvani v disledku nezadoucich dinkii u 26 % pacientt [65enych kombinac venetoklaxu a decitabinu. Ke snizeni dévky v disledku neZédoucich tcinkd doslo u 6 % pacient. K prerusent podavani v diisledku nezadoucich Gcinkd doslo u 85 % pacientd; nejEastajii
nezadouci tiginky, které vedly k preruSeni podavani venetoklaxu (= 5 %), byly febrilni neutropenie, eutropenis/snizeny pocet neutrofili, pneumonie, snizeny podet trombocytii asnizeny pocet leukocyti. Interakee: Silné nebo stiedné siing inhibitory CYP3A (napf. ketokonazol,
itrakonazol, posakonazol, vorikonazol, klarithromyein), inhibitory P-gp a BCRP, induktory CYP3A, azithromyein, latky snizujic hladinu Zaludecni kyseliny, sekvestranty Zlugowch kyselin, warfarin, mohou zménit expozici venetoklaxu a miize bjt zvySeno riziko TLS pfi zahdjeni terapie
abghem titrace davky. Pacienty e tieba dikladngji monitorovat kviili zndmkam toxicity a miize byt zapotrebi dévku ddle upravit (podrobnosti viz.SPC). Venetoklax se nemé podavat soucasné se silnymi nebo stiedné siinymi induktory CYP3A. Téhotenstvi a kojeni: Zeny se behem uzivéni
pripravku Venclyxto a po dobu nejméné 30 dnii po ukonteni I€Eby maji vyhnout otehotnéni. Zeny ve fertilnim veku proto musi béhem uzivén venetoklaxu a po dobu nejméné 30 dnii po ukonGeni IEEby pouzivat vysoce cinnou antikoncepci. V' souzasné dobé neni znédmo, zda
venetoklax mize sniit Gcinnost hormonéini antikoncepce, a proto zeny uzivajici hormonélni antikoncepci maji pridat i bariérovou metodu. Behem IEcby pripravkem Venclyxto je tfeba prerusit kojeni. Uchovavani: Zadné zvIastni podminky uchovavéni. Baleni; Venclyxto 10 mg: 10 nebo
14 tablet; Venclyxto 50 mg: 5nebo 7 tablet; Venclyxto 100 mg: 7 nebo 14 tablet nebo vicendsobné baleni 112 tablet. DrZitel rozhodnuti o registraci: AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG, Knollstrasse, 67061 Ludwigshafen, Némecko. Registraéni isla: Venclyxto 10 mg:
EU/1/16/1138/001 (10 tablet), EU/1/16/1138/002 (14 tablet); Venclyxto 50 mg: EU/1/16/1138/003 (b tablet), EU/1/16/1138/004 (7 tablet); Venclyxto 100 mg;: EU/1/16/1138/005 (7 tablet), EU/1/16/1138/006 (14 tablet), EU/1/16/1138/007 (112
tablet). Posledni revize textu; 06/2021. Pripravek je vazén na predpis lékafe a jg hrazen smiuvnim zdravotnickym zafizenim z vefejného zdravotniho pojisténiu pacient s CLL pro indikace schvalené pro kombinaci s obinutuzumabem nebo rituximabem & v monoterapii.

V Tento I6ivy pripravek podléhd dal§imu sledovani. To umozni rychlg ziskani novych informaci o bezpegnosti. Z4déme zdravotnické pracovniky, aby hidsili jakakoli podezfeni na neZadouci déinky.  CzwcLy-220001
Seznamte s, prosim, S Uplnou informaci o pripravku dive, nez jgj piedepisete.
AML - Akutni myeloidni leukémie, AZA = Azeciticin, Glb+0 = Chlorambusil + Obinutuzumab, GLL = Chronicka lymfocytarni leukémie, AbbVie, s.r.0., Metronom Business Center,

HMA = Hypometylacnlatka, 08 = Celkové preziti, PBO = Placebo, PFS = PreZii bez progrese, VEN = VENCLYXTO®, VEN+0 = VENCLYXTO” + obinutuzumab. BughamanS 7/ 158 00 Praha b, bb H
REFERENCE:; 1. VENCLYXTO® SPC. 2. Al Sawaf et al., ASH Annual Meeting 2020, Abstract #127. 3. DiNardo CD et al. N Engl J Med 2020;383(7):617-629. tel.: 233 098 111, fax: 233 098 100, www.abbvie.cz Q V|e



Transfuze a hematolo% p

rocnik 28 | 2022 | Supplementum 2

NH COLLECTION OLOMOUC CONGRESS

XXXIV. OLOMOUCKE
HEMATOLOGICKE DNY

XXIV. Konference oSetfovatelstvi a zdravotnich laborant

13* Symposium on Advances in Molecular Hematology

PORADATELE
Nadace HAIMAOM

POD ZASTITOU
Ceské hematologické spoleénosti CLS JEP
prof. MUDr. Josefa Zadrazila, CSc., dékana LF UP v Olomouci
prof. MUDr. Romana Havlika, Ph.D., feditele FN Olomouc
Sekce onkologie Ceské asociace sester

VYBOR
Prezident sjezdu Cestny prezident Predseda Predseda
a odborny garant sjezdu védeckého vyboru organizac¢niho vyboru
prof. MUDr. Tomas Papajik, CSc. prof. MUDr. Karel Indrak, DrSc. doc. MUDr. et Mgr. Jifi Minafik, Ph.D. prim. MUDr. Antonin Hlusi, Ph.D.

Védecky a organizacni vybor XXXIV. OHD 2022

prof. MUDr. Edgar Faber, Ph.D. doc. Dr. Eva Kriegova MUDr. Ales Obr, Ph.D.
prof. MUDr. Dagmar Pospisilova, Ph.D. doc. MUDr. Ludék Raida, Ph.D. MUDr. Tomas Pika, Ph.D.
prof. MUDr. Vit Prochazka, Ph.D. doc. MUDr. Ludék Slavik, Ph.D. MUDr. Jana Prochazkovd, Ph.D.
doc. MUDr. Jaroslav Bacovsky, Ph.D. doc. MUDr. Tomas$ Szotkowski, Ph.D. Mgr. Helena Urbankova, Ph.D.
doc. RNDr. Vladimir Divoky, Ph.D. RNDr. Milena Holzerov4, Ph.D. MUDr. Renata Urbanova, Ph.D.

MUDr. Adam Kuba, Ph.D.

Garanti konference osetiovatelstvia zdravotnich laboranti

Mgr. Monika Labudikova Bc. Veronika Héjkova Bc. Jana Kadlecova Mgr. Jarmila Jurariova

Garanti Symposium on Advances in Molecular Hematology
doc. Dr. Eva Kriegova
Mgr. Helena Urbankova, Ph.D.

ORGANIZACNI ZAJISTENT KONGRESU:
Meritis, s.r.o., Obrovského 644, 141 00 Praha 4
e-mail: ohd2022@meritis.cz, tel.: 272 774 065, www.olhemdny.cz
Alzbéta Matéjovska (organizace kongresu), tel.: 731 109 563
Dita Bilkova (sponzoring, vystavovatelé), tel.: 739 571 536
Jitka Dobrevova (registrace, ubytovani), tel.: 737 287 522

Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(Suppl 2)



N

Obsah

Poradatelé kongresu 283

XXXIV. olomoucké hematologické dny

1. Postgradualni sekce 1 2S5
2. Wiedermannova prednaska 2811
3. Postgradualni sekce 2 2813
4. Maligni lymfomy 2819
5. Monoklonalni gamapatie 2822
6. Akutni leukémie 2825
7. Myeloidni neoplazie a vzacna onemocnéni 2829
8. Transplantace a bunécna terapie 2832
9. Cytomorfologie v hematologii 2837
10. Hematologie a transfuze dnes 2839
11. Chronicka lymfocytarni leukémie 2542
12. Myeloproliferativni nemoci a chronicka myeloidni leukémie 2545
13™ Symposium on Advances in Molecular Hematology 2550
Posterova sekce 2554
Rejstrik 2875

Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(Suppl 2)



XXXIV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY -

1. POSTGRADUALNI SEKCE 1

HEMOFILIE A GENETIKA K SOBE
NEROZLUCNE PATRI

Blatny J.

FN Brno

Hemofilie je vrozené, geneticky podminéné onemocnéni. Casto
byva nazyvéana krélovskou nemoci. Ne snad proto, Ze by ji trpéli
jen vladafi, ale proto, Ze ji néktefi z nich proslavili. Byli to zejména
potomci kralovny Viktorie. Poslednim z nich byl pak carevic¢ Alexej.
Néktefi dokonce uvadi, Ze to byla pravé nemoc mladého carevice,
ktera zaméstnavala cara Mikulase Il natolik, Ze podcenil nebezpeci
nastupujiciho bolSevismu. To se jemu i jeho rodiné stalo osudnym.
Carevic Alexej trpél hemofilii B.

Hemofilie je zndma jiz z Talmudu, ¢i Bible. V centru zajmu védy se
objevuje od 19 stoleti. V roce 1820 nazev ,Hemofilie” poprvé pouZzil
Schoenlein. V roce 1893 byl u osob s hemofilii prokazéan prodlouzeny
Cas srazeni krve a deficit FVIII jako pti¢ina hemofilie A byl objeven
v roce 1947. O 5 let pozdéji byla objasnéna pfic¢ina hemofilie B. Oba
dva typy této nemoci jsou dany alteraci jednoho z gent, nachazejicich
se na chromozomu X. Jeji dédi¢nost je tedy gonozomalné recesivni.
Jedna se tim padem o nemoc, kterd je vhodna ke studiu i vykladu
vlastnosti dédi¢nosti a ktera je rovnéz velmi dobrym adeptem pro
genovou lécbu, jenz je dnes snad jiz na dohled. Lécba hemofilie ale
nebyla v minulosti takov4, jakou ji zndme dnes.

Prvni 1écebné pokusy nebyly zalozeny na védeckych poznatcich
a patfilo k nim i zafikavani. Pozdéji nasledovala podpurna Iécba,
kterd méla omezit vlastni krvéceni, nebo jeho nasledky. Ani ta ale
neméla dostatec¢ny efekt. Védeckymi poznatky podlozena Iécba se
datuje od doby objevu, Ze plazma koriguje prodlouzeny ¢as krvaceni
u osob s hemofilii, tedy od prvni poloviny minulého stoleti. Ve 30.
letech byla poprvé k 1é¢bé pouzita plna krev, pozdéji pak plazma
zdravych darcl. V roce 1964 byl objeven kryoprecipitat, ktery se stal
prvni cilenou a opravdu uc¢innou lé¢bou. Nasledoval vyvoj a masivni
pouziti plazmatickych koncentrat(i krevniho srazeni. Tento pokrok
zbrzdila celosvétova epidemie HIV v 80. letech 20. stoleti, kterd
pravé hemofilickou komunitu zasahla velmi podstatné. Kdyz byly
v roce 1985 klonovany geny pro FVIII a FIX oteviela se cesta k vyvoji
rekombinantnich léciv, ktera kromé [écebného efektu pfinasela
i vysokou bezpecnost.

V Evropé od 70. let, v CR od konce 90. let 20. stoleti se standardem
1é¢by hemofilie stala tzv. profylaxe. Jedna se o opakované nitrozilni
podavani koncentratd chybéjiciho faktoru ve snaze udrzet vyssi
hladinu v plazmé a tim snizit pocet a zavaznost krvaceni. Misto
l1é¢by vlastniho krvaceni je snaha mu predejit. PGvodni prace
prof. Nilsson hovotila o potiebé udrzet hladinu chybéjiciho faktoru
nad 1 %. Princip profylaktické 1écby od té doby zlstal zachovan, jen
se méni jeji vnimani a doporuceni s tim spojend. Napfiklad posledni
jednani EDQM (The European Directorate for the Quality of Medicines

& HealthCare) poradniho organu Rady Evropy z roku 2020 hovoli jiz
o minimalni hladiné 3-5 %. To je mozno zejména diky koncentratdm
faktord s prodlouzenym ucinkem - tzv. EHL (extended half life)
koncentratdm. Ty se pfed neddvnou dobou staly prvni predzvésti
prichazejici (r)evoluce v 1é¢bé hemofilie. Po desitkach let stagnace se
nyni néco zasadniho déje.

Faktory s prodlouzenym G¢inkem - EHL koncentraty vyuzivaji
rdzny zpusob, jak ochranit vulnerabilni molekulu FVIII ¢i FIX a prodlouzit
tak jeji polocas. Dafi se to zejména u EHL FIX, kde je mozné nyni lék
podavat v intervalu jednoho az dvou tydnd a minimalni hodnoty se
bezpecné drzi nad 3 %, ¢asto i nasobné vyse. Diky tomu, Ze polocas
FIX neni na rozdil od FVIII ovlivnén jinou molekulou, jej Ize prodlouzit
az 5x. U FVIII, jehoz polocas je ovlivnén zejména vazbou na vWF Ize
polocas prodlouzit cca 1,5%. V klinickém zkouseni je pak i EHL FVIII
efanesoctocog alfa (BIVV001) s modifikaci nejen FVIII, ale pravé i vWF,
ktery umozni prodlouzit polocas faktoru podobné, jako u FIX, tedy
na maximalné 2x tydné a minimalné (zatim zejména u FIX) 1x za
dva tydny. EHL preparaty jsou rovnéz velmi dobfe pouzitelné pro ITI
(immune tolerance induction) tam, kde vznikl pfi 1écbé FVIII inhibitor.

Nefaktorova lécba (non-factor treatment - NFT) — Zasadni
zménou je vsak zavedeni NFT. Prvnim z takovych Ié¢iv, které je navic
jiz i registrovano pro klinické pouziti, je bi-specifickd monoklonalni
protilatka - emicizumab. Je schopna vazbou na FIX a FX zajistit
generaci trombinu i bez pfitomnosti FVIII. Jeho efekt neni tim padem
ani zavisly na pfitomnosti inhibitoru FVIII. Co je snad nejvétsi zménou
je, ze 1ék je podavan podkozné s intervalem, ktery Ize prodlouzit az
na 1x za 28 dni. Podle studii fady HAVEN je redukce poctu lé¢enych
krvaceni vyssi, nez 90 %. To potvrzuji i data z redlné praxe. Navic se
zd3, Ze tento Iék bude Ucinny nejen u osob s tézkou hemofilii, ale i se
stfedni a lehkou. Emicizumab navic zbavil hemofilii jejiho nejvétsiho
postrachu v poslednich desitkach let - inhibitora.

Dalsi z NFT je fitusiran, jedna z molekul, kterd nema nahradit funkci
chybéjiciho faktoru ale snizenim inhibice krevniho srazeni nastolit
novou rovnovahu. Nedostatec¢ny potencidl krevniho srazeni tak
neni kompensovan jeho znovuobnovenim, ale snizenim potencialu
antikoagulac¢niho. Fitusiran — mald RNA molekula interferujici
s tvorbou Antitrombinu ma takové ambice. Nyni probihaji klinické
studie faze 3 s timto lékem. Pavodni klinicky program spojeny
s vyvojem tohoto léku cilil na snizeni AT k hodnotdm kolem 10 %.
Poté, co v roce jeden z pacientl ve studii zemrel na nasledky krvaceni,
ktery bylo zpGsoben CNS trombozou, byl projekt pozastaven. Nové
studie cili na redukci AT na hodnoty mezi 15 a 35 %. Stale se ale
jednd o hodnoty, které bychom za jinych okolnosti povazovali za
tézky deficit antitrombinu. Nyni probihajici klinické studie prokazuji
snizeni ABR (annual bleeding rate) u osob s hemofilii A ¢i B az 0 90 %
ve srovnani s |é¢bou OD (on-demand) u osob s tézkou formou nemoci
s nebo bez inhibitord.
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Concizumab je poslednim z nejcastéji citované trojice podkozné
podavané NFT. Jedna se o protilatku proti TFPI. 1 zde je snahou nastolit
novou rovnovahu ponizenim antikoagula¢niho efektu, v tomto
pfipadé TFPI. | tuto molekulu provazelo pozastaveni klinickych studii
faze 3 pro tromboembolické piihody, které vsak v tomto ptipadé
nebyly fatalni.

Genova lééba - Genova |é¢ba hemofilie spociva nejcastéji
v transfekci daného genu pomoci virového vektoru, nejcastéji AAV
(adeno-associated virus). Slibnéjsi je v této fazi zejména genova lécba
hemofilie B

V soucasné dobé probéhly studie faze 1 a 2 s rGznymi vektory
a s riznymi genovymi konstrukty. Nékteré pouzivaji bézny geny pro
dany faktor, nékteré — napf. studie B-AMAZE — gen exprimujici faktor
FIX se zvysenou aktivitou (gain-of-function), tzv. ,Padua” variantu. To
umoznuje dosdhnout s relativné nizkou nalozi vektoru uspokojivé
a dlouhodobé (2-3 roky) udrzitelné hladiny FIX. Jin4, ale podobné
koncipovana studie potvrzuje hladiny FIX v dobé az 5 let od podani
vektoru. Probihaji i klinické studie faze 3.

Poklud se tyka hemofilie A, je konstrukce vektoru diky velikosti
dlouhodoby. Problematicky je nicméné fakt, ze exprese dotéeného
faktoru je u rGznych jednotlivc( rozdilna a neni predikovatelna. | tak
je nicméné povzbudivé, Ze i u genové [é¢by hemofilie A je exprese
faktoru patrna minimalné v horizontu nékolika let. Problémem
genové |écby je zatim stale nutnost steroidni Iécby pro elevaci
jaternich testd u nemalé casti pacientl. Neni predem jasné, ktery
pacient na lé¢bu zareaguje a jak. Podani genové Iécby (napft. formou
klinické studie) mlize pacienta vyradit z moznosti podani jiné genové
|é¢by v budoucnosti.

Hemofilie je onemocnénim, na némz Ize sledovat rozvoj genetiky.
Genetika umoznila poznat jeho patofyziologii. Genetika umoznila
vyvinout bezpecnou substituc¢ni lécbu. Diky genetice jsou zkoumany
a realizovany nékteré z moznosti nefaktorové 1écby. A bude to pravé
genova lécba, kterd snad v budoucnu toto onemocnéni vyresi zcela.

Hemofilie a genetika tedy patfi nerozlu¢né k sobé.

TROMBOFILIE
Penka M., Matyskova M.
FN Brno

Poruchy hemostazy mizeme dle typu postizenidélit na krvacivé stavy
a stavy se zvysenym rizikem trombdzy, tedy trombofilie. Vrozené
krvacivé stavy jsou vzacné, vrozené lehké trombofilie pomérné casté
(faktor V Leiden, mutace protrombinu G20210A), vétsinou ale nemusi
byt doprovézeny klinickymi projevy. Zavazné trombofilie (defekt
antitrombinu, proteinu C¢i S, homozygotni defekty nebo kombinace)
jsou vzacné. Vyznamné ¢astéjsi jsou ziskané poruchy, které provazeji
celou fadu chorob.

Trombofilie jsou vrozenym nebo ziskanym defektem hemostazy,
ktery je s nejvétsi pravdépodobnosti pfi¢inou zvyseného sklonu
k tromboze. O klinické trombofilii mluvime, pokud se trombdza
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projevi v mladsim véku (Zilni pfed 40.-45. rokem véku, tepenna pied
35. rokem véku, v¢. trombo6z u novorozence), zejména tzv. idiopaticka
trombdza, pokud je tromboza v atypické lokalizaci, migrujici,
pfi mnohocetné lokalizaci, recidivach, pokud jsou kombinovany
tepennéizilni. Déle v pfipadé vyznamné pozitivni rodinné anamnézy
(projevy u nejblizsich ptibuznych). U Zen pfi opakovanych ztratach
plodu (tfi a vice naslednych samovolnych potratd pfed 10. tydnem
gestace, jedno a vice umrti morfologicky normélniho plodu po 10.
tydnu gestace), pfip. u komplikaci téhotenstvi. Tato klinicka definice
nas muize upozornit na jedince, u kterych je vhodné zvazit vysetfeni
laboratornich rizikovych faktord.

Trombdza jako symptom je zévaznou komplikaci mnoha klinickych
stavll, nevznika ale v ddsledku vlivu jednoho rizikového faktoru. Jeji
patogeneze je vzdy komplexni, multifaktorialni.

Zilni tromboembolismus (venous thromboembolism - VTE) je
tieti nejcastéjsi onemocnéni cévniho systému a nejcastéjsi pricina
smrti (0,5 milionu/rok v EU). Pojem VTE pokryva Siroké spektrum od
asymptomatickych trombéz lytkovych po klinicky vyznamné hluboké
Zilni trombdzy (deep vein thrombosis — DVT) v¢. plicni embolie (embolie
pulmonaire-EP).Incidence trombozy zavisi narase, a u riznychras je také
rozdilny vyskyt predevsim vrozenych rizikovych faktord. Riziko recidivy
trombdzy je asi 0 60 % vy3si u muzli nez u Zen; riziko je vy3si 6-12 mésict
po ukonceni antitrombotické [é¢by bez ohledu na jeji trvani. Je zndma
cela fada faktor(, které se u jedincd s trombdzou vyskytuji ¢astéji.

Ponékud prekvapujici je, Ze i pres narlstajici poznatky o rizicich
trombdzy a tim i lepsi moznosti prevence/profylaxe incidence TEN
neklesa.

Rizikové faktory pro tepenné a Zilni tromboembolické stavy
jsou rozdilné. Pro VTE jsou to predevsim infekéni choroby a sepse,
nadorovad onemocnéni, chirurgické zakroky, téhotenstvi, uzivani HAK.
Pro tepenné predevsim koureni, hypertenze, diabetes, metabolicky
syndrom, a hyperlipidemie. Epidemiologické studie z posledniho
desetileti vSak ukazuji, ze fada rizikovych faktord mlze byt spole¢na
- napf. vék, metabolicky syndrom.

Pokud se na pojem trombofilie podivdme z SirSiho pohledu, tj. v¢.
a hlavné neovlivnitelny, je vék, rasa, pohlavi, vyska jedincG a krevni
skupina ABO systému.

Celkova incidence VTE se vyznamné dle pohlavi nelisi, pokud se ale
porovnava vyskyt v jednotlivych vékovych skupinach, ukazuje se, ze
rozdily jsou vyznamné. Trombdza je ¢astéjsi u zen do véku cca 60 let
(za divod se povazuje téhotenstvi a uzivani hormonalni kontracepce
- HAK), poté je vsak ¢astéjsi u muzd. Riziko recidivy trombozy je asi
060% vyssi u muzl nez u zen. Pfi¢ina neni jasnd, zvazuje se vliv vysky
u muzd, nebo napf. vliv genetickych polymorfismt vazanych na X ¢i
Y chromozom. F9 Malmé (rs6048 A>G) je jeden z polymorfismU, ktery
je asociovan se zvysenym rizikem DVT. Mechanizmus pUsobeni vsak
dosud neni objasnén

Incidence trombozy také zavisi na rase. Nejvyssi je u Cerné rasy,
a to asi 0 30-60 % vyssi v porovnani s bilou rasou. Tento vy3si vyskyt
je ve vsech vékovych skupinach, bez ohledu na pohlavi, je i vyssi
incidence VTE v souvislosti s téhotenstvim. Obdobné je u ¢erné rasy
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i vyssi frekvence plicni embolie v¢. tzv. idiopatické. Smrtelné plicni
embolie se u nehospitalizovanych pacientd cerné rasy vyskytuji
v mladsim véku oproti bilé populaci (v prdméru o 9 let), podobné jako

Vyssi incidence VTE u ¢erné rasy neni dosud objasnéna - FVL,
PT20210A se nalézaji vyjimecné, castéji se ale vyskytuje zvysena
hladina FVIIl a VWF, a to i pfes vyssi vyskyt krevni skupiny 0 a je také
popsana nizsi hladina proteinu C.

Krevni skupina - Krevni skupina v ABO systému je opomijenym
rizikovym faktorem. V roce 1969 zjistili Jick et al. nizsi vyskyt KS
0 ve skupiné osob s antikoagula¢ni 1é¢bou. Toto vedlo k dalsi studif
se zavérem, Ze ve skupiné jedincl s tromboézou je krevni skupina
0 zastoupena méné, nez je v dané populaci. Tato anomalie je
zietelné&jsi, pokud se trombodza vyvinula u Zen pii podavani HAK
nebo v souvislosti s téhotenstvim. Hlavné u Zen s trombdézou
pfi HAK a v gravidité je vyrazné nizsi zastoupeni krevni skupiny
0 oproti A, |épe oproti jiné krevni skupiné nez 0 (ne-0). Obecné se
udava, ze osoby se skupinou A, B ¢i AB (ne-0) maji cca 2x vyssi riziko
trombdzy oproti osobam s krevni skupinou 0. Tento vliv je pozorovan
i u tepennych trombdz. Vrozené trombofilie vliv krevni skupiny dale
zvysuji. Pficina neni zcela jasnd. Je znamo, ze osoby s krevni skupinou
0 maji v priméru o 25 % nizsi hladinu faktoru Vil a von Willebrandova
faktoru. Rozdily se zvyraznuji, pokud se nepouzivé déleni pouze
dle fenotypu (tj. A, B, AB a 0), ale podle genotypu (tj. AA, AH, ...).
Antigeny A, B a H jsou exprimovany na povrchu mnoha bunék, nejen
cervenych krvinek, ale i trombocytl, endotelu a napf. i na molekule
VWEF. Predpoklada se, ze se vyskytuji v blizkosti vazebného mista
pro ADAMTS13 (enzym Stépici VWF) na A2 doméné. A ukazuje se,
Ze antigeny A a B snizuji schopnost VWF vazat ADAMTS13, a tim
zpomaluji jeho $tépeni, na rozdil od antigenu H (fenotypicky krevni
skupina 0). Zvysené riziko ne-0 krevni skupiny vsak pretrvava i po
korekci FVIIl a VWF a je zfejmé zavislé na antigenu O(H).

Faktor V Leiden - Pokud zGstaneme u neovlivnitelnych faktor(,
je nutné sem zaradit i vrozené mutace/polymorfismy. Jako genetické
rizikové faktory predevsim zilni trombdzy (VT) jsou uznavany faktor
V Leiden (FVL), protrombin (PT) G20210A, defekt antitrombinu
(AT), proteinu C ¢i S (PC, PS), krevni skupina ABO systému, a vzacna
dysfibrinogenémie.

V Evropé patii mezi nejcastéjsi rizikovy faktor tzv. rezistence na
aktivovany protein C (APCR) v dasledku polymorfismu faktoru V -
FVL. Prevalence je udavana 3-8 % v populaci, v CR 4,5 aZ cca 7 %.
Vyskyt FVL u etnik mimo bilou rasu je vzacny. Bodovd mutace
v misté rychlého stépeni faktoru Va (Arg506GIn — R506Q; G1691A)
vede k delSimu setrvani FVa v plazmé, a tim i vétsimu mnozstvi
generovaného trombinu. Tento polymorfismus také ovliviiuje funkci
FV jako kofaktoru aktivovaného proteinu C pfi stépeni FVllla, coz
opét zvysuje generaci trombinu, a tim pokracovani krevniho srazeni.

FVL je balanc¢ni, resp. adaptacni polymorfismus s nékterymi
vyhodami pro své nositele, napf. nizsi krevni ztraty, bylo popsano
i men3i riziko mozkovych krvaceni.

Klinicky se defekt projevuje vétsinou distalni zilni tromboézou
(hlavné hlubokou, ale je popsana i povrchovd), ktera se
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objevi v zatézovych (rizikovych) situacich. Riziko trombozy se
u heterozygotni formy zvysuje cca 3-8%, u homozygotni cca 20-50x.
FVL nenirizikovy faktor pro EP. Riziko recidivy trombdzy neni zvysené
nebo pouze mirné. FVL nezvySuje vyznamné riziko tepennych
trombo6z s vyjimkou mladych Zen kuracek.

Rada praci upozornila na to, ze APCR (vrozena nebo ziskana) sama
0 sobé, tj. bez leidenského polymorfismu, riziko trombézy také
zvysuje.

Se ziskanou APCR se setkdvame napf. pfi uzivani HAK, HRT,
v téhotenstvi, u naddorovych onemocnéni, v pfitomnosti
antifosfolipidovych protilatek, zvysené hladiny FVIII.

Haplotyp HR2 faktoru V nema klinicky vyznam.

Protrombin G20210A - U polymorfismu PT G20210A, ktery se
naléza cca u 6 % jedincl s VTE, se vedle 2-3x vyssiho rizika DVT,
zvysuje i vyskyt EP. PT20210A se také vyskytuje pfedevsim u bilé
rasy a vyskyt klesa v Evropé od jihu k severu. PT neni povazovan za
rizikovy faktor infarktu myokardu.

Prestoze asociace téchto defektd s VT je jasné prokazana, ukazuje
se, ze vétsina osob s FVL ¢i PT20201A nikdy v Zivoté tromb6zu neméla
a mit nebude. V rodinach bez trombdzy je riziko mensi. Tyto defekty
neovliviuji ani mortalitu — vyskyt v riznych vékovych skupinach je
stejny.

FVL, PT20210A jsou dominantné dédi¢né, podobné jako vétsina
defektl prirozenych inhibitor (antitrombin, protein C, protein S).
Tyto jsou také primarné sdruzeny s zilnimi trombdzami a zvysuji
riziko EP. Klinickd manifestace a jeji tize vzdy zavisi na typu defektu.
Typ | je vlastni nedostatek, je proporcionalné snizena inhibi¢ni
aktivita i antigen (kvantitativni); typ Il je funk¢ni (kvalitativni)
defekt - je porusena aktivita, koncentrace proteinu byva v normé.
U jednotlivych defektl se setkdvame s velkou heterogenitou projevd,
typ | ma vétsinou tézsi a casnéjsi projevy.

Antitrombin - Antitrombin (AT) je serpin (inhibitor serinovych
protedz — SERPINC1), ktery inhibuje predevsim trombin a FXa zejména
v pfitomnosti heparinu a jemu podobnych latek. Typ Il se déli na tfi
podtypy, dle poruchy funkéniho mista — porucha reakéniho mista
(RS), mista pro vazbu heparinu (HBS) a pleiotropni defekt. Klinicky
se jeho defekt projevuje trombdézami hlubokych Zil hlavné dolnich
koncetin a plicni embolii, ev. atypickou lokalizaci trombéz (trombozy
splanchniku, mozkovych splavi). Riziko trombdzy je udavano rlizné -
8-19x, zavisi na typu defektu — zejména nékteré typy | patii k tézkym
rizikovym faktortim. Riziko trombdzy je v détstvi malé a vyznamné
stoupa kolem 20. roku véku. Tj. prvni manifestace se mlze objevit
v obdobi puberty, obvykle bez zjevné pficiny nebo po lehcim draze.
U Zen se setkdvame s TEN v téhotenstvi a Sestinedéli. Vétsina nositell
defektu AT ma prvni projevy trombozy do 50 let véku, median je
udavan cca 28 let. | kdyz defekt antitrombinu neni fazen mezi RF
tepennych trombdz, upozoriuji nové néktefi autofi na moznost
zvyseni rizika nejen Zzilnich trombdz, ale napt. i infarktu myokardu
(napt. antitrombin Cambridge Il (A3845S).

Defekt zjistime pfimym stanovenim AT, u podezieni na vrozeny
defekt je vhodné i stanoveni antigenu. Jak se ukazuje, nékteré
variantni antitrombiny nemusi byt pfi bézném stanoveni zjistitelné.
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Aktivita pfi pouziti reagencie na bazi anti-Xa aktivity i anti-lla aktivity
muze davat vysledky ve fyziologickych mezich a pfi ddvodném
podezieni na defekt je nezbytné molekuldrné genetické vysetieni
s cilem nalezeni kauzalni mutace. Ziskany defekt AT vidame napf.
u polytraumat, sepse, hepatopatie, pfi nefrotickém syndromu, pfi
podévani heparinu.

Podstatou vétsiny defektll AT, v¢. typu |, jsou bodové mutace.
Prehled popsanych genetickych defektd je na internetu k dispozici
v ,Antithrombin Mutation Database”.

Protein C a S - Protein C a S, K-dependentni faktory, jsou dalsi
dilezité pfirozené inhibitory krevniho sraZeni. Klinicky se jejich
defekt mlze projevit jiz v détstvi; byvaji Zilni trombdzy hlavné dolnich
koncetin, ale i trombdzy v netypickych mistech (horni koncetiny), vc.
Zil povrchovych, jsou popséany i tepenné trombdzy. U homozygotnich
jedincld se defekt v raném détstvi mlZze projevit stavem nazvanym
Lpurpura fulminans” (mikrotrombdzy kapilar, jejichz nasledkem
dojde k poskozeni cévni stény prokrvacenim). U dospélych se
i u heterozygotl muzeme setkat s kozni nekrézou po kumarinech,
opét v dusledku poklesu PC, kdy dochazi k mikrotrombézam cév
kGze s naslednou nekrézou v téchto mistech. PC ma kratsi polocas
nez vétsina ostatnich faktor na K vitaminu zavislych, a proto se
v uvodu podavani dikumarinG mize takto projevit jeho defekt.

Genetickym podkladem defektl PC jsou nejcastéji, jako u vétsiny
trombofilnich defektl, bodové mutace, kterych je popsano vice
nez 160. Klinicky je dlezité, Ze defekty PC se v rlznych rodinach
chovaji jako autozomalné dominantni (AD) nebo recesivni (AR). AR
defekty jsou pomérné casté a maji relativné nizké riziko trombozy
(frekvence v populaci je udavana az 0,5 %). Dosud neni vysvétleno,
proc se geneticky tentyz defekt v rliznych rodinach projevuje razné.
Pravdépodobné jde o interakce s jinymi, dosud nepopsanymi defekty
nebo polymorfismy.

U defektd proteinu C je situace komplikovana tim, ze se aktivita
proteinu C u nékterych defektl prekryva se zdravou populaci
(nékdy se mluvi o $edé zéné). V téchto pfipadech je interpretace
laboratorniho nalezu bez genetického vysetfeni velmi obtizna.

Laboratorni diagnostiku defektu proteinu S komplikuje skute¢nost,
Ze cca 60 % PS koluje v plazmé navazana na C4bBP. Proto se také
vrozené defekty proteinu S se déli na klasicky typ | - kvantitativni
defekt, a typ Il — snizeni aktivity, ale hladina celkového i volného
antigenu je v normé (kvalitativni) a typ Ill, kdy je snizeni aktivity
avolného proteinu S, ale normalni celkovy protein. Gen PS = PROST se
nachazi na dlouhém raménku 3 chromozomu. Genetickou dia-
gnostiku ale vyznamné komplikuje pfitomnost pseudogenu PROS2,
ktery je také lokalizovan na 3. chromozomu. U defekt( PS je popsano
jiz vice nez 130 mutaci.

Vzécné jsou vrozené dysfibrinogenémie, které mohou byt
doprovazeny jak krvacenim, tak i trombdzami. Prevalence tohoto
vrozeného defektu u osob s TEN v anamnéze se odhaduje pod 1 %,
prevalence trombdzy mezi pacienty s dysfibrinogenémie je neznadma,
odhaduje se na 10-20 %.

Smisené rizikové faktory — Mezi rizikové faktory smisené etiologie
(tj. kombinace vrozené dispozice a ziskanych faktor() jsou fazeny
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zvysené hladiny koagulacnich faktord, predevsim FVIII, fibrinogenu
a hyperhomocysteinémie.

Zvysena hladina FVIII je nezavisly rizikovy faktor trombdzy i jeji
recidivy; relativni riziko (RR) VT 3x vy3si (FVIII > 150 % x < 150 %) a 6x
vys$3i (FVIII > 150 % x < 100 %), navic riziko stoupa o 10 % s vzestupem
FVIIl o 10 %. Hladina neni zavisla na reakci akutni faze, je prokazano
minimalnikolisanihladiny FVIll a rodinna zavislost. FVIll zvy3uje i riziko
recidivy TEN po prvni trombotické pfihodé. V poslednich letech se
v rdmci GWAS (genome-wide association studies) nalezlo nékolik
polymorfism, v jinych genech, ptip. jejich kombinaci, které hladinu
faktoru VIII ovliviuji. Jednd se napf. o kombinaci SNP rs9804128-AG
(naléza se v promotorové oblasti genu IGSF21 - immunoglobulin
superfamily, member 21) a rs4784279-AG (Iroquois homeobox gene
family - IRX3). Interakce téchto dvou polymorfismG moduluje hladinu
FVIII - nejvyssi je nalézana u nositell rs9804128-G a rs4784279-A.

Zvysena hladina fibrinogenu je také diskutovana jako rizikovy
faktor jak tepennych, tak Zilnich tromboéz.

Homocystein (Hc) je metabolit metioninu, k jeho pfeméné
jsou jako kofaktory nezbytné vitaminy skupiny B. Pfi¢in vrozené
¢i ziskané hyperhomocysteinémie (HHc) je celad fada. Nejcastéjsi
vrozenou pfi¢inou jsou defekty enzymd, hlavné cystathion-f-
syntetdzy (CBS) a metylen-tetrahydrofolat reduktdzy (MTHFR).
HHc je spojovéna s kardiovaskuldrnim postizenim a s hlubokymi
zilnimi trombdézami, vztah mirné HHc (16-30 umol/l) k Zilni
tromboembolické nemoci je viak stale kontraverzni. Hladinu Hc
vyznamné ovliviiuje strava (vitaminy B), Iéky, klinicky stav, vék
a pohlavi. Genetické vysetieni neni bézné indikovano. Zejména stale
stanovované polymorfismy MTHFR C677T a A1298T nejsou rizikovymi
faktory TEN.

GWAS (celogenomové asociacni studie) — Patrani po vrozenych
rizikovych faktorech trombdz je vénovéno v poslednich letech velké
usili, zatim vsak bez vyznamnéjsich vysledkd.

V soucasnosti ani rozséhlé tzv. celogenomové asociac¢ni studie
(GWAS) zatim nevedly k identifikaci faktorl zvysujicich riziko
TEN a soucasné natolik rozsifenych, aby se vyplatilo je rutinné
testovat. Je vytipovéno nékolik ,kandidatnich gen(”, nalezena fada
polymorfism{ nejriiznéjsich protein(, které se v nékterych studiich
ukazuji jako sdruzené s vy3sim rizikem tromboz.

Rada studii pfinasi velmi zajimavé vysledky. Napf. jsou popséany
dalsi polymorfismy ABO genu na chromozomu 9, které zvysuiji riziko
trombozy nezavisle na krevni skupiné. V genu F17 je popsana fada
polymorfisma a jejich haplotypy, které ziejmé také hraji roli pfi zvyseni
rizika VTE (Germain 2011). Mezi geny, které jsou podezielé z ovliviiovani
rizika TEN, jsou i takové, které, dle dosavadnich znalosti, vétSinou
s krevnim srazenim souvisi jen nepfimo — napf. STAB2 (stabilin 2),
CYP4V2, STXBP5 (syntaxin-binding protein 5 - tomosyn), HIVEP1 (HIV
type | enhancer binding protein 1), TC2N (tandem C2 domains
nuclear protein). Nové prace se také zabyvaji moznymi interakcemi
mezi jednotlivymi polymorfismy. Zatim se zda byt dllezitad pouze
interakce zvysujici hladiny FVIII, ktery je fazen mezi tzv. smisené
rizikové faktory - viz vyse (Greliche N et al. 2013, Morange PE.
JTH 2011).
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Indikace vysetfeni trombofilie - Neni Zzadna absolutni indikace
vysetieni trombofilie. Vétsina osob s laboratorni trombofilii nebude
mit v Zivoté trombotickou piihodu.

Problematice vysetfovani vrozenych trombofilnich dispozic je
v literatufe vénovéna fada publikaci, ¢ast z nich se priklani k indikaci
vysetteni pfisplnéniklinickych kritérii (vétSinou vedle véku minimalné
jedno dalsi), z¢asti je vySetieni zcela zpochybriovano. Obecné je
pfijimano, Ze vysetteni na vrozené trombofilie neniindikovano u osob
nad cca 45 let. Klinicky vyznam tohoto vysetfeni je vSak diskutovan.

Vysetieni vrozené trombofilie je vhodné v piipadé, Ze nositel bude
z vysSetieni profitovat, tj. pokud bude mladsi 40-45 let bude mozna
lepsi prevence v zatézovych situacich (v¢. téhotenstvi), pfipadné
zvazovani indikace HAK ¢i substituce. Ve vyssim véku se profylaxe
uz bézné podava. Tj. patrani po defektu je vhodné u osoby do cca
45 let (vétsinou udavané rozmezi 40-50), hlavné pokud se jedna
o tzv. idiopatickou tromboézu nebo o recidivujici stavy, pokud jde
o tepennou i VT bez zndmé jiné choroby v anamnéze, nebo u Zeny
s opakovanymi potraty, zejména s pozitivni rodinnou anamnézou
(RA). Pfed nasazenim HAK ¢i v gravidité je detekce FVL indikovéna
pouze v pfipadé pozitivni osobni ¢i RA.

Nalezeny defekt neovlivni postup pfi |é¢bé akutni TEN a nema
vyznam pro uréeni délky trvani antikoagulace. Délka lé¢by se bude
fidit tizi ptihody, tj. klinickym nélezem, soubéZznymi chorobami,
komplikacemi [é¢by, anamnézou ¢i pfidatnymi rizikovymi faktory
(budeme jinak postupovat pfi trombdze po operaci a jinak u tzv.
Jidiopatické”). Delsi profylaxe se doporucuje pouze, pokud prvni
pfihoda byla Zivot ohrozujici ¢i idiopaticka. Pfi zvazovani ukonceni
|1é¢by je tieba zohlednit nejen aktudlni klinicky stav, ale i aktualni
laboratorni vysledky. Vyznam ma zejména stanoveni D-dimer(,
které mize upozornit na vyssi riziko trombdzy v pfipadé vysazeni
antikoagulac¢ni |écby. Laboratorni trombofilie mé vyssi riziko recidivy
TEN v pfipadé vysazeni antikoagula¢ni [é¢by po tfech mésicich.
V pfipadé vysazeni po jednom roce nehraje vrozena trombofilie
zadnou roli v riziku recidivy.

Po jedné trombotické pfihodé vétsinou neni indikovana dozivotni
antikoagulacni 1é¢ba, ani v pfipadé nemocného s nalezenym
vrozenym rizikovym faktorem. A uz vibec neni nalez defektu
dlvodem pro nasazeni této |é¢by u osob bez projevd TEN.

Vysetieni neni doporuceno u bezpfiznakovych ¢lenl rodin
zejména vyssiho véku.

Vysetiovani trombofilie neni zdlvodnitelné u zdravych jedinct do
cca 15 let, je ale vhodny v rizikovych situacich. V rodiné by provadéné
vysetfeni mélo byt vzdy cilené, neni indikovano vysetteni celého
spektra trombofilnich faktord. Pfi zvazovani indikace vysetieni
bychom méli dle typu trombdzy rozlisovat, které faktory vysetfit.
Tj. nevysetfovat napt. celé spektrum rizikovych faktorG pro VTE
u jedincl po infarktu myokardu.

Na ziskané trombofilni stavy je vhodné myslet u pacient(i v kazdém
véku.

Prace z posledni doby ukazuji na vhodnost identifikace somatické
mutace Janusovy tyrozin kindzy 2 (JAK2 V617F). Mutace se vyskytuje
v rizné velké frakci granulocytl periferni krve u drtivé vétsiny (65-
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97 %) pacientd s polycytemia vera (PV), a je ji pfisuzovan zasadni
vyznam v patogenezi tohoto onemocnéni. Mutace se vyskytuje
i u30-57 % pacientl s esencialni trombocytémii a 35-95 % pacientl
s chronickou idiopatickou myelofibrézou. Pozitivni nalez mize
signalizovat ¢asné stadium myeloproliferativni nemoci. U nosicl této
mutace se obecné predpoklddd vyssi riziko komplikaci (trombdzy,
potraty apod.). Mutace by vzdy méla byt vysetiena v ptipadé vyskytu
tromboz v oblasti splanchniku ¢i mozku.

Nadorové onemocnéni, zejména maligni, je doprovazeno fadou
primarnich i sekundérnich projevl z postizenych tkéni ¢i systém,
které ¢asto zvysuji riziko trombozy.

Mezi rizikové faktory trombéz patfii antifosfolipidové protilatky, na
které je tfeba pamatovat zejména v piipadé prodlouzeni APTT, lehci
trombocytopenie, zejména u osob s probéhlou trombdzou, pfip.
u Zen s opakovanymi potraty ¢i komplikacemi gravidity.

V pfipadé trombézy zcela zapomindme na skutecnost, ze
mikroangiopatické hemolytické anémie, napt. i paroxyzmalni
no¢ni hemoglobinurie (PNH) mohou byt jednou z pficin probéhlé
trombozy. Klinicka TEN je u 40 % pacientd s PNH (nepoznana az
u 60 %), u 21 % predchazi TEN diagnéze PNH. Patogeneticky se jedna
o nekontrolovanou aktivaci komplementu (C5b-9, C5a) s naslednym
poskozenim cévniho endotelu a aktivaci krevnich bunék s expresi
tkanového faktoru. Poskozeni je na Urovni glykosylfosfatidyl inositolu
(GPI), ktery véze k buné¢né membréané radu proteinG. Nejcastéji je
mutace v genu PIG-A. Tento gen je lokalizovan na X chromozomu,
a u nemocnych s PNH jde nejcastéji o mutaci jedné béaze nebo
deleci ¢i inzerci nékolika bazi, u tézkych forem choroby byvaji
pfitomny i rozsahlejsi defekty, vznikajici napf. chybnym sestfihem
neprepisovanych ¢asti genomu.

Incidence trombdzy u nositelt vrozenych defektd je velmi
variabilni. Rada nikdy trombézu neméla a mit nebude, a naopak
néktefi maji tézké trombotické prfihody jiz v mladém véku. Incidence
trombdzy u nositeld FVL z rodin, kde anamnesticky trombdza nebyla,
maji nizéi incidenci nez jedinci s pozitivni rodinnou anamnézou.

Potvrzuje to multifaktoridlni patogenezi trombdzy a vzdjemného
ovliviiovani rizikovych faktorl (interakce genové, prostiedi, ovlivnéni
vékem). Vysetteni vrozenych rizikovych faktori tromboézy by mélo
byt provadéno u mladsich jedincd s vyznamné pozitivni rodinou
anamnézou. Vysetieni neni indikovano u starsich osob. Ve vétsiné
pripadl vsak nalez trombofilniho defektu neovlivnilé¢ebné postupy.
Sama anamnéza trombotickych piihod je indikaci k dislednéjsi
prevenci/profylaxi v zatézovych situacich. Nikdy bychom neméli
provadét vysetieni bez toho, abychom vysetfovanému nevysvétlili
dlvod vysetieni. Neméli bychom provadét vysetieni pro vysetieni,
kdy zavérem je pouze sdéleni, ze polymorfismus/ mutace je ¢i neni
pfitomna a neobjasnime vyznam daného stanoveni. V indikovanych
pfipadech by mély byt vysetieny vsechny znamé faktory, nejen
polymorfismy FV Leiden ¢i PT20210A. Pacientim je nezbytné
poskytnout faddnou informaci o vy3etfeni, o rizicich, o mozné
prevenci/profylaxi. | u bezpfiznakovych ,pacientd” (jedna se o zdravé
jedince) bychom si na vysvétleni vzdy méli najit ¢as a neméli bychom
je bezpredmétné vystrasit.
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GENETICKY PODMINENE CYTOPENIE
Pospisilova D.
Détskd klinika LF UP a FN Olomouc

| pres obrovské pokroky v diagnostice a |écbé hematologickych
malignich onemocnéni, predevsim leukémii a lymfomd, stéle zdstava
skupina vzacné se vyskytujicich heterogennich nemoci s atypickymi
hematologickymi projevy, u kterych vzhledem k jejich mnohdy
ojedinélému vyskytu teprve dnes postupné pozndvédme jejich
podstatu. Spole¢nym rysem této heterogenni skupiny nemoci jsou
izolované a kombinované cytopenie charakterizované deficitem
bunék jedné nebo vice bunécnych linii.

Tato skupina nemoci zahrnuje geneticky podminéné poruchy
struktury a funkce erytrocyt(, leukocytli a trombocytd, ale také syn-
dromy selhani kostni dfené, mitochondriopatie, primarni imunode-
ficity a jind onemocnéni. Pacientdim s vzacnym onemocnénim ne-
muzeme vzdy nabidnout adekvatni 1écbu, protoze nejsou k dispozici
doporucené postupy ani lé¢ebné protokoly. K objasnéni jejich etiolo-
gie je nezfidka nutno pouzit fadu specialnich vysetieni vyzadujicich
interdisciplinarni spolupraci cytogenetikd, biologl, chemik(, imuno-
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logli, molekularnich a klinickych genetikd, ktefi musi zajistit analyzu
nalezené zmény genomu a vysetieni celé rodiny. Odhaleni spravné
diagndzy pacienta, ¢asto az po dlouhém patrani, umoziuje v mnoha
pfipadech najit adekvatni lécbu.

K prikladlm vzacnych a mnohdy az raritnich geneticky podminé-
nych cytopenii diagnostikovanych v nasem centru patfi napf.:

—_

.erytrocytdrni enzymopatie, manifestujici se jako hemolytickd
anémie, zpUsobend mutaci v genu pro pyrimidine-5-nukleotiddzu
(P5'N-1), kterd vede k depozici pyrimidin-nukleotidl v erytrocytech;

2. hypochromni mikrocytarni anémie s pretizenim organizmu Zele-
zem, kterd vznikla na podkladu mutace v genu kédujicim membra-
novy prenasec zeleza — divalent metal transporter 1 (DMT)1 a ktera
zpUsobuje poruchu transportu zeleza v erytroidnich burikach;

3.vzacna dyserytropoetickd anémie typu IV s neobvykle tézkym
pribéhem zplsobena zarode¢nou mutaci genu pro KLF1;

4. hypochromni mikrocytarni anémie bez odpovédi na perorélni
podavani Zeleza, tzv. iron-refractory iron deficiency anemia (IRIDA),
zpUsobena mutaci genu pro TMPRSS6, ktera méa za nasledek
zvyseni hladiny hepcidinu vedouci ke snizenému vstfebavéni
zeleza ve stievé;

5.chronickd neutropenie s pankreatickou insuficienci — Shwach-
mantv-Diamondav syndrom s rozvojem Akutni lymfoblastické
leukémie;

6. chronicka trombocytopenie spojend s imunodeficitem, asociovana

se zarode¢nou mutaci genu pro GATA2;

genu pro ABCC6 protein a vyznacujici se kalcifikacemi a postizenim

cév pojivové tkané a klze, nalezené u pacienta s mirnou

erytrocytézou a neobvykle vyraznou hypertenzi (190/150 mm Hg).

Uskali diagnostiky a lé¢by téchto vzacnych ptipadd hematologic-
kych defektl budou detailnéji prezentovana v pribéhu prednasky.
Vzhledem k omezenému poctu pfipadl riznych typd a kombinaci
cytopenii je pfi objasnéni jejich podstaty kromé interdisciplindrni
komunikace nezbytna i mezindrodni spoluprace s moznosti koope-
race mezi evropskymi hematologickymi centry. K této spolupraci vy-
znamné prispiva evropska sit center vzacnych hematologickych one-
mocnéni EuroBloodNet zabyvajici se problematikou velmi vzécnych
onemocnéni, do které od roku 2022 patii i hematologické centrum
Fakultni nemocnice v Olomouci.
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2. WIEDERMANNOVA PREDNASKA

PUL STOLETI DIAGNOSTIKY NON-PV
ERYTROCYTOZ V OLOMOUCI

ROZVOJ POZNANI, DIAGNOSTICKE POKROKY, LECEBNE PRISTUPY
ALE | ,PRIMUM NON NOCERE!"

Indrdk K.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Diky identifikaci mutaci JAK2 v exonech 14 a 12 a stanovovani hladiny
erytropoetinu (EPO) se daii spravné diagnostikovat 98 % pravych
polycytemii, ale i dalsi Ph-myeloproliferativni neoplazie (Ph-MPN)
s erytrocytézou.

Cilem sdéleni je s pomoci kazuistik ukazat vyvoj diagnostiky
a lé¢by non-PV erytrocytdz v poslednim pdl stoleti a doplnit nové

I. Ziskané erytrocytozy vznikaji nejcastéji v daisledku centralni
nebo periferni hypoxie. Pficinou jsou pfedevsim kardiopulmonaini
nemoci. Se srde€¢nimi vadami s pravo-levym zkratem se dnes
u dospélych nemocnych, diky prenatdini diagnostice a kardiochirur-
gii, nesetkdvame. Arteriovendzni (A-V) plicni zkraty byvaji nena-
padné, nékdy se na né nemysli a mohou byt i s pouzitim modernich
diagnostickych pristupl pozdé identifikované. Pfitom jsou vétsinou
kauzalné (katetrizacné) écitelné. Pri¢inou erytrocytézy mohou byt
i cerebro-vaskularni malformace, na které bychom méli myslet pfi
bolestech hlavy nemocného, a také chronicka obstrukéni broncho-
pulmonalni nemoc (CHOPN).

K erytrocytéze vede i zvysena hladina erytropoetin stimulujicich
proteinli (EPS) napf. u nékterych nadorl - Grawitziiv tumor,
myomatosa délohy, hemangioblastom ¢i feochromocytom;
podavani 1ékd stimulujicich tvorbu EPO - androgeny, kobalt,
testosteron (u néj ale neni stimulace erytropoézy zplsobena jen
zvySenim hladiny EPO, ale i potlacenim tvorby hepcidinu) a podéavéni
EPS v rdmci dopingu u sportovcd.

Erytrocytézu miva 8-15 % nemocnych po transplantaci ledvin
a byva provézena zvysenym rizikem trombotickych komplikaci.
Mechanizmus neni jasny, ale zvyseni hladiny EPO zpUsobuje
angiotenzin Il a tato znalost je vyuzivana v 1écbé.

Na erytrocytézu pii syndromu spankové apnoe (OSA) se dnes
mysli ¢astéji, nez je pravdépodobné realné. Chorobu potvrzuji
a lé¢i spankové laboratore, ale napf. ve studiich s 1 604, resp.
512 pacienty s OSA mélo erytrocytézu pouze 1,6, resp. 1 % pacientd
s OSA.

Erytrocytéza mUze provéazet i TEMPI syndrom (telangiektazie,
vyrazné zvyseny EPO, erytrocytdéza, monoklondlni gamapatie,
hromadéni tekutiny kolem ledvin a plicni zkraty) ¢i POEMS syndrom.

Il. Vrozené - familarni erytrocytézy. Na zdkladé poznatk
o mutacich v signélnich drahach podilejicich se na vzniku vrozenych
familidrnich erytrocyt6z jsou tyto erytrocytézy klasifikovany do
8 podskupin - ECYT 1-8.

1. A. Primarni vrozené familiarni non-PV erytrocytdzy byvaji
zpUsobeny mutacemi v erytroidnich progenitorech. Charakteristicka
je hypersenzitivita erytroidnich progenitort k EPO.

Jako ECYT 1 je oznacovana vrozena familiarni erytrocytéza (PFCP)
s nizkou hladinou EPO zplisobend mutacemi v erytropoetinovém
receptoru (EPOR), kterou jsme diagnostikovali v nékolika rodinach.

Do této skupiny patii i vzécné JAK2 kooperujici germinalni
mutace zpusobujici vrozené a familidrni erytrocytdzy asociované
s nizkou/normalni hladinou EPO, které jsme odhalili pfi nasem
vyzkumu.

Il. B. Sekundarni vrozené - familiarni non-PV erytrocytozy
vznikaji v disledku zvyseni hladin faktord stimulujicich erytropoézu,
ke kterému dochdazi at uz jejich nadprodukci nebo v disledku tkanové
hypoxie. Hladina EPO byva zvysend, pfipadné normalni, erytroidni
progenitory pacientd nevykazuji hypersenzitivu k EPO. Pfic¢inou
vrozenych sekundarnich erytrocytéz byvaji nej¢astéji mutace Hb
zvysujici jeho afinitu ke kysliku. Mutace mohou byt v  globinovém
genu (ECYT6) - napf. Hb Olomouc, nebo v a globinovém genu
(ECYT7), ale sekundarni vrozena familidrni erytrocytéza muze
provazet i mutace zplsobujici deficit bisfosfoglycerat mutazy
(BPGM) - ECYTS.

S diagnostikou erytrocytézy u nosicii talasemického genu
s vyraznou mikrocytézou dnes jiz vétsinou nebyva diagnosticky
problém.

Il. C Vrozené familiarni non-PV erytrocytézy s mutacemi
v hypoxické signalni draze udrzujicihomeostazu kysliku predstavuji
velmi heterogenni skupinu. Souvisi to s komplexni regulaci hypoxii
indukovaného transkrip¢niho faktoru — HIF, ktery, neni-li adekvatné
degradovan, muze aktivovat transkripci cilovych gend i za normoxie.
Hladina sérového EPO byva zvysena anebo neadekvatné normaini
vzhledem k hladiné Hkt; erytroidni progenitory mohou, v nékterych
pfipadech, vykazovat hypersenzitivitu k EPO.

Nejcastéji byvaji identifikovdny mutace genu pro von Hippel-
-Lindau (VHL) protein — ECYT2, ale i dal$i mutace v genech této
signalni drahy: EGLNT kédujici PHD2 (ECYT3) nebo EPAST kédu-
jici HIF2A (ECYT4). Homozygotni mutaci VHL u kongenitalni ery-
trocytozy pii idiopatické nadprodukci EPO jsme diagnostikovali
v 1 rodiné.

Recentné jsou v literatufe popisovany jako pfi¢ina vrozené
familidrni erytrocytdzy i mutace v samotném EPO genu (ECYT5).

Ve svém sdéleni ukazu nizkou specificitu diagnostiky erytrocytézy
jen na zakladé hodnot Hb a Hkt podle WHO 2016 diagnostickych
kritérii a zplUsob, jak ev. obejit nedostupnost vysetfeni objemu
cirkulujici krve pomoci ROC (receiving operating characteristic)
regresnich kfivek. Pfedstavim ndvrh algoritmu diagnostiky non-PV
erytrocytéz, ve kterém jsou moderni diagnostické pfistupy
u primarnich erytrocytéz zalozeny na technologiich sekvenovani

nové generace (cilené, celoexomové, celogenomové) a na nasledném
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funkénim ovéfovani novych, dosud nepopsanych genetickych
variant. Upozornim také na mozna diagnosticka uskali.

Diagnostika non-PV erytrocytdz se zlepsuje, ale v hematologickych
ambulancich je stéle vice nez 60 % nemocnych bez kauzalni dia-
gnozy (idiopatické erytrocytdzy), coz ukazuje, Ze existuji i jiné, dosud
neidentifikované geny a mechanizmy, které zpusobuiji erytrocytdzu.
,Lécba" téchto stavl je zatim spise intuitivni.

Lécebné pfistupy k jednotlivym typdm non-PV erytrocytéz nemaji
jednoznacna pravidla. Obavy jsou predevsim z trombotickych
komplikaci. Priciny, které vedou k non-PV erytrocytéze jsou

- XXXIV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY

doprovazeny bunéénymi zménami, které by mohly zvysit
trombotické riziko bez ohledu na vysi Hkt. Proto se pfilécbé nefidime
jen hodnotou Hkt, ale predevsim klinickymi ptiznaky. Venepunkce
by méla pfinést nemocnému ulevu. Pti kardiovaskularnim riziku
poddvame antiagregancia a arteridlni a zilni trombdézy |éc¢ime
antikoagulancii. Nové |écebné pfistupy se rysuji pro nemocné
s vrozenou erytrocytdzou zplsobenou mutacemi v HIF signéini

draze.

Podporeno grantem MZCR NV19-07-00412.
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3. POSTGRADUALNI SEKCE 2

CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE - OD
POZNANI GENETICKE PODSTATY K CILENE
LECBE ONEMOCNENI

Zackova D.

FN Brno

Chronickd myeloidni leukemie (CML) je vzacnym klonalnim
myeloproliferativnim onemocnénim, kterému vsak nalezi hned
nékolik unikatnich prvenstvi nejen mezi hematologickyminadory, ale
v ramci celé onkologie. Prvni popis leukemie jako takové a také prvni
pouziti terminu ,leukemie” jsou datovany do roku 1847 a vztahuji se
velmi pravdépodobné pravé k CML. V roce 1960, tedy v éfe rozvoje
necilené chemoterapie a hluboce pfed érou klinického vyuziti
alogennich transplantaci, byl na pidé University of Pennsylvania
popsan u pacientd s CML abnormalné zkraceny chromozom
22 jako v historii vibec prvni cytogenetickd odchylka asociovana
s nadorovym onemocnénim. V priibéhu nasledujicich 30 let pak
byla postupné odhalena podstata této odchylky, dle mista objevu
nazvané chromozomem Philadelphia, rezultujici v konstitutivné
aktivovanou tyrozinkindzu BCR:ABLI1, kterd je zodpovédnd za
patogenezi onemocnéni a vsechny jeho projevy.

Nové rozpoznany potencialni [écebny cil vedl k intenzivnimu
vyzkumu, jehoz vyusténim byla v roce 1992 syntéza prototypu
specifického inhibitoru tyrozinkinazy (tyrosine kinase inhibitor — TKI)
imatinibu. Novy nadéjny Iék prosel velmi Uspésné vsemi fazemi
klinického zkouseni, aby byl v roce 2001 uveden do klinické praxe
jako nejrychleji schvéleny protinddorovy Iék v dosavadni historii.
Vysledky lé¢by dosahované tabletami imatinibu predcily ve
vSech ukazatelich dosavadni |é¢ebné modality, a CML se tak stala
modelovym onemocnénim, kde se ,sen” o cilené protinadorové
lé¢bé stal skute¢nosti v podobé doslova revolu¢niho zlepseni
prognézy pacientl. Zahy po uvedeni imatinibu do klinické praxe
byly popsény prvni pfipady rezistence vici jeho plsobeni, které ale
soucasné iniciovaly vyvoj jesté ucinnéjsich zastupct 2. a 3. generace
TKI. Diky sou¢asné nabidce celkem 5 ptipravk( (kromé imatinibu
téz nilotinibu, dasatinibu, bosutinibu a ponatinibu) jsme svédky
prodlouzeni ocekavané délky Zivota pacientd s nové zjisténou CML
prakticky na roven celkové populace, a tim padem naplnéni hlavniho
cile 1é¢by nddorového onemocnéni.

Plvodné dlouhodobé az celozivotné koncipovana terapie,
motivovand obavou z mozného ndvratu onemocnéni, ma viak
i sva negativa, zejména v podobé zatézujicich i nebezpecnych
nezadoucich ucinkd, zhorseni kvality Zivota, ekonomické zatéze
zdravotnickych systémd a psychické stigmatizace pacient(l. Ve
snaze omezit zminéna rizika je Ié¢ba TKI u pacientl dosahujicich
velmi nizkych hladin méfitelné zbytkové nemoci kontrolované
vysazovana ve snaze docilit tzv. remise bez nutnosti |é¢by (treatment-

-free remission — TFR), ktera se stala novym ambiciéznim cilem 1écby

pacientl s CML. Dlouhodoba TFR je vsak z fady divod( dosazitelna
jen u asi ¢tvrtiny vsech pacientd s CML, naprosta vétsina z nich tedy
musi [é¢bu podstupovat dlouhodobé a nezanedbatelny podil celi
neuspokojivému [é¢ebnému efektu a/nebo limitujicim ¢&i zdvaznym
nezadoucim uc¢inkdm. Kromé vyvoje novych 1ékli a postupt se tak
pozornost obraci k optimalizaci ddvkovani dostupnych TKI, a to nejen
v kontextu dlouhodobé Iécby, ale i zlepseni vysledkd TFR. Koncept
postupné redukce davky TKI pred jejich Uplnym vysazenim je u nas
v soucasné dobé testovan v unikatni celondrodni akademické studii
faze Il nazvané HALF (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04147533), do
které jiz bylo zafazeno 153 pacientl a jejiz vysledky snad pfispéji
k optimalizaci vysledk( na poli TFR. Je potésujici, ze v ramci Ceské
republiky diky Gcasti center vysoce specializované hematologické
péce nejen na studii HALF, ale na celé fadé dalSich néarodnich
a mezinarodnich klinickych i laboratornich projektd mudzeme
vyznamné prispét ke zvladani vyzev, které ve zdanlivé idedlni oblasti

CML a jeji cilené 1é¢by dosud zUstavaji nedoreseny.

JAK LZE VYUZIT INFORMACE

O PRITOMNOSTI SOMATICKYCH
GENETICKYCH ZMEN (NPM1, FLT3, CEBPA,
TET-2, C-KIT, DNMT?3, IDH, RUNX1,AXSL1,
WT1, TP53...) VLECBE PACIENTU S AML
74k P.

IV interni hematologickd klinika, LF UK a FN Hradec Krdlové

Somatické molekuldrné genetické zmény, které se objevuji
v hematopoetickych prekurzorovych bunkéach, vypovidaji
o ptitomnosti ,klondlni hematopoézy” a mohou mit rlizny vyznam
v rozvoji akutni myeloidni leukémie (AML). Nova data jak z oblasti
cytogenetickych tak molekuldrné genetickych studii ukazala, jak je
AML biologicky heterogennim onemocnénim.

Na zakladé vysetieni karyotypu byly nalezeny cytogenetické ab-
normality, které umoznily stratifikovat pacienty s AMLz pohledu na-
vozeni a trvani remise AML na skupinu s pfiznivou prognézou - t(8;21),
t(15;17); inv (16), dale skupinu se stfednim rizikem a skupinu s nepfi-
znivou progndzou (monosomie chromozomu 5 nebo 7; abnorma-
lity na dlouhém raménku 3. chromozomu, inv (3) a t(3;3) a komplexni
zmény - 5 nebo vice nesouvisejicich cytogenetickych alteraci, ...).
U 40-50 % pacientd s AML nelze prokazat cytogenetickou abnorma-
litu. Tito pacienti byli zafazeni do skupiny stfredniho rizika. Cilem dalsi
Casti tohoto sdéleni je snaha o vyhodnoceni, jak nam informace o no-
vych rekurentnich molekularné genetickych aberacich méni pohled
na lé¢bu AML.

Prikaz rekurentnich chromozomalnich abnormalit je uzite¢ny
z pohledu pochopeni biologického chovéni leukemické burky. Pre-

cisni molekuldrné genetické testovani a analyza dat ukazala, Ze u ne-
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|é¢enych pacientl byva pfitomna jedna ale castéji vice rekurentnich

chromozomalnich zmén a to zvlasté u pacientt s normalnim karyoty-

pem. Pfitomnost téchto mutaci je charakteristickym znakem klonalni

hematopoézy. Zména muze mit odlisny vliv na rozvoj akutni leuké-

mie. Mutace se vyskytuji s rGznou frekvenci: FLT3 28%, NPM1 27%,

DNMTA 26%, IDH 20%, NRAS a KRAS 12%, RUNX1 10%, TET2 8%,

TP53 8%, CEBPA 6%, WT1 6% ,...). Tuto pomérné sirokou skupinu ge-

netickych alteraci je mozné rozdélit dle jejich funkéniho vlivu v pro-

cesu leukemogenese pfiblizné takto:

- vlivna DNA metylacni procesy;

- ovlivnéni tumor supresorovych gen(;

- fuzni geny ovliviujici transkrip¢ni faktory a myeloidni transkrip¢ni
faktory;

- ovlivnéni nukleofosminu;

- ovlivnéni signalnich molekul;

- vliv na modifikaci chromozomd;

- vliv na komplex cohesinu a spliceasomu.

Dullezitym poznatkem je, ze genetickych alteraci mlze byt
v leukemické bunce vice, a navic dochdzi vlivem |é¢by nebo
spontdnné ke zméndm ve smyslu mizeni nebo pfibyvani téchto
zmén, ale také ke zméné jejich funkéni role. Je nutné zminit, Ze né-
které mutace mohou mit v dany okamzik fidici vyznam (,driver”)
nebo jsou pouze pfitomny (,passenger”). ,Passenger” mutace jsou
obvykle pfitomny na transformovanych burkéch dfive, nez dojde
k expanzi klonu. Ridici mutace selektivné zvyhodiuji buriky a umozni
jejich expanzi. Tyto fidici mutace Ize oddélit do 3 funk¢nich skupin:
A) zvysujici proliferaci nebo prezivani bb. bez ovlivnéni diferenciace;
B) blokujici diferenciaci hematopoetickych bb. a zvysujici schopnost
vlastni obnovy; C) ovliviujici epigenetické mechanizmy.

Prdkaz molekuldrné genetickych umoznuje lépe stratifikovat skupiny
pacientll jak z pohledu chovani choroby tak z pohledu prognézy.
Pokud byla analyzovana rozséhla data bylo mozné upfesnit stavajici
prognostickou cytogenetickou klasifikaci. Nicméné nutno kriticky
konstatovat, ze nékteré implementace nebyly spravné a bylo nezbytné
jejich nasledné upfesnéni. Pfikladem muze byt ptiznivy prognosticky
vyznam NPM1, nerozliSovani alelického poméru FLT3 ITD, ale také
chyby pfi laboratornim zpracovéni. Nicméné je dnes akceptovan
nepfiznivy impakt mutace TP53, DEK-NUP214, GATA2, MECOM (EV11),
BCR-ABL1. Kombinace nemutovaného NPM1 a FLT3-ITDs alelickym
pomérem mutované populace > 0,5 je fazen do stiedniho rizika.
PritomnostASXL1 a RUNXT ma téz nepfiznivy impakt, ale pokud se
vyskytne ASXL1 a RUNX1v kombinaci s pfiznivymi cytogenetickymi
aberacemi je prognosticky vyznam stéle nejasny. Klinickym pfinosem
je také moznost vyuziti vybranych mutacnich zmén pfi sledovani
prfitomnosti minimalni reziduaini nemoci (napf. mutace NPM1).

Poslednim dilezitym aspektem je vyvoj novych |ékd, které jsou
cileny na specifické kinazy nebo leukemogenni mechanizmy. U né-
kterych byl prokazan vyznamny lécebny potencidl a doslo k jejich
zavedeni do 1é¢by (tab. 1). Z Sirsiho pohledu je do této skupiny
nutné zaradit hypomethyla¢ni 1é¢bu a ovlivnéni bcl-2 komplexu

venetoklaxem.
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Zavér: AML je z biologického pohledu velmi heterogenni
onemocnéni. VysSetieni karyotypu umoznilo rozdélit skupiny AML
pacientld do tfi zakladnich rizikovych skupin (pfiznivé, stredni
a nepfiznivé). Identifikace novych molekuldrnich zmén objasriuje
biologické mechanizmy rozvoje klondlni hematopoezy do leukémie.
Tyto zmény mohou byt vyuzity pro podrobnéjsi stratifikaci
prognostickych skupin, nékteré Ize vyuzit ke sledovani rezidudini

choroby, ale predevsim k rozvoji a vyuziti novych lé¢ebnych postup(i.

Tab. 1. Nové latky standardné pouzivané v lé¢bé AML.
mutace Prognéza Lék - rutinni  Latky -
pouziti studie
FLT3 ITD nepfizniva Midostaurin ~ Quizartinib
Gilteritinib
c-KIT nepfizniva Imatinib
Dasatinib
RAS neutralni Tipifarnib
IDH1 kontroverzni  Ivosidenib
IDH2 kontroverni Enasidenib
PML/RARalfa  pfizniva Vesanoid/
ATO

CARTS V TERAPII AKUTNICH LEUKEMII
Cetkovsky P.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: Princip celularni imunoterapie, pouzivajici koncept funkéniho
presmérovani T-lymfocytd jejich genetickou Upravou (vlozenim
umélého konstruktu proti specifickym povrchovym antigeniim), je
znam jiz vice nez 30 let. Pred pfiblizné 17 lety byly dokonceny mensi
studie v jednotlivych centrech a vysledkem bylo postupné schvéleni
prvniho produktu (tisagenlecleucel) do 1é¢by relabované Cirefrakterni
akutni lymfoblastické leukémie (ALL) v roce 2017, stejné jako dalSiho
produktu (axicabtagene ciloleucel) pro nemocné s relabujicim ¢i
refrakterni difuznim velkobuné¢nym nehodgkinovskym lymfomem
(NHL, DLBCL); stejnou indikaci ziskal tisagenlecleucel o rok pozdéji.
V roce 2020 byl v USA schvalen tieti preparadt (brexucabtagene
autoleucel) pro l1é¢bu jiného NHL (MCL). Cilem vsech téchto produktt
je povrchovy antigen CD19; lisi se v kostimula¢ni molekule v CAR
konstruktu. V soucasnosti jsou vSechny 3 preparaty dostupné
i Ceské republice pro akreditovana hematoonkologicka centra
(HOCQ). A vysledky z bézné denni praxe ukazuji, ze CARTSs jsou Ucinné
a bezpecné. Na rozdil od NHL, pro které jsou komer¢né produkované
CARTs hrazené v indikovanych pfipadech z vefejného zdravotniho
pojisténi, pro 1é¢bu akutnich leukémii (AL) je v soucasnosti mozno
CD19 CARTs aplikovat jen nemocnym s ALL do véku témérf 26 let.
Pro starSi nemocné s ALL a pacienty s ostatnim druhy AL, predevsim
s nejcastéjsi AL akutni myeloidni leukémii (AML), CARTs stale
pfistupné ¢i hrazené nejsou.
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CARTs u AML: Podstatou fungovani CARTs je Utok geneticky
modifikovanych T lymfocyt( na antigeny specifické pro danou AL, tzv.
leukemia associated antigens (LAA); po navazani na specificky LAA je
dana bunka lymfocytem destruovana a vykonna bunka se nasledné
vyda na ,lov” dalsich blast(. Najit vhodny LAA se povedlo u ALL, kde
CD-19 CARTs jsou pouzivany s Uspéchem; u AML je zatim intenzivni
védecké snazeni bez rutinni klinické aplikace (s vyjimkou studie
UCART 123). Nova |é¢ebna modalita u AML je nutnd, nebot vysledky
1é¢by relabuijici ¢i refrakterni AML jsou katastrofalni. Proto podani
CARTs by mohlo byt jednou z moznych variant. Zkouma se mnoho
potencidlni cill na blastech AML a v soucasnosti je provddéno ve
svété vice nez 60 klinickych studii. Aviak prvni vysledky nejsou zatim
nijak optimistické, proto je nutny dalsi extenzivni vyzkum. Problémem
je fakt, ze doposud nebyl nalezen zadny AML-specificky cil. Proto
jsou stale hledany dalsi strategie, nebot je nutné ovlivnit toxicitu na
necilovych burikach (idealnije totalnizacileni - tzv. on-target off-tumor
toxicity) a tim zlepsit vysledky. Je zkoumano nejen mnoho moznych
cild, ale vyviji se i vice variant AML CARTs, napf. biodegradabilni
CARTs, CARTs se sebevrazednym genem ¢i CARTs s dvéma moduly (tzv.
modularni koncept, napt. univerzalni CARTSs). Zatim jsou k dispozici jen
omezend data a ¢asto si odporujici vysledky potvrzujici riziko trvalé
toxicity (hlavné pro hematopoezu) u CARTs bez moznosti ,vypnuti”
(tzv. nonswitchable CARTs). Jednim z moznych reseni, které naznacuji
prvni pfedbézné vysledky, je pouziti modularniho konceptu CARTSs.

Alogenni CARTs: Na rozdil od vétsiny NHL mohou AL byt
rapidné progredujici chorobou s rychlym zdvojovacim casem
a dlouha (tydny trvajici) vyroba autolognich CARTs neni mozna.
Proto se hledaji moznosti vyroby univerzalné predem pfipravenych
alogennich CARTs, okamzité ptipravenych k podani (tzv. off-the shelf
CARTs products) — zde vsak je nutné vyresit otdzku mozné rejekce
podanych bunék ¢i minimalizovat riziko vyvolani nemoci z reakce
$tépu proti hostiteli (GvHD). Teoretickou vyhodou alogennich CARTs
je ldkavéd moznost, Zze alogenni CARTs by mohly vést ke snizeni ceny
(v soucasnosti cca 10 miliont K¢ za Ié¢bu jednoho nemocného
aplikaci autolognich komeréné produkovanych CARTs). Alogenni
CARTs (pfipravené od darce) by vyuziti nasly téz u nemocnych po
alogenni transplantaci hematopoetickych bunék (HCT).

Vyzkum a studie na UHKT: V piednéaice budou téz zminény
vyzkumné plany a pribéh klinické studie faze |, které probihaji
na UHKT Praha, kde védecké tymy zkoumaji moznosti celularni
imunoterapie AL (at jiz s genetickou modifikaci [produkci vlastnich
CARTSs], nebo bez ni [vyzkum zaméreny hlavné na NK buriky]).

ZIVOTNI PRIBEH

GREGORA JOHANNA MENDELA
Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Dne 20. c¢ervence 1822 se v malé visce Heinzendorf bei Odrau
(Hyncice) na pomezi Moravy a Slezska (Kravarsko, Dolni Slezsko,
Rakouské cisafstvi) narodil sedldkovi a veterdnovi napoleonskych
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valek Antonu Mendelovi a Rosiné Mendel (roz. Schwirtlich) syn
Johann.Od dva dny pozdéji, 22. ¢ervence byl syn pokitén v kostele sv.
Petra a Pavla v Dolnim Vrazném a toto datum Mendel pozdéji uvadél
jako den svého narozeni. Maly Johann vyrlstal v némecké rodiné
(se svou starsi sestrou Veronikou a pozdéji i mladsi sestrou Terezii),
i kdyz cast predkd jeho otce byla ¢eského pivodu. Od roku 1831 zacal
navstévovat skolu v Heinzendorfu, kde pUsobil uc¢itel Thomas Makitta
a farar Jan Schreiber, oba velmi schopni a osviceni pedagogové, ktefi
déti seznamovali se zaklady prirodopisu, péstovani ovocnych strom(
a chovu v¢el. Z podnétu farafe Schreibera také MendelUv otec zacal
péstovat nové druhy ovocnych strom( a zalozil chov vcel, v ¢emz mu
maly Johann s velkym zdjmem pomahal. Makitta i Schreiber poznali
Johannovo nadani a doporucili rodicm, aby syn presel do vy3si
tiidy piaristické skoly v Lipniku nad Be¢vou. Zde Johann prokazal
své vyjimecné schopnosti pro studium a diky tomu mu bylo po roce
doporuceno pfejit na renomované gymnazium v Opavé (mj. pii ném
vzniklo prvni muzeum v ceskych zemich). Rozhodovéni to nebylo
lehké, protoze jako syn mél posléze po otci prevzit hospodarstvi,
a zaroven finan¢ni situace rodiny nebyla tak pfiznivd, aby mohla
syna pfi Sestiletém studiu pIné podporovat. Navic otec Anton se
v roce 1838 tézce zranil v lese pfi tehdy povinné roboté pro vrchnost
a Uroda na rodném statku byla béhem téchto let diky povétrnostnim
podminkdm slaba. Podpora syna na studiich proto byla minimalni,
nicméné Johann se rozhodl v nich déle pokracovat. V Opavé
absolvoval kurz pro soukromé ucitele a privydélaval si dou¢ovanim
méné nadanych studentl. Tehdy se poprvé vaznéji projevila
Mendelova snizend psychickd odolnost vici stresovym situacim,
ktera byla nasledovana tézkymi somatickymi potizemi, pro které
prerusil na pal roku studium a vrétil se domda. Presto se mu podafilo
postoupit do posledniho ro¢niku a studium gymnézia absolvoval
jako jeden z nejlepsich zakd.

Jeho touha po vzdélani byla mimofadnd, a tak, aby mohl
v budoucnu studovat na univerzité, nechal se zapsat na Filozoficky
ustav v Olomouci, jehoZ absolvovéani bylo podminkou pro pfijeti na
tehdejsi Cisafsko-kralovskou Frantiskovu univerzitu v Olomouci. Na
Filozofickém Ustavu se vyucovalateologie, etika, prakticka a teoreticka
filozofie, matematika, fyzika a pedagogika. Ustav mél vysokou trovern,
matematiku tu vyucoval prof. J. Fux, ktery vydal u¢ebnici schvdlenou
pro gymnazia v celé monarchii, kde mimo jiné popisoval zaklady
kombinatoriky. Fyziku prednasel prof. F. Franz podle uc¢ebnice, kterou
za svého olomouckého pusobeni sepsal prof. A. Baumgartner, ktery
se pozdéji zaslouzil o vznik Ustavu experimentélni fyziky na videriské
univerzité. Na olomoucké univerzité byla navic v té dobé vyznamné
rozvinuta studia pfirodnich véd a polniho hospodafstvi. Ta vyucoval
vyznamny odbornik na Slechténi zvifat (pfedevsim ovci) a rostlin
Johann Karl Nestler, po jedno obdobi rektor olomoucké Frantiskovy
univerzity, jehoz spisy podle nékterych autorli mély vliv na pozdéjsi
Mendelovy experimenty. Stejné jako v Opavé, tak i v Olomouci
projevil Mendel pfi studiu svoje nadani a zejména v oblasti pfirodnich
véd, matematiky a fyziky vynikal. Ale i v tomto obdobi na néj dolehla
existencidlni krize, kdyz nemél dostatek prostiedkl na zaplaceni
bydleni a stravy, a to i pfes finan¢ni podporu ze strany starsi sestry,
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kterd se svym manzelem prevzala rodinny statek. Také jeho snaha
najit si v Olomouci praci douc¢ovanim studentt nebyla Uspésna a na
Mendela opét situace dolehla tak, ze ho psychicky i fyzicky zcela
vycerpala.Vratil se proto opétdomu, kde se cely rok zotavoval s touhou
studia dokoncit. V jeho situaci mu pomohloi to, ze jeho mladsi, tehdy
tfinactileta sestra Terezie se ziekla ¢ésti svého véna v jeho prospéch.
Vratil se do Olomouce a s vypétim vsech sil absolvoval oba ro¢niky
studia na Filozofickém Ustavu a sam pak napsal, Ze ,jiz neni schopen
snaset dale takové vypéti”. Nicméné ndhoda ¢i osud zasahly do jeho
daldiho zivota. Opat augustidnského klastera v Brné Cyril Frantisek
Napp, rovnéz absolvent filozofie a teologie na Filozofickém ustavu
v Olomouci (pozdéji se zaslouzil o vznik Ustavu ¢eského jazyka
na olomoucké univerzité) se zminil prof. F. Franzovi, kterého znal
z jeho dfivéjsiho plsobeni na Filozofickém ucilisti v Brné, o tom,
ze hledd vhodného absolventa olomouckého ustavu k pfijeti do
starobrnénského klastera. Prof. F. Franz doporucil Mendela, ktery
,Ma pevny charakter a v jeho predmétu patii k nejlepsim zakdm®”.
Mendel souhlasil a 9. fijna 1843 se tehdy jako 21lety stal novicem
opatstvi, kde, jak sdm napsal, ,se vidél nucen vstoupit do stavu,
ktery by ho zbavil trpkych starosti o vyzivu®. Pfijal feholni jméno
Gregor a od tohoto okamziku se podepisoval jiz jen Gregor Mendel.
Klaster byl v té dobé vyznamnym centrem vzdélanosti a Mendel(v
vstup do fadu znamenal moznost jeho dalSiho rlstu. Odbornici,
ktefi zde pUsobili usilovali o rozvoj zemédélstvi na klasternich
statcich, a to na zakladech nejnovéjsich védeckych poznatk( své
doby. Zveleboval se pfedevsim chov ovci, péstovani révy vinné,
ovocnych strom( a provadély se zde polni pokusy s picninami. V roce
1835 klaster poprvé navstivil J. E. Purkyné (klaster pak navstivil jesté
trikrat), ktery tehdy mimo jiné zkoumal problém oplozeni a vzniku
zérodku, coz souviselo se zdhadou dédic¢nosti. V klastere se rozvijel
téZ botanicky vyzkum a v roce 1830 byla zfizena pod okny refektére
pokusnd zahradka, ve které se péstovaly vzacné rostliny vyskytujici
se v okolni pfirodé. Mendel mél od vstupu do klastera mimofadny
zdjem o pfirodni védy a se souhlasem opata Nappa, ktery si jej
oblibil a mimofadné jej podporoval, a Mendel krom studia teologie
tehdy navstévoval také prednasky o zemédélstvi, ovocnarstvi
a vinarstvi na Filozofickém ucilisti. Z prednasek prof. F. Diebla
cerpal mimo jiné poznatky o sSlechténi kulturnich rostlin pomoci
umélého opylovéni. 6. srpna 1847 byl Mendel vysvécen na knéze
a ustanoven kaplanem na starobrnénské fare. Mezi jeho povinnosti
patfil vykon duchovni sluzby v blizké nemocnici v Pekaiské ulici. Tato
¢innost v ném vsak opét probudila vyrazné psychické potize a opat
Napp konstatoval, Ze ,Mendel pfi pohledu na nemocné a trpici
byvé postizen nepfekonatelnou bazni, kterd prechazi az na okraj
nebezpecného onemocnéni”. Jeho stav se zhorsil natolik, Zze byl na
34 dni upoutan na lizko a o$etfovan zdravotni sestrou z Nemocnice
Milosrdnych bratfi. S pfihlédnutim k témto komplikacim byl Mendel
v fijnu 1849 opatem Nappem posldn na gymnazium do Znojma, kde
s velkym Uspéchem vyucoval fectinu, latinu, némcinu a matematiku.
Vedeni gymnézia mu proto doporucilo slozit zkousky ucitelské
zpUsobilosti z pfirodopisu a fyziky na videnské univerzité. V pisemné
praci ke zkousce, kterou sepsal na 23 arsich, Mendel pozoruhodné

- XXXIV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY

uvedl, ze ,jakmile Zemé v pribéhu doby dosédhla schopnosti vytvaret
a uchovavat zivé organizmy, objevily se z nizsich druhl nejdfive
rostliny a potom zvifata“. Dale pokracoval: ,Rostliny a Zivocisny zZivot
se rozvijel stale bohatéji, starsi formy z¢asti mizely, aby uvolnily misto
novym a dokonalej$im”. Do zvefejnéni Darwinovy teorie o vzniku
druhd zbyvalo jesté 8 let... Na Ustni zkousky se Mendel pfipravoval
samostudiem, coz ziejmé zapficinilo, Zze u téchto zkousek v srpnu
1850 Mendel pro nedostatek pozadovanych znalosti neuspél
a komise mu doporucila, aby své védomosti doplnil dalSim studiem.
Na gymnézium do Znojma se Mendel jiz nevrétil a zacal v Brné
vyucovat pfirodopis na Technickém ucilisti v Brné. Pisemnou zpravu
0 Mendelové netspéchu ve Vidni obdrzel opat Napp teprve v srpnu
1851. Stalo v ni, ze Mendelovi nechybi pile a nadani a Zze by mél
nastoupit studium na univerzité pro ziskani podrobnéjsich znalosti.

Predchozim neuspéchem se Mendelovi paradoxné oteviela
mimoradna moznost navstévovat videnskou univerzitu a poznat tak
i zdklady vyzkumné prace, kterd tam probihala. Diky stédré osobni
i finan¢ni podpore opata Nappa studoval Mendel mezi lety 1851-
1853 matematiku, chemii, fyziku a pfirodni védy. Kromé jiného
absolvoval prednasky a praktickou vyuku na Ustavu experimentalni
fyziky pod vedenim prof. Ch. Dopplera (zde se zdokonalil v zdkladech
matematické analyzy a kombinatorice) a na Ustavu anatomie
a fyziologie rostlin pod vedeni prof. F. Ungera. Poté se Mendel vratil
opét do Brna a vénoval se pedagogické cinnosti. Pred sebou mél
opakovani ucitelské zkousky, coz by byl i prvni krok k dokonceni
univerzitniho vzdélani. Zkousku skladal ve Vidni v kvétnu roku 1856,
ale pfi jeji klauzurni ¢asti se psychicky zhroutil tak, Ze nebyl schopen
ani psat a ze zkousky musel odstoupit. Zlstal tak na dalSich 14 let
zastupujicim ucitelem na Vyssi statni redlce v Janské ulici v Brné az do
svého zvoleni opatem klastera v roce 1868.

Do tohoto obdobi spadd nejvyznamnéjsi etapa Mendelova
védeckého badani a mozna také nejstastnéjsi etapa v jeho Zivoté.
Diky svému systematickému studiu pfirodovédy, zkuSenostem
svych predchddcl v oblasti $lechténi rostlin a Zivocichd, jasnému
analytickému mysleni podpofeném velmi solidnimi znalostmi
matematiky a kombinatoriky, zapocal Mendel sv(j - z dnesniho
pohledu - velkolepy vyzkum kfizeni rostlin, na jehoz konci rozeznal
a formuloval zakladni principy dédi¢nosti. Ke svym experimentim
si jako hlavni rostlinu vybral hrach sety (Pisum sativum), o kterém
bylo znamo, Ze ma trvale odlisné znaky semen a rostlin. Navic hrach
dovoluje chranit uméle oplozeny kvét pred plsobenim ciziho pylu
a hybridni rostliny netrpi poruchou plodnosti v dalSich generacich.
Daldi cennou vlastnosti hrachu z hlediska Mendelova vyzkumu je
jeho pohlavni rozmnozovani a staly pomér zastoupeni homozygott
a heterozygotd v potomstvu. Mendel si opatfil 34 rznych odrid
hrachu, které péstoval a pozoroval v prvnich dvou letech (1854-
1856). Z nich nakonec vybral 22 odrdd, které kfizil po celé obdobi
experimentd. Mendel zkoumal pfenos rozdilnych pérd znakd, které
byly snadno hodnotitelné a pro své badani jich vybral celkem
sedm. Odhaduje se, Ze Mendel mél k dispozici az 28 000 rostlin
(predevsim hrachu, ale i fazoli a dalsich), kdy podrobné popsal znaky
u 12 835 z nich. Mendel byl prvni, kdo na zékladé svého vyzkumu
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oznacil jedny znaky za dominantni a druhé za recesivni. Dominantni
znak oznacoval velkym pismenem, recesivni pak malym. Navic své
zavéry dokazal formulovat pomoci matematickych symbol(, vzorct
a fad, coz v bylo té dobé neobvyklé a pro mnohé z jeho soucasniki
slozité, a ne zcela srozumitelné. Kvantitativnim hodnocenim
kvalitativnich znak( aplikoval vyuziti matematiky do biologického
vyzkumu, coz jemu i nasledovnikim pomohlo pfi jeho planovani,
provadéni a vyhodnoceni. Své hlavni experimenty dokoncil v roce
1863 a jejich védecké zpracovani finalizoval v roce nésledujicim. 8.
unora a 8. bfezna 1865 zverejnil své vysledky formou dvou ¢tenych
pfednédsek na schlizich Pfirodovédného spolku v Brné, jehoz
byl ¢lenem. Svoji préci nazval ,Versuche (ber Pflanzen-Hybriden”,
tedy ,Pokusy s rostlinnymi hybridy”, a o rok pozdéji ji publikoval ve
sborniku brnénského Pfirodovédného spolku Verhandlungen des
Naturforschenden Vereins in Briinn. Kopie své prace Mendel rozeslal
pfednim védclm a védeckym ustaviim po celém svété ve snaze
o diskuzi nad svymi zavéry a potvrzeni spravnosti své teorie. | kdyz byl
v fadé odbornych publikaci ¢lanek citovén, nikdy nebyla jeho prace
a z ni vyplyvajici teoretické zavéry brany jako zasadni védecky pocin,
ale spise jen jako dalsi pfispévek k pochopeni hybridizace rostlin.
O tom svéd¢i napf. Mendelova korespondence s pfednim némeckym
botanikem a odbornikem na hybridizaci rostlin prof. C. W. von
Nagelim z let 1866-1870. | pfes toto zklamani a nepochopeni
zasadniho vyznamu svého vyzkumu si byl Mendel do konce Zivota
jist svymi vysledky a - jak se svéfil svému kolegovi G. von Niesslovi -
véril, ze ,mUj cas pfijde”. Jednim z divodd, pro¢ Mendelové vyzkumu
a jeho objeviim nebyla ve své dobé vénovana adekvatni pozornost,
muze byt i fakt, ze védecky svét byl tehdy fascinovan Darwinovou
teorii a jeho praci ,O vzniku druhl ptirodnim vybérem”. Mendel
peclivé studoval jeho dilo a véril, ze zavéry jeho experimentd doplini
urcité mezery v Darwinové teorii. Podle svych soucasniki dokonce
v diskuzi o Darwinové teorii poznamenal: ,To neni vsechno, jesté tu
néco chybi...".

Mendeluv ¢as pfisel na pocatku 20. stoleti. Tti védci - prof. H. M. de
Vries v Amsterdamu, prof. C. E. Correns v Tlbingenu a prof. E. von
Tschermak-Seysenegg ve Vidni — publikovali v roce 1900 nezavisle
na sobé vysledky svého badani na poli kfizeni rostlin a dospéli ke
stejnym zavérl jako pred 35 lety Mendel. VSichni uznali prioritu
Mendelovych objev( a prof. Correns v zavéru své prace stanovil
dvé pravidla dédic¢nosti, které spojil s Mendelovym jménem. A tak
védecky svét zacal pracovat s ,Mendelovymi zakony dédi¢nosti”.
V nasledujicim obdobi se zacaly rychle objevovat publikace,
které vysvétlovaly vyznam Mendelovych objev(, i kdyz nékteré
obsahovaly fadu interpretacnich nejasnosti a ¢ast anglickych
prekladl jeho préce byla nepfesnd. Vasnivého zastance svych
objevli nalezl Mendel v osobnosti anglického zoologa z Cambridge
prof. W. Batesona, ktery pochopil jejich epochélni vyznam a podle
nich upravil i svoje pfednasky a daldi badani, ¢imz pozdéji rozsifil
jejich platnost i na zivocisnou Fisi. Bateson také zavedl novy termin
,genetika” (poprvé jej navrhnul v roce 1905 v dopise svému kolegovi,
verejné pak v roce 1906 na konferenci o hybridizaci rostlin v Londyné)
pro nauku o dédic¢nosti, kdyz se inspiroval reckym slovem ,genesis”
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(zrozeni). Termin gen pak pouzil poprvé v roce 1909 dansky slechtitel
W. Johannsen. V pribéhu 20. stoleti se objevily nékteré pochybnosti
ohledné metodiky Mendelovy prace a jeho interpretace vysledkd
provedenych pokust. V roce 1936 matematik, statistik a biolog prof. R.
A. Fischer napsal, Ze Mendelovy vysledky jsou statisticky pfilis dobré
na to, aby odpovidaly skute¢nosti, a tudiz se Fischer domnival, ze
Mendel provadél své pokusy spise podle predem vypracované teorie.
Fischerovy nazory odstartovaly misty vasnivou diskuzi genetik(,
biologll a statistikd o povaze a moznych kontroverzich Mendelova
vyzkumu, kterd probiha i na pocétku 21. stoleti.

Gregor Johann Mendel byl ¢lovék mnoha zajmG a aktivit. Jiz
od mladi ho zajimalo vcelafeni a své zdlibé se vénoval i na pldé
opatstvi, kde dal postavit v¢elin. Pokousel se najit nové zplsoby
péce o vcelstva, zahdjil také experimenty s kiizenim vcel s cilem
zlepsit jejich vlastnosti. S urcitou nadsazkou mizeme konstatovat,
ze Mendel tak zalozil prvni vcelaisky vyzkumny Gstav ve stiedni
Evropé. Stal se ¢lenem Vcelaiského spolku moravského, a pozdéji
vykonaval i funkci prvniho naméstka starosty tohoto spolku. Na
spolkovych jednénich pfendsel o svych vyzkumech a pozorovénich.
Podobné intenzivné se zajimal také o ovocnafrstvi, Slechténi plodin,
ale i okrasnych rostlin (fuchsii). Stal se ¢elenem Moravskoslezské
spole¢nosti pro zvelebeni orby, pfirodoznalectvi a vlastivédu, clenem
Hospodaiské spole¢nosti a jejich odbornych sekci a spolkd. Usiloval
o vznik novych odridd ovocnych stromd, jejichz plody by mély
lepsi produkeni vysledky i chutové vlastnosti. V dobé Mendelova
plsobeni bylo v klasterni zahradé vysazeno 500-600 semenackd
hrusni, jabloni a merunék. Ze viech svych zajma o prirodni védy
se vsak Mendel nejdéle a nejintenzivnéji vénoval meteorologii.
S meteorologickymi pozorovanimi se mlady Mendel mohl setkat
jiz na gymnaziu v Opavé, kde je provadél prof. F. Ens a déle pak na
Filozofickém Ustavu v Olomouci, kde je vedl sam feditel stavu prof. C.
R. Unckrechtsberger. Ve Vidni vznikl Ustfedni Gstav pro meteorologii
a magnetizmus Zemé a nasledné i Rakouskd meteorologicka
spolecnost, jejimz ¢lenem se Mendel posléze stal. Také opat Napp
projevil o meteorologii zajem a Hospodaiskd spole¢nost podala
do Vidné navrh na vybudovéni meteorologického ustavu v Brnég,
ktery vsak nebyl pfijat. Mendel svd meteorologickd pozorovéni
v klastere zahajil v roce 1857. Pozdéji se spratelil s brnénskym lékafem
P. Olexikem (primafem interniho oddéleni Zemské nemocnice u svaté
Anny v Brné), ktery byl pozorovatelem videnského ustavu pro Brno.
Mendel mu s pozorovanim pomahal a v roce 1858 spolu zacali
zkoumat a kvantifikovat obsah ozonu v atmosféie. Mendel o své
meteorologické cinnosti pravidelné prednasel a také publikoval.
Ve svych pracich o vysledcich dlouhodobych meteorologickych
pozorovani vyuzival opét zcela prikopnicky matematickych
a statistickych principd, stejné jako tomu bylo pti hodnoceni vysledkd
pokust s kiizenim rostlin. 13. fijna 1870 se nad Brnem piehnala
ni¢iva smrst (tromba). Mendel ji velmi podrobné pozoroval z okna
klaStera a dalsi informace pak ziskal od ocitych svédkd z Brna. Jiz
9. listopadu 1870 o tomto ,pfirodnim spektaklu” prednesl prednasku
a o rok pozdéji své pozorovani a presny popis tohoto fyzikdlniho
jevu publikoval. Jeho vyklad je prvnim védeckym popisem tromby
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v historii a Mendel v ném opét vyznamné predbéhl svou dobu, kdyz
se vyklady vétrnych smrsti na takovéto teoretické urovni zacaly
objevovat az po roce 1900. Mendel se intenzivné vénoval i teorii
a posléze praxi predpovédi pocasi, a to zejména pro vyuziti v oblasti
hospodarské, zejména pak v zemédélstvi. V roce 1878 Vydal spis
,Zaklady predpovédi pocasi”’, pozdéji se zaslouzil o prikopnické
vyddavani pfedpovédi pocasi a rychlé sifeni meteorologickych zprav
pomoci telegrafické sluzby na Moravé a Slezsku. Dlouhodobé se také
vénoval systematickému pozorovani kolisani hladiny podzemni vody
(v kldsterni studni). Ke konci Zivota jesté zapocal své pozorovani skvrn
na Slunci a své nalezy v pribéhu roku 1882 peclivé zaznamenaval.

Jeho lidské vlastnosti, nadani, pile a Siroky rozhled, jeho respekt
v Siroké spolecenské komunité vedly k tomu, Ze byl po Umrti opata
Cyrila Frantiska Nappa zvolen v roce 1868 do cela augustidanského
klastera. Nova funkce byla spojena s fadou povinnosti, které
jej prakticky odvedly od pokracovani v systematické védecké
praci. Jeho plsobeni ve vefejném Zzivoté i cirkvi bylo ocenéno
Komturskym kiizem Frantiska Josefa ., v roce 1876 byl pak jmenovén
mistofeditelem spravy Moravské hypotecni banky a v roce 1881 se
stal jejim feditelem. Diky hmotnému a finan¢nimu zajisténi Mendel
mohl podporovat syna své sestry pfi Uspésném studiu na brnénské
technice, pozdé&ji hradil i studium dal$im dvéma synovcim, ktefi
v Brné vystudovali gymnazium a posléze na univerzité Vidni
|ékafstvi. Finan¢né podporoval dalsi jedince, fondy a spolky, v roce
1882 vénoval 3 000 zlatych na zakoupeni hasi¢ské stfikacky pro nové
zaloZeny pozarni sbor v rodném Heinzendorfu.

Prace predstaveného klastera, jeho povinnosti organizacni
i spolecenské Mendela nejen vzdalovaly od védecké cinnosti (i kdyz
jesté v roce 1878 si zakoupil novy mikroskop a zajimal se o nové
techniky jeho vyuziti), ale vyznamné ho jak psychicky, tak i fyzicky
vycerpavaly. V roce 1874 navic vlada monarchie celici hluboké
hospodarské krizi navrhla zékon, ktery zvySoval dafovou povinnost
klaster(. Proti zdkonu protestovala fada statnich i cirkevnich instituci,
nicméné zakon presto vstoupil v platnost. Mendel jej jako jeden zméla
zatvrzele odmital dodrzovat a zacal proti nému rozesilal rozsahla
pisemnd podani, a to i pfes upozornéni fady renomovanych pravnik(,
Ze protesty nemaji nadéji na Uspéch. Spor klaStera s monarchii se
nakonec vyhrotil tak, Ze ¢ast jeho statkd presla pod nucenou spravu
a z jejich ziskl se pozadovana dan zaplatila.

Mendellv zdravotni stav se kvdli mnoha okolnostem postupné
zhorsoval. V roce 1883 jiz definitivné prestal chodit do klasternich
zahrad a v lété téhoz roku se odjel Iécit do lazni v Roznové pod
Radhostém. Na podzim se jeho stav opét zietelné zhorsil a Mendel
o svych potizich diskutoval se svym synovcem, ktery jak bylo
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zminéno, studoval Iékafstvi. Mendel se stoickym klidem ocekaval
svij konec, pfi jednom z poslednich setkani se synovcem jej pozadal,
aby se postaral o provedeni pitvy po jeho smrti. V noci na 6. ledna
1884 zemfel na vleklou chorobu ledvin a srdce.

Dne 9. ledna 1884 se v Brné sesel obrovsky zastup truchlicich, aby
se naposledy rozloucili s opatem Gregorem Mendelem. Byli pfitomni
zastupci statni spravy, méststi zastupitelé, katoli¢ti duchovni
a kolegové z klastera, ale také protestantsky pastor, zidovsky rabin,
ucitelé a profesofti z Sirokého okoli, zastupci spolkl a organizaci,
jejichz byl Mendel ¢lenem a které podporoval, desitky chudych lidi,
kterym pomohl v jejich hmotné nouzi, pfijeli ¢lenové rodiny i sbor
hasi¢ z rodného Heinzendorfu...

Malokdo si tehdy uvédomil, Ze svét se louci s muzem, jenz se
v historii védy bude fadit k nejvétsim génitim. Clovékem, ktery a¢
vzesel z chudych pomérl a nikdy nedosahl formalniho univerzitniho
vzdélani, zasadnim zplsobem posunul hranice chapani pfirodnich
jeva a stél pfi vzniku nového fascinujiciho oboru - genetiky. Velkou
osobnosti, kterd zlstdva vzorem skromnosti, pile, vytrvalosti
i vysokych mravnich zasad. Clovékem, ktery naplnil slova svatého
Augustina: ,...budeme tedy hledat tak, jako bychom méli nalézt,
a budeme nalézat tak, jako bychom méli stidle pokracovat
v hledani”.

Podékovani

Tento rozsiteny abstrakt a ndsledna prednaska o Gregoru Johannu Mende-
lovi by nemohly vzniknout bez informaci z rady literarnich pramen(. Nej-
zasadnéjsi fakta a souvislosti, které zde uvadim, jsem nalezl v knize doc. Vi-
tézslava Orla — Gregor Mendel a pocétky genetiky (Academia, Praha 2003),
kterou vydal pavodné anglicky v roce 1996 v nakladatelstvi Oxford Univer-
sity Press (Gregor Mendel - the First Geneticist). Doc. Orel vénoval badatel-
ské a organizacni praci spojené s Mendelovou osobnosti Ctyficet let Zivota.
Pro dalsi generace tak objevil, sepsal a publikoval mnoho cennych infor-
maci, jak z Mendelova Zivota samotného, tak i ze zZivota jeho predchidcd
a soucasnikd, ktefi plsobili zejména v akademickém a hospodarském pro-
stfedi Brna a Olomouce.
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4. MALIGNI LYMFOMY

KAM KRACI MOLEKULARNE-GENETICKA
KLASIFIKACE VELKOBUNECNYCH B
LYMFOMU (LBCL) - IMPLIKACE PRO
KLINICKOU PRAXI

Trnény M.

|.interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Klasifikace velkobuné¢nych Blymfom( (LBCL) prodélala za poslednich
30 let vyrazné zmény. Od puvodné morfologickych podjednotek
centroblastového a imunoblastového difuzniho velkobuné¢ného
lymfomu (DLBCL), po fadu samostatné definovanych jednotek.
DLBCL blize nespecifikovanych (DLBCL NOS) je stale nejpocetnéji
zastoupenou jednotkou. Na zékladé genové exprese rozdéluje WHO
klasifikace [1] tento typ do dvou zakladnich podjednotek — DLBCL
podobny bunkam zarodecného centra (germinal center B-cell like —
GCB) a podobny aktivovanym B lymfocytdm (activated B-cell like -
ABCQ). Tyto dvé jednotky se mezi sebou lisi fadou molekuldrné-bio-
logickych odlisnosti, a také klinickym prabéhem [2,3]. ABC DLBCL ma
horsi prabéh ve srovnani s GCB DLBCL. Dosavadni pokusy o zlepseni
osudu nemocnych zafazenim [ékd vytypovanych na zékladé cilené
terapie volené podle podtypu DLBCL NOS vsak zatim selhavaji [4,5].
Samostatnou jednotkou v dosud posledni WHO klasifikaci
definovanou zejména genetickou alteraci je skupina nazvana jako
high grade B-cell lymphoma (HGBL). Je definovana prestavbou genu
MYC a souc¢asné BCL2 a/nebo BCL6 (double hit lymphoma - DHL). Tyto
lymfomy mohou mit rozdilny morfologicky fenotyp. V ramci DLBCL
nachazime pfi diagndze tyto zményv 5-10 % piipadl. Morfologicky
a imunofenotypizacné obdobna skupina bez zminénych translokaci
tvofijednotku HGBL NOS (not otherwise specified).V prvnich popisech
zhruba pied 10 lety se ukazovalo, Ze progndza téchto pacientt je
extrémné $patna. Je vsiak mozné, ze k tomu prispél kromé vlastni bio-
logické podstaty i selekéni bias. Vétsina dat, kterd v sou¢asnosti mame
jsouzalozenazejménanaretrospektivnich analyzach, neboanalyzach
podskupin v ramci prospektivnich studii, kdyz tyto podskupiny
zdaleka nebyly dostatecné velké k identifikaci signifikantnich
rozdill, chybi randomizovana studie. Pfesto se zda, Ze pacienti léceni
intenzivnimi rezimy (DA-EPOCH-R, R-HyperCVAD/HDMTX-AraC,
MTX/R-CHOEP-14/Ara-C a dalsi) by mohli mit lepsi osud, alespon co
se prodlouzeni doby do progrese tyce (PFS) [6-9]. V otazce zlepseni
celkového preziti (OS) jsou data podstatné méné jasna. Pridani cilené
terapie napf. venetoclaxu - inhibitoru Bcl-2 proteinu k rezimu R-CHOP
naznacuje lepsi PFS a trend k lepSimu OS ve srovnani s historickou
kontrolou Bcl-2 pozitivnich DLBCL [10]. Snaha o pfidani venetoclaxu
k rezimu DA-EPOCH-R v rdmci randomizované studie u HGBL DHT
vsak neuspéla, studie musela byt pro nadmérnou toxicitu a mortalitu
kombinace venetoclaxu a DA-EPOCH-R predc¢asné ukoncena [11].
Dalsi posun v genetické klasifikaci LBCL zalozeny na v soucasnosti
diskutovanych navrzich [12,13] mGze vést k posunu paradigmatu

XXXIV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY -

lé¢by LBCL v¢. HGBL. Nelze v3ak zapominat na terapeuticky
pfistup, ktery nenfi zalozen na rozdilnych molekuldrné biologickych
charakteristikach vlastni lymfomové bunky, je k nim agnosticky.
Tento zahrnuje zejména terapii snazici se o vyuziti imunitniho
systému, zejména aktivace T lymfocytl at jiz pomoci bispecifickych
protilatek nebo tzv. CAR T-lymfocytl. Lze predpokladat, Ze snaha
o optimalizaci kombinaci jednotlivych strategii a jejich sekvenci
muze vést k dalSimu zlepseni osudu pacient(.
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VOLNA NADOROVA DNA U HODGKINOVA
LYMFOMU JAKO NASTROJ PRO BUDOUCI
KLINICKE ROZHODOVANI

Mocikova H.', Maco M.}, Havranek 0.23

"Hematologickd klinika 3. LF UK a FN Krdlovské Vinohrady, Praha
?Biocev, 1. LF UK, Vestec

3| interni klinika - klinika hematologie VFN v Praze

Cirkulujici nddorovéa DNA (circulating tumor DNA — ctDNA) je extracelu-
larni DNA plvodem z nddorovych bunék, ktera ve formé kratkych frag-
ment(i volné cirkuluje v periferni krvi. Kvalitativni analyza ctDNA umoz-
nuje neinvazivni stanoveni tumor-specifickych somatickych mutaci
DNA v Hodgkinovych a Reed-Sternbergovych (HRS) burkach a spolu
s kvantitativnim stanovenim mnozstvi ctDNA predstavuje nastroj pro
diagnostiku a stanoveni progndzy nador( v¢. klasického Hodgkinova
lymfomu (cHL). Vyhodou je jednoduchost odbéru vzorkU periferni krve
a moznost jejich opakovani v pribéhu [écby a po lécbé. Vétsina so-
matickych mutaci se vyskytuje u jednotlivych cHL podtyp(i podobné
Casto (napf. u nejcastéji mutovanych gent jako jsou SOCST a XPOT). Na
druhé strané, u noduldrné-sklerotického podtypu se vyskytuji ¢as-
t&ji somatické mutace B2M a u EBER-negativniho cHL a noduldrné-
-sklerotického podtypu castéji mutace STAT6 a TNFAIP3 gen(i. Soma-
tické mutace tak mohou byt vyuzity v diagnostice. Napt. XPOT mutace
jsou typické pro nodularné-skleroticky cHL na rozdil od mediastinal-
niho gray-zone lymfomu a difuzniho velkobuné¢ného B-lymfomu
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a STAT6 mohou napomoci diferencidlni diagndze nodularné sklero-
tického podtypu cHL a HL s lymfocytarni predominanci. Béhem lécby
a po lé¢bé je mozné monitorovat dynamiku ctDNA a selekci novych
mutaci. Klondlni vyvoj se lisi v zavislosti od toho, zda je pacient lécen
chemoterapii, konjugatem protilatky a cytostatika nebo je l1é¢en imu-
noterapii. ctDNA m{ze v budoucnu slouzit i jako komplementarni bio-
marker a prognosticky faktor k pozitronové emisni tomografii (PET) pfi
hodnoceni odpovédi na lé¢bu v¢. dosazeni kompletni remise na ,mo-
lekularni drovni” a monitorovani minimalini rezidualni nemoci, napf.
pomoci sledovani XPOT mutaci. Velky pfinos ctDNA se ocekéva v pfipa-
dech falesné pozitivnich PET nélezl nebo v pfipadech suspektniho re-
lapsu. Predpoklada se, ze kvantitativni analyza ctDNA umozni deteko-
vat ,molekuldrni” relaps cHL dfive nez zobrazovaci metody.

Analyza ctDNA je rychle se rozvijejici oblast, kterd ma potencial
vyuziti u cHL pfi diagndze k urceni mutacniho spektra nadorovych
bunék v rdmci diagnostiky a urceni progndzy a zaroven komplemen-
tarni metoda k PET pfi hodnoceni odpovédi a detekci relapsu.

Podporeno granty: AZV NU22-03-00182 a vyzkumnym projektem
Q 28 Progres udéleny 3. LF UK v Praze.

ZHORSENI KOGNITIVNICH FUNKCI

U PACIENTU S HODGKINOVYM LYMFOMEM
NENI DUSLEDKEM CHEMOTERAPIE, ALE

JE DANO PUSOBENIM NADORU JAKO
TAKOVEHO

Kozdk T., Fayette D.?, Juri¢kova V.2 Fajnerova 1.2, Mécikova H.',
Markova H.!, Gaherové L.}, Horacek J.2

"Hematologickd klinika 3. LF UK, Praha

2Ndrodni ustav dusevniho zdravi, Klecany

Kognitivni postizeni spojené s chemoterapii je dobfe dokumentované
u nékterych typud nadord. V piipadé pacientl s Hodgkinovym lymfo-
mem existuje nékolik malo retrospektivnich studii, které potvrzuji ko-
gnitivni postizeni a uvadéji je do souvislosti s podavanim kombino-
vané chemoterapie. Do této doby nebyla uskute¢néna prospektivni
studie, kterd by dlouhodobé sledovala stav kognitivnich funkci pa-
cient s Hodgkinovym lymfomem lé¢enych moderni intenzivni che-
moterapii a srovnavala jej se stavem pred zahajenim Ié¢by.

Cilem nasi prospektivni studie bylo zjistit, zda a k jakému typu
poruch kognitivnich funkci u pacientl lé¢nych pro HodgkinGv
lymfom (HL) dochdzi. Do studie jsme zatadili 62 pacienty s HL a take
72 zdravé dobrovolniky, ktefi odpovidaji socidlnim charakteristikdm
pacientd. Vsichni zafazeni pacienti (a dobrovolnici) vyplnili tzv.
neuropsychologickou baterii a byla u nich vySetfena subjektivni
aobjektivniméritkaemocniho stresu (affectivedistress) akvality zivota.
Baterie vySetieni byla provedena celkem tfikrat: pfed zahdjenim
terapie (baseline), 6 mésicl po jejim zahajeni (po jejim ukonceni)
a 1 rok po zacatku lécby. V ramci morfologického a funkéniho
sledovani neurotoxicity podstoupili pacienti ve sledovaném obdobi
ve stejnych intervalech funkéni magnetickou rezonanci mozku a EEG.

- XXXIV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY

Nase studie prokazala, ze pacienti s Hodgkinovym lymfomem maji
horsi kognitivni funkce ve srovnani se zdravymi kontrolami jiz pred za-
hajenim lé¢by. Podrobné jsme se zabyvali tim, zda mze byt kognitivni
deficit vysvétlen mirou emocniho stresu, toto jsme nepotvrdili. Deficit
ve verbalni paméti, psychomotorické rychlosti a vykonu maji pfitom
tendenci pfetrvavat i v obdobi po skonceni [é¢by. Chemoterapii byly
docasné negativné ovlivnény jen neverbalni pamétové funkce.

Celkové nase vysledky NEPOTVRZUJI domnénky a vysledky z re-
trospektivnich studii, Ze totiz chemoterapie jako takova je hlavni pfi-
¢inou snizeni kognitivnich funkci u pacientt s Hodgkinovym lymfo-
mem. Prokazuji naopak, ze snizeni kognitivnich funkci je u pacientd

s Hodginovym lymfomem soucasti nadorové patofyziologie.

Prdce byla podporena grantem AZV MZ CR 16-29857A.

VYSLEDKY LECBY PO SELHANI

ANTICD19 CAR-T TERAPIE UNEMOCNYCH
S AGRESIVNIMI B-LYMFOMY - ANALYZA
DAT Z CESKE REPUBLIKY

Sykorova A, Folber F.2, Polgarova K.3, Steinerovd K.%, Belada D.',
Smolej L., Trnény M.>3, Pytlik R.°

"IV, interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

?Interni hematologickd a onkologickd klinika MU a FN Brno

3| interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

“Hematoonkologické oddéleni, LF UK a FN Plzeri

5Oddeéleni bunécné terapie, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: U pacientd (p) s agresivnimi B-lymfomy je dlouhodobé obdobi
bez progrese po antiCD19 CAR-T Ié¢bé kolem 40 %. Osud nemocnych
s progresi/relapsem po této terapii je Spatny (median preziti
5-6 mésica). V soucasné dobé je limitované mnozstvi dat o Ié¢ebnych
pfistupech pro zlepSeni progndzy této skupiny nemocnych, optimalni
management neni v souc¢asné dobé znam.

Metody: Analyzovali jsme nemocné s agresivnimi B-lymfomy, ktefi
byli v letech 2019-2021 Iéceni tisagelecleucelem a axicabtagen
ciloleucelem. Jednd se o multicentrickou retrospektivni analyzu
z 5 hematologickych center (UHKT Praha, FN Brno, VFN v Praze, FN
Plzer a FN Hradec Kralové), kam byli referovani nemocni z Ceské
a Slovenské republiky, ktefi byli indikovani k antiCD19 CAR-T lé¢bé
po selhdni > 2 linii. Zaméfili jsme se na skupinu nemocnych, ktefi
neodpovidalinatutolécbunebounichlymfomrelaboval/progredoval.
Vysledky: 71 pacientd bylo Iéceno antiCD19 CAR-T lé¢bou (56 ti-
sagenlecleucelem a 15 axicabtagenem ciloleucelem). Median sledo-
progrese byl 3,3 mésice. Lé¢ebnd odpovéd (ORR) byla pozorovéna
u 38 pacientd (ORR 54 %; CR 44 %). Na lé¢bu neodpovédélo 33 pa-
cientl (SD a PD 46 %) a z téch, co dosahli lé¢ebné odpovédi, 9 zrela-
bovalo/zprogredovalo. Analyzovali jsme tedy skupinu 42 pacientd.
Celkem 28 podstoupilo 1é¢bu, u 14 onemocnéni rychle progredo-
valo a léceni nebyli. Tti pacienti byli 1é¢eni radioterapii a 25 systé-
movou lé¢bou. Lé¢ebnd odpovéd byla pozorovéna u 18 % nemoc-
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nych (1x CR / 4x PR). Pacienti, ktefi nebyli 1é¢eni, méli ¢astéji masivni
postizeni > 5cm v dobé aferézy (p = 0,02) a Zddny nemocny nedo-
sahl lécebné odpovédi po infuzi antiCD19 CAR-T lymfocytl (p = 0,02).
Ze 42 pacientu se selhanim antiCD19 CAR-T Ié¢by zemfelo 30 (71 %).
Mediédn celkového pfeziti (OS) pro viechny pacienty (n = 42) byl od
diagnozy progrese/relapsu 2 mésice. Median OS byl 3,2 mésice od
diagndzy progrese/relapsu (resp. 5,6 mésice od podani CAR-T lym-
focytl) pro 1é¢ené nemocné a 0,1 mésic (resp. 1,1 mésic od podani
CAR-T lymfocyt(l) pro nemocné bez |é¢by.

Zavér: Nase vysledky potvrzuji Spatnou prognézu nemocnych s ag-
resivnimi B-lymfomy, u nichz selhala antiCD19 CAR-T lé¢ba. Lécebnd
odpovéd na podavanou [é¢bu byla nedostatecna a u vétsiny nemoc-
nych lymfom progredoval. Na zakladé dosud publikovanych dat se
zda, ze nékteré z novych Iékd zkousenych v klinickych hodnocenich
u relaps/refrakternich agresivnich B-lymfoma (polatuzumab vedotin,
bispecifické protilatky, lenalidomid, tafasitamab, selinexor, loncastu-
ximab tesirine), by mohly byt vyuzity u ¢asti nemocnych jako ,bridge”
k alogenni transplantaci, kterd zGstéva pro ¢ast téchto nemocnych
potencidlné kurativni lé¢ebnou metodou.

KLONALNI VYVOJ U PACIENTU S RELAPSEM
LYMFOMU Z BUNEK PLASTOVE ZONY -
SERIE PRIPADU

Hrudkova A., Obr A., Urbankova H., Vatolikova M., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Lymfom z bunék plastové zény (MCL) tvofi asi 5 % ze skupiny
nehodgkinskych lymfom0. Dle klinického pribéhu se rozdéluje
do dvou odlisnych variant, klasicky (nodalni) MCL s agresivnim
chovanim a non-nodalni MCL s indolentnim pribéhem (10 % vsech
MCL). Cytogenetické a molekularné-biologické vysetfovaci metody
pomahaji k dalsi prognostické stratifikaci. Pacienti s detekovanymi
aberacemi gend TP53, CDKN2A a kumulaci cytogenetickych zmén
tvori skupinu s agresivnim klinickym pribéhem choroby, s ¢asnymi
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relapsy a kratkym celkovym prezitim (OS). Prognosticky vyznam
aberaci genu ATM je déle studovan.

Cil: Analyza prognostického vlivu aberaci gend TP53, ATM a CDKN2A
v dobé dg. a v kontextu klonalniho vyvoje u pacient s MCL.
Metody: Studie pacient s MCL Ié¢enych na Hemato-onkologické kli-
nice FN Olomouc (HOK) v obdobi 4/2005-8/2021 s dostupnym na-
dorovym infiltratem stejného kompartmentu (kostni dien [KD] + pe-
riferni krev [PK], nadorova tkan) z obdobi diagnézy a prvniho
relapsu. Materidl byl u jednotlivych pacientl vysetien pomoci kla-
sické cytogenetiky. Klonalni vyvoj byl definovan jako jakakoliv cyto-
genetickd zména vysetiovaného materidlu z obdobi relapsu, ktera
nebyla pfitomna u daného pacienta v dobé diagnézy. Metodou flu-
orescencni in situ hybridizace (FISH) byly vysetieny geny TP53, ATM
a CDKN2A. U pacientl bylo hodnoceno OS, preziti bez relapsu/pro-
grese (PFS) a parametr délky celkového preziti od data relapsu (OS-R).
Vysledky: Ve vyse uvedeném obdobi bylo na HOK Ié¢eno 100 pa-
cientd, z nichz u 63 doslo k relapsu onemocnéni. Dostupny biologicky
materidl stejného kompartmentu z doby diagndézy a relapsu jsme na-
lezli u 10 1é¢enych. Median véku v dobé diagndzy byl 62,2 roku. Sest pa-
cientl bylo Ié¢enych HD-AraC rezimem, v¢. autologni transplantace kr-
vetvornych bunék. Ctyfi pacienti byli Ié¢eni antracyklinovym rezimem.
Pfi medianu sledovani 5,1 roku zprogredovalo 7 a zemfelo 5 pacientd.
Nejkratsi PFS i OS méli pacienti s klondlnim vyvojem a soucasnou de-
leci genu TP53 v dobé diagndzy. Mezi tremi pacienty s nejdelsim PFS
i OS byli dva s deleci genu ATM v dobé diagndzy. Tato aberace nebyla
pfi relapsu pfitomna. Pacienti bez detekce klonalniho vyvoje a s ab-
senci sledovanych aberaci méli nejdelsi parametr OS-R. Blize viz. tab. 1.
Zavér: Kombinace klonélniho vyvoje a delece genu TP53 v dobé dia-
gnozy vedly u sledované kohorty k nejkratsimu trvani prvni remise
a nejkratsimu celkovému preziti. Naopak delece genu ATM v dobé dg.
se jevila jako pozitivni prediktor delsiho OS i PFS. Nase zavéry jsou
limitovany malym poctem analyzovanych pacientl a vyzaduji studii
vétsi skupiny nemocnych s MCL.

Prdce byla podporena grantem IGA_LF_2022_001.

Tab. 1.
pacient pohlavi vék zachycené aberace piidg. zachycené aberace prirelapsu klonalnivyvoj PFS oS OS-R
Pfidg-  7ps3  ATM  CDKN2A TP53  ATM  CDKN2a M2 dUrovni
CG + FISH
1 F 53,9 ANO NE NE ANO NE ANO ANO 11,9 14,4 2,5
2 M 74,6 ANO NE ANO ANO NE ANO 1,9 52 33
3 M 66,1 NE NE NE NE ANO NE ANO 31,9 40,2 83
4 M 57,4 NE NE ANO ANO NE ANO ANO 38,7 54,7 16
5 F 52,7 NE ANO NE NE NE ANO ANO 72,7 90,9 18,2
6 F 54,8 NE NE NE NE NE ANO ANO 453 65,1 19,8
7 F 53,1 NE ANO NE NE NE NE ANO 1584 180,55 22
8 M 59,9 NE NE NE NE NE NE NE 44 66,9 22,9
9 M 63,5 NE NE NE NE NE NE NE 18,3 58,2 39,9
10 M 59,7 NE NE NE NE NE NE NE 91 1509 59,8

Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(Suppl 2) 2821



XXXIV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY

5. MONOKLONALNI GAMAPATIE

SYNDROM SCHNITZLEROVE A DALSI
CHOROBY ZE SKUPINY ,, MONOCLONAL
GAMMOPATHY OF SKIN SIGNIFICANCE*
NEBOLI KOZNICH CHOROB ASOCIOVANYCH
S MONOKLONALNIM IMUNOGLOBULINEM
Adam Z., Pour L., Krej¢i M., Stork M., Sandecka V.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Monoklondlni gamapatie se mohou projevovat i jinymi pfiznaky,
nez jsou symptomy mnohocetného myelomu shrnuté do akronyma
CRAB, anebo symptomy Waldenstromovy makroglobulinémie.
V zahrani¢ni literatufe maji skupinové oznaceni Monoclonal
gammopathy of Clinical, resp. of Cutaneous significance.

Od roku 2007 Ié¢ime sedm pacientll se syndromem Schnitzlerové.
Syndrom se diagnostikuje na zékladné splnéni dvou hlavnich kritérii,
chronicky recidivujici urtiky + monoklonalni gamapatie a nékterého
z malych kritérii: horecka nejasného plivodu, znamky abnormalni
remodelace kosti s nebo bez bolesti kosti, neutrofilni dermalni
infiltrace (biopsie kize), leukocytéza a/nebo zvysené CRP.

Median véku naseho souboru (5 muzd 2 Zeny) v dobé stanoveni
diagnézy byl 58 (45-68) let. Median sledovani je 9 (1-14) rok(. Sest
pacientd mélovdobé stanovenidiagn6zy MGUS-IgM, jedna pacientka
méla symptomatickou Waldenstromovu makroglobulinémii, urtiku
udavala 6 let pfed stanovenim diagndzy. Vsech sedm pacientl si
stézovalo na bolesti kloubd anebo bolesti kosti. Zvysenou hodnotu
CRP méli vichni, u Sesti > 30 mg/I. Neutrofilni leukocytézu > 10 x 10%/I
méli ¢tyfi pacienti, lymfadenopatii dva pacienti. S vyjimkou posledni

pacientky, byla loziska osteosklerézy nalezena u viech. Vsichni
pacienti byli a jsou Ié¢eni anakinrou bez jakychkoliv nezddoucich
ucinkd, s excelentnimi vysledky - kompletnim vymizenim
urtiky a dalsich symptomu aniz by se po letech 1écby jeji ucinek
zmensoval (obr. 1). MGUS-IgM se transformoval do symptomatické
Waldenstromovy makroglobulinémie vyzadujici 1é¢bu u dvou ze
Sesti pacientd.

Syndrom Schnitzlerové je fazen jak do skupiny antoinflamatornich
chorob manifestujicich se vdospélosti (podobné jako Stillova choroba
dospélych), tak do skupiny monoklonélnich gamapatii. Nutnost vcas
odhalit transformaci do symptomatické formy Waldenstrémovy
makroglobulinémie je dlvodem, pro¢ jsou tito pacienti léceni
hematology.

Z dalsich chorob ze skupiny Monoclonal gammopathy of
skin sifnificance jsme lécili Ctyti pacienty s nekrobiotickych
xantogranulomem, jednu pacientku IgA-pemphigem, ctyfi
pacienty se skleredémem. V pfipadech, kdy vymizel monoklonéini
imunoglobulin, doslo i k remisi téchto postizeni a pfi recidivé
gamapatie i k recidivé kozniho postizeni.

V ptipadech, kdy se cilenou Ié¢bou nepodafilo eliminovat tvorbu
monoklonalniho imunoglobulinu, pomaha lé¢ba imunoglobuliny
(IVIG) ve farmakologickych davkach a i kdyz nevede k odstranéni
procesu.

Monoklonalni imunoglobulin neni vzdy jen pouhym inertnim
markerem choroby, ale vzacné muze zplsobovat pestré patologické
procesy. Sdélenim chceme pfispét k ¢asnéjsi a castéjsi diagnostice
téchto chorob.

pred anakirou

po aplikaci prvni davky
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EFEKTIVITA TRIPLETU KRD A DRD

V RAMCI LECBY 2. LINIE U PACIENTU
S MNOHOCETNYM MYELOMEM:
ZKUSENOST JEDNOHO CENTRA

Krej¢i M., Pour L., Stork M., Sandecka V., Adam Z.

Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Uvod a cile: Triplety obsahujici cilené Iéky typu proteasomovych
inhibitor(i, imunomodulacnich latek a monoklondlnich protilatek
patfi v soucasné dobé ke standardni terapii mnohocetného
myelomu (MM). Cilem sdéleni je vyhodnotit efektivitu rezimu
karfilzomib, lenalidomid a dexamethason (KRD) a daratumumab,
lenalidomid a dexamethason (DRD) v ramci terapie 2. linie na
nasem pracovisti a prispét k optimalizaci Iécby MM v realné klinické
praxi.

Metody: V ramci terapie 2. linie bylo retrospektivné vyhodnoceno
60 pacientt s MM, ktefi byli 1é¢eni rezimem KRD (mediany sledovani
od stanoveni diagnézy MM 3,7 roku a od zahajeni KRD 12,8 mésice)
a75pacientdlécenychrezimem DRD (mediany sledovaniod stanoveni
diagnézy MM 2,3 roku a 11,2 mésice od zahajeni DRD). K hodnoceni
|é¢ebnych odpovédi byla pouzita standardni kritéria, byla hodnocena
toxicita a dale fada klinickych a laboratornich parametr( a jejich
mozny vztah k dobé bez progrese (PFS) a celkovému preziti (OS) pfi
terapii KRD a DRD.

Vysledky: Rezim KRD - stav pii zahdjeni terapie: median véku byl
65 let, zastoupeni ISS stadii 1, 2 a 3 bylo 68 %, 24 % a 8 %; ECOG
stupné 0, 1, 2 a 3-4 byly 15 %, 71 %, 7 % a 7 %. Celkova lécebna
odpovéd (ORR) byla 92 %, 7 % dosahlo kompletni remise (CR), 62 %
VGPR, 23 % PR. Toxicity stupné 3 byly nasledujici: trombocytopenie
15 %, neutropenie 16%, anémie 7 %, infekce 12 %. Median PFS byl
19 mésicd, median OS nebyl dosazen, pravdépodobnosti PFS a OS
ve 12 mésicich od zahajeni KRD byly 55 % a 75 %, ve 24 mésicich
byly 42 % a 55 %. Statisticky vyznamné faktory pro krat$i OS byly
pfitomnost ISS 3 (p = 0,021) a cytogenetickd aberace 1921 (p = 0,014).
ReZim DRD - stav pfi zahajeni terapie: median véku byl 65 let, ISS
stadia 1, 2 a 3 byla 44 %, 24 % a 32%; ECOG stupné 0, 1, 2 a 3-4 byly
23 %, 62 %, 12 % a 3 %. Celkova lé¢ebna odpovéd byla 88 %, 2 %
dosahlo CR (CR), 69 % VGPR, 17 % PR. Toxicity stupné 3 byly tyto:
trombocytopenie 10 %, neutropenie 55 %, anémie 13 %, infekce
10 %, gastrointestinalni toxicita 6 %. Mediany doby PFS a OS nebyly
dosazeny, pravdépodobnosti PFS a OS ve 12 mésicich od zahajeni
DRD byly 65 % a 87 %, ve 24 mésicich byly 58 % a 70 %. Statisticky
vyznamné faktory pro krat$i OS byly ECOG > 2 (p =0,006) a translokace
t(14;16) (p = 0,013).

Zavér: Rezimy KRD a DRD se jevi jako vysoce efektivni v rdmci
terapie 2. linie MM s ORR 88-92 %, akceptovatelnou toxicitou,
pravdépodobnosti PFS ve 2 letech od zahajeni terapie 42-58 %
a pravdépodobnosti OS ve 2 letech 55-70 %.
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VYSLEDKY LECBY PACIENTU

S WALDENSTROMOVOU
MAKROGLOBULINEMII NETOLERUJICICH
RITUXIMAB KOMBINACI OBINUTUZUMABU
A BENDAMUSTINU

Adam Z., Pour L., Krej¢i M., Sandecka V.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Rituximab je nyni stabilni sou¢ésti véech kombinaci, pouzivanych
pro lé¢bu Waldenstrémovy makroglobulinémie (MW). Cast pacientd
vsak rituximab netoleruje. Pro tyto pacienty jsme hledali ndhradu
mezi dal$imi antiCD20 protilatkami (ofatumumab a obinutuzumab).
Srovnavaci studie rituximabu, ofatumumabu a obinutuzumabu
provedené in vitro a na xenograftovém modelu uvadéji, ze
pravé obinutuzumab je z téchto tfi antiCD20 monoklonalnich
protilatek nejucinnéjsi. Srovnavaci klinické studie, obinutuzumabu
s rituximabem, provedené u dalsich chorob ze skupiny low grade
lymfoproliferaci, prokazaly vyssi pocet [é¢ebnych odpovédi.

Proto jsme v pfipadech intolerance (alergie) rituximabu pacienty
s MW Iécili se schvalenim revizniho |ékafe osmi cykly kombinace
obinutuzumabu a bendamustinu. Obinutuzumab jsme podévali den
1 cyklu v davce 1000 mg. Prvniinfuze obinutuzumabu byla rozdélena
do 2 dni. Bendamustin jsme podavali v ddvce 70mg/m? den 1 a den
15 cyklu. Dle hematologické tolerance jsme upravovali davku
bendamustinu. Teoretické zdGvodnéni a prvni zkusenosti s touto
kombinaci jsme jiz zvefejnili a v souc¢asnosti (bfezen 2022) ukoncilo
tuto lécbu jiz 5 pacientd s MW, ktefi netolerovali rituximab.

Pro kratké sledovani mizeme hodnotit pouze dosazené lécebné
odpovédi. V uvedenych péti pfipadech bylo dosazeno hlubsi
|écebné odpovédi nez v predchozich liniich 1é¢by. Doufame, Ze se to
projevi i del$im PFS intervalem. To ¢ini tuto kombinaci pro pacienty

s intoleranci rituximabu velmi atraktivni.

POCETNI ABNORMALITY ONKOGENU
VSTUPUJICICH DO TRANSLOKACE S IGH
LOKUSEM U PACIENTU S MNOHOCETNYM
MYELOMEM

Dostélova L., Balcarkova J., Kasalova N.!, Mlynarcikova M., Pika T,
Krhovska P!, Urbankové H.!, Bacovsky J., S¢udla V.2, Papajik T.!, Minafik J.
"Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2lll. interni klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: V patogenezi mnohoc¢etného myelomu (MM) maji vyznamnou
roli chromozomové translokace zahrnujici gen pro tézky fetézec
imunoglobulinu (IGH). V dlsledku translokace dochazi k presunu
onkogentl pod silny promotor IGH genu, a tim k jejich deregulaci.
Mezi nejcastéji deregulované onkogeny patfi CCCND1 (11q13),

Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(Suppl 2) 2823



FGFR3/MMSET (4p16), MAF (16023), MAFB(20q12) a CCND3(6p21). Tyto
geny byvaji nejenom translokovany, ale vyskytuji se u nich i pocetni
aberace (delece a zmnozeni), které mohou vést ke zméné jejich
funkce.

Cile: Cilem této prace bylo analyzovat pocetni aberace partnerskych
gend IGH lokusu pomoci metody FICTION (imunofluorescencni
detekce plazmatickych bunék v kombinaci s fluorescen¢ni in situ
hybridizaci) a array komparativni genomové hybridizace (aCGH).
Vysledky: V letech 2002-2022 bylo v nasi laboratofi vysetfeno
980 pacientli s MM, u 98 (10 %) pacientd byly prokazany pocetni
abnormality partnerskych gentd IGH lokusu. Nej¢astéjsi aberaci byla
delece genu MAF u 50 (51 %) pacientd, ktera nebyla spojena s t(14;16),
ale spise se jednalo o deleci celych dlouhych ramen chromozomu 16.
Delece genu FGFR3 byla prokazana u 13 (13,2 %) pacientta u 10 z nich
byla spojena s variantni formou t(4;14), kde zUstala zachovéna fuze
genl MMSET/IGH. Abnormality genu MAFB byly zjistény u 8 (8,2 %)
pacientl, zmnozeni a delece byly zastoupeny rovnomérné.
U 17 (17,3 %) pacientd bylo nalezeno zmnozeni genu pro cykliny D,
spojené vétsinou se zmnozenim kratkych ramen chromozomu 6
(CCND3) nebo dlouhych ramen chromozomu 11 (CCNDT). Delece
téchto genll nebyly pozorovany. U péti pacientl byly soucasné
detekovany abnormality gent MAF spole¢né s abnormalitami gent
pro cykliny D nebo genu FGFR3. U viech pacientl byly prokazany
dalsi cytogenetické abnormality.

Zaveér: Prokazali jsme, Zze pocetni abnormality onkogen vstupujicich
do IGH translokaci jsou relativné casté a heterogenni a jsou spojeny
s dalsimi aberacemi genomu. Detailni analyza pocetnich zmén téchto
genl mUze prispét k lepsimu porozuméni patogeneze MM.

Prdce je podporovdna grantem IGA_LF_2022_001.

»COVIDOVE PRSTY“ V AMBULANCI
OKRESNIHO HEMATOLOGA

Zemanova M., Repovsky S.

Hematologicko-transfuzni oddéleni; AGEL Stredomoravskd nemocnicni a.s,,
Nemocnice AGEL Prostéjov

Uvod: Jednou ze vzacnéjsich komplikaci onemocnéni COVID-19
jsou tzv. ,covidové prsty” — bolestivé zarudnuti na prstech DKK,
objevujici se ¢astéji u déti a mladistvych. Etiologie vzniku je nezndma,
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pravdépodobné jde o kombinaci zanétlivé reakce kize na antigen
viru spojeny s ischémii koncetin a s vyskytem drobnych krevnich
srazenin na periferii.

Kazuistika: Pacientka narozena 1994, odeslana 31. 1. 2022 do
hematologické ambulance k vysetfeni event. koagulopatii pro
podezienina ,covidové prsty DKK". V zafi 2021 asi prodélala COVID-19
(febrilie, Unava, bolesti svald, kloubd...), na vysetieni nikde nebyla,
asi po mésici zacala citit bolesti v prstech na DKK, otok, postupné
zarudnuti az fialové zbarveni prstd DKK, pak i tmavé skvrny na patéach.
Prsty na HKK beze zmény zabarveni, jen pocit trnuti v koneccich,
prokrveni dobré, jakékoliv jiné potize neudévd, dusna neni. Dosud
|é¢ena jen pro hypothyreosu (substituce), HAK neuziva, sporné
pozitivni RA (otec matky snad prodélal plicni embolii), jinak bez
pozoruhodnosti. Provedeny zékladni odbéry v¢. trombofilii, 2. den
telefonuje pro vysledky - pro mirnou elevaci D-dimerd (0,81 mg/l)
zahdjena antiagregace Anopyrin 100mg 1 x 1 tbl denné. Kontrola
18. 3. 2022: ASA s velmi dobrym efektem, lividni zbarveni vymizelo
béhem nékolika dni, prsty DKK jiz dobfe prokrvené. Po¢dtkem biezna
asi opét COVID-19 (bolesti hlavy, zvySena teplota, zimnice, bolesti
kloubd, svald... - na testu opét nebyla), pak se zacalo opét objevovat
fialové zbarveni koneckl prstd DKK, znova zacala uzivat Anopyrin,
po 3-4 dnech potize odeznély. Nyni se jiz citi dobre, prokrveni prstd
zcela v normé, jen na patéch zGstalo nékolik drobnych skvrn, horsi
tolerance chladu. Jiné potize neudava. V mezidobi realizovano cévni
vysetieni — Dopplerometricky vse v normé.

Vysledky: KO i zékladni koagulace zcela v normé, jen mirnd pozitivita
D-dimerd 0,81 mg/l (pfi cut-off 0,5), CRP i ELFO séra v normé¢,
paraprotein neprokdazan, z provedenych vysetieni na trombofilie
neprokazano zadné vyznamné riziko trombozy - hladiny FVIII a XII
i homocysteinu v normé, LA neprokazan, ACLA i APA protilatky
negativni, geneticka rizika (mutace Fll a FV) nezjiSténa - v.s. zmény na
prstech DKK v rdmci post-covid syndromu (mirné zvyseni D-dimer(),
s velmi dobrym efektem antiagregace ASA.

Zaveér: ,Covidové prsty” jako vzacnd komplikace onemocnéniCOVID-19
jsou spise doménou dermatologu ¢i pediatrd, nicméné pacienti
mohou zcela vyjime¢né zavitat i do hematologické ambulance.
| kdyZ u nasi pacientky nebyl COVID-19 jednoznac¢né prokazan, Ize
na zakladé klinického obrazu v ramci diferencidlni diagnostiky
o symptomu ,covid-toes” uvazovat. Mirna elevace D-dimer( a velmi
dobry efekt ASA svédci o mozné Uloze hyperagregace na periferii
v etiologii tohoto symptomu.
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6. AKUTNI LEUKEMIE

GEMTUZUMAB OZOGAMICIN

V INTENZIVNI LECBE UNOVE
DIAGNOSTIKOVANE CD33+ AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMIE - ZKUSENOSTI
CESKYCH HEMATOLOGICKYCH CENTER
Weinbergerova B.!, Cerfian M.%, Sramek J.3, Visek B.%, Benkové K.5,
Valka J.6, Salek C.¢, Jindra P3, Semerad L., Kabut T, Podstavkova N.,
Prochazkova J.!, Szotkowski T.2, KoFistek Z.5, Zak P4, Mayer J.!
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
2Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc
*Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzeri

“IV. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

°Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

5 Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: Konjugat protilatka-cytostatikum, gemtuzumab ozogamicin
(GO), v kombinaci s intenzivni chemoterapii predstavuje moznost
zlepseni vysledk( 1é¢by pacientd s nové diagnostikovanou CD33+
akutni myeloidni leukémii (AML) v nizkém/stfednim cytogenetickém
riziku.

Cile: Zhodnoceni redlnych klinickych dat tykajicich se efektu
a tolerance GO v intenzivni terapii u AML.

Metody: Provedli jsme retrospektivni analyzu dat z registru DATOOL-
-AML hodnoticich epidemiologii, Ié¢bu a progndzu pacientl s novou
CD33+ AML, u kterych byl na Sesti hematoonkologickych centrech
pouzit GO v intenzivni [é¢bé béhem 06/2020-10/2021. Osm pfipadd
lécenych GO + midostaurin + intenzivni chemoterapie bylo hodno-
ceno v separatni analyze.

Vysledky: Analyzovano bylo 34 ptipadd (47 % muzl) s medidnem
véku v dobé diagndzy 46 let (20-68). Median sledovéni od diagndzy
byl 44 tydn(. Vétsina pacientl méla de novo AML (94 %) a 2x AML
Ltherapy-related” (6 %). Sedm pfipad( bylo AML NOS (21 %) a 27x
AML s rekurentni genetickou abnormalitou (79 %) (12 NPMT1 - 35 %;
sedm CBFB-MYH11 - 21 %; ¢tyfi RUNXT-RUNXTTT - 12 %; dva CEBPA
-6 %; dva MLLT3-KMT2A - 6 %). ELN riziko bylo: 23x ptiznivé (68 %),
6X stiedni (27 %), 2x nehodnotitelné (5 %). Cytogenetické riziko bylo
pfiznivé 10 (29 %) a stiedni 24 (71 %). Median doby od diagndzy do
zahajeni intenzivni 1é¢by [3 (daunorubicin 60 mg/m?)+7+GO] byl
7 dni. Celkem 29 (85 %) pacientll dosahlo CR, z nich 6 MRD (18 %),
1 PR (3 %), 3 RD (9 %) a 1 neznamo (3 %). Devét pacientl (27 %) bylo
alogenné transplantovédno. Medidn délky neutropenie < 1,0 x 10%I
trombocytopenie < 50 x 10%/1 byl po indukci respektive 1. konzolidaci
3x VOD, 3x Gl krvaceni, 2x hyperbilirubinémie gr. = 3, 2x elevace
ALT/AST gr. = 3. U tretiny pacientt s CR po indukci (10/29; 35 %) neby!
v 1. konzolidaci podavan GO, v 5/29 pfipadech 17 % pro toxicitu. Ve
2. konzolidaci nebyl GO podavéan u sedmi pacienttd (24 %), u péti pro
toxicitu (17 %). Na poslednim ,follow up” Zije 30 (88 %) pacientl —
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29 v CR (85 %) z nich 21 (62 %) v CRmol. CtyFi pacienti zemteli (12 %) -
vétsinou pro progresi AML (3; 9 %).

Zavér: Analyza prokéazala efektivitu a tolerabilitu intenzivni lé¢by
s pouzitim GO u pacientl s AML ve smyslu vysoké ¢etnosti dosazeni
CR a celkového prezivani. Byli pozorovany obvyklé nezaddouci ucinky
vedouci u tretiny pacientl k predc¢asnému ukonceni Ié¢by GO,

v zadném piipadé v pfimé souvislosti s Umrtim pacienta.

Prdce byla podporena Ceskou leukemickou skupinou pro Zivot (CELL)
a grantem MZ CR - RVO (FNBr 65269705).

PRESTAVBY LOKUSU PRO T-BUNECNE
RECEPTORY U DETI S T-BUNECNOU AKUTNI
LYMFOBLASTICKOU LEUKEMII

Lizcové L., Pfihodova E., Pavlistova L.!, Svobodova K.!, Hodanova L.,
Mejsttikova E.'?, Hru$ak 0.2 Luknarova P.2, Janotova .23, Sramkova L.3,
Stary J.2, Zemanova Z!

' Centrum nddorové cytogenomiky, ULBLD, 1. LF UK a VFN v Praze
2CLIP-Childhood Leukaemia Investigation Prague, Klinika détské
hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha

*Klinika détské hematologie a onkologie2. LF UK a FN Motol, Praha

Uvod: Leukémie z T-lymfocytl predstavuje 10-15 % nové dia-
gnostikovanych détskych akutnich lymfoblastickych leukémii
(ALL) a jedna se o heterogenni onemocnéni zplisobené akumulaci
genetickych aberaci v genech, které zodpovidaji za normalni vyvoj
T-bunék. Nej¢astéjsi strukturni aberace zahrnuji prestavby lokust
pro T-bunécné receptory (TCR) - TRA/TRD (14q11) a TRB (7q34), které
nachazime u 20-25 % pacientl. Tyto zmény jsou pravdépodobné
primdrni udalosti v leukemogenezi T-bunécné akutni lymfoblastické
leukémie (T-ALL) a dochdzi pfi nich k pfemisténi protoonkogent
kodujicich klicové transkripéni faktory pod vliv regula¢nich oblasti
TCR, coz vede k jejich aberantni expresi.

Cile: Analyzovat prestavby TCR a asociované cytogenomické aberace
u déti 1écenych podle BFM protokold a korelovat nalezy s klinickymi
udaji.

Metody: Vysetiili jsme vzorky kostni diené 66 déti s T-ALL dia-
gnostikovanych v letech 1996-2017 pomoci cytogenomickych
metod. Jednalo se 0 46 chlapclia 20 divek (median véku 7,9 let, median
sledovéani 86,4 mésicu). Pfestavby TCR lokust a dalsi rekurentni
aberace (tj. genli TLX3, CDKN2A/2B a ABL1) jsme detekovali pomoci
I-FISH (Abbott Molecular, Dako, Cytocell). K detekci deleci/amplifikaci
dalsich gent jsme vyuzili metodu MLPA (MRC-Holland). Komplexni
karyotypy jsme analyzovali metodami mFISH/mBAND (MetaSystems)
a/nebo aCGH/SNP (Agilent Technologies).

Vysledky: Prestavby TCR jsme detekovali u 18/66 pacient( (27 %).
Aberace TRA/TRD jsme prokazali v deviti pfipadech, aberace TRB
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v péti a vzacny nalez zahrnujici prestavby obou lokus( v jednom
patologickém klonu jsme nalezli u dvou pacientl. Rekurentni
translokace TRA/TRD lokusu t(8;14)(q24;q11), t(11;14)(p13;q11),
t(1;14)(p32;q11) nebo t(10;14)(q24;q11) zahrnujici geny MYC, LMO?2,
TALTa TLX1 jsme detekovali u péti nemocnych. U tii pacientl s aberaci
TRB jsme identifikovali pfestavby vedouci k aberantni expresi
gend TAL1, LMO2 a TAL2 [tj. ins(1;7)(p32;934q34), t(7;11)(q34;p13)
a t(7,9)(934;932)].U ostatnich nemocnych byly pfestavby kryptické
nebo soucdsti komplexniho karyotypu. Kromé jedné pacientky
jsme spolec¢né s prestavbami TCR detekovali dal$i chromosomové
aberace, nejcastéji deleci genu CDKN2A/2B. Aberace TCR lokust byly
asociovany se signifikantné lepsim EFS (p = 0,011) i OS (p = 0,0074),
vsichni pacienti ziji v 1. CR.

Zaveér: Prokazalijsme, Ze aberace genu pro T-bunécné receptory tvori
velmi heterogenniskupinu prestaveb, které vedou kaberantniexpresi
fady onkogen( podilejicich se na zrani a proliferaci T-lymfocytd.
Zéaroven jsme prokazali, Ze se obvykle vyskytuji v kombinaci s dal$imi
abnormalitami gent podilejicich se na regulaci buné¢ného cyklu
a/nebo signdlnich drah a potvrdili jsme tak teorii vicestupnového
procesu patogeneze T-ALL. Z klinického hlediska jsme prokazali, ze
pres velkou heterogenitu se jedna o prognosticky pfiznivou skupinu

onemocnéni.

Podpofeno MZ CR-RVO-VFN64165.

KOMBINOVANA LECBA GEMTUZUMAB
OZOGAMICINEM S MIDOSTAURINEM
V INTENZIVNI LECBE U NOVE
DIAGNOSTIKOVANE CD33+/ FLT3+
AML - ZKUSENOSTI CESKYCH
HEMATOLOGICKYCH CENTER
Weinbergerova B.', Cerfian M.2, Szotkowski T.2, Semerad L.,
Kabut T.", Navratilova J.?, Podstavkova N.', Prochazkova J.', Jeziskova I.!,
Klemesova I, Folta A.', Mayer J."

'Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
?Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Midostaurin (MIDO) v kombinaci s intenzivni chemoterapii
predstavuje standardni postup lé¢by u mladsich pacientd s nové dia-
gnostikovanou FLT3+ akutni myeloidni leukémii (AML) a podobné
gemtuzumab ozogamicin (GO) pro definovanou skupinu pacientd
s CD33+ AML.

Cile: Nasim cilem bylo zhodnoceni klinickych dat tykajicich se
soucasného pouziti GO a MIDO s intenzivni terapii u nové dia-
gnostikované AML.

Metody: Provedli jsme retrospektivni analyzu dat z registru DATOOL-
-AML tykajicich se epidemiologie, Ié¢by a prognozy pacientl s novou
FLT3+/CD33+ AML, u kterych byla na dvou ¢eskych hematoonko-
logickych centrech pouzita kombinace GO+MIDO+intenzivni
chemoterapie béhem 07/2020-10/2021.

- XXXIV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY

Vysledky: Celkem bylo analyzovano osm ptipadt (62,5 % muzd)
s medianem véku 45 let (27-61). Median sledovani od diagnézy byl
43 tydn(. Vétsina pacientd méla de novo AML (87,5 %), jeden AML
Jtherapy-related” (12,5 %). Sest (75 %) ptipad(i mélo AML s rekurentni
genetickou abnormalitou (NPMT 62,5 %, RUNXT-RUNXITTT 12,5 %),
AML NOS 12,5%. FLT3-ITD+ byla u péti pacientd (62,5 %), FLT3-TKD+
u dvou ptipadl (25 %), jeden ptipad (12,5 %) mél soucasné FLT3-
ITD+/FLT3-TKD+. Vétsina méla normalni cytogeneticky nalez 87,5 %.
Median vstupniho poctu leukocytl byl 61 x 10%/I. Nizké ELN riziko
mélo pét pfipadl (62,5 %) a vysoké tfi pripady (37,5 %). Median
poctu dni od diagndzy do zahajeni intenzivni [é¢by byl 8 dni. VSichni
pacienti zahdjili indukci 3 (daunorubicin 60 mg/m?)+7+GO+MIDO,
z toho sedm (87,5 %) dosahlo CR, z nich: jeden MRD (NPMT) - 12,5 %,
jeden MRD (FLT3-TKD/FLT3-ITD) — 12,5 %, u Ctyf pacient( klesla ndloz
NPMT1 v kostni dieni na median 181 kopii (22-23 417). Jeden pacient
mél RD (12,5 %) a zachranny FLAG zajistil CHR s naslednou aloHSCT.
Celkem 3est pacientl (75 %) pokracovalo 1-2 konzolidacemi v¢.
GO+MIDO a tfi z nich byli nasledné alogenné transplantovani
(37,5 %). U jednoho (12,5 %) pacienta nebyl v konzolidaci GO

podavan pro komplikace po indukci. Na poslednim ,follow up” Zije

sedm (87,5 %) pacientl, jeden pacient s AML ,therapy-related”
v CHR.

Zavér: Analyza prokdzala efektivitu a tolerabilitu kombinované
intenzivni 1é¢by s GO+MIDO u de novo AML ve smyslu vysoké
Cetnosti dosazeni CR s hlubokym poklesem MRDmol a celkového
prezivani. Nutno vsak zohlednit mensi vzorek analyzovanych
pacient(.

Prdce byla podpofena Ceskou leukemickou skupinou pro Zivot (CELL)
a grantem MZ CR - RVO (FNBr 65269705).

NOVE TYPY CAR-T LYMFOMU PRO LECBU
AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMII

Mucha M., Smilauerové K., Petrackovéa M., Stach M., Rychla J.,
Kastankova I, Sroller V., Lesny P, Otahal P.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Lécba akutni myeloidni leukémie (AML) pomoci CAR-T lymfocyt( je
velmi experimentalni 1éCebny postup. V porovnani s B-bunécnymi
malignitami neni k dispozici zddny molekularni target, ktery by
byl podobné Gcinny jako je antigen CD19. V soucasnosti testované
targety pro lé¢bu pomoci CAR-T jsou antigeny CD33, CLL-1 a CD1123,
které jsou vsak exprimovény i na zdravych hematopoetickych
bunkach a jejich pouZiti je spojené s podobnymi nezadouci ucinky -
eliminace zdravé hematopoezy v disledku off-target toxicity.
Soucasné se ale jedna o ucinné cile pro nddorovou imunoterapii
a v radé klinickych studii byla popséna jejich efektivita v eliminaci
bunék AML. Redeni tohoto problému spo¢iva v cilené eliminaci CAR-T

po navozeni remise onemocnéni pomoci tzv. bezpeénostni pojistky
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(safety switch). Toho Ize dosahnout napt. pomoci koexprese antigent
CD20 nebo EGFR soucasné s CAR konstruktem. Aplikované CAR-T
lymfocyty Ize tedy cilené eliminovat terapeutickymi protilatkami
rituximab (anti-CD20) nebo cetuximab (anti-EGFR) a zabrénit tak
vzniku dlouhodobé cytopenie. V UHKT byl zahjen vyvoj nového
typu CAR-T lymfocytl specifickych na antigen CD123 a exprimujicich
EGFR safety switch. Pro pfipravu CD123 CAR-T bunék se vyuziva
nevirové metoda transfekce pomoci transpozonu piggyBac. Vektory
pro pripravu CD123 CAR-T jsou zaloZené na synteticky vyrobeném
DNA transpozonu obsahujicim CD123 CAR a na in vitro transkribované
mRNA kédujici piggyBac transpozazu, kterd umozni integraci
CD123 CAR transpozonu do genomu bunky. Obé komponenty (DNA
transpozon a mRNA transpozaza) se elektroporuji do leukocytt
ziskanych z periferni krve a nasledné se buriky expanduiji in vitro v bio-
reaktoru. Takto ptipravené burky ucinné rozpoznaji AML targety
in vitro a jsou schopné kontinualni cytotoxicity po dobu nékolika
dnd béhem in vitro kokultivace s AML targety. Vyvinuty postup
vyroby je zalozen na synteticky pfipravenych DNA/RNA vektorech,
coz je vyznamny benefit pro planovanou GMP certifikaci tohoto
experimentalniho 1é¢ivého pripravku. Zahajeni klinického testovani
CD123 CAR-T je hlavni cil tohoto projektu, coz ale bude mozné az po
zavedeni GMP vyroby a spInéni viech podminek regula¢nich uradd
(SUKL).

HODNOCENI GERIATRICKYCH SYNDROMU
U STARSICH PACIENTU S AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMII - PILOTNI PROJEKT
JEDNOHO CENTRA

Weinbergerova B!, Voldrich J.!, Novakové Z.!, Semerad L.,
Podstavkova N.', Kvetkové A.!, Prochazkova J.", Warren J.2,

Tomiska M., Matéjovska Kubesova H.?, Mayer J."

'Internf hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

2Oddeleni klinické psychologie, FN Brno

*Oddeleni lécebné vyzivy, LF MU a FN Brno

“Klinika interni, geriatrie a praktického lékarstvi LF MU a FN Brno

Uvod: Akutni myeloidni leukémie (AML) nejvice postihuje starsi
pacienty s vyrazné horsimi lé¢ebnymi vysledky, toxicitou lé¢by
a prezivanim ve srovnani s mladsimi nemocnymi vzhledem
k neptiznivé biologické charakteristice onemocnéni, snizenym
rezervdm organizmu a komorbiditdm. V klinické praxi pfedstavuje
spravna personifikovana selekce pacientll k ptislusné 1é¢bé hlavni
nastroj ke zlepseni vysledkd, pficemz komplexni hodnoceni tzv.
geriatrickych syndromd se stava v posledni dobé jeji rutinni soucasti.
Cile: Nasim cilem bylo vytvofit, otestovat a optimalizovat jednoduchy
skorovaci systém se za¢lenénim hodnoceni ,geriatrickych syndromud”
pouzitelny pro terapeutickou rozvahu v bézné klinické praxi.

pilotni a aktualizovana verze.

Pilotni verze

fit
ECOG <2
HCT-C1 0-1
ADL bez deficitu
IADL bez deficitu
TUG <10s
ACE-R bez deficitu
polyfarmacie > 5 uzivanych lékd ne
malnutrice ne
Aktualizovana verze

fit
CIRS-G bez komorbidit se skoére 3-4
ADL 75-100
IADL 75-80
TUG <10s
MoCA 26-30/30
polyfarmacie > 5 uzivanych |ék0 ne
malnutrice ne

Tab. 1. Skorovaci systém hodnoceni geriatrickych syndromi u akutni myeloidni leukémie -

vulnerabilni kiehky
2 >3
2 >3
bez deficitu deficit
mirny deficit deficit
10-20's >20s
lehky deficit tézsi deficit
ne ano
ano ano
vulnerabilni kiehky
Max. 1 komorbidita se skére 3-4 2 a vice komorbidit se skére 3-4
50-70 0-45
50-70 0-45
10-20s >20s
21-30/30 0-20/30
ano ano
lehka vyznamna

ADL - activities of daily living; ACER-R — Addenbrooke’s Cognitive Examination-Revised; CIRS-G - Cumulative lliness Rating Scale-Geriat-
ric; IADL - Instrumental Activities of Daily Living; MoCA — Montreal Cognitive Assessment; TUG - Timed Up and Go
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Metody: Provedli jsme prospektivni hodnoceni geriatrickych
syndromU a ostatnich prognostickych faktor( u pacient > 60 let
s nové diagnostikovanou AML (mimo M3) béhem 04-12/2021.
Skérovaci systém zahrnoval kognitivni/fyzickou vykonnost, nutri¢ni
stav, komorbidity, polyfarmacii, prognosticky model AML. Na zakladé
vysledka byli pacienti rozdéleni do tfi skupin: fit, vulnerabilni a kiehci
(pilotni verze v tab. 1). Nasledné byly vysledky lé¢by porovnény
s pilotnim skérovacim systémem a navrzena optimalizace.

Vysledky: Do pilotniho projektu vstoupilo 29 pacientd.
U 15/29 pacientd (52 %) byly zhodnoceny vSechny parametry
(53 % muzd, medidn 74 let). Rozdéleni do skupin bylo: sedm fit
(47 %), sest vulnerabilni (40 %), dva kiehci (13 %). Ve ,fit” skupiné
byli ¢tyfi pacienti 1é¢eni kurativné s efektem CR, dva pacienti
venetoklaxem+azacitidinem (VENE+AZA) s efektem CRi a jeden
pfipad symptomaticky s efektem PROG. Ve ,vulnerabilni” skupiné
byli tfi pacienti léceni VENE+AZA s efektem 2x CR/CRi a 1x PROG, dva
pacienti paliativné a jeden symptomaticky s efektem PROG.V ,kiehké”
skupiné byl jeden pacient Iécen paliativné bez hodnoceného efektu
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a jeden symptomaticky s efektem PROG. U zadného pacienta
v souboru nebyly pozorovany neobvyklé komplikujici udalosti.
Celkova doba sledovani je 20 tydnuU (4-44). Celkem 3Sest (40 %)
pacientl zemfelo (jeden fit, Ctyfi vulnerabilni, jeden kiehky), vsichni
na progresi AML. Ostatnich devét pacientl Zzije v CR/CRi. Vétsina
Lfit” pacientd dosahla Ié¢bou CR/CRi (86 %), ktera trvé na poslednim
follow-up (median 25 tydnu). ,Vulnerabilni” skupina profitovala
z |é¢by VENE+AZA.

Zavér: Pilotni projekt hodnoceni geriatrickych syndrom( u nové dia-
gnostikovanych starsich pacient(i s AML prokazal funkénost ve smyslu
adekvatni selekce nemocnych do pfislusné skupiny a volby [écby. Ve
snaze zvysit zastoupeni kompletné skérovanych pacientl jsme ve
spolupraci s odborniky nahradili néktera vysetieni snaze proveditelnymi
v klinické praxi a zavedli jsme kvantitativni a jednotny systém hodnoceni
jednotlivych parametrl (aktualizovand verze v tab. 1).

Prdce byla podporena Ceskou leukemickou skupinou pro Zivot (CELL)
a grantem MZ CR - RVO (FNBr 65269705).
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7. MYELOIDNI NEOPLAZIE A VZACNA ONEMOCNENI

REZISTENCE MYELOIDNICH MALIGNIT
NA LECBU A STRATEGIE K JEJIMU
PREKONANI

Stopka T.

I intern kliniky 1. LF UK a VFN & Biocev Praha

Hematologické malignity se délinaklinické, morfologické ¢igenetické
jednotky. V Ceské republice pFibyva ro¢né asi 6 tisic novych pacientd
a tento pocet se zvysuje s vékem. Myeloidni vs. lymfoidni malignity
jsou pfiblizné v poméru 1 : 3, obecné méné u Zen nez u muzd.
Myeloidnich malignity zahrnuji téz Myelodysplasticky syndrom
(MDS), jehoz molekuldrni patogeneze predstavuje vicestupnovy
proces. MDS je dobfe zndmy diky postupné klondlni selekci, ktera
je hlavni hnaci silou progrese MDS vyznacujici se vyvojem driver
mutaci kmenovych bunék. Mechanizmus v kmenovych burikéach
a myeloidnich progenitorech stimuluje prezivani a proliferaci bunék
spojenou s replikacni senescenci a zkracovanim telomer, coz v dalsi
fazi pfi ztraté DNA, opravé DNA nachylné k chybam, ztraté genomové
stability a proliferacni expanzi vede nakoneck vysoce charakteristické
konverzi MDS na akutni myeloidni leukémii (AML).

Nase klinicka skupina jiz delsi dobu studuje Gcinnost [écby
azacitidinem (AZA) u MDS. AZA se inkorporuje misto cytidinu do DNA,
kde puUsobi jako piimy a ireverzibilni inhibitor DNA metyltransferazy,
cozvede khypometylaci DNA transkripcné umlcenych gentdia soucasné
k bloku proliferace nadorovych bunék. Studie AZA-001 zahrnujici
358 pacient s MDS vyssiho rizika doséahla medianu 24 mésica OS pro
AZA a lécebné odpovédi témérf 3 v¢. zlepSeni hematologie. Zatimco
odpovédi typu CR+HI predstavovala lepsi vysledek s 24mési¢nim
Medidnem prezivani (OS), vSichni pacienti nakonec selhali pfilécbé AZA
a zemfreli. Selhdni hypometyla¢ni terapie predstavovalo doneddvna
slepou ulicku sanci pacientd s MDS na delsi preziti (~ 4-6 median OS).
V recentni minulosti bylo u¢inéno mnoho pokust o zapojeni novych
lé¢ebnych postupll v¢. inhibitoru BCL2 VENETOCLAX nebo inhibitoru
Neddylace PEVONEDISTAT do terapie s AZA. Z SirSiho pohledu ma
oblast MDS (v pfipadé 5q MDS) jiz zkusenosti s proteazom-interferujici
terapii LENALIDOMIDEM, ktery molekularné funguje tim zpGsobem,
Ze generuje neomorfni cile proteazomu, které jsou shodou okolnosti
kédovany na 5q chromozomu.

Nasim védeckym cilem je desifrovat udélosti a mechanizmy
klondlni evoluce béhem navozeni terapeutické tolerance a progrese
hematologickych malignit a doplnit terapeutické pfistupy nebo
nahradit pavodni latku latkou, kterd cili na klicovy mechanizmus
terapeutické rezistence. V neposledni fadé je nasim cilem také
vyvinout nové terapeutické pfistupy pro pacienty s progresi na [é¢bé
a navrhnout klinickou studii k zavedeni takového ptistupu do klinické
mediciny. V predndsce pfedstavime nas nejnovéjsi vyvoj v oblasti
bunécnych a mysich PDX modeld MDS/AML pro studium terapeutické
rezistence. Popisu také nas konceptuadlni vyzkum s vyuzitim OMICS

technologii k identifikaci genetickych a epigenetickych dasledkd
terapeutické rezistence jednak vici AZA a dale i k PEVONEDISTATU.
Nakonec také popiseme vyuziti proteomickych pfistupd a zejména
redoxni proteomiky ke studiu toho, jak terapeutickd rezistence vede
k dysbalancim v homeostéze redoxniho systému.

Mezi experimentélné dfive definované pfistupy k 1é¢bé MDS a AML
patfi tzv. diferencia¢ni terapie. Poskytneme dalsi experimentalni
dlkazy o tom, Ze pokud chceme takovy pfistup povazovat za Uspésny,
musi zahrnovat zastavu bunécného cyklu a fenotypové vysledky
souvisejici s apotdzou, a nikoliv pouze transkripéni odpovéd.

Prednasku zakoncim recentni interim analyzou nasi akademické
randomizované klinické studie EudraCT#: 2013-001639-38 zkoumajici
podani G-CSF pred lécbou standardniho AZA u MDS s vy3$sim
rizikem a MDS/AML s po¢tem blast( do 30 %. Do GA studie vstoupilo
celkem 76 pacientd od 6. 2. 2017 do 31. 12. 2021. Nemocni byli
randomizovéani do ramene A (monoterapie azacitidinem) a ramene
GA (kombinace s G-CSF). Zafazeni byli jen nemocni, ktefi nebyli
kandidati transplantace. Primérnimi cili studie byly celkovy pocet
terapeutickych odpovédi a prezivani.

PRVNI ZKUSENOSTI JEDNOHO CENTRA

S TERAPII REBLOZYLEM U NEMOCNYCH

S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM
(MDS) S NIZKYM RIZIKEM S TRANSFUZNI
DEPENDENCI, REFRAKTERNICH NA TERAPII
ERYTROPOETINY

Jonasova A., Stopka T., Minafiik L.

Hematologie, I. interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod: V terapii nizce rizikovych nemocnych s myelodysplastickym
syndromem (MDS) je dominujicim problémem anémie, asi 90 %
nemocnych je anémickych a 60 % vyzaduje transfuze. Léta pouzivdme
u terapie anémie erytropoetiny (EPO). Bohuzel u transfuzné
dependentnich nemocnych odpovida pouze 10-20 %. Recentnim
prdlomem v terapii anémie jsou léky Ucastnici se blokady drahy TGFp.
Do této skupiny patii luspatercept. Luspatercept (Reblozyl, Celgene-
BMS) je modifikovany IIB receptor aktivinu, ktery inhibuje drahu
SMAD2/3 blokddou GDF11 (growth differentiation factor) a vede
k potenciaci diferenciace a proliferace ¢ervené rady. Luspatercept byl
povolen v lorském roce EMEA v terapii anémickych nizce rizikovych
nemocnych s véneckovitymi siderosblasty (MDS-RS-MLD, MDS-RS-
SLD) s transfuzni zavislosti, neodpovidajicich nebo nevhodnych
k EPO. Ve studiich vedl k transfuzni nezévislosti mezi 40-50 %.

Metody: Od ledna 2021 do bfezna 2022 bylo na I. Interni klinice
VEN v Praze lé¢eno Reblozylem 21 nemocnych. Median véku
nemocnych byl 77 (57-89) s pomérem muzi/zeny (11/10). Diagnézy
podle WHO 2016: 18 MDS-RS-MLD a tfi RARS-T. Reblozyl byl podavan
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v subkutannich injekcich 1x za 3 tydny s inicidlni davkou 1 mg/kg
vahy. Zvysovani davky probéhlo podle schématu vzdy po dvou
cyklech bez odpovédina 1,33 a 1,75/kg. Median podanych cyklG byl 7
(2-17). Transfuzni dependence se pohybovala pred zahajenim terapie
od 4TU/4 tydny po 1TU/6 tydn(. Tii nemocni mél v dobé zahdjeni
neutropenii Gr Il, tfi nemocni trombocytopenii Gr Il. Vstupni hladina
erytropoetinu byla v priméru 350 mU/ml (150-770). Nevyskytli se
zadné nezadouci ucinky Gr Il a vice.

Vysledky: Dosud odpovédélo dosazenim transfuzni nezavislosti
14 (73 %) nemocnych, jeden nemocny mé pouze snizeni transfuzni
zavislosti, pét nemocnych neodpovédélo, dva nejsou zatim
hodnotitelni. Dobu trvani odpovédi, ale zatim nelze hodnotit
pro kratké trvani sledovani nemocnych (2-13 mésicl). Median
poctu cykll k dosazeni odpovédi jsou ctyfi cykly. U 10 nemocnych
bylo nutno k dosazeni kyzené odpovédi zvysovat davku (Sest na
1,75 a Ctyfi na 1,33/kg). U 3esti nemocnych jsme jesté pridavali
k terapii Reblozylem EPO (oba plsobi na odlisné trovni erytropoézy),
Ctyfi z nich zlepsili svou odpovéd. Lepsimi respondenty obecné byli
nemocni s nizsi inicidlni vstupni hladinou erytropoetinu. Byt mnozi
nemocni dostéavali Exjade u respondentl byl vyznamny pokles
hodnot ferritinu v prdméru o 1 030 pg/l béhem terapie.

Zavér: Zavérem zle fici, ze luspatercept (Reblozyl) je jisté dalsim
vyznamnym krokem v terapii anemie u MDS nemocnych. Vyhodou
Iéku je velmi dobra tolerance a snadnd aplikace. Vyssi procento
odpovédi v naSem sledovani mlize byt ovlivnéno kombinaci s EPO
a rychlym navysovanim davky.

REGISTR NEMOCNYCH S PAROXYSMALNI
NOCNI HEMOGLOBINURII V UHKT A JEHO
KLINICKY VYZNAM

Cermék J., Valka J.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Ustav hematologie a krevni transfuze (UHKT) patfi mezi centra
specializované péce v ramci Evropské sité pro vzdcné choroby
krvetvorby (EuroBloodNet). V rdmci tohoto projektu jsou budovény
registry nemocnych. Registr nemocnych s paroxysmalni nocni
hemoglobinurii (PNH) v soucasné dobé ¢itd 47 nemocnych,
44 z nich Zije (93,6 %). Vékovy prlimér v dobé dg. ¢inil 35,1 let,
u osmi nemocnych se PNH rozvinula z AA, resp. détské refrakterni
cytopenie (RCC), Ctyfi z nich byli Ié¢eni v minulosti kombinovanou
imunosupresi s ATG. U 19 nemocnych byla pfitomna tézka
hemolyza +/- trombotické komplikace, u 10 nemocnych stredné
tézkd chronickd hemolyza, u deviti nemocnych pouze minimaini
hemolyza, pét nemocnych mélo hypoplastickou formu PNH a u ¢ty¥
nemocnych byl pfitomen pouze minimalni klon (< 1 % PNH Ill. RBC).
V jednotlivych skupinach byl prdmérny pocet PNH Ill. RBC/PNH
IIl. granulocytt 34,8/74,1; 18,5/60,7; 6,1/22,1; 2,4/46,3 a 0,8/3,7 %.
Primérné hodnoty Hb cinily 94,1; 104,7; 112,0; 70,0; a 131,09/l,
pramér hodnot LD byl 23,4; 17,4; 5,6; 6,4 a 5,0 pkat/l a hodnoty D
dimérd 1147,7; 290,0; 186,7; 236,4 a 136,0 umol/l. Primér podanych
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transfuzi/mésic ¢inil 1,9; 0,2; 0,1; 3,4 a 0 TU. Trombotické komplikace
se vyskytly u sedmi nemocnych s tézkou formou hemolyzy, u dvou
nemocnych se stredné tézkou a jednoho nemocného minimalni
hemolyzou. Antikoagulancia byla podavana lécebné ¢i profylakticky
u vsech nemocnych s tézkou hemolyzou u 6 z 10 nemocnych se
stredné tézkou hemolyzou a jednoho nemocného s minimalni
hemolyzou. U 14 z 19 nemocnych s téZkou hemolyzou byla
zahajena léc¢ba Solirisem, u sedmi z nich doslo k vymizeni hemolyzy
a kompletni tpravé KO, tfi z nich byli pfevedeni na Ié¢bu Ultomirisem,
u sedmi nemocnych byla pfitomna redukce hemolyzy s poklesem
poctu podanych transfuzi RBC/mésic o vice nez 50 %. U zadného
z nemocnych lé¢enych inhibitory komplementu nebyla béhem Ié¢by
pozorovana rekurence trombdzy, nicméné, u vsech bylo pfitomno
pretrvavajici zvyseni C3b slozky komplementu svédcici o trvajicim
urgitém stupni extravaskularni hemolyzy. Ctyfem nemocnych
s chronickou hemolyzou byly podéavany steroidy +/- CS-A a u dvou
nemocnych byla nutnd dlouhodoba substituce Fe. Allogenni SCT byla
provedena u tfi nemocnych, z toho u dvou s hypoplastickou formou
s opakovanou zavaznou hemolyzou predstavuji skupinu s nejvétsim
rizikem a jsou pIné indikovani k 1é¢bé inhibitory komplementu, dalsi
rizikovou skupinou jsou nemocni s hypoplastickou formou choroby,
kde je metodou volby allogenni SCT (dva nemocni, ktefi zemfeli,
méli hypoplastickou PNH). V sou¢asné dobé se UHKT participuje na
studiich hodnoticich pfinos inhibitort C3 slozky komplementu.

GATA2 DEFICIENCE - JEDNA MUTACE
A MNOHO KLINICKYCH OBRAZU
Bélohlavkova P., Hrochova K., Fatorova I.

IV. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: Gen GATA2 se nachazi na chromozomu 3q21.2 a pati do ro-
diny nukledrniho transkrip¢niho faktoru. GATA2 deficience byla po-
prvé popsana v roce 2011 a az 80 % mutaci vznika de novo. Nemocni
s GATA2 deficienci trpi variabilnimi klinickymi projevy, které jsou nej-
castéji hematologického, infekéniho, plicniho nebo cévniho charak-
teru. U pacientl je velmi vysoké riziko rozvoje myelodysplastického
syndromu (MDS) ¢i akutni leukémie (AML). Median véku prvnich kli-
nickych projevu je udavan kolem 18 let. Podle literatury byla dosud
GATA2 deficience diagnostikovana u vice nez 500 jedincd.

Kazuistika: Popisujeme piipad 30leté nemocné, kterd byla na nase
pracovisté v ¢ervnu 2021 odeslana pro podezieni na MDS. Nemocna od
12 let ma lymfedém pravé dolni koncetiny a trpi opakovanymi infekcemi
(opakované erysipel). V ¢ervnu 2020 prodélala pneumonii, kde jako
etiologické agens bylo prokdzano Mycobacterium avium, nasledné
nemocnda podstoupila 6mési¢ni antiinfekéni 1é¢bu (ciprofloxacin,
etambutol, rifampicin). V bfeznu 2021 onemocnéla COVID-19 pneumonii
s nutnosti hospitalizace (nutnost oxygenoterapie, podani remdesiviru
a kortikoidd). Vstupni parametry krevniho obrazu byly nasledujici:
leukocyty 1,5 x 101 se 76 % neutrofill, 4 % neutrofilnich tyci, 15 %
lymfocytll, 6 % bazofild a 0 % monocytl. Hodnota hemoglobinu
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a trombocytl byla normalni. Natéry kostni dieni byly hypocelularni
s dysplastickymi zménami Cervené a bilé fady a 1 % blastl (tedy obraz
MDS s multilinearni dysplazii). Cytogenetické vysetieni prokazalo
normalni karyotyp, ale NGS vysetieni prokazalo GATA2 deficienci
variantu c.354 (Ser119GlufsTer66), kterd dosud v literatufe nebyla
popsana. Dale u nemocné byly nalezeny mutace BCOR c.2607T>A,
p.(Tyr869Ter) a ATM: ¢.1229T>C, p.(Val410Ala). Pacientka podstoupila
plicni vysetieni v¢. HRCT, kde byl zjistén plicni emfyzém, centralni
bronchiektazie a postizeni plicniho intersticia. Byla zahajena inhala¢ni
|écba (tiotropium/olodaterolum, ipratropium) se zlepsenim namahové
dusnosti. Nemocnd je pravidelné dispenzarizovana, v planu jsou
kontrolni vysetieni diené po 6 mésicich. Nicméné vzhledem k vysokému
riziku progrese do vyssich stadii MDS ¢i AML do 40 let, nemocna bude
jisté indikovana k alogenni transplantaci krvetvornymi burikami.
Zavér: Ve sdéleni shrneme pestrost laboratorniho a klinického
obrazu u deficience GATA2. Ptipad nasi pacientky potvrzuje nutnost
u déti a mladych pacientl s obrazem selhavani kostni difené na tuto
vzéacnou, klinickou jednotku pomyslet.

K TLOUSTCE CHROMATINOVYCH
VLAKEN BEHEM DIFERENCIACE BUNEK
LYMFOCYTARNI, GRANULOCYTARNI

A CERVENE KREVNI RADY NEMOCNYCH
S CLL, CML A M2AML. MORFOLOGICKA
A CYTOCHEMICKA POZNAMKA

Smetana K.', Mikulenkova D.', Klamova H.!, Karban J.2, Trnény M.2
'Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

2Klinika hematologie a onkologie 1. LF UK, Praha

Strukturalni organizace chromatinovych vlaken (fibril) a vldkének
(filament) je pfedmétem velkého poctu publikaci ve svétovém
pisemnictvi. Na druhé strané tloustka vlaken v chromozomech
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a bunécném jadie béhem bunécné diferenciace byla méné
studovana i kdyz by mohla pfinést komplementarni informace
jak pro zakladni, tak aplikované biomedicinské poznatky o téchto
bunécnych komponentach. Proto byla tloustka chromatinovych
vldken v interfazickych jadrech méfena v casnych a termindlnich
stadiich jednotlivych bunék lymfocytdrni, granulocytarni
(neutrofilni) a ervené krevni fady v natérech periferni krve a kostni
dfené nemocnych s CLL, CML a M2AML kde tyto buriky jsou pfitomny
v dostate¢nych poctech. Chromatinova vldkna byla vizualizovéna
cytochemickou metodou pro demonstraci DNA a panoptickym
barvenim May-Griinwald - Giemsa-Romanowsky (MG-GR), které
do jisté miry také predstavuje cytochemickou metodu. Méreni bylo
provadéno upravenym svételnym mikroskopem na pocitacem
zpracovanych digitalizovanych obrazech pomoci pocitacovych
programu firmy Olympus a NIH. Podle vysledkd méreni tloustka
chromatinovych vlaken v centralni a periferni oblasti jadra bunék
sproliferativnim potencialem (=0,56 +£0,4 um) bylashodndastabilnive
vsech studovanych fadach. Pouze u myeloblastd M2AML s poruchou
diferenciace byla vétsi (0,66 + 0,01 um) a prakticky shodna jako ve
zralych bunkach neutrofilni fady ve stadiu termindini diferenciace
(0,67 +0,01 um).Tentofenomén pakIze pfifaditkasynchronnibunécné
dysplasii jednotlivych abnormalnich myeloblastl. V termindlnich
erytroblastech tloustka nékterych chromatinovych vldken byla také
vétsi, avsak bez statistického vyznamu pro vyssi variabilitu méfenych
vysledkd. Za zminku jesté stoji, ze tloustka chromatinovych vldken
byla o malo vétsi po barveni MG-GR metodou nez po cytochemické
vizualizaci DNA diky pfitomnosti asociovanych protein( s témito
vldkny. Je rovnéz zajimavé, ze tloustka chromatinovych vldken
v interfazickém jadie myeloblastu se blizila tloustce vlakna ,spiremu”
nebo mitotickych chromatid.

Studie byla umozZnéna ¢dste¢nym financovdnim z vyzkumného fondu
UHKT.
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8. TRANSPLANTACE A BUNECNA TERAPIE

ALOGENNI TRANSPLANTACE
KRVETVORNYCH BUNEK - OVERENA

A STALE PERSPEKTIVNI BUNECNA
TERAPIE. AKTUALNI STAV A VYZVY DO
BUDOUCNOSTI

Jindra P.

Hematologicko onkologické oddéleni, FN Plzer

Alogenni transplantace krvetvornych bunék (aloHCT) je vysoce specia-
lizovana terapeutickd metoda, kterd je potencialné kurativni pro fadu
hematologickych i nehematologickych onemocnéni. Do dnesniho dne
bylo provedeno celosvétoveé jiz takika 1,5 milionu transplantaci ve vice
nez 1 500 transplantacnich centrech a kazdy rok podstoupi tuto proce-
duru 10 0000 pacientt. Dle dat EBMT (Evropa) a CIBMTR (USA) ma pocet
provedenych transplantaci za rok stale vzestupny trend. Tento fakt je
takika neuvéfitelny, pokud si uvédomime, Ze jesté pocatkem 70. let 20.
stoleti se tato procedura zdala neperspektivni - vzdyt z prvnich 200 pa-
cientl transplantovanych v letech 1957-1967 nepfezil nikdo, vsichni ze-
mreli bud’ na komplikace samotné transplantace anebo na rekurenci
nemoci (Bortin et al, 1970). Nastésti dalsi rozvoj na poli imunogenetiky,
profylaxe GVHD, vznik registrd nepiibuznych darct a pokroky v pod-
plrné 1é¢bé vedly k renesanci alogennich transplantaci v nasledujicich
letech. Priblizné od pocatku 90. let 20. stoleti prestala byt aloHCT ex-
perimentalni procedurou, ale stala se rutinni lé¢bou fady hematologic-
kych i nehematologickych onemocnéni. A prestoze byla v poslednich
dvou dekadach s nastupem novych 1€k (TKlinhibitory, bispecifické pro-
tilatky...) ¢i inovativnich bunéénych terapii (zejména CAR-T), opakované
znovu ,pohibivadna”, zda se, Ze tato nejstarsi bunécna terapie si nadéle
udrzi své nezastupitelné misto v terapii malignich i nemalignich nemoci.
Je ale logické, Ze jeji misto a vlastni provedeni je v soucasnosti zcela od-

lisné a Ize ocekdvat, ze se bude déle vyvijet.

Jak Ize tedy charakterizovat aktualni stav aloHCT?

- Pres kontinualni pokroky v transplanta¢ni mediciné zUstavaji nadale
Scyllou a Charybdou aloHCT relaps plivodni malignity a reakce
stépu proti hostiteli (GVHD).

- S rozvojem registrd nepfibuznych darcd a s nadstupem haploiden-
tickych transplantaci jiz nalezeni dérce neni zasadni otdzkou — déarce
najdeme prakticky pro kazdého pacienta.

- Vékova bariéra se posunula smérem vzh(iru - bézné transplantujeme
i pacienty starsi 70 let.

- Je k dispozici Siroké spektrum pfipravnych predtransplantacnich
rezimd (tzv. conditioning) s rdznym stupném myeloablace
aimunoablace.

- Jekdispozicisiroké spektrum profylaxe GVHD (ATG, potransplantacni
cyklofosfamid...).

- Hlavni indikaci aloHCT zGstévaji myeloidni malignity — predevsim
AML, MDS, ptipadné MPN.

A jakou lze tedy predpokladat budoucnost aloHCT?

Bude zcela jisté vychéazet z vyse uvedeného a bude nepochybné

snaha vSechny moznosti optimalizovat pro konkrétniho pacienta

¢i konkrétni nemoc/stav nemoci. D4 se tedy fici, ze AloHCT bude

maximalné personalizovana. K dosazeni tohoto cile bude nezbytné

pro specifického pacienta a diagnézu presnéji definovat:

- Optimalniho darce (haploidenticky x nepfibuzny HLA shodny x
nepfibuzny neshodny).

- Optimalni GVHD profylaxi (PTCY x ATG).

- Optimalni predtransplantacni pfipravu.

- Optimalni misto aloHCT v rdmci inovativnich (imuno)terapii (CAR-T,
bispecifické protilatky, inhibitory.

- A naopak - optimalni misto cilené Iécby (TKI inhibitory, protilatky)
v rdmci aloHCT at jiz v rdmci conditioningu ¢i udrzovaci [é¢by.

Soubézné s tim samoziejmé bude pokracovat vyvoj novych 1éka
v [é¢bé a prevenci GVHD (JAK1/2, ROCK-II, SYK inhibitory) a obecné
i vyvoj v daldich oblastech (antiinfekéni 1é¢ba apod.).

Je zfejmé, Ze nejstarsi ovéfend bunécna terapie — aloHCT zlstane
i v nejblizSich letech nezbytnou soucasti [é¢by fady hematologickych
onemocnéni, navic s potencidlem dalsiho rozvoje v kontextu pokrok{

v netransplantac¢nich postupech.

PROFYLAXE GvHD PO ALOGENNI
TRANSPLANTACI KRVETVORBY OD HLA
SHODNYCH NEPRIBUZNYCH DARCU
POMOCI POTRANSPLANTACNIHO
CYKLOFOSFAMIDU A ATG VEDE

K PODOBNYM VYSLEDKUM

Vydra J.!, Jindra P2, Valkova V., Karas M.2, Stastna Markova M.,
Lysak D.2, Novakova L., Sramek J.2, Hrabétova M.2, Cetkovsky P!
' Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha.

?Fakutni nemocnice Plzeri

Uvod: Profylaxe GvHD vysokodavkovanym potransplantaé¢nim
cyklofosfamidem (ptCy) vede k ptiznivym vysledkiim u transplantaci
odHLAneshodnychdarcl.Pouziti ptCy uHLA shodnych darcdjedosud
pfedmétem jisté kontroverze. Z toho ddvodu jsme retrospektivné
analyzovali vysledky transplantaci od HLA shodnych nepfibuznych
(MUD) darcli s pouzitim ptCy oproti antithymocytarniho globulinu
(ATG), v obou ptipadech se standardni profylaxi cyklosporinem
s mykofenolatem nebo s methothrexatem.

Metody: Data o transplantacich provedenych v Ustavu hematologie
a krevni transplantace a ve Fakultni nemocnici Plzef byly ziskany
z lokalnich transplantacnich databdzi. Pfipravny rezim byl bud’ myelo-
ablativni (Bu/Flu nebo Bu/Cy) nebo redukované intenzity (Flu/Mel).
GVHD profylaxe se sklddala z ptCy, cyklosporinu a mykofenolat
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mofetilu (skupina ptCy) nebo z ATG, cyklosporinu a methothrexatu
(skupina ATG). Byly vypocteny odhady celkového preziti dle Kaplan-
Meiera, kumulativni incidence relapsu a NRM (kompetujici rizika),
hodnoty byly porovnany log-rank a Grayovym testem.

Vysledky: Do analyzy bylo zafazeno 383 pacient(, 315 ve skupiné
s ATG a 68 s ptCy. Celkové preziti po 2 letech bylo po ptCy 75,6 % (95%
Cl163-90%) a po ATG 72,6 % (95% Cl 65,8—80 %). Kumulativniincidence
NRM byla 9 % po ptCy a 19 % po ATG (p = 0,023), incidence relapsu
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byla 28 % po ptCy a 38 % po ATG (p = 0,089). Incidence akutni GVHD
grade 1-2 byla 35 % po ptCy a 28 % po ATG (p = 0,56); incidence grade
3-4 aGVHD byla 3,5 % po ptCy and 7,5 % po ATG (p = 0,28). Incidence
stfedné tézké a tézké chronické GvHD byla 4,2 % po ptCy a 18 % po
ATG (p = 0,03 pro stfedni a 0,3 pro tézkou cGVHD).

Zavér: Profylaxe GvHD po alogenni transplantaci krvetvorby
s pouzitim ptCy a ATG vedla k podobnym vysledkim po transplantaci
od HLA shodnych nepfibuznych darcd.
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LECBA TEZKYCH FOREM REAKCE STEPU
PROTI HOSTITELI POMOCI
MESENCHYMALNICH KMENOVYCH BUNEK -
VYSLEDKY KLINICKEHO HODNOCENTI

Lysak D.!, Holubova M."2, Karas M.}, Hrabétova M., Sramek J.',
Boudova R.3, Steinerova K., Vrbova J.!, Jindra P!
"Hematologicko-onkologické oddeéleni, FN Plzer

?Biomedicinské centrum, LF UK Plzen

3Lékdrna, FN Plzen

Reakce $tépu proti hostiteli (GVHD) pfedstavuje jednu ze zévaznych
komplikaci po alogenni transplantaci krvetvornych kmenovych
bunék (aloSCT) a ma vyrazny vliv na morbiditu a mortalitu
transplantovanych nemocnych. Pfes pokroky v prevenci a [é¢bé
GVHD existuje stale skupina nemocnych s tézkymi formami steroidné
refrakterni GVHD (40-50 % akutni GVHD). Pro tyto nemocné se

ovéruji nové lé¢ebné postupy véetné metod bunécné imunoterapie.

Analyzovali jsme data z akademického klinického hodnoceni
(EudraCT 2013-003626-88) urceného k lé¢bé GVHD pomoci
mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC) za obdobi 2013-2020.
Léceno bylo 62 pacientl (aGVHD 44/cGVHD 18) se steroidné-
refrakterni/dependentni GVHD, ktefi byli transplantovani
s pfibuznym (MSD 13 %, haplo 22 %) ptip. nepfibuznym (MUD
47 %, MMUD 18 %) darcem pro myeloidni (74 %) ¢i lymfoidni (26 %)
malignitu. Pokrocild GVHD stupné lIl/IV byla pfitomna u 61 % aGVHD,
u 11 % pacientt s cGVHD $lo o extenzivni formu. Vsichni pacienti byly
soucasné [éceni standardniimunosupresi (kortikoidy, CsA, MMF, ECP).

Aplikovany byly 1-3 infuse MSC (jednotliva ddvka median 3 x 10%/kg,
rozpéti 1-5 x 10%/kg) ve 3. intervalu (@GVHD), resp. 24 (cGVHD) mésicl
od transplantace (mediany). Lécivé pfipravky byly vyrobeny v rezimu
SVP tydenni rekultivaci z kryokonzervovanych MSC (meziproduktt)
izolovanych a expandovanych z kostni dfené zdravych darcd. Nebyla
pozorovana zadna infusni toxicita ani dlouhodobé vedlejsi ucinky.
Celkem 79 % (33/42) pacientd s aGVHD dosahlo v den+14 odpovédi,
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kterd trvala v den+30 ~ORR a CR: 84 % (31/37) a 30 % (11/37). V pfipadé
chronické GVHD byla odpovéd pozorovana pouze u 39 % (7/18)
pacientl a to s medidnem 45 dnt. U aGVHD se podafilo v prabéhu
4 tydnu zredukovat davku kortikoid( u pfiblizné 90 % nemocnych,
po 6 mésicich byla davka snizena na 1/5 Gvodni hodnoty. V jednom
roce od aplikace MSC prezivalo 43 % (19/44) pacientd s aGVHD
a89 % (16/18) pacientd s cGVHD. U zadného pacienta nebyl pozorovan
relaps onemocnéni po aplikaci MSC.

Klinické hodnoceni prokazalo, ze infuze mesenchymalnich
kmenovych bunék u transplantovanych pacientl je bezpecnou
formou imunoterapie, kterd miize potencovat efekt dalsi
imunosupresivni/imunomodulacni terapie, umoznit zmirnéni
symptomatologie GVHD a redukovat davku kortikosteroidu. Prokézat
nezavisly efekt MSC je obtizné s ohledem na fadu dalSich proménnych
a variabilitu souboru a vysledek studie odpovida dosavadni literarni
zkusenosti, ktera potvrzuje bezpecnost, ale ne vzdy jednoznacné také
ucinnost. Presto se podani MSC stalo pro fadu pracovist v¢. naseho
standardni metodou Ié¢by tézkych forem zejména akutni reakce Stépu
proti hostiteli a to v reZimu ¢asné indikace a aplikace opakovanych
davek MSC.

Podporeno grantem MZ CR-RVO (Fakultni nemocnice Plzeri-FNPI,
00669806).
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VYUZITI NK BUNEK V RAMCI
PREVENCE RELAPSU U PACIENTU

S HEMATOLOGICKYMI MALIGNITAMI
PO ALOGENNI TRANSPLANTACI
KRVETVORNYCH BUNEK - KLINICKA
STUDIE FAZE IB/II

Srdmek J.!, Holubova M.'?, Lysék D., Chena D.', Karas M.},
Hrabétova M., Steinerova K.', Boudova R\, Vrbova J.!, Paurova .3,
Jindra P!

' Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzen

?Biomedicinské centrum, LF UK, Plzeri

Relaps predstavuje nejcastéjsi pficinu umrti pacientd po alogenni
transplantaci krvetvornych kmenovych bunék (aloSCT). Pacienti
s rizikovym onemocnénim dle disease risk indexu (DRI), ¢&i nemocni
smeéritelnourezidualninemocni po aloHSCT maji vysoké riziko relapsu
onemocnéni s omezenymi terapeutickymi moznostmi. Adoptivni
imunoterapie pomoci ex vivo expandovanych a aktivovanych NK
bunék predstavuje potencionalni Ié¢ebnou modalitu prevence
relapsu.

Cilem unicentrické klinické studie faze Ib/Il (EudraCT-2018-
-001562-42) je ovéreni bezpecnosti aplikace léc¢ivého pfipravku (LP)
z kultivovanych NK bunék a vyhodnoceni variability kompozice
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vyrobenych LP. Sekundarnimi cili jsou monitorace imunitni
rekonstituce a sledovani parametrd MRD, RFS, OS a vyskytu GvHD
béhem 12mési¢niho folow-up.

Do klinické studie jsou zafazovani pacienti po aloHSCT pro
hematologickou malignitu s rizikovym onemocnénim definovanym
dle DRI jako high a/nebo very high, ¢&i nemocni s prokazovanou MRD
po transplantaci. NK bunky jsou izolovany z mononuklearni frakce
autolognich leukocytl ziskanych leukaferezou mezi 2 a 4 mésicem
po alloHSCT. Nésleduje in vitro kultivace, expanze a aktivace pomoci
IL-2 a feeder cells po dobu 3 tydn(. Aplikaci LP NK bunék predchazi
lymfodeplecni chemoterapie (Cyklofosfamid 300 mg/m? a Fludarabin
30mg/m? v den -6 az -3). Podani tfi ddvek LP NK bunék v davce
0,5-1,5 x 107/kg probiha ve dnech den+0, den+14 a den+30.

Dosud bylo zafazeno 10 pacientd, aplikace byla realizovana u osmi
(4x AML, T x ALL, 2 x MM, 1 X cHL), median véku byl 56 let, DRI high/very
high u 50 %, MRD poz. 50 %. Bylo aplikovano 22 LP z NK bunék, median
davky 1,5 x 10e7/kg, viabilita 99,5 %, Cistota 98,9 %, exprese aktivacniho
znaku NKG2D 100 %, cytotoxicka aktivita (procento mrtvych bb. linie
K562) 83,7 % (mediany). Nebyla pozorovéna zadna infuzni toxicita
a klinicky vyznamné AE souvisejici s podanim LP. Kinetika lymfocytéarnich
populaci ukazala u vétsiny pacientd vzestup NK bunék v krvi trvajici
nékolik tydnd. Medidn RFS a OS od aplikace LP byl 4,4 mésice, resp.
6,8 mésice. Nova aktivita GvHD byla pozorovéna u dvou pacientd (25 %).

Adoptivni imunoterapie NK burnkami v uvedeném designu
klinické studie byla bezpecnd, nebyla pozorovédna zadna infuzni
toxicita. Vyrobené lécivé pripravky byly vysoce standardizované,
s nizkou interindividualni variabilitou. U¢innost imunoterapie nelze
zatim posoudit vzhledem k malému poctu pacientd, nicméné
byl pozorovén relativné vysoky pocet pozdnich relapsd, ktery Ize
v dané populaci nemocnych predpokladat. K zajisténi vy3si ucinnosti
imunoterapie NK burnkami budou pravdépodobné nutné dalsi
intervence napf. kombinace s chemoterapii a/nebo cilenou terapii
k ovlivnéni leukémickych kmenovych bunék, ¢i genova manipulace
s pripravou CAR-NK bunék.

Prdce byla podporena grantem MZ-CR-RVO (Fakultni nemocnice Plzer-
FNPI, 00669806).

PREDTRANSPLANTACNI INFEKCE

COVID-19 ZVYSUJE RIZIKO REAKTIVNI
HEMOFAGOCYTARNI LYMFOHISTIOCYTOZY
UNEMOCNYCH PO ALOGENNI
TRANSPLANTACI KRVETVORNYCH BUNEK
Raida L., Kuba A., Skoumalova |., Juranova J., Papajik T.
Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Reaktivni hemofagocytarni lymfohistiocytéza (HLH)
predstavuje klinicky zévazny systémovy zdanétlivy proces
vyplyvajici z dysfunkce imunity nemocného. Spoustécimi faktory
této nekontrolované sekundarni zanétlivé reakce jsou obvykle

infekce nebo nadorova onemocnéni. V soucasnosti velmi aktualni
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infekce COVID-19 je pak provazena relativné ¢astym vyskytem této
komplikace.

Cil: Retrospektivné analyzovat vliv vybranych faktorl, vc.
prokazané infekce COVID-19 na rozvoj reaktivni HLH po alogennich
transplantacich krvetvornych bunék (alloHSCT) v pandemickych
letech 2020/2021.

Soubor nemocnych a metody: V obdobi 2020/2021 podstoupilo
alloHSCT 37 nemocnych s vékovym medidnem 45 (18-64) let. Median
jejich potransplanta¢niho sledovani byl 314 (38-790) dn(. Pied
a potransplantacni infekce COVID-19 byly potvrzeny u sedmi (18,9 %),
resp. osmi (21,6 %) pfijemcu. HLH byla diagnostikovéna u 12 (32,4 %)
pacientd v medianu 70 (14-220) dnl po transplantaci. Metodami
univariacni a multivaria¢ni statistické analyzy byl vyhodnocen vliv
jednotlivych faktor( na rozvoj potransplanta¢ni reaktivni HLH.
Vysledky: Pfijemci s rozvojem HLH méli vyznamné nizsi po-
transplantacni absolutni pocty lymfocytl (ALC) 0,5 (0,05-1,1)
vs. 1,2 (0,05-2,8) x 10%I, p = 0,002 a hladiny IgG 5,4 (3,6-12,9) vs.
8,7 (0-14,2) g/, p = 0,007. Pfedtransplantacni infekce COVID-19 zvy-
Sila pravdépodobnost rozvoje HL 71,4 % (95% Cl 42,8-100 %) vs.
26,4 % (95% Cl 9,8-43 %), p = 0,01. Multivaria¢ni analyza potvrdila
ALC < 0,8 x 10%I, RR 8,3 (95% Cl 1,4-52,6), p = 0,02 a pfedtransplan-
tac¢niinfekci COVID-19 RR 5,3 (95% Cl 1,5-19,2), p = 0,01 jako jediné ne-
zavislé prediktory zvy$eného rizika rozvoje HLH po alloHSCT.

Zaveér: Tyto pilotni vysledky poukazuji na vyznamné riziko rozvoje
reaktivni HLH po alloHSCT u nemocnych s anamnézou infekce
COVID-19 a pretrvavajici tézkou alteraci adaptivni imunity.

POINT-OF-CARE VYROBA CD19 CAR-T
POMOCI NEVIROVE TECHNOLOGIE
piggyBac - ZKUSENOSTI Z AKADEMICKE
KLINICKE STUDIE FAZE 1

Vydra J., Babulikova J., Bielik L.', Stach M., Petrackova M., Mucha M.,
Rychld J.', Kastankova 1.}, Sroller V., Kral V.2, Lesny P, Otahal P!

1Ustav hematologie a krevni transfize, Praha

2{Jstav molekuldrni genetiky, AV CR, Praha

Vyroba komer¢nich produktd CAR-T bunék je komplikovana
vysokymi néklady, dlouhou dodaci Ihiitou a nutnosti prepravy
hluboce zmrazeného produktu na zna¢né vzdalenosti. Vyroba CAR-T
lymfocytl v misté aplikace (point-of-care) mize prekonat vétsinu
téchto prekazek a podpofit vyzkum a vyvoj novych typl CAR-T.
Vyroba CAR-T se v soucasnosti bézné provadi pomoci lentivird nebo
retrovirll coz vyzaduje velmi komplikovanou a zdlouhavou pfipravu
certifikovanych virovych vektorl. Alternativni postupy jsou zalozeny
na nevirovych metodéch nejcastéji pomoci transpozon jako je napt.
piggyBac. V uplynulych letech se v UHKT podafilo zavést vyrobu
CD19-specifickych CAR-T bunék (UHKT-CAR19) pomoci piggyBac
transpozonu a v nedavné dobé také zahdjit jejich klinické testovéani
u pacientl s r/r B-ALL/B-NHL (CART19 Cells Effects in Patients With
Relapsed or Refractory Acute Lymphoblastic Leukemia and Non-
Hodgkin’s Lymphoma, NCT05054257).

Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(Suppl 2) 2835



Ptipravek byl podan dvéma pacientim s refrakterni CD19+
malignitou (pacient 1: B-ALL po 2x alo-SCT+ 1x tisa-cel; pacient
2: folikuldrni lymfom po ASCT). Pied podanim UHKT-CAR19 byla
aplikovana standartni lymfodeplece (FluCy) a nasledné déavka
0,5 x 10%kg CAR-T. Lécba byla tolerovana bez vyznamnych projevid
toxicity (max. CRS grade 1). U prvniho pacienta s ALL byly UHKT-
CAR19 detekovany v periferni krvi v D26 pomoci pritokové
cytometrie a tento pacient je v soucasnosti v CR. Druhy pacient s FL
doséhl kompletni regrese kréni lymfadenopatie a je v CR dle PET/CT
v D30, avsak CAR-T v periferni krvi nebyly detekovény.
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Nevirové metody piipravy CAR-T bunék zalozené natranspozonech
maji nizsi pozadavky na biologickou bezpecnost ve vyrobni facilité
v porovnani s viry (BSL1 vs. BSL2) a umozni rychlejsi a jednodussi
schvalovaci proces. Jednd se o univerzalni platformu, ktera by mohla
najit vyuziti pro vyrobu novych experimentélnich piipravkd pro prvni
faze klinického testovani — v soucasnosti na nasem pracovisti probiha
vyvoj podobnych CAR-T specifickych na antigen CD123 pro lé¢bu
AML a nového typu enhancovanych CD19 CAR-T bunék. Zavedeni
GMP vyroby geneticky modifikovaného |é¢ivého pfipravku je dulezity
krok pro dalsi vyvoj této terapeutické metody i pro jiné typy nadord.
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9. CYTOMORFOLOGIE VHEMATOLOGII

FPD/AML (FAMILIARNA PORUCHA
TROMBOCYTOV S VYVOJOM DO AML) -
CO O NEJ VIEME?

Rohon P.

Klinika hematoldgie a transfizioldgie LF UK a UN Bratislava,
Slovensko

Niektoré vrodené (germline) mutacie (patogénne varianty) maju
dolezity podiel na rozvoji nadorovych ochoreni krvotvorby. WHO
klasifikacia z roku 2018 definuje tzv. zarodoc¢né predispozicie - napr.
familiarne poruchy trombocytov (FPD), ktoré sa v r6znej ¢asovej
suvislosti objavuju pred vznikom akutnej myeloblastovej leukémie
(familial platelet disorder with propensity to myeloid malignancy -
FPD/AML). FPD sa prejavuju poruchou tvorby, agregacie a sekrécie
trombocytov, pricom mutacia uvedeného génu spdsobuje
znizenie poctu CFU-MK a redukciu tvorby krvnych dosticiek uz
vnovorodeneckom veku.Krvécanie je castozavaznejsie, ako by sadalo
ocakavat podla stupna trombocytopénie, ¢o odzrkadluje pridruzent
dysfunkciu trombocytov. Istd forma trombocytopénie je pritomna
takmer vzdy, ale ochorenie méze uniknut pozornosti - najma
preto, Ze sa funkéné vysetrenia trombocytov nevykondvaju rutinne.
Prognéza FPD zavisi od transformécie ochorenia do MDS/AML.
Zda sa, ze riziko je spaté s typom mutacie RUNX1, jej ucinkom na
konformacné zmeny proteinu a pritomnostou ,spolupracujucich”
genetickych zmien. Ciefom predlozenej prezentacie je ukazat: a)
konkrétne morfologické obrazy pri RUNX1 mutacii, b) genealogické
suvislosti a napokon a c) genetické, hematologické ale i etické otazky
suvisiace s vrodenymi predispoziciami. Zarodo¢né mutdcie maju
obycajne autozémovo dominantny typ dedi¢nosti a predstavuju
variabilny typ rizika pre evolluciu do myeloidnej neoplazie
u nositelov (napr. CEBPA ~ 90 %, RUNX1 ~ 44 %). Mutacie maju totiz
réznu penetranciu i vek objavenia sa prvych priznakov neoplazie.
U nositelov tychto mutacii sa odporuca pravidelné monitorovanie
krvného obrazu, odbery kostnej drene pre Ucely skorého zachytenia
minoritnych CD34+ klonov. Otvorené otazky predstavuju:
nacasovanie transplantacie krvotvornych kmenovych buniek,
planované rodic¢ovstvo a vyuzitie metdd asistovanej reprodukcie
s PGD.

Podakovanie pri priprave prezentdcie patri prof. A. Kolenovej,
prof. D. PospiSilovej, RNDr. M. Divokej, Mgr. J. Jurdriovej
aA. Lapcikovej.

LEUKOCYTOZY - DIFERENCIALNI
DIAGNOSTIKA A VYBRANE KAZUISTIKY
Zuchnicka J.!, Pulcer M.2, Gumulec J!!

" Klinika hematoonkologie, LF OU a FN Ostrava

2 Ustav laboratorni mediciny, Oddélent klinické hematologie, FN Ostrava

Leukocytdza je definovana jako zvyseni celkového poctu bilych
krvinek nad referen¢ni mez pro dany vék. Zvyseny mohou byt
neutrofilni leukocyty (neutrofilie), monocyty (monocytdza), basofily
(basofilie), eozinofily (eozinofilie) ¢i lymfocyty (lymfocytdza). Pricinou
nebyvaji vzdy hematoonkologickd onemocnéni, ale velmi ¢asto je
leukocytéza zplsobena jinym onemocnénim.

Nejcastéjsi pricinou neutrofilni leukocytdzy jsou bakteridlni
infekce. Neutrofilii jsou provazeny stresové reakce organismu -
Sokové stavy, operace, traumata, popéleniny, stavy spojené s ischemii
tkani. Neutrofilni leukocytézu vidime u nemocnych se systémovymi
a revmatickymi chorobami, pfi [é¢bé kortikoidy nebo po podani
rdstovych faktor(l (G-CSF). Z hematoonkologickych onemocnéni
pfichadzeji do uvahy zejména chronicka myeloproliferativni
onemocnéni.

Monocytéza provazi subakutni a chronické bakteridlni infekce,
virové a protozodlni infekce, systémova onemocnéni a zanétliva
onemocnéni stiev. Zvyseni absolutniho poc¢tu monocytl vidame
u nemocnych po splenektomii, pfi regeneraci kostni diené. Pfi
prikazu monocytdzy je potieba myslet na akutni a chronické
hematologické malignity, zejména pfi nalezu promonocytq,
monoblastl a dysplastickych monocytl v natérech periferni krve.

Basofilie je v naprosté vétsiné doprovodnym projevem jinych one-
mocnéni. Mlze doprovazet nékteré alergické reakce, kozni a endo-
krinni onemocnéni. Nejcastéji ale basofilii nachazime u chronickych
myeloproliferativnich onemocnéni, systémové mastocytézy, nékdy
u akutnich leukémii.

Nejcastéjsi pricinou eozinofilie jsou alergickd a parazitarni
onemocnéni, eozinofilie mize byt zplsobena celou fadou Iékd. Vzdy
je potfeba pomyslet na hematologické malignity, lymfomy, vzacny
hypereozinofilni syndrom ¢i chronickou eozinofilni leukémii.

Lymfocytdéza se vyskytuje u akutnich virovych infekci jako je
infekéni mononukleodza, hepatitidy, CMV infekce, ale vidame ji i pfi
béznych virdzach. Diferencialni diagnostika malignich lymfocytéz je
pestra a opira se o vysetieni priitokovou cytometrii.

Zhodnoceni kompletniho krevniho obrazu a cytomorfologické
vysetieni natérl periferni krve v hematologické laboratofi je
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prvnim a rychle dostupnym vysetifenim. MGze upozornit Iékafe na
abnormni nélezy, vyslovit podezieni na maligni leukocytozu. Pfi
hodnoceni krevniho obrazu a diferenciadlniho rozpoctu leukocytl
zhematologického analyzatoru je varujici napt. neutrofilie s posunem
doleva, neutropenie s monocytézou, anémii a trombocytopenif
nebo napadna lymfocytdza, velké lymfocyty. Pfi mikroskopickém
hodnoceni natéru periferni krve si vsimame pfitomnosti blastd,
nezralych elementd granulocytérni fady, patologickych lymfocytd,
atypii erytrocytl, normoblastd, snizeni poctu a abnormalit
trombocytd.

Ve svém sdéleni prezentuji diferencidlni diagnostiku leukocytéz na
prikladech nékolika nemocnych s reaktivni i maligni leukocytézou.
Kazuistiky jsou zajimavé z morfologického a klinického hlediska.
Morfologicky nélez je u viech pfipadd doplnén o zavéry ostatnich
navazujicich laboratornich metod.

ANEMIE A MYELODYSPLASTICKY
SYNDROM, DIFERENCIALNI DIAGNOSTIKA
Z POHLEDU MORFOLOGICKE
LABORATORE

Simeckova R.

Morfologicko-cytochemickd laboratoi, UHKT Praha

Anémie je definovana jako sniZzeni mnozstvi hemoglobinu (HGB)
v 1 litru (L) krve pod normu pro dany vék a pohlavi. Je to nejcastéjsi
onemocnéni krvetvorby na svété a Ize ho délit podle rlznych
hledisek, napf. podle stredniho objemu erytrocytu (MCV) a poctu
retikulocytd. Pfi diagndze myelodysplastického syndromu (MDS)
je anémie obvyklym laboratornim nalezem, byvé v kombinaci
s dalsimi cytopeniemi, ¢i je izolovana. V ramci diferencidlni dia-
gnostiky je nutné vysetfit dalsi parametry — metebolizmus zeleza,
hladinu vitaminu B12 a kyseliny listové, pfitomnost protilatek proti
erytrocytlim azdkladnivysetfeni hemostazy. Nékdy je tfeba indikovat
i vysetieni kostni diené, histologické vysetieni, cytogenetické
a molekularné genetické vysetfeni. Z morfologického pohledu ma
dllezity rozhodovaci vyznam pro diagnostiku MDS cytochemické
vysetieni zeleza a myeloperoxidazy. V nasledujicim sdéleni budou
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prezentovany typické morfologické nalezy v ramci diferencidlni dia-
gnostiky anémie, MDS a jinych onemocnéni.

CYTOLOGIA IMPRINTOV LYMFATICKYCH
UZLIN

Wild A2

'Hematologické oddelenie, FNsP F.D. Roosevelta, Banskd Bystrica, Slovensko
2LF SZU, Bratislava, Slovensko

Cytolégia imprintov lymfatickych uzlin sa vykonava pre pripad
potreby dalSej diagnostiky, stagingu alebo aj zacatia terapie pred
vysledkom histologického vysetrenia a pripadne ako material pre
genetické vysetrenie metddou FISH.

Jej diagnosticka spravnost v eurdpskych suboroch je 60-70 %,
v azijskych > 90 %.

Najnizsia senzitivita je v pripade malobunkovych non-Hodgkino-
vych lymfomov. Celkova senzitivita je > 70 %, ale pre nddorovu infilt-
raciu okrem mNHL okolo 90 %. V pripade sekundarnych metastaz ne-
hematologickych nadorov je Specificita 100 %. Pri¢inou nespravne;j
diagnostiky je podobnost az zhodnost monomorfnej infiltracie ba-
zofilnymi vakuolizovanymi blastami, ¢asto aj s pritomnostou makro-
fagov (obraz hviezdneho neba) pri réznych blastickych lymfémoch
a metastazach, kohezivne zhluky nddorovych buniek pri lymfémoch,
podobnost fyziologickych a nadorovych lymfocytov, podobnost
Hodgkinovych a Sternberg-Reedovej buniek s bunkami non-Hodgki-
novych lymfomov a metastaz, ¢asto v reaktivnom prostredi.

Kedze cytologia nema absolitnu diagnosticki prednost
v identifikovani typu malignity, vysledok mozno najskor vyuzit pre
vcasné zahdjenie stagingu. V nevyhnutnom pripade méze klinik
vyuzit cytologicky nélez pred obdrzanim vysledku histoldgie pre
cielenejsie podanie cytoreduktivnej predfazy, pulzu kortikosteroidov,
pripadne zriedkavo aj chemoterapie (v pripade cytologickej
verifikacie relapsu znameho nadoru). Umozni to zvratit komplikacie
z orgdnového utlaku nadorom, ale aj predist pri velmi agresivnych
nadoroch progresivnemu znizovaniu stavu vyzivy a vykonnosti, ¢o
by mohlo obmedzit pouzitie intenzivnej protinadorovej lie¢by po
stanoveni definitivnej diagnozy.
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10. HEMATOLOGIE A TRANSFUZE DNES

POTRANSFUZNI REAKCE
Prochazkova R.
Transfuzni oddéleni; Krajskd nemocnice Liberec, a.s.

Fakulta zdravotnickych studii, Technickd univerzita v Liberci

Hemoterapie pfedstavuje vyznamny proces v péci o nemocné, jejim
cilem je dosazeni maximalniho lécebného ucinku pfi co nejmensim
ohrozeni pfijemce vedlejsimi Ucinky této Iécby — potransfuznimi
reakcemi (PR).

PR lIze klasifikovat dle zavaznosti, priciny, ¢asového pribéhu,
symptom ¢i dalsich kritérii.

Nejvice obdvanymi jsou reakce zavazné, které pacienta pfimo
ohrozuji nazivoté anebo jej ohrozuji trvalyminasledky: pfenos infekci,
akutni hemolytické reakce, bakteridlni/septické reakce, anafylaxe,
TRALI a TA-GvHD. Obvykle jsou pfitomny organové poruchy a stav
pacienta vyzaduje monitorovani zivotnich funkci.

V praxi se Castéji vyskytuji reakce nezdvazné, které obvykle odezni
po zastaveni transfuze a po jednoduché lé¢bé. Nehemolytické
febrilni a alergické reakce pro pacienta predstavuji dyskomfort
a pfimo jej na zivoté neohrozuji, nicméné predstavuji problém pro
dalsi hemoterapii zejména chronicky nemocnych.

Velka ¢ast PR je zprostiedkovana imunitné: rozpad ¢i aglutinace
krevnich bunék jsou vyvolany podanymi protilatkami (hemolyticka
reakce, TRALI), pii pfitomnosti protilatek proti krevnim bunkam
(febrilni reakce, hemolyticka reakce, TRALI, refrakternost na podani
trombocytl, potransfuzni purpura), alergii na nékterou slozku
podéavaného pfipravku (alergickd nebo anafylaktickd reakce), utlum
tvorby krevnich bunék pfi podani imunokompetentnich bunék (TA-
GvHD) ¢i tvorba protilatek proti krevnim bunkam. K potransfuzni
reakci mGze dojit i pii pretizeni kardiovaskularniho aparatu nebo
pfi naruseni iontové rovnovadhy (metabolické komplikace aj.).
Transfuze mize vést i k pfenosu infekce z darce nebo transfuzniho
pfipravku na pfijemce, kontaminovany transfuzni pfipravek mize
vyvolat bezprostiedni septickou nebo bakteridlné-toxickou reakci.
Za specificky typ PR je povazovdno hromadéni zeleza organizmu
pfi dlouhodobém podavani erytrocytl. Pficinou nezadouci reakce
mohou byt i technické komplikace pfi transfuzi.

Podle ¢asové souvislosti s podanim transfuzniho pfipravku jsou
rozlisovany potransfuzni reakce akutni (< 24 hod) a pozdni (> 24 hod
po transfuzi).

Spravné uréeni typu reakce ma vyznam pro jeji terapii, pfipadné
pro prevenci do budoucna.

STL CLS JEP vypracovala Doporugeny postup pfi feseni a vysetfo-
vani potransfuznich reakci. Cilem bylo poskytnout doporuceni
k rozpoznavani, vysetfovéni a feSeni nezadoucich reakci v souvislosti
s podanim transfuznich pripravki. Dokument obsahuje klasifikaci
potransfuznich reakci, kdy kazda definice obsahuje pfi¢inu, popis
klinickych pfiznakd, diagnostickd kritéria a ndvod k terapii. Diraz

je kladen na feseni reakci bezprostiedné ohrozujicich zZivot véetné
terapie, na moznosti jejich prevence a profylaxe a racionalni postup
pfi jejich laboratornim vysetieni. Doporuceni dale podava navod,
jak zajistit hemoterapii u pacientl s opakovanymi potransfuznimi
reakcemi, s akcentem na stfedni a tézké alergické reakce. Samostatna
¢astjevénovanahlasenipotransfuznichreakci.Sbérdatonezddoucich
ucincich hemoterapie a jeho vyhodnoceni umoznuje zdokonalit
transfuzni standardy, podilet se na formulaci doporucenych postupt
v oblasti hemoterapie a zvysit tak jeji bezpecnost a kvalitu.

AKTUALNI TRENDY V PECI O DOSPELE
PACIENTY S IMUNITNI TROMBOCYTOPENII
Hlusi A.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Pristup k péci o pacienty simunitni trombocytopenii (ITP) zaznamenal
v poslednich letech zfetelny vyvoj. Ten je dén pfibyvajicimi
zku$enostmi s diagnostickymi, ale hlavné l1é¢ebnymi moznostmi
s narGstem kvalitnich dat medicinské evidence. Moderni doporuceni
pro management primarni ITP shrnuji v nedavné dobé aktualizovana
mezinarodni doporuceni. Do soucasnych pfistupd se déle jasné
promitaji zkusenosti a doporuceni reflektujici celosvétovou epidemii
infekce COVID-19. S narlistem poznatk(l v etiopatogeneze ITP
pribyvaji téz potencialni nové lé¢ebné moznosti, z nichz se nékteré
nachazeji v pokrocilych fazich klinického hodnoceni.

Diagnosti a indikace k terapii — Stanoveni diagndzy ITP zUstava
stale zaloZzeno na principu per exclusionem. Diagnostické kritérium
izolovaného poklesu trombocytd pod 100 x 10%I se neméni. Kom-
plexni anamnestické a fyzikalni vysetieni sméfuje k posouzeni event.
pfitomnosti jiného trombocytopenii podminujiciho onemocnéni
(v¢. infekenich, neoplastickych proces(, jiné autoimunity ¢i imuno-
deficience). Stejny cil mé provedeni panelu laboratornich vysetieni,
zahrnujici screening HBV, HCV, HIV, stanoveni Ig. Mezi potencidlné
uzite¢na vysetieni patii testy stanoveni antifosfolipidovych, antithy-
reodalnich, antinuklearnich protilatek a pfimy antiglobulinovy test,
dale PCR vysetieni CMV, EBV a Parvovirus. Uzite¢né je i stanoveni an-
titrombocytarnich glykoprotein-specifickych protilatek (MAIPA), tes-
tovani ale nevykazuje dostate¢nou senzitivitu a neni povazovano za
diagnostické. Testovani infekce Helicobacter pylori ze stolice ¢i ureé-
zovym testem provadime v pfipadé GIT symptomatologie ¢i u ne-
mocnych s vysokou lokélni prevalenci, rutinni testovani neni povinné.
Vysetfeni kostni dfené se inicialné pausalné neprovadi, zvazuje se pfi
systémovych symptomech, abnormalnich pfiznacich ¢i v ramci dife-
rencialni diagnostiky. Provedeni je na misté pfed zvaZzovanou splene-
ktomii nebo pfi selhani [é¢by. V pfipadé provedeni vysetifujeme bio-
psii i aspirat s cilem vylouc¢eni lymfoproliferace, MDS ¢i primarniho
diennového onemocnéni (cytogenetika, imunofenotypizace), u star-
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sich nemocnych k vylouceni klonalni hematopoezy se vyuziva pa-
nelu NGS. K 1é¢bé jsou indikovani pacienti s krvacivymi projevy nebo
nizkou hladinou Tr. Nové je kladen diiraz na zapojeni pacienta do roz-
hodnuti o zahdjeni lé¢by, individualné se zohlednuje Zivotni styl, ri-
zika pro krvaceni a preference nemocného. Stran poctu Tr je indikaci
k zahdjeni terapie pokles Tr pod 20-30 x 10%/I nebo pfitomnost krva-
civych projevi pii vyssich poctech krevnich desticek.

Terapie: Cilem |é¢by je dosaZeni bezpecné a stabilni hladiny poctu
trombocytd, a tim prevence vzniku krvéceni. Soubézné se snazime
o minimalizaci vedlejsich Gcinkd |é¢by a maximalni profit pro kvalitu
zivota pacienta.

Inicidlni 1é¢ba nové diagnostikované ITP. Kortikosteroidy -
zGstéavaji zakladni 1é¢ebnou modalitou 1. linie. Vyuziva se Prednison
v ddvce 0,5-2mg/kg. Dlraz je kladen na minimalizaci toxicity |é¢by,
nepiekracuje se max. ddvka 80 mg/d, poddvana nejvyse 2-3 tydny.
Postupné snizovani davky by mélo vést k vysazeni nejpozdéji do
8 tydnu. V ptipadé efektivity kortikoterapie je za bezpecnou pro
dlouhodobéjsi podavani povazovana denni davka pod 2,5-5mg bez
projevl nezadoucich ucinkd. Alternativou k prednisonu je podani
Dexamethasonu40mg/d4dnysopakovanimdotficykld. Intravendzni
podani methylprednisolonu je moznosti v emergentnich situacich.
Intravenozni imunoglobuliny (IVIG) - vyuziti pfi Kl kortikosteroidd,
v téhotenstvi, v emergentnich situacich. Doporucena davka je
1-2g/kg, podani je mozné v nékolika schématech.

Lécebné moznosti po selhani inicialni lécby - U velké &asti
pacientl neni efekt inicidlni 1é¢by dlouhodoby a terapie selhava.
Spektrum lécebnych moznosti dalsi linie je pomérné pestré, zahrnuje
pristupy medikamentdzni a chirurgicky. V této fazi 1écby je zapojeni
pacienta do rozhodnuti o lé¢ebné modalité a zohlednéni jeho
preferencijesté vyznamnéjsi. Upfednostnovany jsou lécebné pfistupy
s robustnimi daty o Ucinnosti a bezpecnosti. V dobé pandemie jsou
navic preferovany postupy bez vyuziti rituximabu a imunosupresiv.

Léky s robustni evidenci - U¢innost a bezpe¢nost 1ékl plisobicich
jako agonisté trombopoetinového receptoru byla ovéfena
v randomizovanych klinickych studiich. V soucasnosti jsou k dispozici
tfi latky. Eltrombopag, Avatrombopag a Romiplostim prokazaly
odpovéd u vice nez 60 % lé¢enych pacientd, pred i po splenektomii.
Vétsinou jde o terapii dlouhodobou, kterd umozniredukcinebo Uplné
vysazeni jiné terapie. Nova data prokazuji, Ze az u 1/3 lé¢enych mize
byt dosazeno setrvalé odpovédi i po vysazeni terapie. Bezpecnostni
profil této l1ékové skupiny je velmi dobry. Rituximab vede k |é¢ebné
odpovédi u 40-60 % pacientd, dlouhodobé pretrvava u 15-20 %.
Terapie je spojena s riziky alergickymi a infekénimi plynoucimi z B
bunécné deplece. Fostamatinib pfedstavuje novou lécebnou
moznost zaloZzenou na inhibici splenické tyrosinkinasy, coz vede

k redukci slezinné destrukce krevnich desticek. Celkova odpovéd

u predlécenych nemocnych byla dosazena u 43 %, stabilni u 18 %
pacientq.

Léky s méné robustni evidenci - V rdmci 2. a vys3si linie
|é¢by jsou historicky zkusenosti s 1éky ze skupiny imunosupresiv
a chemoterapeutik. Udaje o lé¢ebné odpovédi jsou variabilni, né-
které modality mohou byt spojeny s vyznamnéjsi |ékovou toxicitou.
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Azathioprin, Cyklofosfamid, Cyklosporin A, Danazol, Dapson,
Mykofenolat-Mofetil, Vinca alkaloidy mohou byt v zvazovany pfi
selhani ¢i nedostupnosti vyse uvedenych moznosti.

Chirurgicky pristup - SPLENEKTOMIE - Pfedstavuje nejstarsi
terapeutickou modalitu. V posledni dekddé pocet indikaci i ochota
pacientll vykon podstoupit zietelné klesa. Indikaci splenektomie je
dle moznosti doporuc¢eno postponovat min. 12 mésict od stanoveni
diagnézy ITP. Operacni zékrok je spojen s riziky chirurgickych
komplikaci, neméné vyznamné jsou mozné komplikace infek¢ni,
zvlasté OPSI (overwhelming postsplenectomy infection). Provedeni
obligatorni vakcina¢ni pfip. ATB prevence riziko infek¢nich
komplikaci vyznamné snizuje. Stran lé¢ebné odpovédi jde o pfistup
nejefektivnéjsi, vykazuje vysoky podil lé¢ebnych odpovédi (80-
90 %), u 2/3 je odpovéd trvala.

Nové sméry lécebného vyvoje - V klinickém vyzkumu je
testovana fada novych latek. Nadéjnym smérem se zdaji inhibitory
neonatalniho Fc receptoru makrofagu. Latky Rozanolixizumab
a Efgartigimod jsou zkougeny i v CR. Jinym vyzkumnym smérem
je vyuziti oralniho inhibitoru BTK Rilzabrutinibu. Dalsi cesty cili na
blokaci ligandu CD40 ¢i C1 slozky komplementu.

VYZNAM VAKCINACE PROTI COVID-19
UNEMOCNYCH S HEMATOLOGICKOU
MALIGNITOU - ZKUSENOSTI JEDNOHO
CENTRA

Cernan M., Szotkowski T.', Minafik J.!, KolaF M.?, Sauer P.2, Latal V.3,
Zapletalova J.%, Papajik T

"Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

?Ustav mikrobiologie, LF UP a FN Olomouc

*LF UP, Olomouc

*Ustav lékaiské biofyziky, LF UP a FN Olomouc

Uvod: COVID-19 nadéle pfedstavuje vyznamnou infekéni komplikaci
u nemocnych s nadorovymi onemocnénimi krvetvorby. Vakcinace
je dulezitym nastrojem v boji proti pandemii vyvolané virem
SARS-CoV-2.

Soubor a metodika: Prace je retrospektivni popisnou analyzou
souboru nemocnych s hematologickou malignitou, ktefi
podstoupili vakcinaci proti COVID-19 a byla u nich nasledné
zjisténa infekce vyvolana virem SARS-CoV-2 v obdobi od 1. 1.
2021 do 31. 1. 2022. U nemocnych byla hodnocena vzdy prvni
dokumentovana infekce COVID-19 po dokonceni vakcinace.
Hodnoceny byly demografické udaje, terapie a mortalita infekce
COVID-19. Ziskand data byla analyzovédna a srovnavand s vlastni
historickou kohortou 96 nemocnych s nddorovymi onemocnénimi
krvetvorby a syndromy selhdni kostni dfené (dva pacienti), ktefi byli
|é¢eni pro COVID-19 v obdobi 1. 3. 2020 az 31. 12. 2020 a vakcinaci
nepodstoupili.

Vysledky: Soubor tvofilo celkem 59 nemocnych, 40 muzl a 19 zZen,
s medidnem véku 64,5 (21,9-87,9) let. Pro lymfoproliferativni
onemocnéni bylo 1é¢eno 45/59 (76,3 %) nemocnych a v kompletni
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remisi zékladniho onemocnéni bylo 27/59 (45,8 %) nemocnych
ve sledovaném souboru. Ve srovnani s kohortou neockovanych
nemocnych byl zavazny a kriticky pribéh COVID-19 u ockovanych
nemocnych signifikantné méné casty (10,2 vs. 31,4 %, p = 0,003).
Pocet hospitalizaci v dlsledku COVID-19 byl ve skupiné oc¢kovanych
nemocnych vyznamné nizsi (27,1 vs. 72,6 %, p < 0,0001) a délka
hospitalizace byla signifikantné kratsi (10 vs. 14 dni, p = 0,045),
pficemz oc¢kovani nemocni nesignifikantné méné castéji vyzadovali
oxygenacni podporu kyslikovou maskou ¢i brylemi (5,8 vs. 18,9 %,
p = 0,076) a vysokoprlitokovou oxygenoterapii, resp. umélou plicni
ventilaci (6,8 vs. 13,7 %, p = 0,184). Kaplan-Meierova analyza s Log-
rank testem prokdzala signifikantné lepsi prezivani ve skupiné
vakcinovanych pacientd (p = 0,039). Mortalita COVID-19 byla
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signifikantné vyssi u nemocnych, ktefi vakcinaci nepodstoupili
(15,6 vs. 5,1 %, p = 0,047).

Zavér: Prace prokazala vyznamny pozitivni vliv ockovani proti
COVID-19 na méné zavazny klinicky pribéh infekce, potiebu
hospitalizace a mortalitu, ve srovnani s historickou kohortou
nemocnych, ktefi vakcinaci nepodstoupili. Vysledky je vSak potieba
hodnotit i v kontextu vyvoje novych antivirotik a monoklonélnich
protilatek proti SARS-CoV-2 ¢i mutaci viru s odlisnym biologickym
chovanim. Dalsi vyvoj i¢innych vakcin a novych lé¢ebnych modalit je
zédsadni pro zvladnuti pandemie COVID-19.

Prdce byla podpofena grantem MZ CR - RVO (FNOL, 0098892)
alGA_LF_2022_001.
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11. CHRONICKA LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

INICIALNI LECBA PACIENTU S CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII (CLL)
Simkovic¢ M.

V. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

InicidIni1é¢ba chronické lymfocytarni leukemie (CLL) prosla béhem po-
sledniho desetileti dramatickymi zménami, které vyustily k zavedeni
nékolika novych terapii a 1é¢ebnych kombinaci. Nemensi pokrok byl
zaznamenan také na poli vyzkumu molekuldrné prognostickych/pre-
diktivnich markerd. Vysetfeni mutacniho stavu gen( pro variabilni ¢ast
tézkého retézce imunoglobulinu (IGHV) a mutaci genu TP53 maji kli-
¢ovy vyznam pro individualizovany lécebny pfistup. Dfive standardni
chemoimunoterapie (FCR, BR, G-Clb ¢i R-Clb) zlstava platnou alterna-
tivou zvlasté pro nemocné s pfiznivym profilem prognostickych uka-
zatell. U podskupiny ,fit” pacientli bez patogenni mutace TP53 a mu-
tovanym IGHV mUze vést rezim fludarabin + cyklofosfamid rituximab
(FCR) k velmi dlouhému trvani remise.

Nastup inhibitord Brutonovy tyrosinkindzy (BTKi) pfinesl novy
koncept Ié¢by az do progrese ¢i nepfijatelné toxicity. Dlouhodoba
data o ucinnosti a bezpecnosti mame o ibrutinibu. Zastupcem
2. generace BTKi je akalabrutinib, ktery je spojen s redukci rizika
kardiovaskularnich komplikaci. Dle aktudlné platnych Ghradovych
podminek lze vyuzit oba pfipravky v 1. linii pouze u nemocnych,
u kterych je prokdzana mutace TP53 nebo del(17p).

Dalsi zdsadni zménu v pfistupu k 1é¢bé nemocnych s CLL v 1. linii pfi-
nesly vysledky studie CLL14. V této studii byla kombinace venetoklaxu
s obinutuzumabem spojena s vysokou pravdépodobnosti eradikace mini-
malni rezidudlni nemoci. Na rozdil od terapie BTKi se jednd o ¢asové ome-
zenou lécbu na 12 mésic. V ceskych podminkéch Ize v 1. linii vyuzit rezim
venetoklax + obinutuzumab k [é¢bé pacientl s komorbiditami (pouze PS
ECOG 0-1), v disledku kterych nemohou podstoupit Ié¢bu na bazi fluda-
rabinu v plné davce. Dale Ize vyuzit tento rezim u nemocnych s dysfunkci
proteinu p53, ale nevyhodou muze byt kratsi obdobi do progrese.

Lze shrnout, Ze pfi rozhodovani o vybéru mezi chemoimunoterapii,
kontinualni lécbou BTKi a kombinaci venetoklax + obinutuzumab pro ini-
cialni lécbu CLL je nutné peclivé posoudit prognostické ukazatele, prefe-
rence pacienta, mozné lékové interakce a pridruzené choroby. Zejména
u BTKi by mély byt peclivé vyhodnoceny kardiovaskularni komorbidity,
arterialni hypertenze. Na druhé strané je potieba brat v potaz riziko syn-
dromu nadorového rozpadu v Uvodu terapie venetoklaxen ¢i infuzni
reakci pfi aplikaci obinutuzumabu. Pro Uplnost je nutné ptripomenout,
Ze se i pies veskery vyvoj na poli cilené terapie CLL neméni kritéria k za-
héjeni Iécby. Ta je naddle indikovana pouze pfi klinické aktivité CLL dle
platnych mezinérodnich doporuceni IWCLL. Véfme, Ze dalsi zlep3eni pro-
gnoézy nemocnych, byl mohly pfinést sou¢asné studie, kterou jsou zamé-
feny na optimalni sekvenovani nebo kombinaci cilenych terapii.
Podporeno programem Cooperatio, védni oblasti INDI a projektem
RVO MZ CR (FNHK 00179906).

LECBA PACIENTU S RELAPSEM CLL
Spacek M.
I interni klinika — hematologie 1. LF UK a VFN v Praze

Lécba chronické lymfocytérni leukémie (CLL) v uplynulych letech
doznala revolu¢nich zmén s pfichodem nové cilené terapie malymi
molekulami. V 1. linii 1é¢by je nadale v CR zejména z dGvodu
Uhradovych mechanizm(l z velké ¢asti indikovana chemoterapie
santi-CD20 protilatkou. Nicméné v relapsech se az na vyjimky pouziva
jiz jen cilend Ié¢ba. V soucasné dobé jsou v bézné praxi dostupné jiz
Ctyfi perordlni inhibitory specifickych bunécnych signalnich drah,
které uz i v CR maji Uhradu ze zdravotniho pojiténi: akalabrutinib,
ibrutinib, idelalisib a venetoklax. Nejvice z téchto 1ékd profituji
pacienti s prognosticky nepfiznivou CLL, tj. pacienti s nalezem
aberace genu TP53 (delece nebo mutace), nemocnis ¢asnym relapsem
po imunochemoterapii, resp. s chemorefrakternim onemocnénim.
Velkou vyhodou vsech zminénych preparatl je peroralni uzivani
a moznost pouziti i u starsich a komorbidnich pacientt. Nevyhodou
jsou nékteré specifické nezadouci ucinky, lékové interakce (zejména
s inhibitory cytochromu CYP3A4) ¢i nutnost kontinualniho podavani
(v pfipadé BCRinhibitoru). Otazkou zlstava optimalni sekvence cilené
terapie, vhodné kombinace jednotlivych preparatl i délka podavani.
Nutno uvést, Zze u vybranych mladsich nemocnych v dobrém stavu
s velmi nepfiznivou chorobou naddle zdstava alternativou alogenni
transplantace krvetvornych bunék. Oproti tomu jiné lécebné
modality - jako CAR-T buné¢énd terapie - zatim u CLL nepfinesly
kyzené vysledky. Posledni konference ASH v roce 2021 ukazala
pravdépodobné sméfovani v pfistich letech k 1é¢bé pomoci
vzajemnych kombinaci cilenych 1ékd, jako jsou inhibitory Brutonovy
tyrozinkinazy (BTK), Bcl-2 inhibitory ¢i anti-CD20 monoklondlni
protilatky. Trendem zfejmé bude také ¢asové limitovana terapie
nejspise s vyuzitim monitorovani minimalni rezidudlni nemoci, které

umozni lé¢bu vice individualizovat.

MANAGEMENT KOMPLIKACI CILENE
TERAPIE UNEMOCNYCH S CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII

Panovska A.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Lécba chronické lymfocytarni leukemie (CLL) prochézi v poslednich
letech zasadnim vyvojem. S pfichodem novych cilenych 1ékd se
postupné méni zazité 1é¢ebné postupy. Stéle Sirsi spektrum pacientd
je léceno inhibitory signalizace pres B-bunécny receptor a inhibitory
bcl-2 proteinu a to bud v monoterapii, vzdjemné kombinaci
nebo doplnénych o anti CD20 monoklonalni protilatku. Dfivé;jsi
standard lé¢by CLL - imunochemoterapie, zlstava indikovéna
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u jasné definovanych skupin pacientd - v 1é¢bé 1. linie u mladsich
nemocnych s mutovanym IGHV nebo u pacientd s imunitnimi
cytopeniemi. Siroké pouzivani novych molekul s sebou véak pFinasi
nejen zlepseni |éc¢ebnych vysledk(, ale i specifické nezadouci
Gcinky (NU), které je treba spravné diagnostikovat a lé¢it. Nejé¢astéjsi
komplikaci a pficinou umrti pacientll s CLL zUstévaji infekce, mezi
nimiz v poslednich 2 letech dominovalo onemocnéni COVID-19.
Retrospektivni data z Ceské republiky (CR) i data svétova potvrdila,
Zze nemocni s CLL jsou ohrozeni zdvaznym pribéhem COVID-
19 a spravny management v Uvodu diagnézy vyrazné zlep3uje jejich
osud.

Lécba inhibitory Brutonovy Kinazy (BTKi) a jeji komplikace -
V CR jsou pro lé¢bu CLL schvaleny dva preparaty z této skupiny. Prv-
nim a nejdéle pouzivanym lékem je ibrutinib, ktery irreverzibilné
a neselektivné inhibuje BTK. S rliznou afinitou se vsak vaze i na jiné
kinazy, coz pfimo souvisi s jeho specifickymi NU. Inhibice kinaz z ro-
diny ITK a TEC je asociovadna s trombocytopatii a krvacenim, inhi-
bice EGFR s prGjmy a exantémem a inhibice kinaz z rodiny c¢-Src pak
s rozvojem fibrilaci sini. Tyto specifické a potencialné zdvazné NU
vedou dle dostupnych dat k trvalému pferuseni terapie az u 26 % pa-
cientt [1]. Pokracuji tedy snahy o vyvoj BTKi novych generaci, které
Jednim z nich je selektivni inhibitor druhé generace acalabrutinib,
ktery je v CR dostupny od konce roku 2021. Acalabrutinib neinhibuje
Src-kindzy, méné ovliviuje kindzy z rodiny TEC a in vitro nevykazo-
val aktivitu proti EGFR, coz odpovida nizsi frekvenci exantému, pru-
jmu a zejména kardialnich komplikaci. Ve studii ELEVATE-RR srovna-
vajici ibrutinib a acalabrutinib v 1é¢bé relabované CLL byla incidence
fibrilace sini vyssi v ibrutinibovém rameni (16,0 vs. 9,4 %; p = 0,02).
U pacientl lé¢enych acalabrutinibem byl nizsi vyskyt arterialni hy-
pertenze (8,6 vs. 22,8 %), artralgii (15,8 vs. 22,8 %) a prdjmu (34,6 vs.
46,0 %). Pacienti v rameni s acalabrutinibem nejcastéji uvadéli bolest
hlavy (34,6 vs 20,2 %), kterd byla vétSinou lehka a méla kratkého tr-
vani. Z dtvodu NU ¢asté&ji ukondili terapii pacienti uzivajici ibrutinib
(21,3 vs. 14,7 %) 1,2].

Fibrilace sini je typickym nezadoucim ucinkem BTKi. Vy3si inci-
dence je popisovana u predlécenych pacientd uzivajicich ibrutinib.
Mezi dalsi rizikové faktory patii vyssi vék a interni komorbidity. Pre-
venci této komplikace je zejména spravna volba cilené terapie u kon-
krétniho pacienta. Pokud i ptes to dojde k rozvoji fibrilace sini, dalsi
postup je ptisné individudlni. Zavisi na moznostech ovlivnéni aryt-
mie samotné (elektrickd/farmakologicka verze), na riziku krvaceni
na strané jedné a riziku kardioemboliza¢ni pfihody na strané druhé.
Obecné plati, Ze u pacientt s vyssim rizikem krvaceni nebo obtizné
fesitelnou arytmii je vhodné pfistoupit ke zméné inhibitoru. Na-
opak u pacienta s asymptomatickou fibrilaci sini a nizkym rizikem
dle CHA2DS2-VASc (0-1 bodu) Ize v 1é¢bé BTKi pokracovat. Z an-
tikoagulancii je preferovédna redukovana davka apixabanu nebo
enoxaparinu [1].

Dal$im kardiovaskularnim NU ibrutinibu je arterialni hypertenze,
jejiz incidence s délkou uzivani BTKi mirné narUsta. U pacientl léce-
nych BTKi je nutné pravidelné monitorovat krevni tlak a adekvatné
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korigovat antihypertenzni terapii. Nutné je myslet na Upravu antihy-
pertenziv i v ptipadé, Zze dojde k vysazeni BTKi [1].

Klinicky patrné krvaceni se v pribéhu terapie ibrutinibem
objevuje az u poloviny pacientd, vétsinou se vsak jedna o drobné
kozni krvaceni, které nevyzaduje |é¢bu ani preruseni terapie
BTKi. Riziko zdvazného krvaceni (grade > 3 dle CTCAE - common
terminology criteria for adverse events) je obdobné u obou
preparatl. U ibrutinibu se pohybuje mezi 3-9 % napf¥i¢ studiemi,
u acalabrutinibu mezi 2-5 % [1,2]. Klinicky zavazné krvéaceni je
¢astéjsi u starSich pacientd a pacientl uzivajicich vy3si davku
ibrutinibu (560 mg denné). Trombocytopenie asociovana s aktivitou
nemoci, sou¢asna antikoagula¢ni ¢i antiagregacni terapie byly
definovany jako dalsi rizikové faktory pro vznik klinicky manifestniho
krvaceni [1,2]. Primarni prevenci krvaceni je nejen spravnd indikace
BTKi, ale i pravidelné sledovani pacienta v pribéhu lécby. Lé¢bu BTKi
prerusujeme s dostate¢nym predstihem pred kazdym invazivnim
vykonem a restart terapie je mozny az ve chvili, kdy je riziko krvaceni
z rany minimalni. Nevhodné je soucasné uzivani doplnkd stravy
obsahujicich vitamin E a rybi olej, které mohou dale ovlivnit sraZlivost
krve. Pokud je béhem lécby BTKi pacient indikovan k zahajeni dudini
antiagregace, je ke zvézeni prerudeni |é¢by BTKi pro riziko zdvazného
krvaceni [1,2].

Lécba inhibiotry bcl-2 proteinu a jeji komplikace - Inhibitor
bcl-2 proteinu venetoklaxje v CRindikovan jak v 1. linii lé¢by u pacientd
nevhodnych k lécbé fludarabinovym rezimem (v kombinaci
s obinutuzumabem), tak u pacientl s relapsem CLL (v monoterapii
nebo v kombinaci s rituximabem). U nemocnych lécenych
venetoklaxem se nejcastéji setkavame s hematologickou toxicitou
a infekcemi. Roeker et al publikovali retrospektivni data 297 pacientt
z readlné praxe, u nichz byla neutropenie grade > 3 popsana
v 39,6 % ptipadech, trombocytopenie grade > 3 u 29,2 % a infekce
grade > 3 u 25 % pacient( [3,4]. Specifickym NU pro tento Iék je
syndromu z nadorového rozpadu v Uvodu terapie. Na zakladé
dat z klinickych studii bylo vytvofeno eskala¢ni schéma (tzv.
rump-up faze) s postupnym navysovanim davky Iéku v prvnich
5 tydnech. Pred zahdjenim |é¢by vzdy zhodnotime riziko rozvoje
tumorlyzy (TLS) u konkrétniho pacienta. Na zékladé lymfocytézy,
velikosti lymfadenopatie dle CT a aktudlni clearance kreatininu
stratifikujeme pacienta do tii rizikovych skupin - na nizké, stredni
a vysoké riziko. U pacientl s vysokym rizikem TLS je nezbytné zahdjit
eskalaci venetoklaxu za hospitalizace. Klinicky manifestni TLS je
diagnostikovdn u cca 3 % nemocnych, laboratorni abnormality
odpovidajici TLS mizeme zachytit az u 5,7 % lé¢enych [3,4]. Diky
jasné stanovenym doporucenim pro prevenci a lé¢bu tumor lysis
syndromu je tato komplikace v bézné praxi zvladana velmi dobfe
a nevede k trvalému ukonceni l1é¢by.

Lécba inhibitory fosfatidyinositol 3-kinazy (PI3K) - Idelalisib
byl prvnim PI3K inhibitorem, ktery v kombinaci s rituximabem
prokézal uc¢innost v [é¢bé relabované CLL. V soucasné dobé je také
jedinym preparatem z této skupiny, ktery je v CR k dispozici pro
Ié¢bu nemocnych s CLL. Sirokému uzivani idelalisibu brani zejména
jeho bezpecnostni profil. V roce 2021 byla publikovana data o 1écbé
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idelalisibem v bézné praxi ve Velké Britanii a Irsku (RETRO-Idel).
Z davodii NU trvale prerusilo terapii 63 % nemocnych v 1. linii a 45 %
|écenych pro relaps CLL. Nej¢astéjsim dlivodem ukonceni terapie byl
prajem (30,9 %, grade > 3 u 6,4 %) a kolitida (9,1 %, grade >3 u 5,5 %),
nejcastéji reportovanym zavaznym nezadoucim ucinkem pak
pneumonie (15 %) [5,6]. Pokud se objevi prijem u pacienta lé¢eného
idelalisibem, je zdsadni nejprve vyloucit jinou, zejména infekcni
etiologii prijmu. Ve vétsiné ptipadd soucasné prerusujeme terapii
PI3Ki a zahajujeme symptomatickou terapii v¢. dietnich opatfeni
arehydratace. Pokud do 48 hod nedojde ke stabilizaci stavu pacienta,
je indikovéana lécba kortikoidy. Zavaznost potizi a rychlost restituce
stavu pak definitivné rozhodne o pokracovani [é¢by idelalisibem.
Infekéni komplikace a COVID-19 - ZvySena nachylnost
k infekcim je u nemocnych s CLL zpGsobena jak imunitnim deficitem
pfi samotné leukémii, tak podanim protinddorové terapie. Je
pfitomna B bunécna dysfunkce casto doprovazena snizenou
hladinou imunoglobulinG a polékovou neutropenii. Kombinace
novych molekul s anti CD20 monoklonadini protildtkou imunitni
deficit déle prohlubuje. Pro terapii PI3Ki je typicky pokles poctu
CD4+ regulatornich T lymfocytl, coz vede k dal$imu zvyseni rizika
oportunnich infekci v¢. virovych reaktivaci [7]. Pfred zahajenim
cilené terapie vySetfujeme pacienta stran virovych hepatitid, pfi
lé¢bé idelalisibem monitorujeme naloz cytomegaloviru v krvi
a podavame profylaxi pneumocystové pneumonie. V ramci prevence
infek¢ni komplikaci je doporucovéna i vakcinace nemocnych s CLL,
idedlné pred zahdajenim cilené terapie. Pacienti o¢kovani béhem
protinddorové terapie maji ¢asto snizenou imunitni odpovédi
na vakcinu, coz bohuzel plati i pro vakcinaci proti onemocnéni
COVID-19 [8]. CLL pacient ma obecné vyssi riziko zavazného
pribéhu COVID-19 ve srovnani s béznou populaci. Retrospektivni
analyza Evropské vyzkumné iniciativy pro CLL, kterd hodnotila data
pacientl s CLL a prodélanym COVID-19, potvrdila, Ze vétsina pacientt
s CLL ma symptomaticky prabéh nemoci (95 %). Hospitalizace byla

indikovana u 75 % pacient( (63 % z nich vyzadovalo kyslikovou
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podporu na intenzivnim [zku). Témér tietina pacienttd (27,3 %) na
COVID-19 zemvela [9]. V pfipadé potvrzeni infekce SARS-CoV-2 je
indikovédna komplexni terapie v¢. podani dostupnych antivirotik,

pfipadné monoklonalnich protilatek. U tézsich a recidivujicich infekci
dolnich cest dychacich je doporuc¢ovana substituce imunoglobulind

typu IgG.

Pfednaska bude doplnéna kazuistikou, prostfednictvim které
budou shrnuta prakticka doporuceni pro management jednotlivych
komplikaci.
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12. MYELOPROLIFERATIVNI NEMOCI
A CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

SUCASNE MOZNOSTI LIECBY
PH-NEGATIVNYCH
MYELOPROLIFERATIVNYCH NEOPLAZI{
Hrubisko M.

Katedra hematoldgie a transfuzioldgie LF SZU, KHaT UN Bratislava

Uvod: Ako Ph-negativne myeloproliferativne neoplazie (MPN)
sa oznacuju tie MPN, ktoré nemaju Filadelfsky chromozém (Ph
chromozoém, gén BCR/ABL). Z najdolezitejsich sem patria polycytémia
vera (PV), esencialna trombocytémia (ET) a primarna myelofibréza
(PMF). Nie vzdy ide o vyhranené chorobné jednotky, pri ktorych je
nadorovo pozmenena len tvorba erytrocytov (PV), trombocytov
(ET) pripadne strémy kostnej drene (PMF). Vsetky MPN vratane
chronickej myelocytovej leukémie (CML) vychadzaju z nadorovo
pozmenenej predurcenej bunky CFU-GEMM (koloniformna jednotka
granulocyto-erytrocyto-monocyto-megakaryocytovd). Mutdcie
v CFU-GEMM postihuju vsetky krvinky, ktoré z nej vychadzaju,
vratane granulocytov i strémy. Postihnuté su aj kapildry aich endotel.
Mutdcia JAK2 sa nasla aj v endotelidlnych bunkach pacientov s MPN,
ktori prekonali trombdzu. Experimentalne bolo dokézané, Ze takto
zmutované endotelidlne bunky maju proadhezivne a protrombotické
vlastnosti.

Diagnostika: Mutdcia BCR/ABL je charakteristickd pre CML, ak ju
nenajdeme, ide o Ph-neg. MPN. Charakteristicki mutaciu ma len
PV - JAK2 V617F v exdne 14 (95 % pacientov) alebo v exéne 12 (3 %).
Bez vyssie uvedenej mutécie prakticky neexistuje PV. Pri ostatnych
MPN to uz neplati, sice je tdto mutécia typicka aj pre ET i PMF (50-
65 % pripadov), ale jej nepritomnost uvedené diagnézy nevylucuje.
Mutdcia moéze postihovat MPL gén v exdne 10 (okolo 10 % pacientov)
ako aj gén pre kalretikulin v exéne 9 (15-25 % pacientov). Bez tychto
mutacii (tripple negative) tak zostéva len okolo 10-15 % chorych. Ph-
neg. MPN sa nemusia prejavit hned' na zaciatku ochorenia typickymi
priznakmi. Nie je vzacne, ze PV i PMF zacina trombocytézou a az
histologické vysetrenie odhali pravi podstatu choroby. Vtedy
hovorime o prepolycytemickej faze PV, resp. o prefibrotickej faze
PMF. Mutaciou postihnuté bunky (vratane leukocytov) maju potom
pozmenené vlastnosti a prispievaju k najroznejsim klinickym
prejavom, predovietkym ku zvysSenej nachylnosti k trombdézam.
Z uvedeného vyplyva, ze k zdkladnym diagnostickym principom
okrem molekulovych vysetreni patri trepanobioptické vysetrenie
kostnej drene, kedZe len histoldgia moze rozlisit medzi jednotlivymi
podtypmi MPN.

Liecba: Pristup k lie¢cbe MPN nie je vo svete jednotny. Na rozdiel od
vacsiny onko-hematologickych choréb, kde sa principy liec¢by velmi
nelisia a pripadné rozdiely su dané skor ekonomickymi moznostami

tej ktorej krajiny, pri MPN sa pristupy lisia aj v rémci Eurépy. Vidime tu

anglicku skolu, ktord az donedavna prakticky vyhradne presadzovala
cytostaticku liecbu hydroxyureou (HU), Skandinavsku, ktora preferuje
interferén-beta (IFN) a stredoeurépsku (CEMPO - Central European
Myeloproliferative Neoplasm Organisation), ktora presadzuje pri PV
interferén a pri ET anagrelid (ANA) pripadne IFN. Rozdielny pristup
je aj k hodnoteniu rizikovosti jednotlivych podskupin ako aj ¢asu
zacatia liecby.

Polycytemia vera: Pacienti su ohrozeni predovsetkym trombdzou,
preto je cielom znizit hematokrit na bezpecné hodnoty
(< 0,45 u muzov a < 0,42 u zien). Klasickou metédou su venepunkcie,
ktoré je mozné vykonat odstranenim celej krvi, ale aj pristrojovo,
erytrocytaferézou, kde sa odstrania len prebytocné erytrocyty.
Samozrejmostou je antiagregacna lie¢ba. DIhodobé venepunkcie
vSak vedu postupne k deplécii Zeleza, pozadovany hematokrit
sa dosiahne len vdaka mikrocytéze. Pocet erytrocytov je pritom
zvyseny. Tento fakt ako aj pripadna intolerancia procedury, resp. jej
neucinnost, ¢i progresia klinickych symptémov vyzaduju v dalsom
kroku cytoredukciu. V krajindch CEMPO sa ako liek 1. volby pouziva
IFN, v sii¢asnostivacsinou dlhodobo pdsobiaci pegylovany IFN.VEMA
bol schvaleny mono-pegylovany IFN-beta 2b - ropeginterferon.
Vyhodou je podavanie v intervale 14 dni, pripadne i dlhsom. Pri
vzacnej neucinnosti IFN prichddza do Gvahy HU, pripadne $pecificky
inhibitor JAK1/JAK2 ruxolitinib, ktory je v niektorych krajinach
povazovany za liek 2. volby po IFN. Pri neucinnosti vsetkych
uvedenych liekov prichadza do uvahy busulfan avsak s rizikom
zvysenej pravdepodobnosti transformacie do akutnej leukémie. Vo
vyskume su viak aj nové lieky s Uplne inym mechanizmom Gcinku.
Esencidlna trombocytémia: Pri tejto diagndéze su rozdiely
v pristupe k terapii najvypuklejsie. Podfa usmerneni CEMPO je liekom
1. volby anagrelid, necytostaticky anti-megakaryocytovy liek, ktory
ovplyviiuje vyzrievanie megakaryocytov a nedovoli ich narast do
obrovskych rozmeroy, ¢o je vlastne pri¢inou trombocytézy pri ET.
K dispozicii su dva preparaty s rozdielnou farmakokinetikou. ANA
dostupny v zapadnej Eurépe mal podstatne horsiu toleranciu, ¢o
viedlo k jeho zaradeniu do tretej, niekedy az 4. linie lie¢by. Oproti
tomu ANA dostupny v strednej Eurdpe je pomerne dobre tolerovany
aje preto liekom 1. volby, u mladych pacientov v reproduké¢nom veku
je liekom 1. volby IFN. Mozné su i kombinacie IFN + ANA, pripadne
kombinécie s HU. Po (vzécnom) zlyhani ANA alebo IFN prichddza do
uvahy opéat HU.

Primarna myelofibréza: Ide o najvaznejsiu MPN. Dostupna
liecba je len paliativna, jedinou kurativnou metédou je alogénna
transplantécia krvotvornych buniek (TKB). K rozhodnutiu o potrebe
lie¢cby napomahaju rozne skérovacie systémy. VSeobecne plati, ze
v pociato¢nom $tadiu sa neoplati riskovat mortalitu TKB, v najvyssich
stadiach je vdak mortalita pri TKB natolko vysoka, Ze jej vykonanie
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uz nedava zmysel. Na transplantéciu su teda vhodni mladsi pacienti
v intermediarnych stadiach choroby. V prefibrotickom stadiu PMF
(ked' je jedinym priznakom choroby trombocytéza) prichadza do
Uvahy liecba ANA aj IFN. Schvdlenym liekom je ruxolitinib, ktory
vie zmiernit priznaky choroby (najmé splenomegaliu) a znizit
transfuznu zavislost, nie vsak u vietkych chorych a kurativny nie je.
Pri vyraznej proliferdcii leukocytov prichadzaju do Uvahy cytostatika,
predovsetkym HU. Na poli terapie PMF prebieha intenzivny vyskum
novych liekov.

Zaver: Vyznamny rozdiel v pristupe k (ne)liecbe MPN je aj v indikacii
jej zahdjenia. Ide o klondlne choroby, pri ktorych sa v priebehu ich
vacsinou dlhodobého priebehu objavuju postupne nové mutécie.
Prechod od ,normélu” k MPN a pripadne dalej (k akttnej leukémii)
je pozvolny a postupny. Prvé mutacie eSte nemusia znamenat ziadne
klinické prejavy, hovorime o faze ,CHIP” (Clonal hematopoiesis with
indeterminate potential). Casom st mutaciou postihnuté aj iné gény,
¢im dlhsie choroba trva, tym je ich viac a postupne sa mdzu objavit
aj mutacie typické pre AML. Preto je potrebné zvazit liecbu uz vo
faze CHIP, vo svete sa vSak nazory na tuto problematiku rozchadzaju.
V strednej Eurépe sa riadime tym, ze pristup watch and wait je vlastne
¢akanim na prva tromboembolickd prihodu, ¢o nepokladdme za
etické. Preto presadzujeme skor necytostaticku liecbu v zavislosti
na veku a rizikovych faktoroch.

CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE -
JE CAS NA UKONCENI SPECIFICKE LECBY?
Cicatkova P, Zackova D.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Odhaleni patogenetického podkladu chronické myeloidni leukémie
(CML), fuzniho genu BCR/ABLI, a s tim spojené konstitutivné
aktivované tyrozinkinazy Bcr-Abl1, rychle vedlo ke snaham o cilenou
terapii. Jiz zavedeni prvniho inhibitoru tyrozinkinaz (tyrosine kinase
inhibitors — TKI) imatinibu do klinické praxe zcela zasadné ovlivnilo
nejen progndzu pacientd, ale také celkovy pohled na Ié¢bu CML.
Imatinib byl nasledovan dalsimi TKI druhé a tfeti generace (nilotinib,
dasatinib, bosutinibu a ponatinib) a celkova délka Zivota pacient(
s nové diagnostikovanou CML se nyni nelisi od délky Zivota zdravych
vrstevnikd. Lé¢ba TKI je podle aktudlnich doporuceni Evropské
leukemické sité z roku 2020 obvykle celozivotni, a tak predstavuje
nejen ekonomickou zatéz pro zdravotnické systémy, ale zejména
muze byt spojena s negativnim vlivem na kvalitu Zivota pacient(.
Stejné tak jak se vyvijela terapie CML, ménily se i jeji cile od dosazeni
kompletni hematologické (complete hematological response — CHR)
a kompletni cytogenetické odpovédi (complete cytogenetic response -
CCyR) az k odpovédi na molekularni drovni — tzv. velké molekularni
odpovédi (major molecular response — MMR, tj. pokles hladiny
BCR/ABL1 transkriptd < 0,1 % vzhledem k IS). Se zavedenim TKI
vyssich generaci stéle nar(ista pocet pacientd, u kterych je dosazena
i tzv. hluboka molekularni odpovéd (deep molecular response -DMR,
tj. hladina transkriptd BCR/ABL1 < 0,01 % vzhledem k IS). Pocet

pacientd, u kterych je DMR nastolena, se po 5 letech |é¢by pohybuje
na zakladé zvoleného TKI mezi 40 a 60 %. Dosazeni DMR je zasadnim
predpokladem k vysazeni TKI a navozeni remise bez nutnosti 1écby
(TFR - treatment free remission), ktera se nyni pozvolna stava novym
cilem lé¢by pacientl s CML. Tomu vsak predchéazelo provedeni
fady klinickych studii i kontrolovanych vysazeni u pacientd v redlné
klinické praxi a na zkusenosti z téchto praci navazala i akademicka
prospektivni celonarodni studie HALF probihajici nyni v Ceské
republice. Je uréena pro pacienty s déle nez 2 roky trvajici DMR a jeji
sofistikovany design umozni po dvoustupriové redukci davky vysadit
TKI pacientdim, ktefi i pfi snizovani davky udrzi stabilni MMR. Setrvat
v TFR se v publikovanych studiich podafilo asi u poloviny pacient(.
Z celkového poctu CML pacientl se vsak jednd jen o zlomek z nich
(cca 20 %). K odhaleni faktord, které pacienty k Uspésnému vysazeni
predisponuji, se snazi pravé studie HALF pfispét. Otazka, zda je
u pacient s CML cas na ukonceni specifické 1é¢by, zatim zlstava
nezodpovézena a prozatim pfedstavuje moznost pouze pro malou
skupinu pacient(.

Prdce byla podporena grantem cislo MUNI/A/1330/2021.

HALF: MULTICENTRICKA AKADEMICKA
STUDIE FAZE I1 VYSAZUJICI INHIBITORY
TYROZINKINAZ PO DVOUSTUPNOVE
REDUKCI DAVKY U PACIENTU

S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII -
DOSAVADNI VYSLEDKY

Zackova D!, Kvetkova A, Faber E.2, Bélohlavkova P.3, Klamové H.*,
Stejskal L.5, Karas M.¢, Cerna O, Cmunt E.8, Ci¢atkova P, Semerad L.,
Horkak T, Prochazkova J.', Rychlickova J.2, Stépanova R 2,
Svobodnik A%, Machova Polakova K.?, Zizkova H.%, Srbova D4,
Skoumalova 1.2, Jeziskova I, Juréek T.', Borsky M.!, Wieworka O.°,
Demlovd R, Mayer J.'

'Internf hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
?Hematoonkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

V. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

*Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

*Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

¢Hematoonkologickd klinika LF UK a FN Plzeri

’Interni hematologickd klinika 3. LF UK a FN Krdlovské Vinohrady, Praha
81. Interni klinika — klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze
?Farmakologicky ustav, LF MU Brno

'00ddéleni klinické biochemie, FN Brno

"1Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), MU Brno

Uvod: HALF je multicentricka akademicka studie faze I, v rdmci které
je u pacientl s chronickou myeloidni leukémii (CML) v dlouhodobé
hluboké molekularni odpovédi (DMR) terapie inhibitory tyrozinkinaz
(TKI) redukovana postupné. V prvnim pllroce je davka dosavadné
uzivaného TKIredukovana na polovinu standardnidévky, s naslednym

intermitentnim podavanim téze davky v pullroce dalsim. Nasledné
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je podavani TKI ukonceno (HALF, ClinicalTrials.gov NCT04147533,
obr. 1).

Cile: Zhodnotit Ucinnost a bezpecnost postupného vysazeni TKI
u pacientl s CML v dlouhodobé DMR.

Metody: Provedena deskriptivni analyza dat 153 pacientli zafazenych
dostudie vobdobi 1.6.2020az31.12.2021 v Sestizosmi participujicich
center: FN Brno, FNOL, FNHK, UHKT Praha, FNO a FN Plzen.
Vysledky: Do studie bylo doposud zafazeno 153 pacientl (80 muzi
a 73 zen) s medidnem véku v dobé diagndzy 51 let (rozmezi 18-74).
Median intervalu od diagn6zy CML po vstup do studie byl 9 let
(rozmezi 4,4-22,5) a median véku pfi vstupu do studie byl 62,2 let
(rozmezi 24-86). V dobé diagnézy bylo 91 (59,5 %) pacientl
v kategorii nizkého, 31 (20,3 %) stfredniho a 22 (14,4 %) vysokého
rizika dle ELTS skoére. Celkem 115 (75,2 %) pacientl dosahlo poklesu
BCR/ABLI transkriptl < 10 % v IS po 3 mésicich terapie TKI. Pfi vstupu
do studie bylo 118 (78,7 %) pacientud léceno imatinibem, 21 (14,0 %)
nilotinibem a 11 (7,3 %) dasatinibem, pficemz u 60 (39,2 %) pacient(
byla davka jiz pfi vstupu do studie redukovana. K 31. 12. 2021 bylo
celkové screenovano 166 pacient(, z ¢ehoz zminovanych 153 (92,2 %)

do studie vstoupilo a byla u nich provedena prvni fazi de-eskalace.
Do druhé faze postoupilo 99 (59,6 %) pacientll a do vysazovaci faze
studie 49 (29,5 %) pacientd, bez signifikantnich projevl syndromu
z vysazeni. Konfirmovana molekuldrni rekurence, tj. ztrata MMR ve
dvou konsekutivnich odbérech ve stanoveném minimalnim intervalu,
byla doposud dokumentovana u 18 (10,8 %) pacientld. U téchto
pacient( byla terapie TKI navracena v piivodné uzivané davce.
Zavér: Postupnd redukce davky TKI se dosud jevi byt uc¢innym
a bezpe¢nym postupem k dosazeni remise bez |é¢by (treament-
free remission — TFR). Zajem o bezpecné dosazeni TFR reflektuje
zafazeni jiz 153 pacient( v $esti hematologickych centrech napfi¢ CR
v dobé analyzy, pficemz nabor dale pokracuje. Frekventni kontroly
molekularni odpovédi po vysazeni TKI umoznuji promptni navraceni
|écby, je-li k tomu indikace.

Podpoteno prosttednictvim MSMT projektem VI CZECRIN (LM2018128),
z Evropského fondu ro regiondlni rozvoj — projekt CZECRIN_4 PATIENTS
(CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_013/0001826) a z programového projektu
Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. &. NU22-03-00136.

Nejméné MRy.0 > 2 roky . Nejméné MMR (Q-BCR-ABL1 < 0,1 %) :
Vstup do studie STOPTKI
= TKlvﬂz . ._1.2:-"-uuu-u-uuu‘i.‘
TKlve Etandrarf!nl i staridasdn] " EEZI "
redukované davce divky denné* /2 tera pie o
H - [ ] € - , - >
> g roky 6 mésicu 6 mésicl 24 mesicu

Hlavnivstupni kritéria:

* Vék =18 let

= Phia/nebo BCR-ABL1-pozitivai CML
v 1.CP

= TKIv a. linii & dalSich liniich pouze
pro intoleranci pfedchoziho TKI

» Pfedchozi lécba INF-a moZna

Q-BCR-ABL1 & 2 mésice

*IMATIMIB = 200 mg 1 x denné

| |

Q-BCR-ABL1:

* 1,6 mésicl: a 1 mésic

* 2. 6mésicl: 41,5 mésice

= 0Od 2. roku vysazeni: & 3 mésice

*DASATINIB= 40 mg 1 x denné
*MILOTINIB = 200 mg 2 x denné
**NILOTINIB = 400 mg 1xd.obden

i 5 efektem selhani
* = MR4.0 > 2 roky a TKI > 4 roky
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PRIDATNE CYTOGENETICKE ABNORMALITY
PROKAZANE PRI DIAGNOZE CHRONICKE
MYELOIDNI LEUKEMIE A JEJICH VLIV

NA PROGNOZU - ANALYZA Z DATABAZE
INFINITY

Ci¢atkova P!, JaroSova M., Mazalova M.2, Klamova H.3,
Bélohlavkova P.#, Stejskal L.%, Faber E.5, Horndk T.', Kvetkovd A,
Semerad L., Prochazkova J., Ransdorfové 5.3, Cmunt E7, Cernd 0.8,
Mayer J.'%, Za¢kova D!

'Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

2Institut biostatistiky a analyz, LF MU Brno

3 Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

“IV.interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

*Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

¢Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

7|, internf klinika — hematologie LF UK a VFN v Praze

#Hematologickd klinika LF UK a FN Krdlovské Vinohrady, Praha

? Stredoevropsky technologicky institut, MU Brno

Cil: Analyzovat vliv pfidatnych cytogenetickych abnormalit
(additional cytogenetic abnormalities - ACAs) pfitomnych pfi diagnéze
chronické myeloidni leukémie (CML) na prognézu pacientt [é¢enych
terapif inhibitort tyrozinkinaz (TKI) v klinické praxi.

Metody: Byla provedena retrospektivni analyza dat z klinické praxe
ziskanych cestou databaze INFINITY. K porovnavani mezi jednotli-
vymi skupinami byly vyuzity Mantellv-HaenszelGv log-rank test -
celkové preziti (OS), preziti bez progrese (PFS), preziti bez alternativni
|écby (ATFS) nebo Graydv test — dosazeni kompletni cytogenetické
odpovédi (complete cytogenetic response — CCyR) a velké molekularni
odpovédi (major molecular response — MMR), specifické preziti (hod-
notici pouze Umrti v disledku CML) s hladinou vyznamnosti 0,05.
Vysledky: V CR byla v letech 2005-2019 diagnostikovana CML
v chronické fazi u 1 319 pacientd. Z nich 1 087 bylo v 1. linii Iéceno
imatinibem (m = 937) nebo nilotinibem (n = 150) a mélo validni
zdznamy. Izolovand t(9;22) byla pfitomna u 939 (86 %), variantni
translokace u 44 (4,4 %), ACAs typu major route (+Ph, +8, i17q
a +19) u 24 (2,2 %), ACAs typu minor route (vSechny ostatni ACAs
s vyjimkou -Y) u 65 (6,0 %) a -Y u 15 pacientl (1,4 %). Pétileté OS
bylo v uvedenych kategoriich 89,4 %, 76,0 %, 68,6 %, 92,3 %, resp.
76,6 % (p < 0,001), specifické preziti pak 98 %, 88,3 %, 87,5 %, 95,6 %,
resp. 100 % (p < 0,001). Déle jsme analyzovali unikatni parametry —
ATFS (obr. 1) a také CLFS (current leukemia-free survival) objektivnéji
odrazejici klinickou rutinni praxi. Na OS, specifické preZiti a PFS mély
statisticky vyznamny vliv variantni translokace a major route ACAs.
V pripadé PFS byly navic signifikantné horsi vysledky u pacientl s -Y
(p=0,023). Pfianalyze ATFS jsme prokazali vliv v neprospéch kategorii
major route ACAs a také -Y. Na druhou stranu Zadnd ze sledovanych
kategorii neméla signifikantni vliv na dosazeni CCyR ani MMR.
Zavér: Potvrdili jsme vyznamny vliv major route ACAs pfi diagnéze
na prognézu pacientl. Naproti tomu vysledky ukazujici na vyznam
variantni translokace jsou v souladu s literaturou rozporuplné

a k jednozna¢nym zavérdm bude zapotiebi dalSich analyz. Pfestoze

je v soucasné dobé cytogenetické vysetieni ¢aste¢né nahrazovano
vysetifenim molekularné biologickym, zejména pfi diagnoze je stale
nezastupitelné. Jeho provedeni bychom méli zvazovat i u pacientt
s pfidatnymi cytogenetickymi zménami pfitomnymi pfi dia-
gnoze a neoptimalni lé¢ebnou odpovédi. U pacientl s major route
ACAs pfi diagnoze je také ke zvazeni intenzifikace Ié¢by v prvni

linii.

Prdce byla podpofena grantem ¢islo MUNI/A/1330/2021 a MZ CR - RVO
(FNBr, 65269705).

Prohability (%)

1(9,22)
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-« Minor route ACAs, p = 0,259
« - Y p=0.024
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IMATINIB-REZISTENTNI KLONY MODELU
BLASTICKEHO ZVRATU CHRONICKE
MYELOIDNI LEUKEMIE NESOUCI RUZNE
SPEKTRUM MUTACI V BCR/ABLI1 A JINYCH
GENECH ASOCIOVANYCH S MALIGNITAMI
SE LISI SVOU CITLIVOSTNI

K BH3-MIMETIKUM

Laznicka A2, Cufik N.'3, Polivkova V., Koblihova J., Burda P.3,
Dolnikova A3, Pokornd E.2, Salek C.', Klamova H.!, Srbova D.,

Klener P.>4, Machova Polakova K.'?

"Ustav hematologie a krevn/ transfuze, Praha

?2.LF UK, Praha

3 Ustav patologické fyziologie, 1. LF UK, Praha

*1.interni klinika — klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod: Blasticky zvrat chronické myeloidni leukémie (BC-CML)
z(stava i v éfe tyrozin-kinazovych inhibitord (TKI) terapeuticky
tézce ovlivnitelny. Dysregulovana apoptoéza spole¢né s pfidatnymi
mutacemi vede k prezivani malignich bunék. BH3-mimetika,
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inhibitory antiapoptotickych proteind, nachazi aktualné uplatnéni
v lé¢bé hematologickych malignit. Prace predpoklada terapeuticky
potencial kombinované lé¢by TKI a BH3-mimetiky na buriky BC-CML
na zékladé zjisténych molekularnich zmén.

Cile: Cilem prace je testovat sensitivitu odvozenych imatinib-rezis-
tentnich (IR) klon linie KCL-22, modelu BC-CML, k BH3-mimetikim
a analyzou BCL-2 proteind popsat mechanismus uUcinnosti/rezis-
tence s ovérenim vysledku in vivo a na primarnich burkach pacientd
s BG-CML.

Metody: IR-klony KCL-22 (n = 10) byly charakterizovany NGS
a 72 hod kultivovany s imatinibem (IM) a BH3-mimetiky (inhibitor
BCL-2 venetoclax, MCL-1 S63845 a BCL-XL A-1155463). Proteinova
analyza probihala po 48hod kultivaci v IM s/bez 3uM BH3-mimetiky.
NOD-SCID-gamma mysim (n = 16) bylo podkozné aplikovano
1 x 10° bunék klonu BCR/ABL1-T315l. Mysi byly rozdéleny do Ctyf
skupin dle terapie. Blasty pacientl (n = 4) byly kultivovany s IM a BH3-
mimetiky 7 dni s ndslednym stanovenim LC50.

Vysledky: IR-klony KCL-22 se lisi senzitivitou k BH3-mimetikim
(tab. 1). Vétsina klon(i (8/10) byla citliva k anti-MCL-1, v¢. ¢tyf klond
s BCR/ABL1-T315l. Snizend citlivost byla pozorovana u klond s mu-
tacemi BCR/ABL1-T3151 a GATA2-P27Q, a BCR/ABL1-Y253H a BCOR-
-R1454Q. Dva klony s BCR/ABL1-T315I byly citlivé k venetoclaxu,
dva s mutacemi v jinych onkogenech vykazovaly sniZzenou citlivost
¢i rezistenci. Pouze dva klony byly citlivé k anti-BCL-XL, nicméné re-
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zistentni k venetoclaxu. Proteinova analyza linie KCL-22IR z ¢ty vy-
branych klont ukazala vysokou (a po vystaveni BH3-mimetikim ne-
ménnou) expresi BCL-2 a BCL-XL. S vyjimkou klonu BCR/ABL1-T315I
nebyl detekovédn MCL-1, po ovlivnéni BH3-mimetiky v3ak doslo k vy-
raznému zvyseni exprese. U klonu BCR/ABL1-T315] senzitivniho
k anti-MCL-1 nebyl narist MCL-1 pozorovan, navic byla detekovéna
aktivni forma apoptotického efektoru BAX. Koimunoprecipitace ma-
tefské linie po vystaveni anti-MCL-1 prokézala rozvolnéni antiapop-
totického komplexu MCL-1/BIM, uvolnény BIM pak plsobi jako ak-
tivator apoptozy. In vivo doslo ke snizeni rGstu podkozniho tumoru
pfi 1é¢bé IM, venetoclaxem, nebo kombinaci. Pfidatny efekt kom-
binované terapie oproti monoterapii nebyl pozorovan, coz mize
byt vysvétleno inhibici nemutovaného BCR/ABL1 (KCL-22 m4 dva
Ph-chromozomy, z nichz pouze jeden nese mutaci). Analyza pri-
-MCL-1. Blasty s mutacemi v dalsich onkogenech nebo abera-
cemi karyotypu vykazovaly vyssi LC50 pro venetoclax nebo
anti-BCL-XL.

Zavér: Na zakladé pilotnich dat se inhibitor MCL-1 jevi jako nejpo-
tentnéjsi z testovanych BH3-mimetik v cileni BC-CML. Kombinovana
terapie BH3-mimetiky a TKI by méla reflektovat pfitomnost mutaci

BCR/ABL1 a dalSich gent asociovanych s malignitami.

Podporeno MZCR 00023736.

Tab. 1.
Klon KCL-22IR BCR::ABL1 Dalsi detekované mutace Venetoclax 563845 A-1155463
mutace (NGS panel) IC,, (um) IC,, (um) IC,, (um)

B8 T315I - 0,21 0,45 > 100
YC2 T315I - 1,13 1,91 > 100
LG4 T315I CEBPA Q305X 2,63 1,12 > 100
XE4l T315I KRAS G12V + RUNX1 G74R + ATRX K1933Kfs 7,09 0,46 1,41
LE5 T315I GATA2 P27Q 16,58 7,51 1,85
XF4lll Y253H - 6,23 0,28 27,70
YB4 Y253H - 2,61 0,46 23,00
B10 Y253H BCOR R1454Q 4,00 9,79 > 100
F4 E255K - 1,62 1,24 > 100
E4 - KRAS G12V + RUNX1 G74R + ATRX K1933Kfs 2,53 0,55 > 100
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13™ SYMPOSIUM ON ADVANCES
IN MOLECULAR HEMATOLOGY

GAB1 AS NOVEL THERAPEUTIC TARGET

IN B LYMPHOID AND MYELOID
MALIGNANCIES

Seda V."?, Vojackova E.|, Ondrisova L.'?, Kostalova L."? Loja T.,
Verner J.2, Pospisilova S.2, Brychtova Y.2, Panovska A.%, Zhang S.3,
Doubek M.2, Mayer J.2, Mraz M.

" Molecular Medicine, CEITEC Masaryk University, Brno, Czech Republic

2 Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, Faculty of
Medicine Masaryk Universtiy and University Hospital Brno, Czech Republic
> MD Anderson Cancer Center, Texas, USA

Introduction: Increased GAB1 levels have been described in several
hematological malignancies and are associated with unfavorable
prognosis (Mraz et al., Blood, 2014; Juric et al., JCO, 2007; Lenz et al.,
NEJM, 2008). GAB1 integrates and amplifies signals from cytokine
and BCR receptors (van der Voort et al., JEM, 2000; Mraz et al., Blood,
2014), regulates cell migration/adhesion, and contributes to the
adaptation of malignant B cells to BCR inhibitors (Seda et al., Blood,
2021). We tested if GAB1 targeting with novel inhibitors represents
a potential therapeutic approach in hematological malignancies.
Methods: The role of GAB1 was tested using GABT gene editing
(Crispr/Cas9), siRNA or GABT over-expression (pcDNA3.1), and two
novel inhibitors (GAB1-001/4). GAB1 interaction partners were
identified by co-IP and LC-mass-spectrometry.

Results: GABT downregulation by siRNA/knock-out impaired the
migration of malignant B cells towards chemo-attractants such as
SDF1, CXCL13, or conditioned media produced by bone marrow
stromal cells (all P < 0.05). GAB1 downregulation/knock-out also
impaired the activity of AKT and ERK in malignant myeloid cells
and B cells. Moreover, GAB1 knock-out significantly impaired the
proliferative capacity of MECT cells in the NSG mice (P < 0.01).
The co-IP experiment revealed that GAB1 interacts with proteins
involved in migration and cell signaling (GRB2, ACTR3, IP3R, GRAP2).
GAB1 inhibitors (4 hours) impaired migration and BCR signaling
in primary CLL cells, and at 48 hours induced primary CLL cells
apoptosis (specific apoptosis: 25%; N = 14; P = 0.003). GAB1 inhibitors
also induced significant apoptosis (P < 0.05, 48 hours) in 10 cell lines
from various malignancies (% of induced apoptosis indicated in
brackets): MCL (27%,; JeKo), BL (20%, Ramos), DLBCL (30%, DOHH2),
FL (17%, WSU-NHL), CLL (18%; MEC1), SLL (19%, OciLy5), AML (49%,
33%, 41% for ML2, OciAML3, MOLM13, respectively), and ALL
(13%, Granta-452). The combination of GAB1 inhibitors and BTK-
inhibitor ibrutinib exhibited a synergistic effect (P < 0.05) on cell
apoptosis in primary CLL (induced apoptosis: 33% in combination
vs. 25% for GAB1 inhibitor alone; N = 14), MEC1 (apoptosis: 26 vs.

18%), JeKo (apoptosis: 69 vs. 27%), ML2 (apoptosis: 63 vs. 49%), and
Ocily5 (apoptosis: 32 vs. 19%) cell lines.

Conclusion: We have described the role of GAB1 in the proliferative
fitness of various hematological malignancies. Novel GAB1 inhibitors
impair cellular signaling, induce apoptosis and represent a potential
therapeutic strategy in multiple hematological malignancies.

Supported by Czech Science Foundation (project No. 20-025665),
Ministry of Health of the Czech Rep. (grant no. NU22-03-00117), and
MUNI/A/1330/2021.

CELL FREE DNA ANALYSIS - CURRENT
INSIGHTS AND FIRST EXPERIENCES IN
HODGKIN LYMPHOMA

Grohmann J., Navratilovd J., Kredatusové A., Hanackova V.,
Urbénkova H., Prochazka V., Papajik T.

Department of Hemato-Oncology, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University and University Hospital Olomouc

Circulating cell-free DNA (cfDNA) consists of small fragments of
double stranded DNA released from cells undergoing apoptosis or
necrosis into the peripheral blood. First it was mentioned in 1948,
nowadays it is a widely used biomarker in prenatal diagnostics
and in the last few years it has spread as a non-invasive technic
called liquid biopsy also into the cancer diagnostics. A detectable
amount of cell tumour DNA (ctDNA) released by apoptotic tumour
cells mirrors the cancer genome. Screening of ctDNA fraction in
cfDNA by next generation sequencing (NGS) can reveal clinically
significant mutations and genetic variants associated with tumour.
This provides an important advantage especially in lymphomas with
problematic localisation and difficult availability of tumour material.
The residual level of mutation detected in the time of diagnosis can
be further followed by digital PCR (dPCR). dPCR is ultra-sensitive
low-cost method which may improve monitoring and treatment
adjustment in real time. Beside the MRD monitoring by dPCR, also
the concentration and fragmentation of cfDNA itself seems to reflect
the response to the chemotherapy. Nevertheless, despite big efforts
to maximize the utilization of cfDNA as a biomarker for diagnosis,
treatment and MRD monitoring, there are still significant limitations,
e.g. low concentrations, short turnaround in plasma etc. We will
present our first experiences with cfDNA-based approach in Hodgkin
lymphomas including obtained NGS and dPCR data.

Supported by grant IGA_LF_2022_001, MZ CR - RVO (FNOL, 00098892).

2S50 | Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(Suppl 2)



DETECTION OF NUMERICAL AND
STRUCTURAL GENOMIC ABERRATIONS
FROM FFPE TISSUES: CHALLENGES AND
PITFALLS

Neumanova K.', Manakova J.!, Kubova Z.2, Slobodovd Z 3,
Urbankova H.? Savara J.', Papajik T., Kriegova E.’

" Department of Immunology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University and University Hospital Olomouc

?Department of Hemato-Oncology, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University and University Hospital Olomouc

*Department of Clinical and Molecular Pathology, Faculty of Medicine
and Dentistry, Palacky University Olomouc and University Hospital
Olomouc

The analysis of numerical and structural genomic aberrations in
genes that have predictive/prognostic value is essential for clinical
decision-making, not only in haemato-oncology. However, genetic
diagnostics from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue
samples is challenging, depending on the input material, storage,
DNA/RNA extraction method and sample post-processing. In this
study, we compared different DNA isolation methods from FFPE
samples, evaluated the suitability of obtained DNA for detection by
next-generation sequencing (NGS) and digital PCR (dPCR). Data on
mutations and deletions of the TP53 gene, a predictive biomarker in
many haematological malignancies, were compared with genetic
analysis of DNA isolated from peripheral blood and bone marrow.
In addition to an overview of preanalytics of fixed tissue samples,
results of various DNA extraction and sample processing methods
will be presented, including DNA quality metrics and results and
quality metrics of NGS and dPCR analysis.

Supported by grant NU21-06-00370, IGA_LF_2022_011,
(€Z.02.2.69/0.0/0.0/19_073/0016713, and MH CZ-DRO (FNOL,
00098892).

METHYLATION PATTERN AS A BIOMARKER
FOR HEMATO-ONCOLOGICAL
MALIGNANCIES

Ebenstein Y.

Tel Aviv University, Israel

Along with the promoter methylation and CpG rich regions across
the whole genome, the methylation status of distant enhancers has
been shown to be a powerful determinant of cell-state and cancer.
The lecture will summarise the recent availability of long reads that
report on the methylation status of enhancer-promoter pairs on the
same molecule, the joint effects of multiple enhancers per promoter
and the detection of methylation pattern on cell free DNA and
genomic DNA in cancer. Moreover, the perspectives of methylation
analysis for screening and follow-up of patients with haematological
malignancies will be discussed.

13™ SYMPOSIUM ON ADVANCES IN MOLECULAR HEMATOLOGY -

LIQUID BIOPSIES IN MULTIPLE MYELOMA
Sevcikova S.

Babak Myeloma Group, Department of Pathophysiology,

Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno

Multiple myeloma (MM) is the second most common hematological
malignancy. It is characterized by malignant plasma cell infiltration
of the bone marrow and so-called CRAB symptoms (hypercalcemia,
renal failure, anemia and bone lesions). The diagnostic gold standard
is bone marrow biopsy. However, collection of bone marrow is
invasive, painful and occasionally can lead to false-negative results
due to single-site collection or complication of patient’s condition.
That is why liquid biopsies are becoming more interesting. They
provide minimally invasive alternative to diagnosis, treatment
monitoring and MRD monitoring from various body fluids. Moreover,
as there are subclones of plasma cells found outside of the bone
marrow, liquid biopsies are more and more important in diseases
such as multiple myeloma.

In MM, circulating plasma cells (cPC) have been long known to be
connected to worse prognosis of MM patients. However, there are
other molecules, such as cell-free DNA, circulating microRNA and
others found in peripheral blood or urine that may become new diag-
nostic and prognostic markers.

This study will summarize different approaches and studies of
liquid biopsies in MM.

This work was supported by grant NU21-03-00076.

NOVEL 5’'UTR EPO MUTATION AUGMENTS
INTERACTION WITH HIF2 AND CAUSES
AUTOSOMAL DOMINANT ERYTHROCYTOSIS
Lanikova L.!, Song J.2, Babosova O.!, Berkova L.}, Korinek V., Prchal J. T.2
" Institute of Molecular Genetics of the Czech Academy of Sciences, Prague,
Czech Republic

2 Division of Hematology, School of Medicine, University of Utah, Salt Lake
City, Utah, USA

We studied 10 affected and 11 non affected relatives of a five
generation kindred with autosomal dominant familial erythrocytosis.
We have excluded other known inherited forms of erythrocytosis.
i.e., mutations of globin, the 2,3 DPG generating PBGM gene causing
increased Hb/O2 affinity (low p50), gain-of-function mutations
of erythropoietin receptor (EPOR), germ-line JAK2 mutations,
and hypoxia inducible factor 2A (HIF2-A(EPAST1)), PHD2(EGLN1),
and VHL mutations associated with augmented oxygen-sensing
pathway. Those affected family members had moderately increased
erythropoietin (EPO) levels, no splenomegaly, normal leukocyte
and platelet numbers and normal p50 (presented at this mtg, Blood.
2003;102,162b). We sequenced whole exomes and adjacent portions
of introns of two affected individuals and found a novel heterozygous
5'UTR EPO variant with change -136 nt upstream from the ATG EPO
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initiation site (NG_021471 -136 G>A). This variant segregated with the
erythrocytosis phenotype in 15 relatives examined: the 7 affected
subjects were heterozygous for this variant and the 8 unaffected were
negative, suggesting its causative role in erythrocytosis (presented at
this mtg, Blood. 2013;122,950).

Other authors (NEJM 2018; 378:924) reported a variant of autosomal
dominant familial erythrocytosis with a different EPO mutation:
a single-nucleotide deletion (c.32delG) in exon 2 of the EPO gene
causing a frameshift and alternative EPO mRNA transcripts, leading to
increased production of functional EPO protein with shortened signal
peptide and a novel N-terminus as cause of their familial erythrocytosis.

In order to characterize function of our 5'UTR EPO variant, we
introduced it into the EPO producing human hepatoma cell line Hep3B
using CRISPR/Cas9 editing system by homologous recombination
with single-stranded donor oligonucleotides. The targeted cells were
sorted in 96 well plates (20 cells per well) and then each well tested
for presence of -136 G>A variant by allele-specific PCR. We identified
3 heterozygous Hep3B for EPO'3¢S>A; the second round of targeting
generated homozygous Hep3B clones. The EPO mRNA of homozygous
recombinants was greatly increased and detected even in normoxia,
unlike non-edited Hep3B cells. No alternative EPO mRNA transcripts
were detected in the engineered and non-edited Hep3B cells. To
emulate human phenotype, the supernatants of cultured three
heterozygous EPO3¢%** Hep3B single-cell derived clones and controls
in normoxic and hypoxic conditions were used to detect production
of EPO. The hypoxic treatment increased ~2x the production of EPO
from edited clones compared to non-edited Hep3B cells. The secreted
EPO from heterozygous EPO'*¢>* Hep3B clones supported growth of
EPO-dependent BaF3-EPOR cells more than supernatants from non-
-edited Hep3B cells. We then measured EPO transcript levels in Hep3B
with EPO™3%Aand parental Hep3B cell lines in normoxia and hypoxia.
The hypoxia increased the relative expression of EPO 3¢ allele in all
three targeted heterozygous EPO™¢%* Hep3B cell lines. The EPO gene
promoter was largely unmethylated in both wild and mutated clones.
To evaluate activity of this mutant EPO promoter, we sub-cloned wild
and mutated 5'UTR EPO sequence upstream of luciferase reporter
gene and transfected them into two EPO producing cell lines — Hep3B,
Hep2G. The mutant significantly increased activity of the reporter. To
study the interaction of EPO 3> mutant promoter with HIF2 (principal
transcription factor regulating EPO), we co-transfected EPO-luc
reporter with HIF2-A expression plasmid. The activity of reporter with
mutated EPO¢%A was further increased in these cells with augmented
HIF2 levels. Indeed, alignment tools predicted the EPO 3¢ %A genomic
region as putative HIF2 binding site. This suggests that mutated 5°UTR
of EPO augments interaction with HIF2, leading to increase production
of EPO. Chromatin immunoprecipitation experiments are ongoing
to model the transcriptional regulatory network accounting for
augmented transcriptional regulation of this 5’UTR EPO gene variant.

Here we report a novel mechanism of inherited erythrocytosis
caused by increased transcription of mutated 5'UTR of EPO.

Supported by Czech HRC, grant NV19-07-00412.
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PRIMARY IMMUNE THROMBOCYTOPENIA
(ITP): UPDATE ON GENETICS AND
MANAGEMENT

Provan D.

Queen Mary University of London, UK

Primary ITP is a complex disorder affecting both adults and children. In
common with the other 80 or 90 known autoimmune diseases, ITP in-
volves a variety of factors including genetic, environmental, and others.
There has been alack of basicand geneticresearch in ITP to determine
the underlying process is but there appears to be broadly two groups,
those involving a B cell type response and those involving a T cell
response. There will doubtless be many other subtypes of ITP which
we have not yet elucidated.

The genetics of ITP is not Mendelian and it is likely that there are many
genes involved in the pathogenesis. These genes are likely to involve
components of the immune system, cytokines, receptors and many other
as yet unidentified molecules which collectively predisposed to ITP. We
have good evidence for a genetic component in autoimmune diseases
from other diseases such as thyroid disease and the fact that autoimmune
disease often runs in families which is likely to imply a genetic link. How-
ever, the concordance between monozygotic twins is not 100% so this
means that genetics is not the sole driver of autoimmunity. Single nucleo-
tide polymorphism (SNP) studies in adult and paediatric ITP to date have
been disappointing but have provided some useful information.

In my lecture | will discuss a number of factors which influence
ITP including environmental factors as well as genetics. Having
a better understanding of the genetics of any disorder may allow the
development of specific targeted therapies. For ITP at present we
know little about the role of genetics in the pathogenesis.

In terms of management of ITP, there has been a major shift away
from immune suppression and the use of non-evidence based
treatments with a huge increase in the use of thrombopoietin
receptor agonists (TPO-RAs). This has been driven largely by the
COVID-19 pandemic and avoidance of immune suppression. Data
from studies show that the quality of life for patients is much
improved when TPO-RAs are used compared to the other immune
suppressing treatments.

THE ROLE OF T CELLS IN THE
PATHOGENESIS OF CHILDHOOD IMMUNE
THROMBOCYTOPENIA

Raskova Kafkova L., Brokesova D., Raska M., Pospisilova D.
Department of Paediatrics, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University and University Hospital Olomouc

Immune thrombocytopenia (ITP) is the most common autoimmune
bleeding disorder in children. Its prognosis is mostly benign; however,
severerefractory disease remains diagnosticand therapeutic challenge.
The low counts of platelets (platelet count < 100 x 10%/L) are associated
with their removal by two parallel platelet clearance mechanisms -
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antibody mediated platelet clearance and lectin-carbohydrate
mediated platelet clearance. The later pathway is initiated by platelet
desialylation, which is the process where terminal sialic acids are
cleaved from glycoproteins (GPs) on the platelet surface. The loss of
sialic acids causes exposure of the penultimate -galactose residues
on GP glycans to hepatocytes-expressed asialoglycoprotein receptors
(ASGPRs), also called Ashwell-Morell receptor. Thus desialylated
platelets are captured and phagocytosed by hepatocytes. Over the
past decades, platelet desialylation has been shown to be responsible
for platelet clearance in conditions such as infection-related
thrombocytopenia, and the clearance of senescent platelets. The aim
of our project is to determine the platelet desialylation in individual
stages of children ITP and relative to ITP therapy. We correlate the level
of platelet desialylation with the individual subpopulations of T cells.
Ourdatashow, thatthe TP progression does not correlate with platelet
desialylation, nevertheless the level of desilalylation correlates with
the rate of surface bound IgM and IgA immunoglobulins. The platelet
desialylation is not stable over the time, the long term observation of
individual patients show changes in the rate of platelet desialylation.
Further, the rate of platelets desialylation correlates with the blood
level of cytotoxic T cells. The amount of Treg cells does not differ among
individual ITP stages, however patients with high Tregs (> 12% of
CD3 + CD4 + cells) exhibited lower platelets counts (< 30 x 10%/L).
Better understanding of immune-mediated processes involved in
ITP pathogenesis may reduce adverse effects of immunosuppressive
therapy and considerably improve quality of life in patients with ITP.

This work was supported by the grant of Ministry of School,

Youth, and Sport, Czech Republic grant CEREBIT CZ.
02.1.01/0.0/0.0/16_025/0007397 and the grant of Palacky University
Olomouc IGA_LF_2022_011.

13™ SYMPOSIUM ON ADVANCES IN MOLECULAR HEMATOLOGY -

GENETIC DIAGNOSTICS IN CHILDHOOD
IMMUNE THROMBOCYTOPENIA

Manakova J., Pospisilova D., Savara J., Kriegova E.

Department of Immunology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University and University Hospital Olomouc

Inherited thrombocytopenia (ITP) includes a group of inherited
disorders often associated with mutations in genes implicated
in megakaryocyte differentiation and/or platelet formation and
clearance. Despite advances of next-generation sequencing (NGS)
diagnostics (targeted panels, whole exome and whole genome
sequencing), the molecular mechanism underlying ITP in some
patients remains unexplained. This may be due to the type and size
of the structural variant(s), which are difficult to detect by traditional
NGS methods. Here, we review the advantages of novel genetic
approaches, such as whole-genome optical mapping and long-read
NGS, for the diagnosis of ITP. As an example, we present a case report
of an 8 years old girl diagnosed with ITP, in whom optical mapping
revealed a 14.5 kbp deletion involving the IL4R gene previously
associated with ITP (Takahashi N. et al., 2017). In this patient,
additional 35 deletions (size range 0.5-132.2 kbp), 19 insertions
(0.7-48.5 kbp) and one inversion (16.1 kbp) were found that did not
involve genes previously associated with ITP. Our data highlights
the use of novel genetic approaches based on the analysis of long
weight DNA to complement NGS results for the genetic diagnosis
of ITP.

Supported by grant NU21-06-00370, IGA_LF_2022_011,
CZ.02.2.69/0.0/0.0/19_073/0016713, and MH CZ-DRO (FNOL, 00098892).
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P01. POROVNANI GIT TOXICITY
CONDITIONINGU BEAM VS. TEAM PRED
AUTOLOGNI TRANSPLANTACI U PACIENTU
S LYMFOMY

Bfizova B., Jungové A, Lysak D., Sramek J., Bergerova V., Jindra P.
Hematologicko-onkologické oddeéleni, FN Plzer

Uvod: Vysocedavkovana chemoterapie s autologni transplantaci
krvetvornych bunék (ASCT) je standardem lé¢by R/R non-
Hodgkinskych lymfomd (NHL) a Hodgkinova lymfomu (HL). | pres
absenci ptimych dat z prospektivnich studii je za obvykly pFipravny
rezim povazovan BEAM, tedy carmustine (BCNU) s etoposidem,
cytarabinem a melfalanem. Recentni nedostatek BCNU ved| k hledani
alternativnich rezimd. Jednim z nejperspektivnéjsich se zda tzv.
TEAM, kde je BCNU nahrazen thiotepou. Thiotepa Iépe pronika do
centralni nervové soustavy (CNS), avak panuji obavy nad zvysenou,
pfedeviim gastrointestinalni toxicitou. Souc¢asné chybi silnd data
dokladajici srovnatelnou ucinnost téchto dvou protokold. Proto
jsme se rozhodli retrospektivné srovnat toxicitu gastrointestinalniho
traktu (GIT) v rezimu TEAM, ktery jsme zacali pouzivat od Cervence
2018, s diive pouzivanym rezimem BEAM.

Soubor a metody: Retrospektivni analyza 142 konsekutivnich
autologné transplantovanych pacientl s lymfomy pfipravovanych
rezimy BEAM (2014-2018), ¢i TEAM (2018-2021) na Hematologicko-
onkologickém oddéleni FN Plzen.

Vysledky: V souboru 142 pacientd s medianem véku 58 let (21-74)
bylo 85 muzl (60 %). Rezim BEAM byl podavan u 82 pacientd
(58 %) s medidnem véku 59 let (22-74), TEAM u 60 pacientl (42 %)
s medianem véku 58 let (21-73) (p = 0,83). Z diagnéz byl nejcastéjsi
difuzni velkobunécny B lymfom (DLBCL) - 12 vs. 27 pacient(, déle
HL - 21 vs. osm pacientl, lymfom z plastovych bunék (MCL) -
16 vs. Ctyfi pacienti, T-NHL — 12 vs. 8 pacientd, ostatni lymfomy byly
zastoupeny v jednotkach ptipad, celkem $lo o 16 vs. 13 pacient(.
Mezi zastoupenim diagnéz nebyl signifikantni rozdil. V 1. remisi
onemocnéni jsme transplantovali 43, resp. 22 pacientl (p = 0,29),
ve 2. a dalsi remisi 26, resp. 22 pacientl (p = 0,74). Tfinact, resp.
16 pacientl (p = 0,22) bylo transplantovano ve stadiu progresivni
nemoci. Zédnéa nebo pouze velmi mirna GIT toxicita (grade 0-I) byla
pfitomna u 53, resp. 28 pacientl (p = 0,32). GIT toxicita grade Il se
vyskytovala u 11, resp. 12 pacientd (p = 0,49), grade Il u 12, resp.
16 pacientl (p = 0,21) a konec¢né nejtézsi grade IV s nutnosti pfesunu
na JIP u 1, resp. 3 pacientd (p = 0,32). U 5, resp. 1 pacienta nebylo
mozné GIT toxicitu urcit. Nutnost podavani parenterdlni vyzivy byla
u 13 (16 %), resp. 22 pacient(li (37 %) (p = 0,04). Transplanta¢ni mortalita
(TRM) béhem hospitalizace byla 0 %, ve 3 mésicich pak nerelapsova
mortalita (NRM) byla 2 % shodné pro oba pfipravné rezimy (p = 1,0).
Zavér: Nase data dokladaji, ze pfes srovnatelnou objektivni
GIT toxicitu ma rezim TEAM vyznamné castéjsi potiebu totalni
parenterdlni vyzivy. Nicméné celkovda TRM je u obou rezimd
srovnatelné nizka.
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P02. VYUZITI ELTROMBOPAGU PRED
CILENOU PERORALNI LECBOU U NEMOCNE
S CHRONICKOU LYMFOCYTARNI LEUKEMII
A ZAVAZNOU SEKUNDARNI IMUNITNI
TROMBOCYTOPENII

Ecsiova D.2, Vodarek P2, Rozsivalova P34, Vrbacky F.'2, Hrochova K.5,
Smolej L."2, Simkovi¢ M.

"V.interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

?LF UK Hradec Krdlové

*Oddéleni klinické farmacie, FN Hradec Krdlové

4 Katedra socidlni a klinické farmacie, FF UK Hradec Krdlové

5 Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN Hradec Krdlové

Uvod: Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) byva u 1-2 % pacientd
komplikovana sekundarni imunitni trombocytopenii (ITP). V lé¢bé
sekundarni ITP souvisejici s CLL je v ramci 1. linie indikovéna kortikote-
rapie, pfipadné kombinace s rituximabem typu R-dex (rituximab + de-
xametazon) nebo RCD (rituximab + cyklofosfamid + dexametazon).
Chemoimunoterapie je zpravidla vyuzivana pfi selhani kortikoterapie.
Pfi soucasném spInéni indikacnich kriterii k zahajeni cytoredukéni tera-
pie CLL Ize vyuzit chemoimunoterapii nebo cilené peroralni inhibitory.
Agonisté trombopoetinového receptoru standardné vyuzivdme v [é¢bé
primarni ITP, naopak u nemocnych se sekundarni ITP pfi CLL neni jejich
efekt dostatecné zdokumentovan, a proto neni TPO mimetikum v této
indikaci registrovano.

Cile: Zdokumentovat off label vyuZziti agonisty trombopoetinového re-
ceptoru u nemocné s refrakterni sekundarni ITP pii CLL, jako pfemostu-
jici terapie pfed podanim inhibitoru Brutonovy kinazy ibrutinibu.

POSTEROVA SEKCE -

Metody: Kazuistické sdéleni o 72leté Zené, ktera byla vysetiena pro
hematurii. Ve vstupnich odbérech byla zachycena hyperleukocytéza
138 x 101, normocytarni normochromni anémie (hemoglobin 107 g/I)
a zdvazna trombocytopenie 4 x 10°I s vyznamné zvysenou hodnotou
nezralé frakce trombocytl (IPF) 48 %. Prdtokové cytometrie potvrdila
diagndézu CLL. Etiologie trombocytopenie byla kombinovanad s vyznam-
nym podilem imunitni slozky. Byla zahajena kortikoterapie methylpred-
nisolonem 1mg/kg po dobu 10 dni bez efektu na pocet trombocytu.
Déle byly podany tfi cykly rituximabu 375mg/m? 1. den v rezimu R-dex
spolecné s dexametazonem 40mg 1.-4. den, opét zcela bez efektu na
pocet trombocytd. Pro ndlez masivni generalizované lymfadenopatie
na CT, refrakterni ITP a vysoce rizikového genetického profilu CLL s pfi-
tomnosti mutace TP53 bylo rozhodnuto o zahdjeni terapie inhibitorem
Brutonovy tyrozinkinazy ibrutinibem. Jednim ze specifickych nezadou-
cich ucink ibrutinibu je krvaceni, které je disledkem trombocytopatie
jako off-target efektu a zadvazné krvaceni se muze se vyskytovataz u 9 %
nemocnych, proto ke zvyseni bezpecnosti cilené terapie bylo 24 dni od
uréeni diagnézy zahajeno podavani eltrombopagu v ddvce 50mg /den.
Vysledky: Efekt eltrombopagu byl velmirychly; 7 dniod zahéjeni terapie
byl zaznamenan narlist trombocytli na 71 x 10%I1. Za dalsi 4 tydny se
pocet trombocytl zvysil az na 106 x 10%, proto byla dle planu zahéjena
|é¢ba ibrutinibem ve standardnim dévkovani 420mg denné. Nemocnd
je nyni na lé¢bé 2 mésice a snasi ibrutinib zcela bez komplikaci.

Zavér: Sdéleni demonstruje Uspésné pouziti TPO mimetika v 1é¢bé
nemocné se sekundarni ITP pred Ié¢bou BTK inhibitorem.

Prdce byla podporena projektem MZ CR — RVO (FNHK, 00179906)
a grantem Univerzity Karlovy (SVV 260 551).
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P03. IMPACT OF TP53 AND ATM
ABERRATIONS ON THE CLINICAL COURSE
OF CLL PATIENTS ON NOVEL AGENTS -
SINGLE CENTER STUDY

Kaskova V., Petrackova A.", Kubova Z.2, Turcsanyi P.2, Manéakova J.!,
Ryznerova P.2, Urbankova H.2, Papajik T., Kriegova E.!

"Department of Immunology, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University and University Hospital, Olomouc

?Department of Hemato-Oncology, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University and University Hospital, Olomouc

Background: TP53 and ATM aberrations (mutations and/or deletions)
are the most important predictive/prognostic markers in chronic
lymphocytic leukemia (CLL). The prognostic value of carrying isolated
(single-hit) or multiple (multi-hit) TP53 and ATM aberrations remains
unclear, especially in the context of treatment with novel agents.

Methods: The study cohort consisted of 109 patients with CLL
(males/females, 68/41; median age 67.0 years) treated with ibrutinib
(N = 83) or idelalisib (N = 26), of them 82.6% (90) with unmutated
IgVH. Targeted deep next-generation sequencing (NGS) was used to
detect the mutations of TP53/ATM genes in peripheral blood samples,
fluorescence in situ hybridization to detect deletions (del)(11q) and
del(17p). Progression-free survival (PFS) was estimated by the Kaplan-
Meier method and compared between subgroups by the log-rank test.
Results: In our real-world cohort of patients treated with novel agents,
59 patients had TP53 aberration (32 had TP53 aberration only, 27 had
TP53 aberration with concomitant ATM aberration), 21 had ATM aberra-
tion only, and 29 had no TP53/ATM aberration. Regarding TP53 aberra-
tions, 35 (32.1%) patients carried a single-hit TP53 aberration (mu-
tations/deletions 30/5) and 24 (22.0%) patients carried a multi-hit
TP53 aberration. Regarding ATM aberrations, 29 (26.6%) patients carried
single-hit ATM aberrations (mutations/deletions 6/23) and 19 (17.4%)
patients carried multi-hit ATM aberrations. Of the TP53 and ATM muta-
tions detected, 50.9% were subclonal (median variant allele frequency
9%, min—-max 1-93%). The most significant effect on PFS was seen in pa-
tients carrying TP53 aberrations compared to patients with no TP53/ATM
aberration (median PFS 25 vs. 68 months; P = 0.009); no difference was
observed between patients with single-hit and multi-hit TP53 (P > 0.05).
When evaluating ATM aberrations, we observed a trend towards shorter
PFS in patients with multi-hit ATM (P = 0.080), but not in patients with sin-
gle-hit ATM aberration. Six patients with concurrent multi-hit TP53/multi-
-hit ATM aberrations had very short PFS on ibrutinib/idelalisib (9 months).
Conclusions:Inthisstudy, the mostsignificantimpacton PFSwasevident
in patients treated with novel agents carrying the TP53 aberrations, with
no difference between patients with single-hit and multi-hit TP53. There
was also a trend to shorter PFS in patients with multi-hit ATM. These
results highlight the single-hit TP53 and multi-hit ATM aberrations as

prognostic factors in patients CLL treated with novel agents.

Support by grant IGA_LF_2022_011, CZ.02.2.69/0.0/0.0/19_073/0016713,
and MH CZ-DRO (FNOL, 00098892).
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P04. IBRUTINIB V TERAPII DRUHE

A DALSI LINIE U WALDENSTROMOVY
MAKROGLOBULINEMIE - CTYRI KAZUISTIKY
Krej¢i M., Pour L., Sandecka V., Stork M., Adam Z.

Fakultni nemocnice Brno

Uvod a cile: Waldenstrémova makroglobulinémie (MW) je vzécné
B-lymfoproliferativni onemocnéni s ptitomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu (Mlg) typu IgM v séru a lymfoplazmocytarni infiltraci
kostni diené. Jednou z terapeutickych moznosti u relapsu/progrese
MW je terapie ibrutinibem (l), inhibitorem Brutonovy tyrosinkinazy.
Lék v této indikaci musi napfed schvalit revizni Iékai zdravotni
pojistovny (RL ZP). V tomto sdéleni prezentujeme efektivitu
a toxicitu terapie | u ¢tyf pacientd s MW lécenych na nasem
pracovisti.

Metody: V ramci terapie Il a dalsi linie MW byli retrospektivné
vyhodnoceni ¢tyfi pacienti s MW, ktefi byli 1é¢eni | v obdobi
2016-2021, uvodni davka | byla 3 x 140 mg peroralné denné, [ék byl
podavén dlouhodobé do daldi progrese MW ¢i zndmek vyznamné
toxicity.

Vysledky: Kazuistika 1-muz, ro¢nik 1958, dg. MW stanovena 8/2008,
|é¢ba 1. linie chemoterapie R-CHOP — sedm cyklu, efekt parcialni
remise (PR), od 1/2016 prvni symptomatické progrese (PD) MW
s anémii a narlistem Mlg, od 1/2016 zahdjena terapie |, dosazeno PR,
kterd dlouhodobé pretrvava, k 2/2022 nadéle PR MW, pokracuje | bez
redukce, pacient dlouhodobé bez zndmek toxicity. Kazuistika 2 -
muz, ro¢nik 1948, dg. MW stanovena 7/2017, |é¢ba 1. linie
chemoterapie RCD - 3est cykll, od 5/2021 prvni symptomaticka
PD MW, od 6/2021 terapie |, dosazeno PR, kterd k 2/2022 pfetrvava,
pro drobné kozni hemorhagie prvniho stupné redukce davky | na
2 x 140mg denné od 9/2021 s efektem a Ustupem krvacivych projev(,
k 2/2022 terapie | pokracuje v redukované ddvce. Kazuistika 3 -
muz, ro¢nik 1944, dg. MW stanovena 1/2014, |é¢ba 1. linie
chemoterapie R-CHOP - osm cyklG, [é¢ba druhé linie osm cykll
chemoterapie RBD, od 1/2021 dal$i PD MW a zahajen | v ramci terapie
3. linie, pro gastrointestinalni toxicitu tfetiho stupné a kozni krvécivé
projevy druhého stupné nutné opakované redukce a preruseni
terapie |, od 11/2021 dalsi PD MW a terapie | ukon¢ena. Kazuistika 4 —
muz, ro¢nik 1956, dg. MW stanovena 9/2007, 1. linie terapie
R-CHOP a prvni autologni transplantace, 2. linie chemoterapie
CVD, 3. linie chemoterapie RBD a druha autologni transplantace,
od 9/2021 dalsi PD a zahdjen I, dosazeno PR, k 2/2022 nadale
pretrvavd PR MW, pokracuje | bez redukce, pacient bez znamek
toxicity.

Zavér: lbrutinib je efektivni terapii relabujici/progredujici
Waldenstromovy makroglobulinémie s akceptovatelnou toxicitou.
Vyhodou je peroralni aplikace I, limitaci je nutnost schvéleni terapie
| v této indikaci RL ZP.
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P05. LECBA SENIORA S DIFUZNIM
VELKOBUNECNYM B LYMFOMEM (DLBCL)
S POSTIZENIM SRDCE, POPIS PRIPADU
Lukasova M., Kredatusova A., Hanackova V., Obr A., Papajik T.
Fakultni nemocnice Olomouc

Prikaz postizeni myokardu difuznim velkobunéé¢nym B lymfomem
(DLBCL) je zavaznou okolnosti ovliviujici 1é¢ebnou strategii.
V literature se vyskytuji popisy pfipadu, které uplatiuji u pacient(
s rozsahlym postizenim myokardu pfistup s inicidlni redukci
terapie, ktery se jevi bezpecnéjsi s ohledem na riziko ndhlého umrti
v dusledku ruptury myokardu ¢asné po zahajeni |é¢by.

Predkladame pfipad muze seniorského véku s postizenim v oblasti sr-
decniho hrotu. Nasim cilem je demonstrovat moznost dosazeni kom-
pletni remise i u starsich, netransplantabilnich pacientl a vhodnost ma-
ximalniho vyuziti dostupnych zobrazovacich modalit v Gvodu terapie.

V Cervnu 2020 byl 70lety muz hospitalizovan pro perimyokarditidu
s nutnosti perikardiocentézy. V dalSich mésicich byl pfi doSetfovani
opétovné progrese dusnosti zjistén pleuralni vypotek vyzadujici
opakované pleurdini punkce. Az v kvétnu 2021 prokazuje
pneumologem indikované PET/CT zvySenou akumulaci FDG v loZisku
v oblasti srde¢niho hrotu infiltrujici myokard i perikard, mezi komorami
srde¢nimi, na pleufe obou plic a v mnohocetnych lymfatickych
uzlindch nad brénici. Material k histologickému vysetteni je ziskan
pomoci core-cut biopsie expanze mediastina pod CT kontrolou, zavér
zni DLBCL, non-GCB, Ki67 90 %. Pacient je referovan na nase pracovisté.
Vstupné provadime ECHOKG a doplriujeme MR srdce zobrazujici Utvar
nasedajici a prorUstajici v oblasti hrotu. Postizeni neni transmuralni,
nezasahuje do dutiny LK, potvrzuje se dobra systolickd funkce LK.
Pti zahajeni 1é¢by, mimo dalsi komorbidity, feSime nélez chronické
hepatitis C s aktivni replikaci a stav po hepatitis B.

Lécbu zahajujeme 14. ¢ervence 2021. V 1. cyklu nepoddvame
anti-CD20 protilatku, CHOP rozkladédme do 4 dn(, D1-2 podavéame
tretinu standardni davky cyklofosfamidu a kortikoid(i, 50 % vincristinu.
Poté opakujeme ECHOKG (D3, pfed podanim antracyklinG). Celkovou
standardni davku antracyklinu redukujeme na 50 % a podavame
rozlozené ve 2 dnech (D3-4). D6C1 opét kontrolujeme nalez ECHOKG,
vyuzivame i 3D ECHOKG. Denné pofizujeme EKG zdznam. ECHOKG
pred zahdjenim 2. cyklu jiz patologicky utvar neprokazuje. Od 2. cyklu
pfidavame anti-CD20 protiladtku a antracyklin eskalujeme na 75 %,
obé léciva podavame rozlozené ve 2 dnech. V dalsich cyklech R-CHOP
dale davky neeskalujeme. Ve 3. cyklu naposledy rozkladame podani
antracyklinu do 2 dnd. Jako 4. cyklus zafazujeme rezim R-HD-MTX pro
vysoké riziko relapsu/progrese do CNS podle CNS-IPI. Zbyvajici 3 cykly
R-CHOP bez komplikaci aplikujeme v 1 dni ambulantné.

Findlni PET/CT v Unoru 2022 v3ak prokazuje zvySenou akumulaci
FDGvkonsolidacichobouplicavokrscichzesilenépleury.Dopliiujeme
FLT PET/CT, které neprokazuje loZisko hypermetabolizmu FLT. Jedna
se 0 zanétlivé zmény v. s. po prodélaném onemocnéni COVID-19.
MiZeme konstatovat kompletni metabolickou remisi lymfomu.

Podporeno IGA_LF_2022_001 a MZCR-RVO (FNOI,00098892).
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P06. VZTAH ZOBRAZOVACICH METOD

A MINIMALNI REZIDUALNI NEMOCI
UNEMOCNYCH S CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII
PODSTUPUJICICH CHEMOIMUNOTERAPII
V RAMCI PRVNI LINIE LECBY

Smolej L., Choudhry Z.!, Vodarek P, Reza¢ova V.2, Soucek 0.2,
Simkovi¢ M.!

"IV, interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

2Ustav klinické imunologie a alergologie, LF UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je historicky
povazovana za ,tekutou” malignitu, avsak u zna¢né ¢asti nemocnych
dochazi k rozvoji vyznamné lymfadenopatie. Stagingové systémy
dle Raie a Bineta, vyvinuté pred vice nez 40 lety, vyuzivaji pouze
fyzikalniho vysettrenia ani soucasné verze mezinarodnich doporuceni
pro diagnostiku a [é¢bu CLL (IWCLL, ESMO) nevyzaduiji rutinni pouziti
zobrazovacich metod pfi hodnoceni rozsahu CLL pfed a po |é¢bé
v ramci bézné péce. Také hodnoceni minimalni rezidudlni nemoci
(MRN) po skonceni lé¢by, a¢ prokazalo silny prognosticky vyznam
z hlediska dalSiho osudu nemocného, neni dosud povazovano za
standardni vysetfeni.

Cil: Zhodnoceni vyskytu lymfadenopatie pfi pouZziti zobrazovacich
metod a jejiho vyznamu pro Gcinnost 1. linie lé¢by CLL, zejména ve
vztahu k dosazeni negativity MRN.

Soubor a metody: Provedli jsme retrospektivni analyzu nemocnych
s CLL lé¢enych na nasem pracovisti mezi léty 2011-2020, ktefi
absolvovali zobrazovaci metody a méli zarovern hodnocenou MRN.
Soubor zahrnul 104 nemocnych s CLL (60 % muzd, median véku
70 let, nemutovany gen pro IGHV 75 %, delece 11q 17 %, delece
17p 6 %). Vypocetni tomografii trupu absolvovalo 42 nemocnych;
ultrasonografii bficha 62 nemocnych. Z hlediska zastoupeni rezimd
chemoimunoterapie pfevazovaly bendamustin + rituximab (37 %)
a fludarabinové rezimy (25 %). MRN byla hodnocena vicebarevnou
pratokovou cytometrii dle doporuceni European Initiative on Chronic
Lymphocytic Leukemia (ERIC).

Vysledky: Vyznamnd vnitini lymfadenopatie byla zjisténa u 76 %
nemocnych. Nejvétsi masa miznich uzlin byla téméf 2x castéji
zplsobena vnitini lymfadenopatii (n = 59, z toho nitrobftisni
n = 55, nitrohrudni n = 4) nez zevni lymfadenopatii (n = 30, z toho
podpazni n = 20, kréni n = 7, tiiselnd n = 3). Lymfadenopatie > 5cm
byla zaznamenana u 33 % nemocnych a > 10cm u 3 %. Celkova
|écebna odpovéd / kompletni remise (ORR / CR) byly dosazeny
v 90 / 36 %. Negativity MRN bylo dosazeno u 55 % nemocnych,
a sice u 62 % nemocnych v CR a 54 % nemocnych v parcialni remisi.
Masivni lymfadenopatie pred lécbou ani vyznamna rezidualni
eradikace MRN.

Zavér: Castost a rozsah vnitini, zejména nitrobfi$ni lymfadenopatie
ukazuji na zdsadni vyznam zobrazovacich metod pro adekvatni
hodnoceni rozsahu lymfadenopatie u CLL pfed Ié¢bou 1. linie
a nasledny restaging. Negativita MRN byla dosazena nejen
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u nemocnych v kompletni remisi, ale téZ u vice nez poloviny pacientt
s Caste¢nou odpovédi na lécbu (a tedy vyznamnou rezidualni
lymfadenopatii). Bude prezentovana rozsifena statisticka analyza.

Podporeno programem Cooperatio, védni oblast ONCO a RVO MZ CR
(FNHK, 00179906).

P07. POROVNANI REZIMU
NIZKODAVKOVANY FCR VS. BR UDOSUD
NELECENYCH NEMOCNYCH S CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII BEZ ABERACI
TP53: RETROSPEKTIVNI ANALYZA CESKE
CLL SKUPINY

Smolej L.', Brychtova Y.2, Cmunt E.3, OrSulovéd M.?, Vodarek P,
Dostal M.!, Turcsanyi P.#, Urbanova R."*#, Panovskd A.2, Zuchnicka J.>,
Mihélyova J.5, Lysak D.5, Brejcha M.7, Mécikova H.'8, Klaskova K.8,
Simkovi¢ M., Spacek M.3, Doubek M.?

"IV interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

?Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Hradec Krdlové

?|.interni klinika - klinika hematologie VFN Praha

*Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

*Klinika hematoonkologie FN Ostrava

¢ Hematologicko — onkologické oddéleni, FN Plzer

’Hematologické oddéleni, Nemocnice Agel, Novy Jicin

¢Interni hematologickd klinika FNKV Praha

Uvod: Rezim fludarabinu, cyklofosfamidu a rituximabu (FCR) se
snizenou davkou fludarabinu a cyklofosfamidu (LDFCR) prokazal

slibnou aktivitu u dosud nelécenych starsich pacientt s chronickou
lymfocytarni leukémii (CLL) (Smolej et al. Br J Haematol 2021).
Nejsou vsak k dispozici zddna data tykajici se srovnani s kombinaci
bendamustin + rituximabem (BR), ktery je jednou z hlavnich moznosti
chemoimunoterapie v 1. linii.

Cil: Historické srovnani Gc¢innosti a bezpecnosti rezimt LDFCR a BR
pouzivanych v bézné praxi.

Soubor a metody: Do analyzy bylo zahrnuto 237 nemocnych
|écenych LDFCR a 320 pacientl lé¢enych BR (median véku 69 vs.
70 let, median CIRS skore 6 vs. 7, stadium llI/IV dle Raie 56 vs. 59 %,
nemutovany IGHV 74 vs. 70 %, delece 11q 28 vs. 26 %) lé¢enych od
bfezna 2009 do prosince 2019 v 17 centrech spolupracujicich v rdmci
Ceské CLL skupiny. Nemocni s aberaci TP53 byli z této analyzy
vyfazeni vzhledem k minimalni i¢innosti chemoimunoterapie u této
extrémné nepfiznivé podskupiny. LDFCR se skladala z fludarabinu
20mg/m? p.o. nebo 12mg/m? i.v. ve dnech 1-3, cyklofosfamidu
150 mg/m? peroralné nebo iv. ve dnech 1-3 a rituximabu
500mg/m? D1 iwv. (375mg/m? v cyklu 1). Rezim BR obsahoval
bendamustin 90 mg/m? i.v. ve dnech 1-2 a rituximab 500 mg/m? i.v.
D1 (375mg/m? v cyklu 1).

Vysledky: Distribuce demografickych udaji a prognostickych
faktor( byla srovnatelnd mezi obéma skupinami. Medién sledovani
byl 98 mésict pro LDFCR a 57 mésict pro BR. Celkova |écebna
odpovéd/kompletni remise byla u LDFCR a BR obdobné (84/46 vs.
88/51 %, p = n.s.). Median preziti bez progrese (PFS) byl 30 vs.
34 mésicl (pomér rizik [HR] 0,90; p = n.s.); PFS byl vyrazné delsi
u pacientt s mutovanym IGHV a absenci delece 11q (LDFCR vs. BR
median 58 vs. 59 mésicd, HR 0,84; p = n.s.; obr. 1a). Median celkového
preziti byl 73 vs. 77 mésict (HR 1,09; p = n.s.) a 116 mésicl vs.
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Obr. 1. Kaplan-Meierovy kfivky pro obdobi do progrese (1a) a celkové pfeziti (1b) u nemocnych s mutovanym IGHV a nepfitomnosti delece 11q.
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Obr. 1. Kaplan-Meierovy kfivky pro obdobi do progrese (1a) a celkové preziti (1b) u nemocnych s mutovanym IGHV a nepfitomnosti delece 11q.

nedosazen u pacientll s mutovanym IGHV bez delece 11q (HR 0,90;
p =n.s.; obr. 1b). Neutropenie stupné > 3 se vyskytla u 55 % (LDFCR)
vs 51 % (BR) pacient(, ale zavazné infekce se objevily pouze u 15 vs.
20 % pacientd.

Zaveér: Nase vysledky ukazuji, ze nizkodavkovany FCR i BR jsou dobfe
tolerované rezimy s podobnou u¢innosti a pfedstavuji vhodnou

P08. LECBA NEMOCNYCH S CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII V OBDOBI
PANDEMIE COVID-19

Simkovi¢ M., Vodarek P., Ecsiova D., Smolej L.

V. interni hematologickd klinicka FN Hradec Krdlové

Uvod: Nemocni s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) maiji
vdusledku zavazné imunosuprese, vyssiho véku a ¢etnych komorbidit
vysoké riziko neptiznivého pribéhu nemoci COVID-19. Imunitni
deficit navic prohlubuje pfipadna lé¢ba CLL.

Cil: Popsat vyskyt a dopad infekce virem SARS-CoV-2 na populaci
pacient(, ktefi podstupuji 1é¢bu CLL.

Metody: Unicentricka, retrospektivni analyza nemocnych lé¢enych
pro CLL mimo klinickd hodnoceni ve FN Hradec Kralové. Zdroj
dat: registr CLLEAR, Informacni systém infekéni nemoci (ISIN)

a nemocni¢ni informacni systém FNHK.

alternativu 1é¢by prvni linie pro starsi/komorbidni pacienty s CLL
s pfiznivou biologickou prognézou. Budou prezentovany podrobné
vysledky v¢. multivariantni analyzy.

Podporeno RVO MZCR (MZO 00179906) a projektem Cooperatio, védni
oblast ONCO.

Vysledky: Do studie bylo zafazeno 168 konsekutivnich nemocnych
(102 muzl, 66 zen) s CLL, u kterych byla podavana |é¢ba CLL v obdobi
od 30. 1. 2020 do 24. 2. 2022. Vékovy median nemocnych v dobé
zahdjenilécby byl 71 let (rozmezi 35-91) a median sledovani souboru
byl 24 mésict. Nemoc COVID-19 byla prokazana u 54 (32 %) pacient(.
Pribéh nemoci COVID-19: nutnost hospitalizace u 19/54 (35 %),
tézky u 14/54 (26 %) a umrti u 5/54 (9 %). Case fatality rate (CFR)
u lé¢enych nemocnych byla 5/168 (3 %). Vakcinace proti COVID-
19 byla podana 137 (82 %) pacientl. U 27 (50 %) nemocnych byla
prokdzana nemoc COVID-19 po pfedchozi vakcinaci, ale u zddného
z téchto pacientd nedos$lo k umrti na COVID-19. Specifickou
|é¢bou proti nemoci COVID-19 bylo |é¢eno 25 nemocnych:
remdesivir n = 10, molnupiravir n = 8, casirivimab/imdevimab n =5,
bamlanivimab/etesevimab n =3, regdanvimab n = 3 a kovalescentni
plazma n = 2. U zadného pacienta ockovaného proti COVID-19,
u kterého byla aplikovana specificka [écba proti COVID-19, nebyl

Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(Suppl 2) 2859



- POSTEROVA SEKCE

Tab. 1. Prehled lé¢by nemocnych s CLL ve FNHK v obdobi leden 2020 az bfezen 2022.
Lécebny rezim
pocet

BR 22
FCR 2
FCR nizkodavkované 2
G-Clb 10
ibrutinib 9
R-Clb 14
RCD ¢i jiny rezim s kortikoidy 12
idelalisib + rituximab 0
venotoklax v monoterapii 0
venotoklax + anti - CD20 10
jiny 12

BR - bendamustin + rituximab; CLL — chronicka lymfocytarni leukémie; FCR - fludarabin + cyklosfomamid + rituximab; FNHK - Fakultni
nemochnice Hradec Kralové; G-Clb - obinutuzumab + chlorambucil; RCD - rituximab + cyklofosfamid + dexametazon; R-Clb

1. linie Relaps/refrakterni
% pocet %
24 % 0 0%
2% 0 0%
2% 0 0%
11 % 1 1%
10 % 59 63 %
15 % 4 4%
13 % 24 26 %
0% 16 17 %
0% 11 12 %
11 % 15 16 %
13 % 13 14 %

prabéh infekce fatalni. Celkové bylo béhem sledovaného obdobi
podano 236 lécebnych linii: 93 v 1. linii, 143 v relapsu (tab. 1).
K umrti na COVID-19 béhem léc¢by CLL doslo u dvou nemocnych
lé¢enych v 1. linii (rezim BR n =1, RCD n = 1) a u tfi pfi terapii
relabované/refrakterni CLL (rezim RCD n = 1, R-dex n = 1, ibrutinib
n=1).

Zavér: Data znaseho pracovisté potvrzuji zavaznost infekce COVID-19
u nemocnych s CLL. Nicméné ve srovnani s diive publikovanymi
daty (Chatzikonstantinou et al., Leukemia 2021, Roeker et al., Blood

CASE REPORT - DOUBLE-HIT LYMFOM

S PRESTAVBOU GENU MYC, BCL2 A
BIALELICKOU DELECI OBLASTI 9p21
Vatolikové M.', Hanackova V.!, Rubesova A", Skanderova D.?,
Kurfurstova D.2, Tuckova L.% Pikalové Z.!, Prochazka V., Papajik T.,
Urbankova H.'

"Hemato-onkologickd klinika LF UK a FN Olomouc

2{stav klinické a molekuldrni patologie, LF UK a FN Olomouc

Uvod: Double/triple-hit lymfomy reprezentuji skupinu vysoce
agresivnich lymfoma tzv. High-Grade B-Lymfom (HGBL), které tvori
od roku 2016 samostatnou diagnostickou podjednotku dle WHO
klasifikace. Vyznacuji se agresivnim pribéhem, zvysenym rizikem
postizeni centrdlni nervové soustavy (CNS) a kratkym prezivanim
pacientll pfi pouziti standardni chemoterapie. Doporucovana je
Ié¢ba pomoci intenzifikovanych chemoterapeutickych rezimad
s naslednou transplantaci krvetvornych bunék. Pfesto na Iécbu
Uspésné zareaguje pouze polovina pacient(, navic je onemocnéni
¢asto chemorefrakterni. Obligatorni pro diagnostiku double/triple-
hit lymfom je pfitomnost prestavby genu MYC a zéroven piestavby

2021) dochdazi ke zlepseni prognézy nemocnych s CLL a COVID-19.
To lIze pficist jednak dostupnosti vakcinace, cilené terapii proti
COVID-19 a také vyskytu méné virulentnich variant SARS-CoV-2.
Nase analyza déale poskytuje unikdtni pohled na lé¢bu CLL
v obdobi pandemie COVID-19 a posouzeni klinického efektu

vakcinace.

Podporeno programem Cooperatio, védni oblasti INDI a projektem RVO
MZ CR (FNHK 00179906).

genu BLC2 a/nebo prestavby genu BCL6. Detekce téchto prestaveb
se standardné provadi pomoci fluorescencni in situ hybridizace
(FISH). Delece oblasti 9p21 zahrnujici gen CDKN2A byla identifikovéna
u 35 % pacienttd s difuznim velkobunéé¢nym B lymfomem (DLBCL)
a ma vyrazny podil na zkraceni doby celkového pfeziti. Vliv delece
CDKN2A na pribéh onemocnéni HGBL zatim nebyl definovan.

Kazuistika: V lednu 2021 byl 59leté Zené na zékladé morfologickych
a imunofenotypizac¢nich znakd diagnostikovan HGBL, NOS z bio-
ptického vzorku peritonea. Na PET/CT byla prokdzana pfitomnost
nadorové tkané v mnoha loziscich. V aspiratu kostni diené (KD) bylo
nalezeno 13 % bunék s imunofenotypem podporujicim dg. B-NHL.
Cytogenetické a FISH vysetfeni KD prokazalo komplexni zmény
karyotypu zahrnujici pfestavbu MYC a zaroven prestavbu BCL2.
Pacientcebylopo ¢tyfech cyklechchemoterapie (R-CODOX-M/R-IVAC)
nalezeno nové lozisko ve sténé zZaludku. Nasledovaly tfi cykly
R-EDHAP a autologni transplantace krvetvornych bunék. Na
kontrolnim PET/CT (leden 2022) 63. den po transplantaci byla
prokdzana nova nadorova loziska v nékolika lokalizacich. Klinicky
pacientka vykazovala zhorseni stavu a zndmky postizeni CNS. Biopsie
loziska kdze potvrdilo infiltraci HGBL. Cytogenetické vysetieni a FISH

2S60 | Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(Suppl 2)



provedené z kozniho bioptického vzorku prokazala komplexnizmény
karyotypu a ptitomnost prestaveb gent MYC a BCL2. Ve srovnani
s predchozim vysetienim (KD) doslo ke klonalnimu vyvoji karyotypu,
ve kterém byla navic detekovdna dal$i nadpocetna prestavba gend
MYC a IGL a tvorba subklonu. Po provedeni array komparativni
genomové hybridizace byla detekovdna mald homozygotni delece
v oblasti 9p21 o velikosti K300 kb zahrnujici geny CKDN2A a CKDN2B.
Vzhledem ke $patné odpovédi na terapii, ¢asné progresi po autologni
transplantaci a infiltraci CNS je onemocnéni hodnoceno jako
primarné chemorefrakterni bez dalsich moznosti 1é¢by s kurativnim
efektem.

Zavér: Uspésnost lécby HGBL je i pfes pouziti intenzivnich rezimd
vysocedavkované chemoterapie casto nizka a mulze vyustit
v chemorefrakterni onemocnéni. Podil genetickych zmén na vyvoji
chemorefrakterniho onemocnéni je zatim nejasny, nicméné precizni
charakteristika genetického pozadi nddoru a porovnavani lé¢ebnych
strategii je zékladnim kamenem k jejich poznani.

Podpoteno granty IGA_LF_2022_001 a MZ CR - RVO (FNOL, 00098892).

P10. B-CELL NON-HODGKIN‘S LYMPHOMAS
ASSOCIATED WITH AMYLOIDOSIS

Navratilova M., Flodrova P., Holub D.?, Pika T.3, Dzubak P.2,Flodr P.

" Department of Clinical and Molecular Pathology, Faculty of Medicine
Palacky University and University Hospital Olomouc

2 Department of Molecular and Translational Medicine, Faculty of Medicine
Palacky University Olomouc

* Department of Hemato-Oncology, University Hospital Olomouc

Introduciton: Different types of B-cell non-Hodgkin’s lymphomas
(MZL, LPL, B-CLL/SLL, FL, MCL, DLBCL) may show plasmacytic
differentiation and may produce AL amyloid locally or as a part of
systemic amyloidosis with the deposition of insoluble amyloid in the
extracellular tissue spaces leading to the organ damage. Case reports
of coincidence of B-NHL and non-AL amyloidosis (e.g. AA, ATTR) were
also reported. Therefore correct diagnostic workflow to type amyloid
deposits should include three main steps 1. special histological
staining (Congo red and/or Saturn red), 2. immunoprofiling (limited
set of IF a IHC antibodies) and proteomic analysis (LMD-LC/MS).
Amyloidosis is a heterogeneous acquired or hereditary disease
that results from the abnormal and insoluble deposition of beta-
sheet fibrillar protein aggregates in various tissues with variable
distribution in extracellular space. Nomenclature classification
distinguishes 36 amyloidogenic proteins and more are expected
(ISA 2020).

Methods: Amyloid deposits were detected in variable FFPE tissues and
organs stained with Congo red and/or Saturn red with consequent
immunohistochemical analysis (IHC), and part of the file was also analysed
by proteomic analysis with the use of laser capture microdissection and
liquid chromatography/tandem mass spectrometry (LMD-LC/MS/MS).
Concurent B-NHLs (excl. multiple myeloma, plasmocytoma and MGUS)

POSTEROVASEKCE |

were diagnosed due to characteristic morphology (HE, PAS, Giemsa),
immunoprofile (primary antibodies with appropriate dilution - CD3, CD5,
CD10, CD20, CD21, CD23, CD30, CD138, Bcl-2, Bcl-6, MUM1/IRF4, PAXS5,
cyclin D1 and/or SOX11, c-Myc, Ki67) and detected clonal rearrangement
of IgVH (PCR, BIOMED-2).

Results: In our file with 329 amyloid positive specimens concurent
B-NHLs (excl. multiple myeloma, plasmocytoma and MGUS) were found
in 14 specimens. seven specimens were signed as highly suspected
for B-NHL with plasmacytic differentiation and immunoglobulin
light chain restriction (IHC) but without evidence of IgVH clonal
rearrangement (PCR RFLP). The most common B-NHL associated with
localised amyloidosis was ENMZL MALT-type (10 cases, one case with
hybrid amyloidosis AL kappa/AH IgG1), in four specimens LPL was
detected. In all cases with IHC and/or LCM-LC/tandem MS analysis
AL type of amyloid was detected including two cases with hybrid
amyloidosis AL/AH and AL/AApoAlV, and in one case local AL amyloid
deposition was produced after a therapy for B-NHL.

Conclusion: Analysis of amyloid deposits irrespective of origin and
localization is appealing for diagnostic and experimental precising
which brings new insights not only particular pathogenesis but also
in classification nomenclature, and correct therapy due to a possibilty
of combination of amyloid deposits or hybrid amyloid deposits in
variable topography and in time evolution, and also concurrent
B-NHL may be detected. Detected M-protein produced by B-NHL may
be low or high according to a localised or systemic AL involvement
resp., localised amyloid deposition is commonly associated with
ENMZL MALT-type, both localised and systemic amyloidosis may
be found out in LPL. Current variant of mantle cell lymphoma
SOX11-negative, cyclin D1 positive with CCND1 translocation and
IGH hypermutated was established with developed plasmacytic
differentiation, localised amyloid deposition and indolent biologic
behavior. Our category of highly suspected B-NHL with plasmacytic
differentiation is literary sign as ,AL amyloidosis with a localized
B-cell neoplasia of undetermined significance” or as , AL amyloidosis
with a an associated predominant kappa or lambda light chain
expressing plasma cell population without evidence for clonality”.
In our file (seven cases) only kappa/lambda immunohistochemically
detected monotypy was recorded without an evidence of IgVH clonal
rearrangement (somatic hypermutation of IgVH may be expected).
Treatment recommendations for B-NHL-related amyloidosis entities
are based only on retrospective or small prospective trials of single
centers. The possibility of senescence evolution in B-NHL after
a therapy may also bring local AL deposits (one case in our cohort).
Coincidence or association of non-AL amyloidosis (ATTRwt, ATTRy, AA
and another) with B-NHL was described mainly in single case reports
and extends the differential diagnosis. In a such cases both methods
(IHC and LCM-LC/tandem MS) are suitable for correct amyloid typing,
although LMD-LC/tandem MS brought more promising results
than IHC.

Supported by AZV-16-31156A, NU22-08-00306 and LF_2022_004 from
Palacky University Olomouc.
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P11. MONITOROVANI HLADINY
MINIMALNI REZIDUALNI CHOROBY

U HODGKINOVA LYMFOMU TECHNOLOGII
DIGITALNI PCR

Grohmann J., Navratilova J., Hanackova V., Kredatusova A.,
Urbénkova H., Prochazka V., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Hodgkindv lymfom (HL) je lymfoproliferativni nadorové
onemocnéni postihujici zejména mladé dospélé. Pres relativné
vysokou Uspésnost chemoterapeutické lécby stédle u 10-20 %
nemocnych dochdzi k ¢asnym relapsiim onemocnéni. V sou¢asnosti
se |é¢ebna odpovéd pacientl s Hodgkinovym lymfomem sleduje
pomoci technologie PET/CT, ktera je schopna zachytit rezidualni
nadorovou masu. Toto vySetieni ma své technické limitace amuize vést
ke vzniku falesné pozitivnich/falesné negativnich vysledkd. Z tohoto
divodu je predmétem zajmu identifikace novych molekuldrnich
markerd vhodnych pro sledovani minimalni reziduaini nemoci,
které by v kombinaci se zhodnocenim vysledkld zobrazovacich
metod lépe charakterizovaly aktualni stav onemocnéni a mohly
slouzit jako presnéjsi prediktor lé¢ebné odpovédi a relapsu
choroby.

Cile: Technologii digital PCR (dPCR) jsme u tfi vybranych pacientd
s HL, u nichz jsme na zékladé NGS analyzy detekovali mutace
v genech STAT6 (p.N417Y) a XPOT (p.E571K), sledovali pfitomnost
téchto mutaci ve vzorcich z pribéhu lé¢by (diagndza, interim PET,
final PET).

Metodika: dPCR byla provedena na pfistroji QlAcuity Digital PCR
System (Qiagen) s vyuzitim ¢ipu QlAcuity Nanoplate 26K 24-well.
Vysledky: Vstupné méli vichni tfi pacienti pokrocilou chorobu (Il1A-
IVB). U jedné pacientky s mutaci XPO1%7'% byl diagnostikovan casny
relaps, druhd pacientka s mutaci ve STAT6N*7Y méla primarné rezistentni
onemocnéni. Tfeti pacient s mutaci XPO1%7'® dosahl kompletni
remise lymfomu a mutace u néj nebyla prokazana. U pacientky
s rezistentnim onemocnénim jsme detekovali stabilni hladinu mutace
ve véech vzorcich, vymizela az po ukonceni radioterapie. Pacientka
s prokazanym relapsem doséhla prvni kompletni remise, kdy mutace
ve vzorcich nebyla detekovana. Znovu byla prokazéna v dobé relapsu
onemocnéni, na jehoz zakladé podstoupila zachranou chemoterapii
a autologni transplantaci. V téchto odbérech jiz mutace nebyly
detekovany.

Zavér: Digitalni PCR se u pacientld s HL ukazuje jako vhodny
pfistup pro sledovani minimalni rezidualni choroby v pribéhu
lé¢by a v kombinaci s vysledky PET/CT |épe popisuje aktualni stav
pacientll a mGze tak slouzit jako prediktor dlouhodobé lécebné
odpovédi.

Prdce je podporovdna granty IGA_LF_2022_001 a MZ CR - RVO (FNOI,
00098892).

- POSTEROVA SEKCE

P12. CHEMOREZISTENTNI MYELOSARKOM
REAGUJICI NA ZACHRANNOU

TERAPII KOMBINACI AZACITIDINU

A VENETOCLAXU

Hisemova M.

Klinicky tsek, UHKT Praha

Kazuistika pojednéavé o pacientce s multifokalnim myelosarkomem
v mékkych tkanich, kGzi a lymfatickych uzlinach v pfitomnosti
konkomitantniho myelodysplastického syndromu, ktery ani po
dvou sériich indukéni chemoterapie (mitoxantron, vysocedavkovany
cytarabin tzv. protokol HAM), za témér 3mési¢ni hospitalizace,
nenavodil kompletni remisi a vymizeni extrameduléarnich lozisek.
Ukazuje potencidl kombinované ambulantni terapie azacitidinem,
hypometylac¢ni latka, s venetoclaxem, bcl-2 inhibitor, pfekonat
chemorezistenci nadoru. Efekt salvage kombinacni terapie azacitidin
a venetoclax Ize dokumentovat zobrazovacim vysetfenim FDG-
PET/CT a fotodokumentaci zhojeného kozniho defektu.
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P13. VENETOKLAX V KOMBINACI

S AZACITIDINEM NEBO LD-ARAC

U PACIENTU S HR-MDS A AML - ZKUSENOSTI
1. INTERNI KLINIKY VEN

Minafik L.?, Stopka T.>', Zemanova Z.3, Jonasova A

" I.Interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

2 BIOCEV, 1. LF UK Vestec

3 Centrum nddorové cytogenetiky, Ustav lékaiské biochemie a laboratorni
diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod: Progndza stardich pacientl s vysoce rizikovym
myelodysplastickym syndromem (HR-MDS) nebo akutni myeloidni
leukemii (AML), netinosnych intenzivni terapie nebo progredujicich
na lé¢bé hypometylac¢nimi agens (HMA) je bezutésna. Slibné
vysledky klinickych studii VIALE-A a VIALE-C s vyznamnym
prodlouzenim medianu celkového preziti (OS) a dosazenim casnych
remisi v |é¢ebnych ramenech standardni terapie v kombinaci
s venetoklaxem (VTX) u AML a dalsi studie zahrnujici 78 pacientu
s HR-MDS (Garcia JS et al., 2020), nebo podobna studie se 44 pacienty
(Zeidan AM et al. 2020) pfinesly novou nadéji pro pacienty. Tato prace
pfiblizuje zkusenosti naseho centra s podavanim VTX v kombina¢ni
terapii u pacienti s HR-MDS nebo AML. Cilem je sledovat toxicitu
lé¢by, komplikace v¢. nutnosti preruseni terapie z dlivodu cytopenie
a identifikovat markery spojené s horsim prezivanim.

Metody: Nase kohorta se skldda z 22 pacientd (muzi, n = 12; Zeny,
n = 10) s diagn6zou MDS-AML (n = 16) nebo de novo AML (n = 6)
v dobé zahdjeni VTX. Median véku byl 75 let. Primérné cytogenetické
riziko podle IPSS-R bylo 1,9. Pro screening mutaci byl pouzit panel
33 gend ¢asto mutovanych u MDS.

Vysledky: VTX byl podavan v kombinaci s azacitidinem v rezimu
5-2-2 (75mg/m?, interval 28 dntl) nebo LD-AraC (standardni davkovani,
interval 28 dn(i). Median celkové dévky VTX byl 1 500 mg na jeden cyklus.
Prlimérna davka byla 53 mg/den, coz je nizsi v porovnani s terapeutickou
davkou pouzivanou pfi lé¢bé jinych hematologickych malignit vzhledem
k riziku cytopenie. Ve skupiné pacientl s de novo AML jsme pozorovali
ORR 67 % (CR = 33 %, PR = 17 %, HI = 17 %) s medidnem OS na lécbé
6,5 mésice. Ve skupiné pacientll s MDS/AML jsme pozorovali ORR
57 % (CR=29 %, PR =21 %, HI =7 %) s medidnem OS na terapii 5,4 mésice.
Soucasti sledovani je rovnéz 13 pacient(l (59 %) po selhani AZA jako prvni
linie 1é¢by, u kterych vedlo pfidani VTX k prechodné remisi.

Zaveér: VTX v kombinaci s azacitidinem nebo LD-AraC je Gc¢inna lécba
pro pacienty s de novo AML, MDS-AML v 1. linii terapie, nicméné jsou
pozorovéany remise i po pfidani VTX k selhdvajici terapii azacitidinem.
Celkova déavka podavaného VTX je nizsi z divodu cytopenie. Nutnost
redukovat davky azacitidinu béhem prvnich dvou cyklG bylo spojeno
s hor$im celkovym prezitim (p = 0,0191). Mutace TP53 byla spojena
s horsim celkovym prezitim (p = 0,0184). Dosazeni HI-P béhem prvnich
dvou cykll bylo spojeno s lepsim celkovym prezitim (p = 0,0341).
Selhdni kombinované Ié¢by zlstava nejasné a vyzaduje dalsi studium.

POSTEROVA SEKCE -

P14. DLOUHODOBA SPONTANNI
MOLEKULARNI REMISE AKUTNI MYELOIDNI
LEUKEMIE S T(9;11) A PRESTAVBOU

MLL GENU - POPIS PRIPADU

Szotkowski T,, Faber E., Cerfian M., Palova M., Hubacek J., Juranova J.,
Pikalové Z., Holzerova M., Navrétilova J., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

Uvod: Remise akutni myeloidni leukémie (AML) dosazené bez
pouziti protinadorové Ié¢by je fenoménem zndmym, nicméné velmi
vzéacné se vyskytujicim. Publikovana data jsou proto omezena jen
na ojedinélé popisy pfipadd. Mechanizmus navozeni remise nebyl
objasnén, obvykle je davan do souvislosti s excesivni stimulaci
imunitniho systému zavaznou infekci ptitomnou pii stanoveni dia-
gnozy leukémie, pfipadné s podanou transfuzni é¢bou. Délka trvani
remise obvykle neptesahuje nékolik mésic(.

Kazuistika: Prace popisuje pfipad 75leté nemocné, kterd byla pfijata
na nasi kliniku koncem ledna roku 2020 s anamnézou 5 dn0 trvajici
horecky, které byla pfi vySetfeni na oddéleni urgentniho pfijmu
zjisténa levostrannd bronchopneumonie a soucasné pancytopenie
s nalezem 80 % blastl v periferni krvi. P¥i patrani po etiologii febrilii
a pneumonie byla zachycena pozitivita PCR vysetfeni na pfitomnost
RNA viru chfipky A (HIN1). Vy3etfeni blastd potvrdilo dg. akutni
myeloidni leukémie s t(9;11) s pfestavbou MLL genu a trizomii
chromosomu 8. Nemocna byla vzhledem k véku a komorbiditdm
indikovana k paliativni a substitucni 1é¢bé, pro nepfiznivy celkovy
stav byla pfeddna do hospicové péce. Béhem hospitalizace nebyla
podana jakakoliv cytoredukeni lé¢ba - nemocna méla leukopenii.
Po 10 tydnech pobytu v hospici byla pfivezena k ambulantni
kontrole, s prakticky normélnimi hodnotami krevniho obrazu v¢.
optického rozpoctu leukocytt, bez nalezu blastl v periferni krvi.
Proto byl 3 mésice od stanoveni diagnézy AML proveden kontrolni
odbér vzorku kostni diené s obrazem kompletni molekularni
remise onemocnéni. Nemocnd je pouze sledovéna, pfi posledni
kontrole v lednu 2022 byly potvrzeny normalni hodnoty krevniho
obrazu. Kompletni spontdnni remise AML tedy trvé jiz déle nez
2 roky.

Zavér: Takto dlouhou dobu trvajici spontanni remise AML jsou
extrémné vzacné. | pies predpokladany zédsadni podil ucasti
imunitniho systému pacienta na navozeni a udrZeni remise zatim
nebyly objasnény detailni mechanizmy na bunéc¢né ¢i molekularni
urovni. Vzhledem k neuspokojivym [é¢ebnym vysledkim této
skupiny onemocnéni, zejména u nemocnych ve véku nad 60 let, by
vysvétleni podrobnosti navozeni spontdnni remise a jejich vyuziti
v klinické praxi mohly zasadné ptispét ke zlepseni celkovych vysledkd
1é¢by.

Prdce byla podpofena granty IGA_LF_2022_001, MZ CR - RVO (FNOL,
0098892).
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P15. COVID SKORE - PRINOS

V PROGNOSTICKE STRATIFIKACI
NEMOCNYCH S COVID-19

Juranova J!, Cerian M., Kadlecova J., Zapletalové J.2, Zdrahalova H.,
Konecna V., Hrochova M., Pikalové Z.!, Proskové J.3, Slavik L.,
Papajik T

! Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2 Ustav lékaiské biofyziky, LF UP a FN Olomouc

* Oddéleni klinické biochemie, LF UP a FN Olomouc

Uvod: Onemocnéni COVID-19, zplsobené virem SARS-CoV-2,
vyvolava fadu zmén v krevnim obraze. Covid skére (CS) je vypocteny
parametr umoznujici predikci zdvazného klinického pribéhu
onemocnéni COVID-19. CS je pocitano z 10 parametrd krevniho
obrazu (KO) a jeho hodnoty se mohou pohybovat v rozmezi 0-28.
Hodnota CS v rozmezi 0-3 byla v pilotnich pracich asociovéna
s klinicky nekomplikovanym pribéhem onemocnéni, naopak
hodnoty 4 a vice predikovaly zavazny pribéh choroby s vysokou
pravdépodobnosti potieby arteficidlni ventilacni podpory.

Cile: Prace méla za cil posoudit prognosticky vyznam CS na prabéh
infekce u pacient(i s onemocnénim COVID-19.

Metody: CS bylo hodnoceno v souboru 129 nemocnych s medidnem
véku 64 (19-93) let s prokazanou infekci COVID-19 (na zakladé
pozitivniho PCR testu) vysetfenych v COVID ambulancich a na
oddélenich ve FN Olomouc v pribéhu prosince 2021 az Gnora 2022.
Z analyzy byli vylouc¢eni nemocni s hematologickou a onkologickou
malignitou tak, aby se eliminoval vliv zékladniho onemocnéni,
pfipadné jeho Ié¢by na parametry KO. U nemocnych byly hodnoceny
také dalsi laboratorni ukazatele a zdvaznost klinického pribéhu
onemocnéni COVID-19. Nasledné byla provedena analyza pro
podskupiny nemocnych s hodnotou CS 0-3, resp. CS 4 a vice.
Vysledky: Ze 129 pacientll mélo 65 (50,4 %) hodnotu CS 0-3
a 64 (49,6 %) pacientll mélo CS 4 a vice. Median ¢asu do hodnoceni
CS od diagnézy COVID-19 byl 3 (0-18) dny. Nemocni s CS 4 a vice
byli signifikantné star$i nez nemocni s CS 0-3 (medidn 66 vs.
59 let, p = 0,022). Median hodnoty D-dimerd a CRP byl vyznamné
vyssi pfi stanoveni diagnézy u nemocnych s hodnotou CS 4 a vice
(1 741,5 vs. 911,0 ug/l, p = 0,0002; resp. 118,8 vs. 45,1 mg/l, p = 0,0001).
U nemocnych s hodnotou CS 4 a vice bylo signifikantné ¢astéji zjisténo
zanétlivé postizeni plicniho parenchymu (90,6 % vs. 58,5 %, p < 0,0001)
a vyznamné castéji vyzadovali arteficialni ventila¢ni podporu (79,7 %
vs. 29,2 %, p < 0,0001). Mortalita nemocnych byla signifikantné vyssi ve
skupiné s CS 4 a vice nez ve skupiné s CS 0-3 (26,6 % vs. 9,2 %, p=0,010).
Zavér: Prace prokdazala, ze CS muze slouzit spolu s dalsimi
laboratornimi markery ke zlepseni rizikové stratifikace pacientt
s COVID-19. Hodnoty CS 4 a vice jsou asociovany se zédvaznéjsim
prabéhem onemocnéni.

Podpofeno MZ CR - RVO (FNOL, 0098892)

- POSTEROVA SEKCE

P16. VYUZITI MUTACI V GENU CEBPA PRO
SLEDOVANI MINIMALNI REZIDUALNI
NEMOCI POMOCI SEKVENOVANI NOVE
GENERACE U PACIENTU S AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMII

Folta A., Drncova M., Klemesova I., Smitalova D.,

Weinbergerové B., Semerad L., Podstavkova N., Kabut T., Mayer J.,
Jeziskova l.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Mutace v genu CEBPA jsou detekované u 10-15 % pacient(
s de novo akutni myeloidni leukémii (AML). Ackoliv se jednd o mutace
relativné stabilni, jejich vyuziti ma pro sledovani minimalni rezidudlni
nemoci (MRN) pomoci kvantitativni real-time PCR (qPCR) fadu
omezeni. Vzhledem k typu a rdzné lokalizaci CEBPA mutaci musi
byt pro gPCR navrhovéany pacient specifické systémy (v¢. piipravy
plazmidové fady standardll), u pacientd s bialelickymi mutacemi
optimalné pro obé detekované CEBPA varianty. Pro mnohé bodové
zadmény Ci kratké inzerce/delece jsou navic navrhované qPCR systémy
malo specifické, coz ma za nasledek nizkou senzitivitu. Samotny navrh
systémU je déle znesnadnén vysokym podilem GC bazi a ¢etnym
zastoupenim repetitivnich oblasti.

Cile: Vytvofit univerzélni senzitivni systém pro sledovani CEBPA
MRN pomoci sekvenovani nové generace (NGS) jako alternativu
ke stavajicim qPCR pacient specifickym systémim a obé metody
porovnat.

Metody a vysledky: Pro vytvoreni univerzalniho NGS systému byl
zvolen pfistup dvoukolové PCR. Gen CEBPA byl rozdélen na sedm
prekryvajicich se usekd, které jsou amplifikovany jednotlivymi
PCR reakcemi. V prvnim kole PCR probiha amplifikace s lokus
specifickymi primery, v druhém kole dojde k navazani index{ pro
multiplexovani. Pro dosazeni co nejvyssi citlivosti je v PCR reakcich
maximalizovéno vstupni mnozstvi DNA (1 ug DNA/reakci odpovidajici
cca 150 000 bunék), pro snizeni poc¢tu amplifika¢nich chyb je
minimalizovano mnozstvi amplifika¢nich cykld (celkem 25 cykl(). Po
kazdé PCR reakci jsou ziskané amplikony purifikovany, na zavér pak
kvantifikovany a sekvenovany na NGS analyzatoru NextSeq (Illumina,
USA). Aktudlni citlivost metody dosahuje hodnoty minimalné 0,1 %
VAF v zavislosti na typu mutace. Vysledky NGS analyz byly porovnéany
s vysledky gPCR u tii vybranych dlouhodobé sledovanych pacientd
s AML a mutacemi v genu CEBPA. Vysledky NGS analyz byly ve
vsech analyzovanych odbérech vysetfovanych pacientli ve shodé
s vysledky qPCR.

Zavér: Nové navrzeny NGS systém umoznuje efektivné s citlivosti
minimalné 0,1 % VAF sledovat MRN u vSech CEBPA pozitivnich
pacient(, a to bez ohledu na konkrétni typ a pozici mutace. Navrzeny
pfistup predstavuje vysoce univerzélni nastroj pro MRN monitoring se
srovnatelnou hladinou senzitivity, jakou poskytuji pacient specifické
qPCR CEBPA systémy.
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P17. KVALIFIKACNI PLANY V KLINICKE
CASTI JACIE AKREDITOVANEHO
TRANSPLANTACNIHO PROGRAMU -
ZKUSENOSTI JEDNOHO CENTRA
Dobrovolna M., Vydra J."?

! Usek pro akreditace a kvalitu, UHKT Praha

2 Klinicky usek, UHKT Praha

Uvod: Transplanta¢ni centra, dobrovolné pfihlasena k mezinarodnim

standarddm JACIE (The Joint Accreditation Committee ISCT-Europe &

EBMT), se zavazuiji v klinické, odbérové i zpracovatelské ¢asti pInit stano-

vené pozadavky. Nékteré z nich odpovidaji legislativnim pozadavkdm

& postuplim vyzadovanym regula¢nimi organy (SUKL), nékteré je viak

treba implementovat nové. V nasem centru tato situace nastala u poza-

davku na definovani kvalifika¢nich pland (KP) v klinické ¢asti TP (JACIE
standard B4.13). Zatimco v odbérové (C.4.13) a zpracovatelské casti TP

(D.4.1) korespondovaly s dlouhodobé zavedenym systémem definova-

nych pozadavk( na vyrobce a dodavatele klicového vybaveni, ¢inidel, za-

fizeni a sluzeb, hospodareni se zasobami a provadéné validace, tak v kli-
nické ¢asti byly vyzvou k zamysleni. Kvalifikacni plan v Sirsim slova smyslu

Ize chédpat jako odpovéd na otédzku ,Co je tfeba udélat, kdyz/ aby...?".

Metody: Vychodiskem analyzy byl procesni diagram klinické ¢asti TP,

ve kterém jsme hledali dalsi oblasti vhodné pro formulaci KP, kromé

jizzpracované problematiky odbéru kostni diené (pozadavek B4.13.1,

7. verze JACIE standard).

Vysledky: Dikladné zamysleni nad jednotlivymi fazemi TP, od

indikace pacienta a vybéru darce, volbu pfipravného rezimu, pres

podani produktu buné¢né terapie (PBT) az po dlouhodobé sledovani
pacienta/dérce ukazalo, Ze existuje fada oblasti, pro které by mohly
byt KP vhodnym néstrojem, jak stanovit kriteria shody na dany proces
nebo cinnost, coz obdobné plati i pro zavadéni nového lé¢ebného
postupu nebo aplikaci lécivych pFipravki moderni terapie (LPMT).

Jednotlivé polozky KP nasledné umoznuji vytvoreni pfehlednych

kontrolnich listd slouzicich v rdmci internich auditd k rychlé a presné

identifikaci shody ¢i moznych odchylek od stanoveného plénu.

Diskuze: Vytvorené KP jsme zatim vyuzili pro:

« novy postup CART-19 imunoterapie v ramci akademické studie UHKT
a optimalizovali strukturu a obsah SOP pro CART terapii obecné (ko-
merénimi i experimentalnimi LPMT);

- institucionalni politiku dlouhodobého skladovani kryokonzervova-
nych PBT (na zakladé doporuéeni CHS);

- odbéry kostni diené zajistované externim zdravotnickym zafizenim;

- ovéfovani Uplnosti a spravnosti zdravotnické dokumentace pfijemct
a darcd PBT a LPMT.

Zaveér: Tvorbu KP pldnujeme vyuzit vsude tam, kde pracujeme na novych

tématech nebo tam, kde nam hodnoceni zavedeného managementu

kvality odhalilo vy3si pravdépodobnost odchylek ¢i potencialnich rizik.

Jasné definovani KP dle nasich zkusenosti umoznuje lepsi pfipravu

novych procest a postupd, zefektivnéni ¢innosti vnitini kontroly

a lepsi dlouhodobé dodrzovani kazdodenni praxe s definovanymi

postupy. ZpUsob naplhovani pozadavk( JACIE standard( vzdy zavisi na

podminkéach daného zdravotnického zafizeni, a tak vzajemné sdileni
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ziskanych zkusenosti mlze byt ptinosem pro vsechna transplantacni
centra v CR hlasici se k JACIE akredita¢nimu systému.

P18. MOLEKULARNI ANALYZA FAMILIARNICH
HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT - CASE
REPORT

Navratilova J.!, Szotkowski T.!, Urbankova H.', Pospisilova D.? Papajik T
' Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2 Détskd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Dédi¢na forma nadorovych onemocnéni tvofi asi 10 %
vsech onkologickych malignit. | na poli hematologie je prokazano
klastrovani hemato-onkologickych onemocnéni v ramci nékterych
pacientskych rodin. U ¢asti z nich je mozné zachytit molekularnimi
metodami germinalni varianty v genech, které jsou predispozi¢ni
pro vznik myeloidnich/lymfoidnich hematologickych malignit.
Nejznaméjsi predispozi¢ni mutace byvaji detekovany v genech
CEBPa, DDX41, RUNX1, ANKRD26, GATA2, ETV6 a dalsi. Tyto mutace
byly nové zahrnuty i do revidované klasifikace WHO2016, kde byla
vytvorena skupina myeloidnich neoplézii s germinalni predispozici.
Cile: Cilem bylo osekvenovat vzorky matky a dcery, u nichz byla
v ramci diagnostiky prokazéna familiarni trombocytéza, a odhalit
potencidlné patologické germindlni varianty.

Metodika: Pro pfipravu celoexomové knihovny jsme zvolili Human
All Exon V8 kit (Agilent). Metodika je zalozena na principu target
enrichment a technologii SureSelect XT HS. Sekvenace probihala na
pristroji NovaSeq 6000 (lllumina). Vyhodnoceni probihalo v softwaru
VarSome Clinical (Saphetor).

Vysledky a zavér: Matka (nar. 1987) je IéCena od roku 1994 s dia-
gnoézou Ph-negativni MPN typu esencidlni trombocytémie a dcera
(nar. 2011) od roku 2014 s familidrni trombocytézou. Obé maji vysoké
pocty trombocytd. Zakladni molekuldrni analyza vzork( matky i dcery
neprokazala pfitomnost zadné specifické driver mutace (JAK2/MPL/CALR
negativni). Jsou tedy povazovéany za triple negativni pacientky. Diky
celoexomovému sekvenovani byla u obou zachycena mutace v genu
pro trombopoetin (THPO), anotovana v databazi ClinVAR, kde je popsana
asociace této varianty s trombocytémii. Celogenomové sekvenovéni
je diky své kapacité a pokryti vhodny néstroj k detekci patologickych
variant na Urovni genomu, které se standardné v rutinni praxi nevysetiuji
nebo jsou natolik specifické, Ze vyzaduji specidlni pfistupy.

Prdce je podporovdna grantem IGA-LF-2022-001.

P19. KOMPLEXNI ANALYZA LEUKOCYTU
POMOCI PRUTOKOVE CYTOMETRIE
Rihova L., Bezdékova R., Polackova P, Suska R., Kamelander J.,
Romanova G., Smejkal P., Kissovd J., Bulikova A., Penka M.

Oddéleni klinické hematologie, FN Brno

Uvod: Priitokova cytometrie je unikani metodou analyzy buné¢nych po-
pulaci v rznych biologickych materidlech. Jeji vyuziti v hematologii je
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zaméfeno zejména na analyzu leukocytu. Polychromatickd analyza lym-
foidni a myeloidni fady umoznuje zachyt pfipadné patologie, coz ji ¢ini
nepiekonatelnou v rutinni diagnostice. Vystupy z pritokové cytometrie
pak mohou dale zpfesnit morfologicky nalez a ujasnit diagnézu pacienta.
Cil: Detailni analyza leukocytarnich subpopulaci v periferni krvi
pomoci polychromatické prGtokové cytometrie k vylouceni
hematologické malignity.

Material a metody: Celkem byla zhodnocena periferni krev (PK)
30 osob, zaslanych na oddéleni nejcastéji na podkladé relativni
lymfocytozy ¢i leukocytdzy. Vzorek PK byl zpracovén jednak dle SOP
pro Euroflow analyzu lymfocytt (tzv. lymfoid screen tube, LST), a to
nejprve 2x promyt v 0,5 % fetal bovine serum (FBS), poté inkubovén
s protilatkami: CD4, CD20, CD45, CD8, CD56, kappa, lambda, CD5,
CD19, TCRgamma/delta, CD3 a CD38; nasledné zlyzovan a promyt.
V ramci vlastniho panelu pro myeloidni fadu byl vzorek inkubovan
s protilatkami CD16, CD45, HLA-DR, CD123,CD34,CD11b,CD33 a CD38;
poté zlyzovan a promyt. Zisk dat probéhl na BD FACS Canto (Becton
Dickinson) a reanalyza pomoci SW Infinicyt (Cytognos).

Vysledky: Prestoze se zdd nemozné analyzovat 12 znakl pomoci
8barevného pritokového cytometru, diky specifické kombinaci
antigent v LST zkumavce a nasledné reanalyze pomoci specialniho
SW Ize velmi jednoduse identifikovat zakladni lymfocytérni
subpopulace a odhalit pfipadnou patologii. Naprosta vétsina vzorkd
spadala zastoupenim T, B, NK bunék do normalniho rozsahu. U dvou
pacientl byly nalezena patologicka populace B lymfocytd (1x B-CLL;
1% jina klonalni subpopulace B lymfocyt(). U casti pacientl bylo
nalezeno zvysené zastoupeni LGL lymfocyt(, u jednoho pacienta
velmi vyrazné. V ramci myeloidni fady pak byly jednoznacné odliseny
prolinajici se populace bazofild a CD34* bunék, a také prekurzorové
dendritické bunky (myeloidnialymfoidni) v¢.identifikace subpopulaci
monocytl lisicich se expresi CD16. Bylo detekovano rizné zastoupeni
nezralé frakce neutrofil(, tzv. nizkodenzitnich neutrofild, jejichz
funkce prozatim neni zcela objasnéna. Vyrazna patologie zde nebyla
zachycena.

Zavér: Spojenim standardizovaného Euroflow pfistupu pro analyzu
lymfocytli s vlastnim panelem pro analyzu myeloidni fady lze
dosahnout komplexni analyzy leukocytarnich subpopulaci. Tento
pfistupumoznujejednakodhalitpatologiiadalezpriesnitmorfologické
nalezy, navic v kratkém casovém horizontu, coz je vyhodou pro rychlé
stanoveni diagnozy, resp. vylouceni hematologické malignity.
Podporeno MZ CR - RVO (FNBr, 65269705).

P20. CYTOGENETICKE A MOLEKULARNE
GENETICKE VYSETRENI U PACIENTU S CLL
Razickova B.', Rehounkova M.}, Hrochova K., Rabasova J.2,
BydZovska L.% Jochecova M., Endrychova V.2, Gancarcikova M.

" Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN Hradec Krdlové

2 Oddélenti lékarské genetiky, FN Hradec Krdlové

Chronickd lymfocytérni leukémie (CLL) je lymfoproliferativni

onemocnéni, jehoz podstatou je akumulace monoklonélnich

- POSTEROVA SEKCE

B-lymfocytl v periferni krvi, kostni dieni a sekundarnich lymfatickych
organech. Onemocnéni je charakterizované vysokym stupném
molekularni heterogenity reflektujici vysoce variabilni klinickou
manifestaci. Vzhledem k variabilité onemocnéni je pro stratifikaci
pacientlkli¢ové stanovenigenetickych prognostickych markerl, mezi
které fadime cytogenetické aberace, mutace v genu TP53 a mutacni
stav genl pro variabilni ¢ast téZkého fetézce imunoglobulinu (IgVH).

Pro statistické prospektivni zpracovéni vysledkid byl vybran soubor
87 pacientd (56 muz(, 31 Zen), kterym byla v letech 2020 a 2021 dia-
gnostikovana suspektni CLL. Median véku v dobé stanoveni diagnézy
byl 69 let. Konvencni cytogenetickou analyzou byl stanoven karyotyp,
ktery byl doplnén metodou fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) pro
detekci znamych rekurentnich aberaci (delece 13q14, delece 11922,
delece 17p13 a trisomie 12). Mutacni stav IgVH a mutace genu TP53 byly
vysetieny pomoci kombinace technik fragmentacnianalyzy a Sangerova
sekvenovani.

Ve vysetifované kohorté byl nalezen normalni karyotyp u 33/87 (38 %)
pacient(, aberovany karyotyp byl stanoven u 27/87 (31 %) pacient(,
z nichz ve dvou pripadech (2 %) se jednalo o komplexni karyotyp. U ostat-
nich nemocnych se nepodafilo karyotyp stanovit z ddvodu nedostatec-
ného poctu mitos v kultuie. Metodou FISH byly prokdzany chromozomové
aberace u 67/87 (77 %) pacient(. Nejcastéji byla detekovdna mono/biale-
licka delece lokusu 13q14 (53 %), déle trisomie chromosomu 12 (17 %), de-
lece oblasti 11922 (17 %) a nejméné zastoupenou kryptickou aberaci byla
delece 17p13 (10 %). Priikaz prestaveb IgVH byl z vybraného souboru vyset-
fen u 82 pacientd, pricemz klondlni piestavba Ig receptoru byla prokazana
u 80/82 (98 %) nemocnych, z nichz u 34/82 (41 %) byl gen pro IgVH muto-
vany a u 42/82 (51 %) nemutovany. U 5/82 (6 %) pacientd se mutacni stav
nepodafilo urcit. Bylo nalezeno také nékolik subset(i, CLL#5, CLL#6 (agre-
sivni), CLL#16 (velmi indolentni) a CLL#99 (bez blizSich informaci). V pfi-
padé mutace genu TP53 byla u 76 pacientd osekvenovana oblast exont
4-10. Patogenni varianta byla nalezena pouze u 6/76 (8 %) nemocnych.

Procentudlni zastoupeni nalezenych aberaci ve vybraném souboru
je ve shodé s publikacemi. Kombinace cytogenetickych a moleku-
larné genetickych metod je krucialni pro stratifikaci pacientd, urceni
prognézy onemocnéni, diferencialni diagnostiku lymfoidnich malig-
nit a zahajeni vhodné |é¢ebné strategie.

P21. DYSREGULACE EXOZOMALNICH
MIKRORNA V PERIFERNI KRVI PACIENTU

S MNOHOCETNYM MYELOMEM

Vlachova M., Gregorova J.!, Dostalova A.!, Radova L.2, Jarkovsky J.3,
Bezdékova R.*, Rihova L4, Almasi M.%, Stork M.5, Pour L.5, Sevéikova S.'*
' Babdkova myelomovd skupina, Ustav patologické fyziologie, LF MU Brno

2 Ceitec, MU Brno

? Institut biostatistiky a analyz, LF MU Brno

* Oddéleni klinické hematologie, FN Brno

* Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je hematoonkologické

onemocnéni, pfi némz dochazi k infiltraci kostni diené plazmatickymi
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bunkami. V pfipadé, Ze bunky infiltruji také organy ¢i mékké tkané, je
stav oznacovan jako extramedularni onemocnéni (EMD). MikroRNA
(MiRNA) jsou kratké jednoretézcové nekddujici RNA, které regulaci
genové expresi ovliviuji spektrum fyziologickych i patologickych
procesu. Jsou pfitomny ve tkanich i v télnich tekutindch mj. jako
soucast exozomd.

Cile: Cilem prace bylo zjistit, jaky je rozdil v expresi miRNA ve vzorcich
séra periferni krve ziskaného od pacientd s MM a EMD, a k analyze
vyuzit sekvenovani nové generace (8 MM, 8 EMD) a RT-qPCR (40 MM,
40 EMD).

Metody: Ze séra periferni krve pacientl jsme izolovali nejdfive
exozomy (qEVoriginal, Izon Science) a poté celkovou RNA
obohacenou o kratké RNA v¢. miRNA (miRNeasy Serum/Plasma Kit,
Qiagen). Nasledné jsme z casti takto zpracovanych vzorka pripravili
knihovny, které byly osekvenovany na platformé lllumina. Kandidatni
miRNA jsme validovali na vétsi, nezavislé kohorté metodou RT-qPCR
(TagMan Advanced miRNA Assays, Applied Biosystems).

Vysledky: S vyuzitim sekvenovani byly identifikovany ctyfi odlisné
exprimované miRNA. U miRNA, jejichz relativni exprese byla
signifikantné odlisnd, jsme provedli ROC analyzu. Vysledky jsme
korelovali s klinickymi daty.

Zavér: Pomoci uvedenych metod se nam podafilo identifikovat
miRNA, jejichz exprese je odlidnad v séru pacientd s MM a EMD.
V budoucnu by mohly byt vyuzity jako minimalné invanzivni bio-
markery u téchto dvou onemocnéni, kterd stale zdstavaji obtizné
|écitelna. Je vsak nezbytné podporit praktické vyuziti miRNA dalsim
vyzkumem.

Vyzkum byl podporen grantem NU21-03-00076.

P22. CHROMOZOMOVE ABERACE

U SOUBORU PACIENTU S MDS A MDS/MPN
TRANSPLANTOVANYCH VE FN OLOMOUC
V LETECH 2018-2021

Rubesova A., Navratilovd J., Holzerova M., Machova R., Raida L., Kuba
A., Balcarkova J., Urbankova H., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Chromozomové zmény detekované u nemocnych s myelo-
dysplastickym syndromem (MDS) a se smisenymi myelodysplas-
ticko-myeloproliferativnimi syndromy (MDS/MPN) pfispivaji k upres-
néni diagnézy onemocnéni, na zékladé jejich charakteru je mozné
stratifikovat nemocné do prognostickych skupin a doplnuji kritéria
pro vybér odpovidajici I1é¢by onemocnéni, v¢. indikaci k alogenni
transplantaci krvetvornych bunék (TKB).

Cile: Cilem projektu bylo analyzovat chromozomové zmény
u nemocnych s MDS, MDS/MPN a sekundarni akutni myeloidni
leukémii (SAML) vzniklou vyvojem z MDS nebo MDS/MPN, ktefi byli
transplantovani v letech 2018-2021 na nasi klinice.

Metody: Vsichni nemocni byli vysetieni konven¢ni cytogenetickou
metodou G-pruhovénim, metodou FISH (fluorescenéni in situ hybri-
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dizace) s panelem sond pro MDS, pfipadné mFISH (mnohobarevna
FISH) a u vétsiny nemocnych byla provedena analyza NGS (sekveno-
vani nové generace) se zamérenim na AML/MPN/MDS panel nejcas-
téjsich mutaci.

Vysledky: V prabéhu 4 let bylo na Hemato-onkologické klinice FN
Olomouc transplantovano 20 pacientd (11 muzt a 9 zen) s plvodni dia-
gnoézou MDS nebo MDS/MPN. Median véku pfi diagndze ¢inil 48 let
(v rozmezi 33-65 let). Klasickd cytogeneticka analyza (G-pruhovéni)
prokazala v dobé diagnézy onemocnéni chromozomové zmény
u 12 (60 %) nemocnych. Doplnénim metodou FISH byly prokazany
genetické aberace u celkové 15 (75 %) pacient(, kdy u 14 z nich byla
detekovana chromozomova zména v rdmci vysetiovaného MDS
panelu. Chromozomové zmény s nepfiznivou prognézou (komplexni
karyotyp, 7q-/-7, pfestavba genu MECOM) byly prokazany u 12 pacientt
(60 %). U péti pacientl nebyla G-pruhovanim ani metodou FISH
detekovana zadna chromozomova aberace. U ¢tyt pacientd (20 %)
byl pfed TKB prokazan klonalni vyvoj karyotypu a u jednoho pacienta
byl klondIni vyvoj karyotypu prokdzan az pfi relapsu onemocnéni
v potransplanta¢nim obdobi. U sedmi nemocnych (35 %) doslo
k transformaci plvodniho onemocnéni do sAML.

Zavér: Cytogenetickd a molekuldrné-cytogenetickd analyza je
dulezitou soucasti diagnostiky MDS, nadéle zdstava dualezitym
faktorem pfi zpresnovani prognostickych kritérii, kterd umoznuji
indikovat potenciondlné vysoce rizikové pacienty s timto

onemocnénim v optimalnim ¢ase k alogenni TKB.

Podporeno grantem IGA_LF_2022_001.

P23. MOLEKULARNI PATOBIOLOGIE
DIAMONDOVY-BLACKFANOVY ANEMIE
Jahoda O.', Dobesové D.?, Kurekova S.", Sochorcova L., Pospisilova D.3,
Divoky V., Friedecky D.?, Horvathova M.

I Ustav biologie, LF UP Olomouc

? Laborator dédicnych metabolickych poruch, Oddéleni klinické biochemie,
LF UP a FN Olomouc

3 Détskd klinika FN Olomouc

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzacnd vrozena
aplazie erytropoézy, kterd je charakterizovana obvykle zdvaznou
makrocytarni anémii. Kromé anémie mohou onemocnéni
doprovazet i rizné vrozené vyvojové vady a postizeni jedinci maji
zvysené riziko k rozvoji hematologickych malignit i solidnich tumord.
Genetickou pfi¢inou onemocnéni jsou nejcastéji mutace v genech
pro ribozomalni proteiny (RP), které vedou k jejich haploinsuficienci.
Jeden z hlavnich, ne zcela objasnénych probléml spociva ve
vyrazné fenotypové heterogenité onemocnéni i u pacientd se
stejnou RP mutaci. Tato heterogenita zahrnuje nejenom rdiznou miru
hematologickych a nehematologickych projevli nemoci, ale i riznou
odpovéd na lécbu.

V nasi recentni studii jsme ukazali podil prozanétovych cytokind
a oxidativniho poskozeni DNA a erytrocytl na patofyziologii DBA.
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Lécba zaméfena na potlaceni zanétu, ¢i snizeni miry oxidacniho
stresu se proto nabizi jako varianta, ktera by mohla v budoucnu
prispét u pacientl ke zmirnéni projevli onemocnéni. K posouzeni
s deficienci Rpl5 a Rps19. Inkubace bunék DBA modelu, v pfitomnosti
inhibitoru prozanétlivych cytokinG (pomalidomidu), vedla ke
zmirnéni oxidativniho poskozeni DNA i snizeni aktivace p53. Déle
jsme testovali vliv antioxidantl na erytrocyty DBA pacientt in vitro.
Kratkd inkubace erytrocytd s N-acetylcysteinem vedla ke snizeni
hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS). Vyuziti metabolomické
analyzy se jevijako potencidlné nadéjna cesta, ktera by mohla pfispét
k vétsimu pochopeni patofyziologie onemocnéni a zarover by mohla
vést k nalezeni novych biochemickych marker(i, s moznym vyuzitim
v diagnostice. Slibnost tohoto pfistupu naznacuji i nase predbézna
data. Analyza metabolomu krevnich sér pacientl s DBA ukézala
vyznamné zmény hladiny nékterych metabolitl. Konkrétné bylo
zjisténo snizeni hladiny kreatininu a guanidinoacetatu v porovnani
se zdravymi kontrolami a u pacientd s mutaci v genu RPL5 bylo
navic stanoveno i vyznamné snizeni hladiny hippurdtu. K dalsi
analyze jsme vyuzili vy$e zminény DBA bunécny model. Cilend
metabolomické analyza bunécnych extraktl zahrnujici metabolity
vsech hlavnich metabolickych drah a naslednd statisticka analyza
ukazala jasné oddéleni Rp-deficientnich klon(i od bunék kontrolnich.
Vyrazny rozdil mezi Rp-deficientnimi klony a kontrolnimi burikami
se projevil na Urovni mnoha sacharid(i a acylkarnitin. Navic byla
u bunék s deficitem Rpl5 zaznamendna i vyrazné zvysena hladina
deoxynukleotidd. V neposledni fadé jsme u Rp-deficientnich klond
zjistili zvysenou hladinu redukovaného i oxidovaného glutationu
a meziproduktl pentézofosfatového cyklu, coz koresponduje
s potiebou bunék se vyporadat se zvysenou mirou oxida¢niho stresu.

Podporeno granty MSMT 8F20005, IGA LF UPOL - IGA_LF_2022_003.

P24. P16INK4A IN THE GUT MUCOSA
ASSOCIATES WITH NFKB1 GENE
POLYMORPHISMS AND DECREASED
SERUM LEVELS OF INFLAMMATION:-
-ASSOCIATED PROTEINS IN PATIENTS
WITH GASTROINTESTINAL ACUTE
GRAFT VERSUS HOST DISEASE AFTER
ALLOGENEIC HEMATOPOIETIC STEM CELL
TRANSPLANTATION

Kuba A, Raida L., Brychtova S.2, Flodr P.2, Mrazek F.3, Kriegova E.3,
Navrétilova M.2, Papajik T.

" Department of Hemato-Oncology, University Hospital Olomouc

2 Department of Clinical and Molecular Pathology, Universtiy Hospital
Olomouc

? Departmnet of Imunology, University Hospital Olomouc

We analyzed the expression of p16INK4a in intestinal biopsies of
52 patients with lower gastrointestinal GVHD symptoms and the

- POSTEROVA SEKCE

impact of NFKB1 polymorphisms (rs3774937 and rs3774959) on
transplant outcome. Increased p16INK4a expression in intestinal
crypts was independently associated with late manifestation of lower
gastrointestinal symptoms. Patients with and without p16INK4a
expression in intestinal crypts developed lower gastrointestinal
symptoms in median of 43 days (range,12-140) and 24 days
(range,13-80), respectively. The effect was observed in the whole
study cohort (HR 2.3 [95% Cl 0.99-5.47]; P = 0.006) as well as in
a subgroup of patients who fulfilled the clinical diagnostic criteria
of GVHD only (HR 3.1 [95% Cl 0.95-10.01]; P = 0.002) Increased risk
of histological grade 3-4 aGVHD was observed in patients without
stromal p16INK4a expression (HR 3.45 [95% Cl 1.26-9.42]; P = 0.01).
The impact was confirmed by means of multivariate Cox regression
(P = 0.009). No clinical variable had effect on p16INK4a expression
but NFKB1 genotype. The GVHD-prone genotypes rs3774937 CC
and rs3774959 AA were significantly less frequent in patients with
increased p16INK4a expression (P = 0.04 and P = 0.02, respectively). In
13 patients we analyzed serum levels of inflammatory proteins on day
+14 post-transplant. Patients with increased expression of p16INK4a
in intestinal crypts at the time of gut biopsy had significantly
lower serum levels of proinflammatory proteins (IL-17A, IL-18, IL-4,
CXCL10 and TNFRSF9) on day +14. Cellular senescence is considered
a program of the innate immunity. In GVHD, innate immunity
becomes seriously decontrolled. Cellular senescence may thus bring
novel approaches towards GVHD diagnostics and therapy.

P25. SEROVE HLADINY VYBRANYCH
CYTOKINU A SOLUBILNICH
ADHEZNICH MOLEKUL U NEMOCNYCH
S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM
VYSSIHO RIZIKA LECENYCH
AZACYTIDINEM

Kupsa T."2, Horacek J. M.'2, Bélohlavkova P2, Stajer M.2, Jebavy L."?,
Zak P2

' Katedra vojenského vnitiniho lékar'stvi a vojenské hygieny, FVZ a UO
Hradec Krdlové

2 IV.interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Cil: Cilem studie bylo zjistit, zda mohou byt cytokiny a adhezni
molekuly vyuzity jako prognostické markery u nemocnych
s myelodysplastickym syndromem (MDS) vyssiho rizika |é¢enych
azacytidinem.

Metodika: Byl studovédn soubor 32 nemocnych s MDS vyssiho
rizika. Vék nemocnych byl 71,2 + 3,1 let, median 72 let. VSichni
nemocni byli 1é¢eni azacytidinem 75mg/m? 5-7 dni v kazdém cyklu.
Alogenni transplantace krvetvornych bunék byla provedena u ¢tyf
nemocnych. Vysoké riziko dle IPSS bylo u 12 nemocnych. Dle IPSS-R
bylo 17 nemocnych v kategorii velmi vysokého rizika. Biomarkery
byly stanoveny pomoci biochip array technologie na analyzatoru
Evidence Investigator (Randox). Jedna se o interleukiny IL-1a, IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, EGF, VEGF, IFN-y, TNF-a,, Monocyte
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Chemotactic Protein-1 (MCP-1), E-selectin (E-SEL), P-selectin (P-SEL),
L-selectin (L-SEL), ICAM-1 a VCAM-1. Faktory nadorového prostredi
byly analyzovany s ohledem na vék, ¢asné selhani l1écby a celkové
preziti.

Vysledky: Hladiny sledovanych biomarkerd nesouvisely s kategorif
rizika hodnocenou dle IPSS nebo IPSS-R. Skupiny nemocnych
rozdélené do jednotlivych kategorii dle IPSS i IPSS-R se navzdjem
nelisily vékem. Pacientiindikovanik alogenni transplantaci byli mladsi
(64,05 £ 3,35vs.72,23 £ 2,36 let, p¥ 0,0001) a méli vyssi hladiny E-SEL
(p =0,0007), IL-8 (p = 0,0047), IFN-y (p = 0,0238) a P-SEL (p = 0,0490).
V této skupiné doslo u tii jedincl k selhani azacytidinu a progresi
do AML jesté pred alogenni transplantaci. Identifikovali jsme
skupinu osmi nemocnych s ¢asnym selhanim |écby azacytidinem.
Tito nemocni se neliili vékem (p = 0,0999), méli vyssi hladiny
IL-8 (p = 0,0125) a IFN-y (p = 0,0303). Blizko statistické vyznamnosti
byly nizsi hladiny TNF-a (p = 0,0770) a vyssi E-SEL (p = 0,0862). U sedmi
nemocnych pfesahovalo celkové preziti 18 mésicl. V této skupiné byli
i tfi nemocni, ktefi podstoupili alogenni transplantaci. Vékem se tato
skupina nemocnych nelisila od ostatnich (p = 0,3953). V této skupiné
byly nizsi hladiny IL-10. (p = 0,0432) a ¢etnéjsi vyskyt stiedniho rizika
dle IPSS-R (p = 0,0122).

Zavér: Je ziejmé, Ze soucasné prognostické modely u MDS lze
rozsifit o dalsi faktory. Zda bude nadmi zjistény IL-1a. nebo jiny cytokin
v budoucnu potvrzen jako nezdavisly prognosticky faktor bude
predmétem dalsich studii.

Podporeno DZRO 1011 (FVZ UO), MH CZ - DRO (UHHK, 00179906).

P26. DETEKCE HLA LOSS RELAPSU

S VYUZITIM HLA GENOTYPIZACE
PROVEDENE POMOCI NGS

Nazarova S., Vrana M., Plachy R., Kuka¢kova P., Cechové H.
UHKT Praha

HLA loss relaps je specifickou komplikaci po transplantaci kmenovych
bunék od haploidentickych darct (haplo-HSCT). Uvadi se, ze tento
druh relapsu se vyskytuje téméf u 1/3 relabovanych pacientd.
U tohoto typu relapsu neni mozné vyuzit k [é¢bé infuzi darcovskych
lymfocytd (DLI). HLA loss relaps se vyznacuje deleci neidentického
HLA haplotypu v leukemickych bunkach pacienta. Cilem projektu
bylo vytvofit vypocetni algoritmus pro detekci pfitomnosti/absence
alel systému HLA u pacienta a darce v chimerickych vzorcich.
Podstata naseho algoritmu tkvi v identifikaci jedine¢ného
markeru/jedinecnych markerd pro kazdou z alel systému HLA
pfitomnych v genotypu pacienta a darce, a to vzdy pro nékolik HLA
lokust konkrétni dvojice pacient — haploidenticky dérce. Testovany
algoritmus pak stanovi pocet ¢teni NGS shodnych s konkrétnimi
typy HLA alel, které byly identifikovany pfed transplantaci u pacienta
a dérce. Na zakladé téchto udaji pak spocita prislusné poméry HLA
alel pfijemce a dérce. Timto algoritmem byla analyzovéna data z NGS
ziskana ze standardni HLA genotypizace pomoci soupravy AlloSeq
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Tx17 (CareDx). Analyzovany byly vzorky se znamym chimerizmem po
transplantaci.

Algoritmus byl otestovan na tfech pacientech s relapsem. Zvoleny
algoritmus potvrdil ve vzorcich se zndmym chimerizmem pfitomnost
HLA alel specifickych pro testované pacienty; rozsah od 3 do 54 %
pacientovych bunék. Data ziskand pomoci NGS koreluji s vysledky
vysetfeni standardniho chimerizmu a také se zjisténym chimerizmem
pomoci HLA specifické qPCR vyuzivajici KMR markery (HLA-KMR
Assays, GenDx).

Prvni pacient prodélal klasicky relaps; druhy pacient prodélal dva
relapsy - prvni klasicky, druhy HLA loss relaps, u tfetiho pacienta
byl detekovany HLA loss relaps. Vysledky z NGS ziskané pouzitim
navrzeného algoritmu tyto néalezy u vsech pacientl potvrdily.

Pomoci informaci z databaze IMGT, ktera obsahuje vsechny zndmé
alely systému HLA, je mozné teoreticky identifikovat jedine¢né
markery pro vsechny mozné kombinace HLA haplotyp pfitomnych
ve vysetifovanych dvojicich pacient — haploidenticky dérce.

Nase udaje ukdzaly, ze navrzeny algoritmus je schopen odhalit
pfitomnost minoritniho HLA haplotypu u chimerickych vzorka.
Predpokladame, ze by ndmi zvoleny pfistup mohl byt uzite¢nym
nastrojem pro detekci HLA loss relapst u pacientd, ktefi podstoupili
haplo-HSCT.

Podpofeno MZ CR - DRO (00023736, UHKT).

P27. MPS ANALYSIS OF MIRNA IN PATIENTS
WITH BCR-ABL1 FUSION GENE

Rehounkova M., Kovafikova H., RGzi¢kova B., Zak P2, Pali¢ka V.,
Gancarcikova M.

" Department of Clinical Biochemistry and Diagnostics, Faculty of Medicine
and University Hospital Hradec Krdlové

2 IV. Department of Internal Hematology, University Hospital Hradec Krdlové

Changes in the regulation of genetic expression by small RNA
molecules have been demonstrated in many cancers, including
hematological malignancies as CML. The method of massive parallel
sequencing (MPS) of the overall set of patient’s miRNA (miRNome) is
advantageous due to high resolution of MPS and its feasibility with
a small amount sample. MPS provides a large amount of quality data,
which opens up the possibility of discovering new miRNAs and their
relationship to the course of CML and the response to treatment with
available kinase inhibitors (TKI).

Tested group included 20 samples from patients with a proven
BCR-ABL1 fusion gene, who did not reach MMR4 after one year
of TKI treatment or relapsed. As a control group, 7 patients were
chosen with a proven BCR-ABLIT fusion gene and achievement of
MMR4.5 response. First, miRNA isolation was performed using
the miRNeasy Mini Kit (Qiagen), library itself was prepared using
a RealSeq’-ACkit (Somagenics) and sequenced on a MiSeq instrument
(Ilumina). The data received has been submitted to the processing
by bioinformatical pipeline to verify the quality of the data. The
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Tab. 1. miRNA with highly-significant difference of expression among tested groups.
Mature Structure Chromosome Sequence P value
hsa-miR-342-3p miRNA chr14 UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU 7,78E-08
hsa-miR-146a-5p miRNA chr5 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU 3,36E-07
hsa-miR-451a miRNA chr17 AAACCGUUACCAUUACUGAGUU 2,36E-06
hsa-miR-28-3p miRNA chr3 CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA 5,92E-06
hsa-miR-148b-3p miRNA chr12 UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU 6,38E-06
hsa-miR-146b-5p miRNA chr10 UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU 1,38E-05
hsa-let-7g-5p miRNA chr3 UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU 1,70E-05
hsa-miR-151a-5p miRNA chr8 UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU 3,13E-05
hsa-miR-28-5p miRNA chr3 AAGGAGCUCACAGUCUAUUGAG 4,55E-05
hsa-miR-127-3p miRNA chr14 UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU 5,33E-05

analysis of the obtained miRNA sequences was performed using
the online tool OASIS 2.0 (BONN LABORATORY). Analysis using this
online program included not only the identification of possible new
miRNAs and a comprehensive view of the miRNom, but also helped
with statistical processing.

In the studies of 27 samples, the following miRNAs were found
to be the most expressed: hsa-miR-233-3p, hsa-miR-451a, hsa-miR-
21-5p, hsa-miR-16-5p, p-hsa-miR-247, hsa-miR-142-3p, hsa-let-7a-5p,
hsa-miR-92a-3p and hsa-miR-191-5p. Differential analysis of the test
and control group showed very significant differences (P < 0,01)
in the expressions of 75 miRNA and highly significant differences
(P < 0.001) in the expressions of 38 miRNAs. The 10 miRNA with the

P28. DETEKCE MUTACE T3151 V BCR-

ABL1 KINAZOVE DOMENE POMOCI METODY
DIGITALNI PCR

Grohmann J.}, Stédra A2, Navrétilova J.', Faber E.!, Skoumalova 1,
Urbénkova H., Papajik T.

' Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2 Prirodovédeckd fakulta, UP Olomouc

Uvod: Mutace vBCR-ABLT kindzové doméné stéle patii mezi nej¢astéjsi
pricinu selhani 1é¢by inhibitory tyrozinkinaz (TKI). V soucasnosti je
popsano vice nez 90 bodovych mutaci v kinazové doméné genu
ABLI. Digitélni PCR (dPCR) je povazovana za tfeti generaci PCR, jejiz
nespornou vyhodou je vysoka presnost a citlivost. Toho se vyuziva pfi
detekci vzacnych mutaci, jejichz koncentrace v biologickém materidlu
je zastoupena v minoritnim mnozstvi. V diagnostice pacientd
s chronickou myeloidni leukémii (CML) a akutni lymfoblastickou
leukémii (ALL) nachazi dPCR uplatnéni v rdamci kvantifikace fazniho
genu BCR-ABLI, ale i v detekci mutaci zplsobujicich rezistenci
k TKI.

most significant difference in expression between our study groups
are shown in Tab. 1.

Comparation of the processed data with recent publications shows
theconnectionofindividualmiRNAswithhematologicalmalignancies:
eg miR-146a as a prognostic marker in ALL, downregulation of miR-
146b-5p in CLL, downregulation miR-451 in CML phenotype, etc.
The obtained data correlate with the expected results, but for more
accurate conclusions, statistical analyses and possible use of miRNAs
as prognostic markers, it would be appropriate to expand the group
of patients.

This study was supported by MH CZ - DRO (UHHK, 00179906,).

Cile: Cilem této préace bylo zavést metodu pro detekci mutace T315I
v BCR-ABLT kindzové doméné pomoci technologie dPCR a provedeni
screeningu pacientd, u kterych bylo prokazano selhdnilécby spojené
s nartstem transkriptu fuzniho genu.

Metody: Pro experimenty byl vyuzit pfistroj Naica” 6 color dPCR
(Stilla) a Sapphire Chip a nasledné QlAcuity Digital PCR System
(Qiagen) s chipy QlAcuity Nanoplate 26K 24-well.

Vysledky a zavér: Soubor tvofilo 15 pacientd (13 CML, 2 ALL), ktefi
byli 1é¢eni TKI. Mutaci jsme detekovali u deviti pacientd. U tiech
vybranych pacientd jsme sledovali hladinu mutace a jeji vyvoj
v pribéhu lécby, kterd korelovala s nardstem hladiny transkriptu
detekovaného pomoci Q-RT-PCR. Byli jsme schopni urcit dobu vzniku
rezistence i ve vzorcich, kde klasické Sangerovo sekvenovani mutaci
nepotvrdilo. Metoda dPCR umoznuje pfesnou a rychlou analyzu
mutaci s vyssi citlivosti, neZz Sangerovo sekvenovani (0,1 vs. 15-20 %
mutované alely).

Prdce je podporovdna granty IGA_LF_2022_001 a MZ CR - RVO (FNOL,
00098892).
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P29. DEMOGRAFICKA DATA DARCU
REKONVALESCENTNI PLAZMY
ANTI-SARS-COV-2 NA TRANSFUZNIM
ODDELENI FN OLOMOUC

Entrova A.!, Smital J.!, Zatloukalova S.?

" Transfuzni oddéleni, FN Olomouc

2 Ustav verejného zdravotnictvi, LF UP Olomouc

Uvod: Rekonvalescentni plazma (RP) byla zejména v ranych fazich
pandemie COVID-19 jednou z lé¢ebnych alternativ pro pacienty
s tézkym ¢i stfedné tézkym priibéhem onemocnéni.

Metoda: Uskalim ziskani RP je ndbor vhodnych darcl. Transfuzni
oddéleni FN Olomouc (TO FNOL) aktivné oslovilo potenciélni darce
rekonvalescentni plazmy z fad vefejnosti i darcl krve. Potencialni
darce kontaktoval TO FNOL vyplnénim elektronického dotazniku na
webovych strankach pracovisté nebo telefonicky.

Vysledky: Celkem kontaktovalo TO FNOL v obdobi 4/2020-
4/2021 1 640 potenciélnich déarct rekonvalescentni plazmy. Vstupné
bylo vyfazeno 656 zajemcl, zdjemci nesplnili legislativni pozadavky
na darcovstvi nebo kritéria pro RP a snizené riziko TRALI, vhodnych
darcd bylo 984, afereticky odbér plazmy podstoupilo 620 darcd.
Z retrospektivni analyzy demografickych dat darct RP vyplynulo,
Ze naprostou vétsinu tvofili muzi (92,3 %), procento zen bylo
minoritni (7,7 %). Median véku u muzud byl 39 let (18-61), u zen byl
median témér o 13 let nizsi a to 26,5 let (18-53). Biometrické udaje
byly u muzl - vyska s medidnem 182cm (158-203), u Zen 169cm
(156-183), véaha s medianem u muzd 89 kg (55-146), u Zen 66 kg (55—
110), BMI s medidnem u muzi 26,7 (18,4-43,1), u Zzen 23,2 (17,8-35,9).
Z informaci ziskanych z dotaznik( darct patfila mezi nejcastéjsi
symptomatologii onemocnéni COVID-19 u darcd bolest hlavy
(68,3 %), nasledovaly zvysend télesna teplota nad 37,5 °C (64,5 %),
ztrata Cichu (47,4 %), suchy kasel (47,3 %), ztrata chuti (30,7 %), bolesti
kloubl a svald (29,3 %), Unava a slabost (24,6 %), dusnost (21,5 %).
Ostatni pfiznaky (ryma, bolest v krku, gastrointestindIni obtize
traktu, kozni, neurologické pfiznaky) se vyskytovaly jen minoritné,
u 3,4 % darcl probéhlo onemocnéni COVID-19 zcela bez priznak.
Zastoupeni krevnich skupin u darcd odpovidalo az na drobné
odchylky zastoupeni KS v bézné populaci, k vyraznéjsimu navyseni
05,8 % doslo pouze u krevni skupiny AB. Nejcastéjsi zastoupeni bylo
dércd s KS A (39,1 %), nasledovaly 0 (28,1 %), B (19 %) a AB (13,8 %).
Vétsina darcl absolvovala pouze jeden (73,5 %) ¢i dva aferetické
odbéry rekonvalescentni plazmy (13,3 %), dalSich 12,2 % darovalo RP
3-8x. Podil muzq, ktefi absolvovali pouze jeden odbér, ¢inil 72,4 %,
u Zen se jednalo o 87,5 % darkyn. Zeny absolvovaly maximalné tfi
odbéry.

Zavér: Potfeba rekonvalescentni plazmy pfiblizné s mési¢nim
zpozdénim kopirovala kfivky pandemie. TO FNOL se po celou
dobu pandemie dafilo ziskavat dostatecné pocty darcl, aby mohlo
vykryvat pozadavky na vydej rekonvalescentni plazmy pro klinicka
pracovisté FNOL i externi odbératele.

Podporeno grantem IGA_LF_2021_036 Univerzity Palackého v Olomouci.
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P30. POTRANSFUZNI REAKCE V CESKE
REPUBLICE ZA ROKY 2014-2020
Galuszkova D.

Transfuzni oddeéleni, FN Olomouc

Uvod: Nedilnou sou¢asti hemovigilanéniho systému je analyza
nezadoucich reakci po aplikaci transfuznich pfipravkd (TP). Prezentace
predkldda pocty potransfuznich reakci (PR) za roky 2014-2020.
Metodika: Za toto obdobi bylo vyhodnoceno 2 895 494 aplikovanych
TP, nahld3eno 2 924 potransfuznich reakci (0,1 %), z toho 139 tézkych
(4,7 %) (stupen prisuzovatelnosti 2 a 3).

Vysledky: Mezi zdvazné PR patfily: 2x smrtelné (anafylaxe, TRALI),
imunitni hemolyza v ABO systému 18x%, pozdni hemolyza 7x, tézka
hypotenze 1%, anafylaxe 47x, TRALI 14x, TACO 15%, HCV 9%, HBV
5%, bakteriadlni infekce 4x%, potransfuzni purpura 1x, tézké alergické
reakce 16x. Nejcastéjsimi PR byly: alergickd 791x (27,0 %), nasledovana
febrilni nehemolytickou 695x (23,7 %) a akutni obéhovou 129x
(4,7 %). Incidence PR dle typl aplikovanych TP: erytrocytarni TP —
2 037 356 aplikaci, nahlaseno 1 754 PR (59,9 %); trombocytéarni TP -
188 223 aplikaci, z toho 395 PR (13 %); plazma: 669 915, nahlaseno
772 PR (26,40%).

Zavér: Tato retrospektivni data jsou vyznamnd k nastaveni spravnych
vyrobnich postupt transfuznich pfipravkd, a tim vedou ke zvyseni
bezpecnosti hemoterapie. Vystupy ze zpracovanych dat na radé
pracovistich v CR vedly k nasledujicim zménam: pouziti prestorage
deleukotizovanych transfuznich pripravkl, rozsifeni vyroby
trombocytd do nahradnich roztokd, rozsifeni screeningového
testovani darcl krve, vétsi vyuziti krevniho derivatu Octaplasu.

P31. ZACHYT POZITIVNICH
ANTIERYTROCYTARNICH PROTILATEK

V RAMCI PREDTRANSFUZNIHO VYSETRENI
NA TRANSFUZNIM ODDELENI FN OLOMOUC
V ROCE 2021

Pridalova J., Sianska J., Holuskova ., Galuszkova D.

Transfuzni oddeéleni, FN Olomouc

Uvod: Nejé¢astéjsim zplsobem zachyceni nepravidelnych tepelnych
antierytrocytarnich protilatek u pacienta je pfi vysetieni screeningu,
ktery se provadi jako povinna soucast predtransfuzniho vysetreni.
Specialni laboratof Transfuzniho oddéleni FN Olomouc (TO FNOL)
disponuje Sirokym spektrem metod umozniujicich dosetieni
a identifikaci téchto protilatek a nasledné nastaveni optimalni
hemoterapie pacienta.

Metody: Jako materidl slouzi krevni vzorek odebrany do zkumavky
s K3EDTA. Screening nepravidelnych tepelnych antierytrocytarnich
protilatek (SP) je rutinné provddén metodou sloupcové aglutinace na
analyzéatoru IH-500 System nebo IH-1000 System f. BioRad. K dalsim
sérologickym dosetienim, kterd se provadéji manudlni metodikou,
jsou pouzivana diagnostika f. BioRad, Grifols, ImmucorGamma ¢i
Sanquin. SP je provadén jak v nepfimém antiglobulinovém (NAT),
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tak v enzymovém (papain) testu a nasledné dosetieni je provadéno
v tom prostiedi, ve kterém byla nalezena pozitivita pii SP. Pfesetieni
protilatkového nélezu se u pacienta provadi opakované kazdych
2-6 mésicl a pfi zméné nalezu u SP.

Vysledky: V roce 2021 bylo na TO FNOL pfijato 13 926 vzork(
k predtransfuznimu vysetieni, béhem kterych bylo zachyceno
935 pozitivnich SP (6,7 %). Z toho 346 bylo pozitivnich v NAT
(popfipadé i v enzymovém testu), 448 pouze v enzymovém

(papain) testu. U 433 vzorkd se jednalo o nespecifické protilatky

- POSTEROVA SEKCE

nebo protilatky, jejichz specificitu nebylo mozno t.¢. urcit, coz ¢ini
46,3 %. V 516 pripadech (55,2 %) byla nalezena specificka protilatka.
U 155 (19,5 %) vzorka se jednalo o kombinaci rdznych protilatek. Ve
141 ptipadech bylo presetieni s identifikacnim panelem negativni.
Zaveér: Pii zajisténi hemoterapie u pacienta je nutné se vzdy fidit
aktudlnim imunohematologickym nédlezem. P¥i prokazani specifické
aloprotilatky je doporucena aplikace transfuznich pfipravkl (TP) bez
daného antigenu, proti kterému je protilatka namifena, u nespecifickych
protilatek jsou aplikovany TP dle Rh a Kell fenotypu pacienta.
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