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XXXV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY -

1. POSTGRADUALNI SEKCE 1

PAROXYSMALNI NOCNI HEMOGLOBINURIE
74k P.

V. Interni hematologickd klinika, FN Hradec Krdlové

Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH) je vzacné onemocnéni
(15-16 pfipadl na 1 milion obyvatel). Termin PNH zaved| Enneking
vroce 1925, ale jiz pred 40 lety Strubing popsal pfipad muze s Unavou,
bolestmi bficha, intermitentni hemoglobinurii.

Etiologie: PNH vznikd v dGsledku genetické mutace
v hematopoetickych kmenovych bunkach. Tato mutace genu
vazaného na chromozom X (vzacné na 20. chromozom) pro fosfatidyl-
inositolovy glykan PIG-A (vzacné PIG-T), zpUsobuje nedostatek
proteinu glykosylfosfatidyl-inositolu (GPI), ktery je zodpovédny za
ukotvenidalsich bilkovinnych ¢astina povrchu erytrocyt(, aleidalsich
bunék nesouci tuto mutaci (monocyty, granulocyty, lymfocyty,
trombocyty). Proteiny odpovédné za regulaci aktivity komplementu,
konkrétné CD55 a CD59 ztraci moznost inhibice predevsim
alternativni cesty komplementové kaskady. Tato dysregulace vede
k chronické, komplementem zprostfedkované, hemolyze bunék PNH.
Tento chronicky stav hemolyzy se maze zhorsit, pokud je systém
komplementu aktivovén stresem zplsobenym infekci, operaci,
traumatem nebo jinymi spoustéci zanétu.

Vysvétleni klinickych projevii - patofyziologie: U PNH je
vétsina pfiznakd, které pacienti pocituji, zpUsobena intravaskularni
hemolyzou. Pfi laboratornim vysetieni je béznym nalezem anémie,
ktera vede k nespecifickym potizim, jako je Unava a dusnost. U ¢asti
pacientd je hlavnim projevem selhani kostni diené s obrazem
aplastické anémie.

Volny hemoglobin uvolnény hemolyzou je odstranén hapto-
globinem a dal3imi clearingovymi mechanizmy. U PNH jsou v3ak tyto
mechanizmy pretizeny, coz vede k pfitomnosti volného hemoglobinu
v intravaskularnim systému. Dochdzi k ireverzibilni vazbé volného
hemoglobinu s oxidem dusnatym za vzniku methemoglobinu
a dusi¢nanl, coz vsak vede k vycerpani zasob oxidu dusnatého.
Oxid dusnaty ma fadu zékladnich funkci, v¢. vazodilatace a relaxace
hladkého svalstva. Pfi nedostatku oxidu dusnatého muize dojit
k dystonii hladkého svalstva. Pacienti s PNH maji GIT potize -
kiece jicnu a bolesti bficha. Dalsim ddsledkem vycerpaného oxidu
dusnatého je neschopnost vazodilatace (erektilni dysfunkce, plicni
hypertenze, ...). DalSim postizenym organem jsou ledviny, kdy
zakladnim patogenetickym momentem je toxicky efekt hemu, ktery
muze vést k akutnimu ledvinnému selhdni. Chronické ukladani zeleza
v ledvinach vede k rozvoji hemosiderdzy ledvin.

Asi 40 % pacientli s PNH prodéla v pribéhu onemocnéni trombozu.
Trombdza je hlavni pfi¢inou morbidity a nejcastéjsi pfi¢cinou umrti
u PNH. Zilni trombdza je ¢ast&jsi nez arterialni trombéza. Casto se
vyskytuje mozkova a intraabdomindlni zilni trombdza. Nejc¢astéjsim

mistem trombdzy u pacient(i s PNH jsou jaterni zily. Vznik trombdzy je

multifaktoridlni. Defekt kotevniho proteinu GPI vznikly mutaci genu
PIG-A, kromé hemolyzy ¢ervenych krvinek, zvysuje aktivacia agregaci
desticek. Deplece oxidu dusnatého a aktivace komplementu rovnéz
podporuji trombozu tim, Ze zvy3uji agregaci desticek a uvolfiovani
zanétlivych cytokind. Trombofilie zjisténd u PNH je nakonec
zesilena defektni fibrinolyzou. Pfedpokladd se nedostatek nebo
absence proteinu ukotveného v GPI, ktery je zodpovédny za aktivaci
plazminogenu.
Diagnostika: V laboratornim nalezu jsou zndmky intravaskularni he-
molyzy (tedy zvySené LDH, nizky/neméfitelny haptoglobin, nekon-
jugovana hyperbilirubinémie, nejsou ptitomny autoprotilatky proti
erytrocytdm - negativity Coombsova testu). Pritokova cytometrie
je dnes povazovana za zlaty standard pro diagnostiku PNH. Vyuziva
rdzné monoklonalni protilatky a specialni ¢inidlo zvané fluorescen¢ni
aerolysinové ¢inidlo (FLAER), které se vaze pfimo na glykosylfosfati-
dyl-inositol (GPI) ukotvené proteiny. Tento test je schopen s vysokou
citlivosti a specificnosti vyhodnotit celou fadu proteinli ukotvenych
v GPI, zejména CD55 a CD59. Pri pratokové cytometrii jsou identifiko-
vany viechny GPI negativni erytrocyty, monocyty a granulocyty. Cer-
vené krvinky PNH se dale oznacuji na typ 1, 2 nebo 3, pficemz erytro-
cyty typu 1 maji normalni expresi kotevnich proteind GPI, typ 2 ma
Castecny nedostatek a typ 3 postradé vsechny kotevni proteiny GPI.
Rozlisujeme 3 typy klinického obrazu PNH:
1. Klasicka PNH.
2.PNH s jinou poruchou kostni diené (KD): U PNH s poruchou KD
je prokazana hemolyza i primarni porucha kostni diené. Mezi
nejcastéjsi poruchy KD, které se vyskytuji u PNH, patii aplasticka
anémie (AA), myelodysplasticky syndrom (MDS) a primarni
myelofibréza (PMF).
3. Subklinicka PNH. U subklinické PNH nejsou klinické ani laboratorni
znamky hemolyzy.

Lécba a progndza: V minulosti byla [é¢ba PNH prevazné podpdrna.
Pacienti dostavali krevni transfuzi a suplementaci zeleza pfi
opakované hemolyze a anémii. Byla jim poddvéna antitrombotickd
profylaxe k prevenci trombdzy. V pfipadé komplikaci s kostni dieni se
nabizela alogenni transplantace kostni diené. Alogenni transplantace
krvetvornych kmenovych bunék je dnes indikovéna jen u mladsich
cytopenickych pacientd.

Zéakladem soucasné 1écby PNH patii Iéky blokujici alternativni
cestu komplementu. Jedna se Iéky blokujici bud' terminalni ¢ast
komplementové kaskady (C5) - eculizumab a ravulizumab nebo
proximalni ¢ast komplementové kaskady (C3) - pegcetakoplan.
Zavedeni téchto preparatl je spojeno s vice nez 50% snizenim
potieby transfuzi a témér 70% snizenim rizika trombotickych pfihod
a vyznamnych nezadoucich cévnich komplikaci.

Eculizumab funguje tak, ze zpUsobuje inhibici faktoru C5. Vsechny
cesty komplementu zpUsobuji tvorbu MAC (membrane attack
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complex). Eculizumab brani C5 v preméné na faktory C5a a C5b. Tim
ucinné inhibuje tvorbu MAC a komplementem zprostiedkovanou
lyzu. V nékterych ptipadech je Ié¢ba refrakterni a je spojena se
zvysenym rizikem zapouzdienych bakterialnich infekci. Proto musi
byt pacienti pfed zahdjenim Ié¢by eculizumabem, kromé kazdodenni
perorélni antibiotické profylaxe, o¢kovani proti neisseriim. Pfiblizné
u 11-20 % pacientd uzivajicich eculizumab muze dojit k prilomové
hemolyze v dusledku nedostate¢né inhibice komplementu.
Ravulizumab ma proti eculizumabu 3-4x delsi polocas rozpadu
a vyzaduje davkovani kazdych 8 tydnu. Ukazuje se, Ze ve srovnani
s eculizumabem je nédkladové efektivnéjsi. M4 méné epizod
pralomové hemolyzy a z hlediska Uc¢innosti a bezpecnostniho profilu
neni horsi nez eculizumab. Pegcetacoplan blokuje tzv. proximalni
¢ast komplementové kaskady (C3). Tato blokdda vede jednak
k u¢innému zablokovani distalni cesty. Soucasné se ukazuje, ze v ¢asti
pfipadd muaze byt pfitomna extravaskularni hemolyza pii aktivaci
C3d na povrchu erytrocytd, kterd je pegcetakoplanem inhibovana.
Jednd se o vysoce efektivni I1ék indikovany pfi selhani blokady C5.
Vyhodou je moznost podkozni aplikace. V soucasné dobé se zkouma
mnoho dalsich l1écebnych postupl s monoklonalnimi protilatkami
anti-C5. Dalsi projekty vyvoje nové terapie se zaméfuji na dalsi cile
v komplementové kaskédé — inhibitory C1 a inhibice faktoru D.

Progndza: Zavedeni blokatord C5 vedlo k podstatnému zlepseni
kontroly nad PNH. Vedle snizeni transfuzni zavislosti, dochazi téz
k vyznamné redukci trombotickych pfihod, které byvaly hlavni

pfi¢inou umrti.
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IMUNITNI TROMBOCYTOPENIE -
AKTUALNI PRISTUPY K DIAGNOSTICE
A LECBE DOSPELYCH PACIENTU

Hlusi A., Prochazkova J.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

V poslednich letech lze v pfistupu k péci o pacienty s imunitni
trombocytopenii pozorovat zfetelny vyvoj, ktery odrazi pokroky
v objasnéni etiopatogeneze a pribyvajici zkuSenosti s dia-
gnostickymi a zvlasté novymi lé¢ebnymi moznostmi. Uvedeny vyvoj
reflektuji posledni mezinarodni doporuceni i aktualizovana narodni
doporuceni.

- XXXV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY

Diagnostika ITP: V soucasné dobé neni k dispozici jednoznacny
laboratorni ¢i klinicky parametr urcujici dg. ITP, stanoveni diagnozy
zUstava stale zaloZzeno na principu per exclusionem. Kritérium
izolovaného poklesu trombocytl pod 100x10%1 se neméni. Primarni
ITP pfedpokladé vylouceni jiné pfic¢iny ¢i onemocnéni podmirujiciho
trombocytopenii. Sekundarni ITP mlze byt soucésti rfady stavd,
k jejichz prlikazu ¢i vylouceni vyuzivame Sirokou paletu vysetieni.
Vedle zédkladnich testd doporuceni uvadéji vhodna doplikova
vysetieni (zahrnuji i nezralou frakci trombocyt(, testovani infekce
H-pylori) a vysetfeni vhodna ve specifickych pfipadech (mj. antitrom-
bocytarni protilatky, vysetreni KD v¢. metod k posouzeni pfitomnosti
klondlniho onemocnéni).

Terapie: Cilem |é¢by je dosazeni bezpecné a stabilni hladiny
trombocytl a tim zabranéni vzniku krvaceni. Soubézné se snazime
o minimalizaci vedlejsich Gcinkd |é¢by a maximalni profit pro kvalitu
zivota pacienta. Lé¢ba dospélych pacientll je indikovana pti snizeni
poctu krevnich desticek pod 20-30x10%I. V pfipadé pfitomnosti
krvacivych projevl se terapie indikuje i pfi hodnotach vyssich.
Kladen je diiraz na zapojeni pacienta do rozhodnuti o zahajeni 1é¢by,
individualné se zohlednuje Zivotni styl, pfitomnost rizik pro krvaceni
a preference nemocného.

Inicialni Iécba nové dg. ITP: Kortikosteroidy zlstavaji zakladni
|é¢ebnou modalitou 1. linie. Vyuziva se Prednison v davce 1 mg/kg.
Nové je kladen ddraz na minimalizaci toxicity lé¢by, nepiekracuje
se max. davka 80mg/d, podavana nejvyse 2-3 tydny. Postupné
snizovani davky by mélo vést k vysazeni nejpozdéji do 8 tydnd. U ¢asti
pacientd je pfinosna udrzovaci dlouhodoba |é¢ba, za tolerovatelnou
denni davku prednisonu se povazuje max. 5mg/d. Alternativou
k prednisonu je podani Dexmethasonu 40 mg/d 4 dny s opakovanim
do 3 cyklG. Intravendzni imunoglobuliny (IVIG) se uzivaji pti Kl
kortikosteroid(, v téhotenstvi, vemergentnich situacich. Doporucena
davka je 1-2g/kg, 1é¢bu Ize aplikovat dle nékolika schémat.

Lécba 2. linie:Vramciterapie 2. linie Ize volit z vice moznosti. V této fazi
onemocnéni je zapojeni pacienta do rozhodnuti o |é¢ebné modalité
azohlednénijeho preferencijesté vyznamnéjsi. Upfednostriovany jsou
|é¢ebné pfistupy s robustnimi daty o Ucinnosti a bezpecnosti jako jsou
agonisté trombopoetinového receptoru (TPO-RA) a rituximab. U&innost
a bezpecnost TPO-RA byla ovéfena v randomizovanych klinickych
studiich a v praxi je s jejich pouzitim jiz dostatek zkusenosti. K dispozici
jsou tii latky. Romiplostim, Eltrombopag a Avatrombopag, prvni dva
maji dostatek dat i pro ¢asnéjsi faze nemoci. TPO-RA vykazuji dobry
efekt u nemocnych pred i po splenektomii. Vétsinou jde o terapii
dlouhodobou, kterd umozni redukci nebo Uplné vysazeni jiné terapie.
Nova data prokazuji, ze az u 30 % lé¢enych mize byt dosazeno setrvalé
odpovédi i po vysazeni terapie, pravdépodobnéjsi je u pouziti TPO-RA
v Casnéjsi fazi ITP. U pacient(, ktefi preferuji pokus o navozeni remise
kratkodobou lécbu lze vyuzit rituximab. Lé¢ebné odpovédije dosazeno
u 60 % pacientt, dlouhodobé pietrvavéa u 20-30 % nemocnych.
Lécba refrakterni ITP: Za refrakterni ITP je v soucasné dobé
povazovano onemocnéni s krvacivymi projevy a velmi nizkym
poctem trombocytd, kde selhaly 2 nebo vice Iécebnych linii. Mezi
hlavni principy Ié¢ebného pfistupu u téchto nemocnych patfi:
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pouziti TPO-RA prip. rituximabu, pokud nebyly jesté pouzity,
zaména jednotlivych typd TPO-RA, moznost kombinace TPO-RA
s malou davkou kortikosteroidu event. Imunosupresivem, pouziti
fostamatinibu. V pokrocilych liniich 1é¢by lze zvazovat lé¢bu
imunosupresivy ¢i chirurgicky pfistup — splenektomii. Fostamatinib
je indikovan u pacientl s chronickou ITP refrakterni k jinym
zplUsoblm 1é¢by, pusobi skrze inhibici splenické tyrozinkinazy,
coz vede k redukci slezinné destrukce krevnich destic¢ek. Celkova
odpovéd u predlécenych nemocnych byla dosazena u 43 %, stabilni
u 18 % pacient(ll. Ze spektra imunosupresiv jsou historické zkusenosti
s vice latkami (azathioprin, cyklofosfamid, cyklosporin A, danazol,
dapson, mykofenolat-mofetil, vinca alkaloidy). Lé¢ebné odpovédi
jsou variabilni, pouziti mize byt spojeno s vyznamnéjsi Iékovou
toxicitou. Splenektomie je dnes zvazovana po vycerpani vice typt
|é¢ebnych modalit, doporuceno je jeji provedeni postponovat min.
12 mésicd od stanoveni diagndzy ITP. Operacni zakrok je spojen
se znamymi riziky chirurgickymi a infek¢nimi, dllezita je prevence
komplikaci, v¢. obligatorni vakcinace. Splenektomie vykazuje vysoky
podil Ié¢ebnych odpovédi (80-90 %), u 2/3 je odpovéd trvala.

Do budoucna Ize ocekévat rozsifeni Iécebnych moznosti ITP.
V rdmci klinického vyzkumu je testovana fada novych latek. Jako
perspektivni se jevi inhibitory neonatélniho Fc receptoru makrofagu
(rozanolixizumab, efgartigimod). Jinym vyzkumnym smérem je
vyuziti oralniho inhibitoru BTK rilzabrutinibu, blokace ligandu
CDA40 ¢i C1 slozky komplementu.

NOVINKY V PATOGENEZI A LECBE
AUTOIMUNITNI HEMOLYTICKE ANEMIE
Cermak J.

Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

Z4kladnim mechanizmem vzniku autoimunni hemolytické anémie
(AIHA) je tvorba autoprotilatek proti antigenim vlastni erytrocytarni
membrany. V posledni dobé viak byla popsana fada mechanizm,
jez se mohou spolupodilet na vzniku AIHA. Patii mezi né genetické
faktory, modifikace imunitnich efektorovych bunék, dysregulace
cytokinli a kompenzatorni schopnost kostni dfené. Asociace vzniku
AIHA s HLA-B8 a BW6 lokusy, mutace nékterych genl (KMT2D
a CARD11), polymorfismus genu cytotoxickych T lymfocytd a mutace
nékterych gend hrajicich roli v primarni imunodeficienci predstavuji
genetické faktory spojené se vznikem AIHA. Zkiizena reakce mezi
antigennimi determinantami infekénich agens s antigeny na povrchu
erytrocytld muze indukovat tvorbu protilatek proti erytrocytim.
Obdobné, virové infekce nebo chronické lymfoproliferace mohou
aktivovat produkci polyklondlnich tzv. autoreaktivnich B lymfocyt(,
které mohou porusit vyvojem navozenou autotoleranci a tvofit
autoprotilatky ¢i indukovat produkci nefunkénich T regula¢nich
lymfocytl a zplsobit tak pfevahu Th17 lymfocytl podporujicich
autoimunni reakci. Dalsim dulezitym faktorem je poruseni funkce
systému tzv. check point inhibitord (PDL/-L - programované
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bunécné smrti, CTLA-4 — proteinu 4 asociovaného s cytotoxickymi
T-lymfocyty). Vyznamnou roli hraje v patogenezi AIHA dysregulace
cytokin(. Snizena produkce IFN-y tlumiblokujici i¢inek Th1 lymfocytd
vznikajicich z CD4+ naivnich T bunék na Th2 lymfocyty (stimulované
tvorbou IL-4, IL-6, IL-10 a IL-13). Tim neni tlumen amplifika¢ni Ucinek
Th2 bunék na autoprotilatkami zplsobenou autoimunitni chorobu.
Zvysena hladina TGF-B stimuluje diferenciaci Th17 lymfocytd, jez
rovnéz udrzuji zanétlivou a autoimunni odpovéd.

Ptirozvoji AIHA se uplatriuje jako extravaskularni, takintravaskularni
hemolyza. U AIHA s tepelnymi protildtkami dochazi k fagocytéze
erytrocytd s navazanym IgG ve slezing, u AIHA s chladovymi
protilatkami pak k fagocytdze erytrocytll s navazanou C3b slozkou
komplementu v jatrech. Intravaskularni hemolyza vznika aktivaci
komplementu autoprotilatkami s tvorbou termindlniho membranu
aktivujiciho komplexu. V diagnostice AIHA hraje stale zasadni roli
vysetieni pfimého a nepfimého antiglobulinového testu (viz tabulka).

Soucasny pfistup k Ié¢bé nemocnych s hemolytickou anemii vychazi
ze snahy maximalné redukovat dlouhodobou Ié¢bu kortikosteroidy,
jez je spojena s fadou nezadoucich ucinka. Prednison je stale lékem
1. linie, ukazalo se, Ze vyssi inicidlni davka nez Tmg/kg nema aditivni
efekt, stejné jako delsi inicidlni 1é¢ba nez 21 dni. Davka 20mg/den
po dobu deldi nez mésic pfi nedostate¢né odpovédi je jiz spojena
s moznym rozvojem zavaznych vedlejsich ucink(. Recentni konsensus
odbornikl z roku 2019 definuje jako kompletni odpoveéd normalizaci
hodnot Hb, poctu retikulocytll a hodnot jaternich test(, jako
odpovéd pak vzestup hodnot Hb o > 209/l a nezavislost na podavani
transfuzi. Na monoterapii Prednisonem odpovi az 80 % nemocnych,
ale u 60 % dochazi ke ztraté odpovédi pfi redukci davek a 12 mésicl
pretrvava odpovéd u cca 35 % nemocnych. Kombinace prednisonu
s rituximabem v 1. linii 1écby zvySuje odpovéd po 1 roce na 70-75 %
a komorbiditami. Rituximab je Iékem 2. linie 1écby, odpovéd delsi nez
36 mésicll je pfitomna u 70-75 % nemocnych a pfi ztraté odpovédi
je mozno podat i druhy lécebny cyklus. Misto splenektomie v [écbé
WAIHA je diskutovano. Splenektomie je efektivni ve 2. linii [é¢by
zejména u mladsich nemocnych, kde 3 roky preziva v kompletni remisi
70-80 % nemocnych. Riziko moznych trombotickych a infekénich
komplikaci pfedstavuje 10-15 %, aje dGvodem, pro¢ byva splenektomie
odsunovana do 3. linie lé¢by a odmitana fadou nemocnych. Krom
tradi¢nich imunosupresiv (azathioprin, cyklophosphamid, cyklosporin,
mykofenolat mofetil) je v Ié¢bé zkousena celd fada Iékh.

Fostamatinib je inhibitorem splenické tyrosin kinazy, blokuje
destrukci erytrocytd makrofagy a tlumi aktivaci B lymfocytd.
Ptipravek by efektivni u vice nez 40 % nemocnych ve studii faze
I, ale randomizovana studie neprokazala signifikantni efekt vici
podévéni placeba. Nipocalimab je IgG1 monoklonaini protilatka proti
neonatalnimu Fc receptoru blokujici jeho efekt na ochranu protilatek
proti degradaciv lysozomech ajejich recirkulaci. Rada studii se zabyva
|écbou namifenou proti B lymfocytim. Monoklonalni protialtky
namirené proti CD20 (ofatumumab), proti CD52 (alemtuzumab) ¢i
proti CD38 (daratumumab), jsou zkouseny zejména u sekundarni
AIHA stejné jako inhibitory B bunéc¢nych receptort (inhibitor
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Bcl2 venetoclax, inhibitor BTKi ibrutinib, inhibitor PI3K3i parsaclisib).
Proteasomovy inhibitor bortezomib tlumi tvorbu autoprotilatek.

U anemickych nemocnych s chorobou z chladovych protilatek,
ktefi vyzaduji lé¢bu, nema efekt ani prednison, ani splenektomie.
Standardni lé¢bou je podani rituximabu v obvyklé davce (375 mg/m”
1x tydné 28 dni), na tuto Ié¢bu odpovi cca 50 % nemocnych,
u nemocnych s nedostate¢nou odpovédi je mozno rituximab
kombinovat s bendamustinem (90 mg/m? D1+2 ve ¢tyfech
28dennich cyklech). Vzhledem k tomu, Ze IgM protilatka aktivuje
koagula¢ni kaskadu komplementu vazbou na jeho C1 slozku,
jsou v 1é¢bé CAD zkouseny inhibitory aktivace proximalni ¢asti
komplementu. Sutimlimab blokuje vazbou s C1s enzymem aktivaci
komplementu iniciovanou C1 slozkou. Ve studii faze Il odpovédélo
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protrahovanym vzestupem Hb > 15 g/l a nezavislosti na jakékoli dalsi
1é¢bé 73 % nemocnych, studie faze Ill, t.¢. probiha. Pegcetacoplan
modifikuje konfiguraci C3 slozky komplementu a tim inhibuje tvorbu
C3 konvertazy. | u anemie z chladovych aglutinind jsou zkouseny
tyrozin kindzové inhibitory (ibrutinib) a Bcl2 inhibitory (venetoclax).
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Tabulka. Cermak J.

Typ Trida Optimalni teplota

WAIHA 19G (IgA) 37°C

CAD IgM 4°C

smisena AIHA IgG, IgM 4°C+37°C
reakce 4 °C

PCH 19G hemolyza 37 °C

binurie; wAIHA — AIHA s tepelnymi protilatkami

AG - antiglobulinovy; CAD - choroba z chladovych aglutininG; DT - Donath-Landsteinerdv test; PCH — paroxysmalni chladova hemoglo-

Specifita Piimy AG test RBC eluat
Rh systétxrfganreak- IgG +/- C3 I9G

I>i>Pr c3 nereaktivni

P antigen DTCt3est nereaktivni
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2. WIEDERMANNOVA PREDNASKA

MONOKLONALNI GAMAPATIE KLINICKEHO
VYZNAMU

Adam Z.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

V60.letech minulého stoletizavedlJan Waldenstrom termin ,benigni
monoklonalni gamapatie” pro popis vysetfovanych osob, u nichz
laboratorné prokazal ptritomnost monoklonéalniho imunoglobulinu
pfi absenci klinickych pfiznak{ i morfologického priikazu maligni
choroby typu mnohocetného myelomu, Waldenstromovy
makroglobulinémie, nebo jiné maligni lymfoproliferace [1]. A tento
termin se zacal celosvétové uzivat v medicinské literature.

V roce 1978 navrhl Robert Kyle zménu terminu ,benigni mono-
klondlni gamapatie” na novy termin ,monoklonalni gamapatii
nejistého vyznamu (monoclonal gammopathy of undetermined
significance- MGUS)“.Ve své praci popsal sledovani skupiny 241 osob
s benigni monoklonalni gamapatii, kterd se v mnohych pripadech
transformovala v pribéhu sledovédni v mnohocetny myelom
(MM), v morbus Waldenstréom, anebo v AL-amyloidézu. Frekvence
transformaci monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu (MGUS)
v maligni chorobu byla v tomto souboru 1,5 % za rok. Vzhledem
k této nejisté budoucnosti lidi s ,benigni monoklondlni gamapatii”
navrhl Kyle pouzivat termin ,monoklonélni gamapatie nejistého
vyznamu” [2]. Tento termin byl pfijat svétovou hematologickou
komunitou, je trvale pouzivan a dnes jiz ma i svij kod v Mezinarodni
klasifikaci nemoci, D-478.

V roce 2001 popsal Bradwell a spoluautofi metodou stanoveni
volnych lehkych fetézcli v séru [3]. Vysetieni volnych lehkych fetézca
je dnes jiz standardni soucasti vySetfeni u mnohych chorob. V roce
2010 byl doplnén termin ,light-chain monoclonal gammopathy
of undetermined signifikance (LC-MGUS)" neboli monoklonaini
gamapatie nejistého vyznamu tvofena pouze lehkymi fetézci.
Pozdéji bylo toto kritérium doplnéno o odpad Bence Jonesovy
bilkoviny v moci: odpad do 0,5g/24 h, ¢im se odlisi od jednotky
zvané ,idiopatickd Bence-Jonesova proteinurie” (Bence Jonesova
bilkovina = 0,5g/24 h), kterd je jiz spojena s podstatné vyssim rizikem
transformace do MM [4].

V letech 2000-2020 se podstatné rozsifilo poznani velmi pestrych
forem poskozeni organizmu monoklonalnim imunoglobulinem.
Cetné popisy pfipadd a malych sérii pacientll dokumentovaly
skute¢nost, Zze klonalni plazmatické buriky ¢i lymfoplazmocytarni
buriky, mohou v nékterych pfipadech produkovat pro organizmus
toxicky monoklonalni imunoglobulin (M-1g), ktery mGze poskozovat
¢lovéka, i kdyz poctem bunék a pomalou proliferaci jde o maly
nemaligniklon, ktery by pro svoji nepocetnost a nevelkou koncentraci
monoklonalniho imunoglobulinu nevyzadoval Zddnou lé¢bu.

Profesor Giuseppe Merlini jiz v roce 2006 tyto situace popsal
terminem ,dangerous small B-cell clone” neboli nebezpeény maly

klon, odvozeny z B-linie, ktery ¢lovéku ublizuje a pfipadné jej
zabiji [5]. A toto poznéni vedlo k testovani,,clone oriented therapy” pro
|é¢bu téchto stava.

V poslednich 20 letech byly popsany dalsi nové formy (jednotky)
poskozeni organizmu monoklondlnim imunoglobulinem ¢i jeho
¢astmi. Zjistilo se, ze nejcastéji jsou monoklonalnimimunoglobulinem
poskozovany ledviny, kiize nebo nervovy systém, a pro tyto
nejcastéjsi formy vznikla skupinova pojmenovani, kterd se objevuji
v medicinské literature:

- ,monoclonal gammopathy of cutaneous significance”[6];
- ,monoclonal gammopathy of renal significance” [7];
- ,monoclonal gammopathy of neurological signifikance” [8].

V roce 2018 kolektiv odborniki zamérenych na oblast monoklo-
nalnich gamapatii, mezi nimiz byl opét Robert Kyle z Mayo Clinic
a dalsi znamé osobnosti z USA a Evropy, navrhl novy zastfesujici
termin, ,monoclonal gammopathy of clinical significance (MGCS),
neboli - monoklonalni gamapatie klinického vyznamu”. Tento
nazev vznikl jako mezinarodni konsenzus odborniki na monoklonaini
gamapatie [9].

Termin ,monoklondlni gamapatie klinického vyznamu” je zastre-
Sujici ndzev (destnik) pro velkou skupinu patologickych stavd, v je-
jichz etiopatogenezi mé zasadni roli monoklondlni imunoglobulin
nebo jeho ¢asti a u nichz se osvédcila 1é¢ba potlacujici tvorbu toxic-
kého monoklonalniho imunoglobulinu. Ma tedy i svdj dopad pro
terapii.

Navrh nové klinické jednotky MGCS byl poprvé zvefejnén
v roce 2018 [9]. Edukacni kniha, vydavana pravidelné u pfilezitosti
sjezdd Americké hematologické spole¢nosti, obsahovala v roce
2020 kapitolu vénovanou této jednotce [10]. Termin MGCS byl tedy
akceptovan Americkou hematologickou spole¢nosti.

Pomérné velky pocet publikaci s tématem ,monoclonal gammo-
pathy of clinical significance”, ktery se objevil po roce 2020, signalizuje
pfijeti tohoto skupinového oznaceni mezinarodni odbornou
vefejnosti. Stanoveni diagnézy ,monoklondini gamapatie klinického
vyznamu” jehoz definici uvadi tab. 1 je v mnoha pfipadech indikaci
k cilené lé¢bé.

Fermand a spoluautofi v prvni publikaci z roku 2018 jednotku
MGCS ¢lenili dle znamého ¢i predpokladaného patofyziologického
mechanizmu poskozeni organizmu [8]. Toto ¢lenéni je vtésnano do
tab. 2A a 2B. Jejich déleni obsahuje tyto podskupiny:

- poskozeni organizmu vznikla vlivem depozit M-lg, nebo jeho &asti,
ve formé amorfni, krystalické, mikrotubularni anebo ve fibrilarni
formé;

- poskozeniorganizmu vznikd protilatkovou aktivitou M-lgnamitenou
proti tkanovym antigendm (autoantigendm);

- poskozeni organizmu vznika tvorbou imunitnich komplex, jejichz

soucasti je M-lg s naslednou aktivaci komplementu;
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Tab. 1. Definice monoklonalni gamapatie klinického vyznamu (monoclonal gammopathy of clinical significance - MGCS).

V histologickém a cytologickém vysetieni kostni diené neni nalez odpovidajici morfologickym kritériim MM ¢i MW anebo jiné maligni
lymfoproliferaci, pocet klonélnich plazmocytt je, stejné jako u MGUS, nizsi nez 10 %.

Je pfitomna kompletni molekula M-Ig nebo alespon klondini lehké fetézce.

V etiopatogenezi poskozeni organizmu byla prokazana klicova role monoklonalniho imunoglobulinu. V pfipadech potlaceni jeho pro-
dukce repara¢ni mechanizmy vedou k Gstupu patologickych zmén [9,10].

- poskozeni organizmu vznikd zvysenou tvorbou cytokinG (inter-
leukin®) a M-Ig s touto zvysenou tvorbou néjak souvisi, podrobnéjsi
patofyziologie téchto procest neni znama;

- patofyziologie poskozeni organizmus zatim vibec neni zndma.

Druhé mozné ¢lenéni MGCS je dle dominujici organové ¢i tkanové
lokalizace poskozeni. To bylo pouZito v jiné publikaci z roku 2018
taktéz autord z Mayo Clinic a je obsazeno v tab. 3 [11].

Zavedeni klinického terminu MGCS ma zésadni vyznam pro terapii,
oznacuje jednotky, které ve vétsiné pfipadud jsou lécitelné stejnymi
léky, jako maligni choroby tvofici stejny typ monoklonalniho
imunoglobulinu (mnohocetny myelom nebo Waldenstromova
makroglobulinémie), to jiz uvedli autofi tohoto navrhu v roce
2018 v ndzvu své prace:

»~Monoclonal gammopathy of clinical significance: a novel concept
with therapeutic implications” [9,10].

Prijetim této diagnézy do mezindrodni klasifikace nemoci by
vznikla i nova diagndza pro testovani a registraci novych Iéciv!
V soucasnosti je vzdy nutno u téchto chorob zadat revizni Iékare
o schvaleni Ghrady 1écby.

Lécba poruch spadajicich pod zastresujici termin ,monoklo-
nalni gamapatie klinického vyznamu”: V soucasnosti je v pfipa-
dech MGCS doporucovana ,clone-directed strategy” neboli 1é¢ba,
ktera cili na nebezpecny maly B-lymfocytérni ¢i plazmocytarni klon,
ktery tento toxicky M-Ig produkuje [9,10]. Informace o [é¢bé se od-
vozuji z publikovanych zkusenosti s [é¢bou jednotlivych pacient( ¢i
malych soubori nemocnych. Pouze |é¢ba pacientll s primarni sys-
témovou AL amyloidézou byla testovana v randomizovanych klinic-
kych studiich a tyto zkusenosti je mozno vztahnout i na jiné jednotky
z této skupiny.

Druha moznost [écby v pfipadech poskozeni organizmu kompletni
molekulou monoklonalniho imunoglobulinu, ktery svoji vazbou
na télu vlastni antigeny a bunky aktivuje patologické procesy,
je opakované podavani intravendznich imunoglobulint (IVIG)
vimunomodulac¢nich davkach [9,10].

Lécba nitrozilnimi imunoglobuliny: Imunomodula¢ni dévka
nitrozilné aplikovanych IVIG je 2 g/kg hmotnosti pacienta, zatimco
substitu¢ni davka, ob¢as podavana pacientdm s mnohocetnym
myelomem, B-CLL ¢i Waldenstromovou makroglobulinémii, je
obvykle jen 20g 1x za 28 dni

Lécba imunomodula¢ni dévkou IVIG je 1é¢bou udrzovaci, a proto
je nutno ji aplikovat dlouhodobég, obvykle v 28dennich intervalech,

do doby, nez se objevi jiny ucinny Iék, ktery pomuze eradikovat
monoklondlni imunoglobulin. Efekt |é¢by imunomodulaénimi
davkami IVIG se vysvétluje inhibici autoprotilatkové aktivity
monoklonalniho imunoglobulinu, zdsahem do komplementového
systému a modifikaci bunécné odpovédi.

»Cilena lé¢ba” (,clone-directed strategy”): Lé¢ba muze ,cilit”
na nebezpecny maly klon, ktery tento toxicky M-Ig produkuje.
A zde je tfeba rozlisit gamapatie tvorici monoklonalni IgM, tedy
lymfoplazmocytéarni typ MGUS od monoklonalnich gamapatii dalsich
typl. V pfipadé lymfoplazmocytarniho typu MGUS jsou zakladem
lé¢by antiCD20 protildtky (rituximab, pfipadné obinutuzumab)
s kortikoidy a ptipadné cyklofosfamidem nebo bendamustinem.
V pfipadé non-IgM MGUS jsou popsany lé¢ebné Uspéchy po stejnych
lécich, jaké se aktualné pouzivaly a pouzivaji pro lé¢bu mnohocetného
myelomu. V roce 2023 se za nejucinnéjsi 1é¢bu povazuji kombinace
obsahujici daratumumab ale k dispozici budou i dalsi terapeutické
antiCD38 monoklondlni protilatky, vhodné i pro diagnézu MGCS.
Pro malou incidenci téchto chorob jsou informace o 1écbé dostupné
pouze z popist jednotlivych pfipadd a malych soubord pacientd.
Pouze v ptipadé AL-amyloiddzy, kterd ze skupiny chorob patticich pod
skupinové oznaceni,monoclonal gammopathy of clinical significance”
je nejcastéjsi, se podafilo prokazat v randomizovanych klinickych
studiich lepsi Ucinek |é¢ebné kombinace s daratumumabem oproti
|é¢bé neobsahujici daratumumab, a to jak z hlediska hematologické
|é¢ebné odpovédi, tak z hlediska organovych lé¢ebnych odpovédi.
Zavér:Termin,monoklonalnigamapatieklinickéhovyznamu-MGCS”
byl navrzen v roce 2018 [9,10] klinickymi |ékafi a obsahuje podstatné
vice jednotek nez 5. vydani WHO klasifikace plazmoceluldrnich
chorob z roku 2022 [12].

Shrnuti vSech forem poskozeni monoklonalnim imunoglobulinem
pod zastfesujicim terminem MGCS by mélo zlepsit znalost
epidemiologie MGCG diky nové vznikajicim registrdim.

Prijeti této skupinové diagndzy mélo vyustit v registraci novych
16k i pro tento typ chorob, protoze pacienti s poskozenim
organizmu monoklondlnim imunoglobulinem maji prospéch
z nejucinnégjsi lé¢by potlacujici tento maly nemaligni klon, podobné
jako pacienti s mnohocetnym myelomem nebo s Waldenstromovou
makroglobulinémii.
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Organizovana struktura depozit M-Ig

Klinicka jednotka Ultrastruktura depozit

Al-amyloid6za fibrilarni

typ | kryoglobulinémie mikrotubuldrni nebo krys-

talicka

imunotaktoidni mikrotubularni

glomerulopatie

ziskany Fanconiho syndrom krystalicka

crystal storing histiocytosis krystalicka

krystalova keratopatie krystalicka

Neorganizovana struktura depozit M-igM

Tab. 2A. Monoklonalni gamapatie klinického vyznamu zptisobena depozity kompletni molekuly monoklonalniho
imunoglobulinu anebo jeji ¢asti v organizované anebo neorganizované formé. Upraveno dle definujici publikace

Charakteristika vyvolavajici
monoklonalni gamapatie

CLL-like klonalni proliferace v 50 %

Nejcastéji postizené organy

lambda LC (75 %)
kappa LC 25 %
M-IgM pod 10 %

M-IgG nebo M-IgM

systémova (srdce v 80 %, ledviny
v 70 %

systémové klize +++m, ledviny,
periferni nervy

ledviny

kappa FLC > 90 % ledviny, proximalni tubulopatie

cast VK1
kappa FLC systémové (ledviny, kornea, klouby,
lymfaticka tkan)
M-1gG kornea

MIDD

Proliferative Glomerolonefritis
with Monoclonal Immunoglo-
bulin Deposits

neorganizovana depozita

acroglobulinosis

LCDD: (pouze FLC, v 80 % kappa
VK1 a VK4
HCDD: truncated HC obvykle
gama 1 agama 3
LHCDD: FLC+truncated HC

obvykle M-IgG3

M-IgM

systémové (ledviny ve 100 %
depozita v glomeruldrni a basélni
membrané, jatra ve 30 % srdce
ve 30 %

ledviny

klze (dermis)

CLL - chronicka lymfatickd leukémie; GOMMID - glomerulonefritida s organizovanymi mikrotubularnimi depozity M-IgM; HCDD - heavy-
-chain deposition disease; LCDD - light chain deposition disease; LHCDD - light- and heavy-chain deposition disease
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Tab. 2B. Monoklonalni gamapatie klinického vyznamu a jeji projevy zplisobené vazbou M-Ig na autoantigeny
a dalsimi mechanizmy. Upraveno dle publikace Fermand et al. (2018) [9].

Protilatkové aktivity

typ Il smiSena kryoglobulinémie

ziskany angioedém, ziskany
deficit C1 inhibitoru

Von Willebrand disease

bulézni kozni onemocnéni

Cold Aglutinin Disease

IgM periferni neuropatie

CAP (complement alernative
pathway activation)

Mechanizmus

monoklonalni IgM se vaze na
polyklondlni IgG

C1 inhibitor

protilatka proti vW faktoru aj.

vazba M-IgA na dermoepider-
malni junkci

vazba M-IgM na erytrocyty

vazba M-IgM na antigeny peri-
fernich nervli (MAG)
nejasny mechanizmus, ziejmé
M-lg namiteny proti regulac-
nimu proteinu

Nejasna souvislost M-lIg s nadprodukci cytokint

POEMS syndrom

Zatim neobjasnéné mechanizmy

Capillary Leak Syndrome
TEMPI syndrom

neutrofilni dermatéza

ziskané onemocnéni ,Cutis Laxa”

skleromyxedém
skleredém

syndrom Schnitzlerové

sporadic late onset nemaline
myopathy

VEGF

ziskana autoinflamatorni choro-
ba s deregulaci IL-1

Hlavni charakteristika
monoklonalni gamapatie

M-IgM

M-IgM

M-IgM
M-IgA,

M-IgM

M-IgM

M-1gG

lambda LC téméf vzdy, v 50 %
M-IgA
osteoskleroticka kostni loziska

M-IgG, vzacné M-IgA
M-lgG
M-IgA > 80 % vyjma Sweet
syndromu
do této kategorie patii pyo-
derma gangrenosum, Sweet
syndrom, Subcorneal Pustular

Dermatosis a Erythema Eleva-
tum Diutinum

M-IgG casto spole¢né
sgama HCDD

M-lgG
M-IgG
M-IgM

dominantné M-IgM

Nejcastéji postizené organy

imunitnimi komplexy zplso-
bena vaskulitida s poskozenim
kdze, ledvin perifernich nervid

angioedém

krvaceni

kozni puchyre typu pemphigu

chladem indukovana intravasku-
larni hemolyza

ataxicka polyneuropatie

ledviny

periferni nervy ve 100 %, ale i
dal3i manifestace

systémové
systémové

kozni projevy rlizného typu

kozni, ale i dalsi plice a travici
trakt

kize a dalsi lokalizace
pouze klize

kaze, systémové priznaky +
osteoskleroticka loziska

poskozeni kosternich svald

CAP - Complement Alternative Pathway; CANOMAD - Chronic Ataxic Neuropathy Opthalmoplegia, Monoclonal IgM, Cold aglutinins, Antidisi-
alosyl antibody; HCDD - Heavy-Cain Deposition Disease; POEMS - Polyneropathy, Organomegaly, Endocrinopathy, Monoclonal gammopathy,
Skin disorders; TEMPI - Teleangiectasia, Erytrocytosis with elevated erytropoetin level, Monoclonal Gammopathy, Perinefritic fluid collection,

Intrapulmonary shunting
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Upraveno dle Go RS a Rajkumar SV (2018) [11].

Nazev jednotky Klinicka charakteristika jednotky
Kozni formy poskozeni organizmu monoklonalnim imunoglobulinem

ziskany angioedém, neboli ziskany opakované ataky angioedému bez kopfiv-
deficit C1 inhibitoru ky ¢i pruritu
kryoglobulinémie akrocyanoéza, purpura, kozni ulcerace,

periferni neuropatie, artralgie,
glomerulonefritida

nekrobioticky xantogranulom Zluto-oranzové papule/plaky nékdy
Xantoma planum s ulceraci. Lokalizace na vicku zpUsobuje
proptézu, ale lokalizace muize byt kdekoliv,
jatra, kardiopulmonalni systém

syndrom Schnitzlerové ataky koprivky s bolesti kosti, koznimi zmé-
nami a znamkami zanétlivé reakce,

skleromyxedém voskovité papuly nebo plaky, artralgie,
muze byt i restriktivni plicni porucha

skleredém infiltrace podkoZi mucinovymi hmotami
ztuhnuti kiiZe obstipace

Cutis Laxa (volna kdze) naruseni elasticity kiize

Endokrinologické poskozeni monoklonalnim imunoglobulinem

inzulinovy autoimunitni syndrom epizodické stavy zmatenosti, poceni zavra-
té, letargie, palpitace, kiece
prosté znamky hypoglykémie.

Hematologické formy poskozeni monoklonalnim imunoglobulinem

ziskany von Willebrand@v syndrom modfiny, krvaceni z mukdz, krvéceni do
mékkych tkani vlivem snizené koncentraci
faktoru 8
ziskany atypicky hemolyticko-uremicky anémie, selhani ledvin
syndrom
nemoc chladovych aglutinind akrocyanoza, aglutinace erytrocytt v chla-

du, intravaskularni hemolytickd anémie,
vétsinou IgMk-MGUS ¢i MW

TEMPI syndrom teleangiektazie, erytrocytdza, zvysend
hladina erytropoetinu, MGUS, perinefrické
kolekce tekutin a intrapulmonalni zkraty

Tab. 3. Clenéni po3kozeni organizmu monoklonalnim imunoglobulinem dle dominujici organové lokalizace.

Patofyziologie vzniku poskozeni

protilatky proti inhibitoru C1 esterazy

precipitace M-lg nebo vazba M-IgM na polyklondlni
IgG v chladu s tvorbou imunokomplext
dasledkem jsou pak vaskulitidy ¢i hyperviskozita

nejasna, spekuluje se ze M-Ig se véze na lipopro-
teiny a tyto komplexy akumuluji pénité histiocyty
(foamy cells).

nejasny mechanizmus

nejasny, mozna stimula¢ni role M-Ig na tvorbu
mucinu a fibrézy

nejasny, mozna stimula¢ni role M-Ig na tvorbu
mucinu a fibrézy, podobné jako u tyreoidni orbi-
topatie, kde je ale mucin produkovan jen lokalné
v orbité

nejasny mechanizmus

M-lg se vaze na inzulin. Vysledna hyperglykémie
podporuje dalsi uvolnovani inzulinu
nakonec pro nadbytek inzulinu dochazi
k hypoglykémii

M-lg namiteny proti von Willebrandovu faktoru
s jeho naslednym odstranénim nebo interference
s jeho vazbou na trombocyty ¢i kolagen

M-lg zasahuje do alternativni cesty aktivace kom-
plementu

M-IgM namitené proti antigenu erytrocytu i,
v chladu dojde k navézani a akrocyandze a na to
navaze komplementem mediovana hemolyza

nejasna
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Tab. 3 - pokra¢ovani. Clenéni poskozeni organizmu monoklonalnim imunoglobulinem dle dominujici organové

lokalizace. Upraveno dle Go RS a Rajkumar SV (2018) [11].

Nazev jednotky Klinicka charakteristika jednotky
Poskozeni ledvin monoklonalnim imunoglobulinem

glomerulopatie vazbou protilatek na
basalni membrénu

hematurie, proteinurie

C3 glomerulonefritida hematurie, proteinurie

nemoc denznich depozit hematurie, proteinurie

(dense deposit disease)

hematurie, proteinurie, zhorseni funkce ledvin,
obvykle pfi lgG-MGUS
hematurie, hypertenze, proteinurie, zhorseni funkce
ledvin, obvykle pfi lgG-MGUS
aminoacidurie, hyperfosfaturie, normoglykemicka

glykosurie, proximalni rendlni tubularni acidéza
obvykle FLC MGUS typu FLC k

fibrilarni glomerulonefritida

imunotaktoidni glomerulonefritida
(immunotactoid glomerulonephritis)

proximalni tubulopatie zplisobena
lehkymi fetézce (light-chain proximal
tubulopathy)

sem patfii Fanconiho syndrom

IgG3k-MGUS. Poskozeni glomerularni
membrany s proteinurii

membranova nefropatie
(membranous nephropathy)

choroba z ukladani monoklonélniho
imunoglobulinu (monoclonal immuno-
globulin deposition disease - MIDD)

hematurie, hypertenze, proteinurie, rendini
poskozeni, nejc¢astéji u k-MGUS

progresivni glomerulonefritida

s depozity M-Ig. (progressive glomerulo-
nephritis with monoclonal immunoglo-
bulin deposits)

hematurie, hypertenze, proteinurie,
poskozeni funkce ledvin
obvykle pfi lgG3k-MGUS

Neurologické poskozeni monoklonalnim imunoglobulinem

CANOMAD chronicka ataxie, neuropatie, oftalmoplegie, pfi IgM-
-MGUS, chladovych aglutininech a anti-disialosylo-
vym protildtkdm
POEMS polyneuropatie, organomegalie, endokrinopatie,

kozni zmény, nejcastéji -MGUS,
demyelinizacni senzitivné-motoricka
polyneuropatie

distalni, demyeliniza¢ni, symetricka neuropatie (ata-
xie, postizeni motorickych vlaken jen mirné), obvykle
pfi IgM-MGUS
svalova slabost a atrofie, kterd m(ize vyustit v respi-
ra¢ni selhani a kongestivni kardidlni selhani

sporadicka ziskana nemalinova
myopatie (sporadic late-onset nemaline
myopathy)

Oéni
kornedlni depozita médi
(corneal copper deposition)

krystalova keratopatie
(Crystalline keratopathy)

snizena zrakova ostrost, difizni nahnédla zbarveni
rohovky, hypercuprémie, ¢asto pfi lgG-MGUS

Snizena zrakova ostrost, opacita rohovky, nej¢astéji
pfi lgGk-MGUS

Jiné formy poskozeni organizmu monoklonalnim imunoglobulinem

opakované ataky anebo chronicky problém: hypovo-
lemicky Sok s generalizovanym edémem a zvy$enym
poctem erytrocytl v krevnim obrazu, zplsobenym
hemokoncentraci

Aquired Capillary Leak Syndrome

histiocytéza s ukladanim krystalt imu-
noglobuling, (crystal-storing histiocyto-
sis neboli monoclonal immunoglobulin
storing histiocytosis)

akumulace histiocytl s depozity imunoglobulinu
v krystalické struktufe postizena byva kostni dfen,
exokrinni Zlazy, ledviny, travici trakt, lymfatické uzliny
aslezina

Patofyziologie vzniku poskozeni

protilatka proti basalni membréné

protildtka proti C3 konvertaze nebo
faktoru B, nebo H nebo | komplementu,
zpUsobujici C3 depozita v glomerulech

protilatka proti C3 konvertaze nebo
faktoru B, nebo H nebo | komplementu,
zpusobuijici C3 depozita v glomerulech

fibrilarni deposita M-lg v glomerulech

mikrotubularni depozita imunoglobulinG
v glomerulech
pfimé toxické poskozeni proximalnich
renélnich tubuld volnymi lehkymi fetézci
(FLO)

protilatka proti A2 receptoru fosfolipazy

granuldrni depozita imunoglobulin(i
v glomerulech

granularni deposita imunoglobulint
v glomerulech

protilatky proti disialosyl gangliosiddm

nejasna

protilatka proti ,myelin-associated
glycoprotein - MAG? gangliosidiim nebo
asialo-GM1

rohovkova deposita M-Ig se silnou
afinitou k médi

kornedlni depozita M-Ig formujicich
krystalické struktury

nejasny mechanizmus

akumulace lehkych fetézcli ve formé
krystalickych struktur v histiocytech
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3. POSTGRADUALNI SEKCE 2

MOZNOSTI V LECBE DIFUZNIHO
VELKOBUNECNEHO LYMFOMU
Z BLYMFOCYTU (DLBCL)

Trnény M.

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

Souc¢asnymi metodami, standardné pouzivanym imuno-chemotera-
peutickym rezimem R-CHOP, Ize vylécit zhruba 60-70 % nemocnych
s DLBCL. Drtiva vétsina viech pokusu o zlepseni vysledk Ié¢by prvni
linie zatim selhala, v posledni dobé se zda, Ze novym standardem pro
|é¢bu DLBCL bude kombinace polatuzumab-vedotin a R-CHP. V ka-
zdém pripadé vsak bude zlstavat 30-40 % nemocnych, u kterych
|écba selze. Jednim z ddvodu je rezistence lymfomu, ¢asna i pozdni

progrese lymfomu. Jednim ze zakladnich problém kontroly one-
mocnéni je Unik lymfomu z dohledu imunitniho systému. Cest k pre-
konani refrakterity lymfomové buriky je nékolik. V prehledu tyto
cesty ukazuje obr. 1.

Prvni cestou je aplikace cilené terapie zalozené na znalosti
patologickych, molekularné biologickych zmén vdrahach lymfomové
bunky. Jako priklad mizeme uvést cilenou terapii zaméfenou na
inhibici BTK (ibrutinib, acalabrutinib, zanubrutinib, pirtobrutinib), PI3k
(idelalisib a dalsi, zatim se zda, Ze tato cesta nebude vyuzivana), NFkB
(bortezomib, lenalidomid), BCL2 (venetoclax), EZH2 (tazemetostat),
MDM2 (KRT-232), XPO1 (selinexor) a dalsi. Ze skupiny téchto lékl zatim
u zadného (s vyjimkou lenalidomidu v kombinaci s tafasitamabem -
viz nize) nebyl schvaleno pouziti v klinické praxi.
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Therapy ,,agnostic” to
molecular biology

- mosunetuzumab 4
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Obr. 1. Trnény M. MozZnosti terapeutického zasahu u DLBCL (modifikovano dle Vodicka, Klener & Trnény, Onco Targets

Ther 2022 Dec 6;15:1481-1501).
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Druhou cestou je vyuziti mechanizmd, které nejsou cilené
ve smyslu zavislosti na mutaci, molekularné biologické zmény
v lymfomové burice. Zde mGzeme najit nékolik cest.

Vyuziti monoklonalni protilatky jako nosi¢e bunécného jedu (ci-
lend chemoterapie). K pouZiti jiz byly schvaleny polatuzumab vedo-
tin (antiCD79b), loncastuximab tesirin (antiCD19) a slibné se jevi zilo-
vertamab vedotin (antiROR1). Testuje se také u vybrané podskupiny
CD30 pozitivnich DLBCL brentuximab vedotin (anti CD30).

Dal$imi moznostmi je jiz zapojeni imunitniho systému, jeho
aktivace. Sem lze zafadit néasledujici cesty, kdyz vybiram ty, které se
jiz uplatiiuji nebo jsou blizko uplatnéni v klinické praxi:

- Vyuzitinahych protilatek protiBbunécnymantigendm.Sem miizeme
zaradit bézné pouzivany rituximab. Ostatni anti CD20 protilatky
jako je ofatumumab, geneticky modifikovany obinutuzumab se
nepouzivaji. Nové schvalenou moznosti je pouziti tafasitamabu
(anti CD19) v kombinaci s lenalidomidem (aktivuje T lymfocyty).

- Vyuziti bispecifickych protilatek (BiAb). Tento pfistup je zalo-
zen zejména na rukrutovani T lymfocytl s vyuzitim vazby
antiCD3 a cilového lymfomového antigenu antiCD20 nebo antiCD19.
Prakopnikem byl blinatumomab (BIiTE - Bispecific T-cell Engager),
ktery se vSak u lymfomu neuplatiuje. Mezi jiz schvélené BiAb patii
antiCD3-antiCD20 mosunetuzumab (schvéleny pro folikularni
lymfom), v prvnipoloviné roku se ocekava schvaleniglofitamabu (pro
DLBCL), probihaji studie v pomérné pokrocilé fazi s epcoritamabem,
odronextamabem a dal3imi. Z protildtek zaméfenych na jiné burky,
nez T lymfocyty je mozné zminit mechanizmus, kdy bispecificka
protilatka je zamérend na dva antigeny na povrchu lymfomové
bunky - napt CD47 a CD19 a aktivuje pomoci Fc fragmentu na
protilatkach zavislé cytotoxické bunky (ADCC). K piekonani off target
nezadoucich ucinkd byl vytvoren koncept antiCD47 a antiCD20 bez
Fc fragmentu, coz vede k fagocytoze bunék exprimujicich oba
antigeny.

- Vlyuziti CAR T-cell - T lymfocytd vybavenych chimerickym antigen-
nim receptorem. Tento koncept znamenal jeden ze zdsadnich pre-
lom( v terapii relapst DLBCL. Pro terapii 2. linie je Evrop&/CR regis-
trovan pfipravek liso-cel, pro terapii 3. a dalsi linie pfipravek liso-cel
a tisa-cel. Pfi volbé této terapie je nutné velmi peclivé zvazit fadu as-
pektd, tak aby lé¢ba byla provedena v adekvatnim timingu a u od-
povidajiciho pacienta.

« Vyuzitiinhibitordimunitnich kontrolnich bod{ (immune checkpoints
inhibitors). Az na jednotku primarniho mediastinalniho B lymfomu
nepfinesly studie testujici imunitni tyto protilatky u DLBCL pozitivni
vysledky. Ani plGvodné slibné vysledky s pouzitim protilatky
antiCD47 nebyly jednoznacné potvrzeny, a proto se hledaji dalsi
cesty (viz napf. vyse uvedena bispecificka antiCD47 a antiCD19 (20)
protilatka).

S otevirajicimi se moznostmi [é¢it nemocné s vyuzitim aktivace
imunitniho systému stéle vice vstupuje do popredi nutnost testovat
sekvence jednotlivych lé¢ebnych krok(, vzdy si klast otdzku, jak
zvolit co nejucinnéjsi cestu a zaroven neblokovat moznost pouziti

dalsich krok, ukaze-li se to nutné v budoucnu.
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ENHANCING CURE FOR PATIENTS WITH
ADVANCED HODGKIN LYMPHOMA
Bachanova V.

University of Minnesota

In this presentation we will review the most up-to-date evidence on
the management of classical Hodgkin lymphoma (cHL) patients with
advanced disease and current therapeutic landscape with emphasis
on novel agents.

cHL is among the most curable malignancies in adults with 5-year
overall survival approaching 80% in 2020. The standard treatment
for advanced disease relies on multi-agent chemotherapy such as
ABVD and BEACOPP and can be risk-stratified based on PET scan
and early chemosensitivity. In past decade, the treatment paradigms
for patients with Hodgkin lymphoma has been challenged by the
discovery of novel immunotherapies and attempts to minimize the
long-term toxicities.

Antibody drug conjugate brentuximab vedotin (BV) which
targets CD30 antigen and a new class of antibodies which inhibit
the programmed death ligand-receptor (PD-L) pathways in T-cell
tumor interactions have been rationally designed for powerful
antitumor killing. Agents BV, pembrolizumab and nivolumab have
demonstrated remarkable single agent clinical efficacy in patients
with relapsed/refractory cHL. Therapeutic margin, dosing, dose
modification recommendations and side effects profile has been
established and well described in the pivotal studies. Recently, Phase
3 randomized clinical trial Keynote-204 compared pembrolizumab
to BV in patients who relapsed or were not candidates for AHCT.
The results demonstrated superior progression-free survival and
improved health related quality of life with pembrolizumab. We will
also review results of clinical trials of novel agents combined with
established chemotherapeutics in cHL patients who failed standard
therapies.

Given the favorable tolerance and lack of genotoxic potential, novel
agents have been eagerly evaluated in front-line setting. ECHELON
1 is randomized phase 3 practice changing trial which incorporated
BV to front line chemotherapy (BV + AVD) for patients with advanced
HL compared with Bleomycin + AVD. BV also replaced bleomycin in
the most recent German Hodgkin Study Group HD21 clinical trial.
SWOG 51826, a large randomized phase llI trial of Nivolumab + AVD
vs. BV + AVD is expected to enroll over 900 patients with newly dia-
gnosed advanced stage HL. Results of this trial are expected to define
a new standard of care for cHL front-line therapy.

About 20% of classic HL patients relapse after frontline therapy.
Salvage chemotherapy and autologous hematopoietic stem cell
transplant (AHCT) can expect to cure approximating 65% patients.
AEHTERA trial applied the strategy of BV maintenance for up to 1 year
post AHCT and demonstrated significant improvement in PFS. This
strategy has been corroborated in recent real world retrospective
analysis of large cohort of 880 AHCT recipients which included cHL
patients from Czech Lymphoma Registry. This analysis independently
confirmed that BV consolidation led to superior PFS and OS in patients
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with at least one high risk feature such as extranodal disease, early
relapse or lack of remission after front-line therapy.

Lastly, we will review the experimental therapies currently being
developed for cHL patients with CPl and BV refractory disease and
role of allogeneic HCT.

RELABOVANY A REFRAKTERNI
FOLIKULARNI LYMFOM - NOVA GENERACE
IMUNOTERAPIE

Prochéazka V.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Folikuldrni lymfom (FL) je nejcastéjsim podtypem indolentniho
lymfomu, ktery predstavuje pfiblizné 20 % vsech piipadd lymfomi
ve Spojenych statech a Evropé. Nemocni, ktefi spliuji kritéria tzv
velké nadorové masy (high tumor burden — HTB) jsou indikovani
k podéni systémové chemoterapie (CHOP, bendamustin) s pfidanim
anti-CD20 monoklonalni protilatky (rituximab, obinutuzumab) a ti,
ktefi dosdhnou lécebné odpovédi pak i k udrzovaci imunoterapii [1].

Historicky pfispélo zavedeni protildtek k vyznamnému zlepseni
vysledk( Gvodni terapie. Pres fakt, Ze vék nemocnych pfi diagnéze
dosahuje 63 let, 90 % pacientl nyni preziva déle nez 5 let a median
preziti dosahuje 14 let [2].

U vétsiny pacientd s FL nakonec dojde k relapsu onemocnéni
amoznostilécby v tomto pFipadé velmi zavisi na stavu vykonnosti, tizi
onemocnéni, ptipadné pfitomnosti Richterovy transformace a délce
trvani odpovédi po lé¢bé prvni linie. U pacient(, ktefi dostavali
chemoimunoterapii jako lé¢bu prvnilinie FL, je progrese onemocnéni
do 24 mésicli od zahdjeni |é¢by (POD24) spojena s horsimi vysledky
(5leté OS, 73,5 % oproti 95,4 % u pacientd bez POD24). POD24 se
vyskytuje ptiblizné u 20 % pacientl po chemoimunoterapii prvni
linie [3].

Vybér 1écby FL u nemocnych s POD24 a u pacientl po vice liniich
terapie z(stava pro lékare i pacienty vyzvou. V soucasné dobé je pro
[é¢bu FL ve druhé a tfeti linii k dispozici nebo kratce pred registraci
fada cilenych Ié¢ebnych postupt od malych molekul (inhibitory
PI3K kinazy idelalisib, copanlisib), imunomodulatory (lenalidomid),
inhibitory EZH2 (tazemetostat) a zejména pak terapie zalozena
na T-lymfocytech: CAR-T bunécna terapie a T-bunky aktivujici
bispecifické protilatky [4]. Pravé bispecifické protilatky a CAR-T
bunécnd terapie predstavuje velmi nadéjné lécebné postupy
vyuzivajici imunitu nemocného sofistikovanéjsim zplsobem nez
pravodni imunoterapie.

Axicabtagene ciloleucel (axi-cel) je autologni CAR T-bunécna
terapie zamérena na CD19, schvalend ve Spojenych statech a v Evropé
pro [é¢bu relabovaného nebo refrakterniho (R/R) FL ve teti linii nebo
pozdéji. Studie ZUMA-5 (NCT03105336) byla jednoramenna studie
faze 2 hodnotici axi-cel u R/R FL nebo lymfomu margindlni zény [5].
Zarazeni pacienti absolvovali v medianu 3 predchozich linie terapie.
Do této studie bylozafazeno 124 pacientt s FL, pficemzmira celkovych
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odpovédi (overall response rate — ORR) Cinila 94 % a mira kompletnich
odpovédi (complete response — CR) 79 %. Median trvani odpovédi byl
38,6 mésice pfimedianu 30,9 mésice sledovani pacientd s FL. Srovnani
vysledkd srovnatelnych (propensity-score matching) nemocnych ze
studie ZUMA-5 s nemocnymi lé¢enymi standardnimi postupy studie
SCHOLAR-5 ukazalo jasny benefit CAR-T terapie nad konven¢ni
lé¢bou [6]. Preparat tisagenlecleucel (Tisa-cel) dosahl ve studii
faze 2 ELARA srovnatelnych vysledkl s 69,1 % CR a celkovou mirou
lé¢ebnych odpovédi 86,2 %. Cetnost vyskytu syndromu uvolnéni
cytokint (cytokine-release syndrome — CRS), neurologickych pfihod
a syndromu neurotoxicity spojené s imunitnimi efektorovymi
burikami (ICANS) byla béhem 8 tydnl po infuzi 48,5 %, 37,1 %
a 4,1 %, pficemz nebylo hlaseno zadné Uumrti souvisejici s [écbou.
Tyto vysledky naznacuji, ze tisagenlecleucel je bezpecnou
a uc¢innou moznosti |écby pro extenzivné predlécené, rizikové
pacienty [7].

Navzdory vysoké mife odpovédi muize byt terapie CAR T-burikami
podavana pouze v akreditovaném lécebném centru, vyzaduje
hospitalizaci a mdze vést k akutni (syndrom uvolnéni cytokin(,
neurotoxicita i dlouhodobé (cytopenie, hypogamaglobulinemie)
toxicité.

Pouziti bispecifickych protilatek CD3 x CD20, jako jsou mosune-
tuzumab a glofitamab, pro 1é¢bu R/R FL je obzvlasté zajimavé vzhle-
dem k okamzité dostupnosti (offthe shelf product) a k vybornym pred-
béznym udajlim o ucinnosti. Ve studii faze 1b/2 (NCT02500407) [8]
dostavali pacienti s R/R B-buné¢nym lymfomem mosunetuzumab
v monoterapii az 17 cykl. Po medianu 14,4 mésice trvani studie byla
ORR 68 %, median trvani odpovédi 20,4 mésice a median ¢asu do pro-
grese 11,8 mésice u pacientl s FL[9]. CRS se vyskytlu 14 pacient (23 %)
a vétsinou byl stupné 1 nebo 2 (n = 13). Mosunetuzumab je také hod-
nocen ve studii faze 1b/2 (NCT03671018) v kombinaci s polatuzumab
vedotinem, konjugatem protildtky CD79b, u pacientt s R/R B-bunéc¢-
nym lymfomem. U pacientd s FL (median 3 predchozich linii 1écby) je
ORR 100 % (n = 3) pfi medidnu 9,6 mésice sledovani [10]. Glofitamab,
dalsi bispecificka protilatka CD20 x CD3, rovnéz prokazala vysokou
efektivitu. Nemocni dosahovali az v 70 % kompletni metabolickou
odpovéd (81% ORR). Nejcastéjsim nezaddoucim ucinkem byl CRS, ktery
se vyskytl u 66 % pacient(, pficemz vétsina pfipadl byla stupné 1
nebo 2 [11].

Aplikace novych, sofistikovanych postupl vyuzivajicich T-lym-
focytérni imunitu nemocnych, pfedstavuje mimoradné perspektivni
|é¢ebnou modalitu u relabovanych a téZce predlécenych nemocnych.
Nové postupy jsou ,agnostické” k dosud podané terapii a neptiznivym
genetickym zménam, nicméné vyzaduji peclivy management
nezadoucich Ucink( spojenych s aktivaci imunity a v pfipadé
CAR-T lymfocytd také zvladnuti logistiky a spravného nacasovani
1é¢by.

Podporeno: MZ CR - RVO (FNOI, 00098892).
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4. MEET THE EXPERTS - PRESNA DIAGNOSTIKA
A CILENA LECBA PACIENTU S CLL V REALNE

KLINICKE PRAXI

LECBA CHRONICKE LYMFOCYTARNI
LEUKEMIE U NEMOCNEHO S PATOGENNI
GERMINALNI VARIANTOU GENU RBI
Panovska A.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Bialelickd inaktivace tumorsupresorového genu RB7 vede u nositele
ke vzniku retinoblastomu, ktery je nejcastéjsim nitroo¢nim nadorem
u déti. U nemocného soucasné zvysuje riziko rozvoje dalSich malignit,
nejcastéji osteosarkomu, melanomuanadorlivychézejicich zepitelialni
tkané. U pacientll nesoucich patogenni germinaini variantu genu
RBT1 je podani chemoterapie nebo radioterapie povazovano za rizikové
a muUze dale pfrispivat ke vzniku sekundarnich malignit. Pfedmétem
sdéleni bude pfipad mladého muze, ktery byl v détstvi |é¢en pro
retinoblastom obou oc¢i a v dospélosti indikovan k 1é¢bé chronické
lymfocytarni leukemie (CLL). Zatimco v sou¢asnosti méme v Ceské
republice v rdmci terapie prvni linie k dispozici 1écebné pristupy
prosté chemoterapie, v lednu 2017, kdy byl nemocny referovan na
nase centrum, byla situace komplikovanéjsi. Uskali volby terapie prvni
linie i naslednych relapst CLL a komplikace, které se v pribéhu let
u pacienta objevily, budou podrobné diskutovany béhem prezentace.

PSEUDO-RICHTEROVA TRANSFORMACE
UNEMOCNEHO S RELABOVANOU
CHRONICKOU LYMFOCYTARNI LEUKEMIT
LECENEHO IBRUTINIBEM - KAZUISTIKA
Simkovi¢ M., Kamaradova K.'?, Kaparova P2, Vodarek P!, Ecsiova D.,
Smolej L.

"IV.interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové
2Fingerlanddv Ustav Patologie, LF UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: Inhibitory Brutonovy kinazy a proteinu Bcl-2 zlepsily preziti
nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL). Vpfipadech
Richterovy transformace (RT), kdy CLL progreduje do agresivni
lymfoproliferace, typicky ve formé difuznihovelkobunééného
B-lymfomu (DLBCL), je vSak progndza nadéle neptizniva a moznosti
|é¢by jsou omezené, coz vede kekrdtkému preziti. Histologické
vysetfeni ma zasadni vyznam pro odliseni Richterovy transformace od
CLL, protozeterapeuticky pfistup k Richterové transformaci se od |é¢by
CLL vyrazné lisi. V recentné publikované praci (Slonim et. al, BJH 2020)
byly popsény pfipady s klinickymi a morfologickymi rysy RT, které se
vyvinuly po pferudeni lé¢by ibrutinibem. Obnoveni 1é¢by ibrutinibem

vsak vedlo ve viech pfipadech k vymizeni klinickych pfiznakd a ve tfech
piipadech povysetieni potvrdilo patologickou regresi na CLL/SLL.
Popis pFipadu: 74lety muz byl od biezna 2020 |écen ibrutinibem pro re-
labovanou CLL. Efekt terapie byl pfiznivy, bylodosazeno parcidlni remise
a vyjma neutropenie se lé¢ba obesla bez jinych nezddoucich Gcinkd.
Ibrutinib byl podavanjako ctvrtd l1écebna linie, které predchazely che-
moimunoterapeutické rezimy 6x FCR (2012), 6x BR (2016), 2x RCD (2018)
abiologicka lécba R-idelalisib (2018-2020). Prognostické ukazatele byly
nepfiznivé: nemutovany stav IGHV a delece genu ATM (11g22.3). Delece
ani mutace genu TP53 viak prokazéna nebyla. V lednu 2023 byla u ne-
mocného diagnostikovanarecidiva sekundarni malignity. Konkrétné se
jednalo o spinocelularni karcinom kize, pro ktery podstoupil chirurgic-
kyvykon. Po kratkém preruseniibrutinibu byl ve snaze o radikalIni chirur-
gické feseni odstranén tumor na levé tvéfi azaroven byla provedena pro-
fylaktickd lymfadenektomie na krku. Dle prvniho histologického ¢teni
byla z uzliny stanovenadiagnéza RT. Tento nalez byl oviem v rozporu
s klinickym obrazem, kdy byly pfitomny pouze drobné (do 15mm) ne-
progredujici uzliny. Dle CT/PET nebyla prokazana jind FDG avidni lymfa-
denopatie. Hodnota LDH byla jen mirnézvysena. Z naseho pohledu se
jednalo o ndhodny histologicky nélez a po konzultaci s patologem byla
uzavieno, ze nalezsplnuje obraz Pseudo-Richterovy transformace. Ne-
mocny aktualné pokracuje v terapii ibrutinibem a je planovanaradiote-
rapie v rdmci lécby spinocelularniho karcinomu.
Zavér: Nase kazuistika poukazuje na dlleZitost spravné diagndzy
k rozliseni mezi skute¢nou RT a pseudotransformaci upacientt s CLL,
u nichz dochazi k progresi onemocnéni pti do¢asném preruseni
|é¢by cilenym inhibitorem. Zatimcokonven¢ni RT vyZaduje agresivni
imunochemoterapii, pseudotransformaci Ize tcinné lécit obnovenim
|é¢bytyrozinkindzovym inhibitorem. Proto pro stanoveni piresné
diagndézy je nezbytné poskytnout patologovi komplexniklinické
informace o pacientovi, v¢. podrobnosti o preruseni lé¢by kinazovym
inhibitorem.

Podporeno DRO (UHHK, 00179906) a programem Cooperatio,

vyzkumnd oblast ONCO.

CHRONICKA LYMFOCYTARNI LEUKEMIE
A AUTOIMUNITNI CYTOPENIE

Spacek M.

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

Pacienti s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL) maji defekt

na urovni humoralni i buné¢né imunity, coz se projevuje napf.
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hypogammaglobulinémii, alteraci poctu a funkce T-lymfocytérnich
subpopulaci apod. Komplexni porucha imunitni funkce vede
ke zvysenému riziku zavaznych infekci, dalsich malignit a také
vzniku autoimunitnich onemocnéni. Ta se mohou vyskytnout az
u 25 % nemocnych a zpravidla se jednd o autoimunitni cytopenie.
Nejcastéjsi je autoimunitni hemolytickd anémie (AIHA), ktera je
vice asociovana s pokrocilejsimi stadii CLL. Dalsi ¢astou komplikaci
je imunitni trombocytopenie (ITP), kterou naopak vice vidame
v ¢asnéjsich stadiich CLL. V nékterych pfipadech se AIHA a ITP mohou
u jednoho pacienta vyskytnou oboji v pribéhu nékolika let, jindy
se objevi i zaroven, coz se oznacuje jako Evansdv syndrom. Klinické
stadZovaci systémy podle Bineta a Raie nerozlisuji, zda je anémie ¢i
trombocytopenie zplsobena leukemickou infiltraci kostni dfené,
nebo se jedna o AIHA/ITP. Rada praci ale ukazuije, Zze napf. pacienti ve
stadiu Binet C primarné z dGvodu AIHA/ITP maji lepsi prognézu, nez
nemocni ve stadiu Binet C z dlvodu infiltrace kostni dfené. Nicméné
pfitomnost autoimunitni cytopenie ma celkové nepfiznivy dopad na
preziti pacientl s CLL, ktefi maji kratsi ¢as do zahajeni terapie a vyssi
morbiditu vyplyvajici z anémie, krvéceni, nutnosti opakovanych
transfuzi, rizika infek¢nich komplikaci v dlsledku imunosupresivni
|é¢by apod.

Diagnostika sekundarni ITP byvéa casto komplikovanéjsi nez
v pfipadé AIHA. Jednd se o diagndzu per exclusionem, a proto je
v nékterych pfipadech odliseni imunitni trombocytopenie od
trombocytopenie zplsobené CLL obtizné. Navic u fady pacientl se
mohou na vzniku trombocytopenie podilet oba tyto faktory zaroven.
V pfipadé nahlého vzniku trombocytopenie bez znamek aktivity
CLL je pravdépodobnéjsi pficinou ITP, ale na druhou stranu se i ITP
muze rozvijet pomalu v fadu mésict ¢i déle. V nékterych pripadech
muze pomoct vysetieni kostni diené ¢i dalsi pomocna vysetieni
jako je nezrala frakce trombocytd, protilatky proti trombocytdm
apod. Zahdjeni a vybér prvni linie terapie u sekundarni ITP se fidi
obecnymi doporucenimi pro [é¢bu ITP. Tzn. terapie je vétSinou
indikovéna pii poklesu trombocytl pod 30x10%1 nebo pti krvacivych
projevech. Zahajuje se zpravidla kortikoterapie (napf. prednison
1mg/kg/den) s postupnou detrakci. Rozhodné se nedoporucuje
dlouhodobé podavani vysokych davek kortikoidli (prednison nad
5mg/den). Steroid-refrakterni ITP, resp. ITP Spatné odpovidajici na
kortikoterapii, je podle mezinarodnich doporucenijizindikaci k 1é¢bé
CLL. Rada pacient(i mdze profitovat zejména z rituximabu, budto
v monoterapii nebo napf. v rezimu RCD (rituximab, cyklofosfamid,
dexametazon). V nékterych situacich, napf. u pacienta s CLL
v kompletni remisi, je mozné vyuzit standardni postupy pro ITP,
tj. pfedevsim agonisty trombopoetinového receptoru. Slozitéjsi
situace nastav4, pokud u pacienta, ktery ma jednoznacné aktivni CLL
indikovanou k terapii, je zaroven pfitomna tézka trombocytopenie
v dusledku ITP. V takovém pfipadé mUze byt nasazeni cilené terapie
rizikové, a to zejména u inhibitord Brutonovy tyrozinkinazy (BTK)
jako je akalabrutinib ¢i ibrutinib, které dale mohou zvysit riziko
krvéceni. Na druhou stranu jiz nékteré prace prokazaly Ucinnost
BTK inhibitord i BCL2 inhibitor( (venetoklax) v 1é¢bé autoimunitnich
cytopenii asociovanych s CLL. U nékterych pacientl je v praxi
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nutné vyuzit kombinace vice dostupnych terapeutickych modalit
(napf. kortikoterapii a BTK inhibitor), aby se podatfilo dosahnout
remise CLL i AIHA/ITP. Rada otazek ale v terapii autoimunitnich
cytopenii u nemocnych s CLL zlstava nezodpovézena, napt. kdy
povazovat AIHA/ITP za $patné odpovidajici na kortikoterapii a jiz
indikovat 1écbou CLL. Zda v takovém pfipadé preferovat rezimy
s rituximabem, nebo spise cilenou terapii a jakou. Jak postupovat
u pacientll s CLL, kde vznikne AIHA/ITP na cilené terapii, kdy
vyuzit agonisty trombopoetinového receptoru apod. Tyto otazky
budou diskutovény na kazuistice pacienta s CLL s autoimunitni
cytopenii.

PRIPAD PACIENTKY SELHAVAJICI NA
LECBE IBRUTINIBEM A NEOBVYKLYM
ORGANOVYM POSTIZENIM

Turcsényi P., Urbanova R., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) je nej¢ast&jsi
hematologickd malignita vychazejici z B lymfocyt(. Pfizna¢na je
pfitomnost klonalnich lymfocytl v periferni krvi (PK) a lymfatickych
tkanich (LU). Lymfocyty midzou, ale infiltrovat i jakykoliv jiny orgdn
¢i tkan v téle. Pravé piitomnost cirkulujicich lymfocytl v periferni
krvi je nékdy zavadéjici pfi vysetfovani, zda se jedna o nadorovou
infiltraci dané tkdné, nebo jenom pfimés lymfocytl z periferni krve.
Ptipad pacientky demonstruje raritni nadorovou infiltraci jaterniho
parenchymu CLL burikama. Taktéz dokumentuje Uspésnou lécbu
rizikové relaps/refrakterni CLL u pfedlécené pacientky.

Cil: Popsat diagnosticky postup a demonstrovat nélezy zobrazo-
vacich a histologickych vysetfeni infiltrace jater CLL i Uspésnou
1é¢bu.

Popis pripadu: Tehdy 50leté pacientce, sledované pro revmatoidni
artritidu byla v roce 2008 diagnostikovana CLL, stadium Binet B, del
6q, IGHV nemutovany. Po prvni linii Ié¢by od Gnora 2013 - 6x FCR
(fludarabin, cyklofosfamid, rituximab bylo dosazeno kompletni re-
mise (CR) a odpovéd' na lé¢bu trvala 3 roky. Od z&fi 2016 bylo podano
5 cykll BR (bendamustine, rituximab). Pro refrakteritu na Ié¢bu a pro-
gresi v podobé splenomegalie byla od srpna 2017 zahajena lécba
treti linie ibrutinibem. V prabéhu lé¢by byl v dubnu 2018 konstato-
van klonalni vyvoj onemocnéni, a kromé del 6q byla pfitomna i del
17p adel 13q.

V bifeznu 2021 byla pacientka dosetiovana pro frustni bolesti
bficha, elevaci CRP a obstruk¢nich jaternich enzymd, bez vyrazné
bilirubinémie. Gastroskopicky byla konstatovéna ulcerézni gastritida
s pablanami, bez presvédcivého prlikazu etiologie, bylo provedeno
i ERCP s konstatovanim mirné dilatace intra i extrahepatalnich
zlu¢ovych cest, oSetfené pfechodnou drenazi. Pro nelep3eni se
klinického a laboratorniho obrazu bylo v dubnu 2021 provedeno
PET CT s nalezem mnohocetnych lozisek jater s akumulaci
znacené glukézy (FDG) o intenzité SUV 7.5, déle pak neakumulujici
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splenomegalie s maximem 19cm a bfisni LU do 3cm, SUV do 4. Az  Zavér: Jedna se o piipad pacientky s rizikovou a relabujici
histologické vysetieni, za pouziti cilené biopsie jater definitivné  CLL s raritnim postizenim parenchymu jater, manifestovanym
potrvdiloinfiltraci CLL burikama, bez zndmek richterovitransformace.  bolestma bficha a jaternim selhdnim. Nalez na zobrazovacich
Od 1 kvétna 2021 je pacienta Uspésné léCena venetoklaxem, bez  vysetienich byl verifikovan histologicky a posléze i Uspésnou
znamek CLL aktivity. Dobré lé¢ebnd odpovéd byla verifikovana lé¢ebnou odpovédi se zlepSenim klinického stavu i laboratornich
i kontrolnim PET CT. vysledka.
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5. AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE /
MYELODYSPLASTICKY SYNDROM

LECBA AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE
V ROCE 2023 - VICE OTAZEK NEZ ODPOVEDI
Szotkowski T., Cerfian M.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Intenzivni chemoterapie nasledovana alogenni transplantaci krve-
tvornych bunék (TKB) byla velmi dlouho prakticky jedinym lé¢ebnym
postupem s kurativnim potencidlem pro vétsinu nemocnych s akutni
myeloidni leukemii (AML).

Standardem induk¢ni 1é¢by je od 70. let 20. stoleti rezim kombinujici
cytarabin s antracyklinem, obvykle oznacovany jako ,7 + 3"V priibéhu
Casu byly pouzivény jeho riizné varianty, zalozené jednak na Upravach
davkovani cytarabinu (nejc¢astéji 100-200 mg/m?), délce jeho podavéni
(7-10 dnQ), dale na volbé pfipravku a davky antracyklini (daunorubi-
cin 45-90 mg/m?, mitoxantron, idarubicin), pfipadné pfidavani dalsich
cytostatik (napf. etoposid). U mladsich nemocnych Iépe toleruijicich to-
xi¢téjsi lécebné rezimy byly, predevsim na nékterych pracovistich, vin-
dukci pouzivany protokoly zalozené na vysokych (gramovych) davkach
cytarabinu - napt. FLAG-Ida (fludarabin, cytarabin, G-CSG, idarubicin)
¢i HIDAC s idarubicinem ¢i daunorubicinem apod.

Konsolida¢ni chemoterapie je obvykle zalozena na protokolech
se stiedné- ¢i vysokodavkovanym cytarabinem. U nemocnych
s priznivou genetickou progndzou jsou obvykle podany 3-4 cykly
této chemoterapie bez nasledné TKB. U ostatnich je pak pfi dosazeni
remise vzdy zvazovana alogenni TKB a konsolida¢ni chemoterapie
(obvykle 1-2 cykly) zde plsobi spise k udrzeni remise onemocnéni po
dobu pfipravy nemocného k TKB.

Nemocni, ktefi vzhledem k vyssimu biologickému véku ¢i komor-
bidité nebyli k intenzivni 1é¢bé indikovani, byli diive Iéceni paliativné
(nizkodavkovany cytarabin, hydroxyurea) a/nebo symptomaticky. Je-
jich preziti obvykle nepiekrac¢ovalo dobu nékolika tydn( ¢i mésicd,
stejné jako preziti vyznamné ¢asti nemocnych, ktefi byli rezistentni
k chemoterapii nebo jejich choroba po chemoterapii ¢i transplantaci
relabovala.

Jedinym podtypem AML, ze kterého dostupnost ucinné cilené
|é¢by jiz od konce 80. let minulého stoleti ucinila viceméné
samostatnou nozologickou jednotku se zcela odlisSnou progndzou
i terapii, je akutni promyelocytéarni leukemie. Ta je prvnim a zatim
také jedinym subtypem akutni leukemie, vylécitelnym u vétsiny
nemocnych bez pouziti chemoterapie i transplantace.

Od roku 2017 dochazi v ndvaznosti na pokroky ve znalostech
genetického podkladu vzniku a vyvoje AML postupné k vyznamnému
rozsifeni spektra komer¢né dostupnych Iékd, indikovanych v [é¢bé
nemocnych. Obvykle jde o tzv. Iéky cilené, tedy plsobici prevézné
selektivné na nadorové bunky. Cast z nich je nasledné dostupna
i v Ceské republice. Maji stanovena sva indika¢ni, pfipadné i thradova

kritéria. Oboji jsou v CR &asto vice limitovana, nez pfipousti sou¢asna

mezindrodni doporuceni pro l1é¢bu AML.

Tyto Iéky si postupné nachazeji své misto v terapeutickém
algoritmu AML, jak v kombinaci s doposud pouzivanou chemoterapii,
tak i samostatné.

+ Midostaurin je FLT3 inhibitor indikovany u nemocnych s mutaci
genu FLT3, v kombinaci s indukéni a konsolida¢ni chemoterapii.

- Gemtuzumab ozogamicin je monoklondlni protilatka anti-CD33 konju-
govana s cytotoxickym calicheamicinem. Indikovan je k Ié¢bé nové dia-
gnostikované CD33-pozitivni AML s nizkym ¢i stfednim cytogenetickym
rizikem, v kombinaci s indukéni 1é¢bou a max. 2 cykly lé¢by konsolidaéni.

« Gilteritinib je FLT3 inhibitor indikovany v monoterapii relabujici/
refrakterni AML s mutaci FLT3, Ghrada v CR je omezena na nemocné
v prvnim relapsu bez refrakterity k pfedchozi lé¢bé, s ECOG 0-1.

- Azacytidin v subkutanni formé je indikovan k [écbé pacientl
nevhodnych k TKD s AML s 20-30 % blastd a dysplazii ve vice
bunécnych liniich, nebo AML s vice nez 30 % blastl v kostni dieni,

jeho thrada je omezena na nemocné v prvni zmifiované skupiné.

Azacytidin v peroralni formé je indikovén v udrzovaci 1é¢bé nemoc-

nych v remisi onemocnéni po prvni linii é¢by, neindikovanych k alo-

genni TKD. Jeho Uhrada je omezena na nemocné se strednim ¢i vy-
sokym cytogenetickym rizikem.

- Venetoclax je bcl-2 inhibitor, ktery je v kombinaci s hypometyla¢ni
latkou indikovan k 1é¢bé nemocnych s nové diagnostikovanou AML,
ktefi nejsou zpUGsobili k intenzivni chemoterapii. V CR nemé zatim
stanovenu Uhradu. Zafazeni tohoto Iéku do lé¢by AML pfineslo
zfejmé nejvétsi posun v 1é¢ebnych moznostech v posledni dobé.

«CPX351 je lipozomdlné vazani, fixni kombinace cytarabinu

a daunorubicinu. Je indikovan k pouziti u pacientl s t-AML (therapy-

related, spojend s predchozi |é¢bou) nebo AML se zménami

souvisejicimi s myelodysplazii. V CR nema zatim stanovenu Ghradu.

Dal3i uvedené léky zatim nemaji v CR stanovenu indikaci.

- Ivosidenib je IDHT inhibitor indikovany (dle FDA, ELN2022) k 1é¢bé rela-
buijici i refrakterni AML s mutaci IDH1, pfipadné i nové diagnostikované
AML s touto mutaci u nemocnych nevhodnych k intenzivni chemotera-
pii, a to jak v monoterapii, tak v kombinaci s azacytidinem.

- Enasidenib je IDH2 inhibitor, indikovany v monoterapii nemocnych
s relabujici ¢i refrakterni AML s mutaci IDH2.

- Glasdegib je inhibitor ,hedgehog” drahy, uréeny pro Ié¢bu nové
diagnostikované AML u nemocnych nevhodnych k intenzivni

chemoterapii, v kombinaci s nizkodavkovanym cytarabinem.

NarGstajici zkusenosti s témito Iéky pfindsi nejen informace o jejich
protileukemickém ucinku, vlivu na u¢innost dosavadnich lé¢ebnych
postupl, pfipadné novém spektru nezadoucich ucinkd, ale postupné
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pfindsiifadu otazek, na které zatim nemame jednoznac¢nou odpovéd.

Tykaji se zejména léc¢by kombinujici azacytidin s venetoclaxem,

uplatnéni u AML a jeji redIné vyuziti neni jiz dnes zdaleka omezeno na

plvodni indikaci, tedy Ié¢bu nemocnych s AML nevhodnych k 1é¢bé
intenzivni chemoterapii.
K témto otazkam patfi napt.:

- Jaky je optimalni rezim induk¢ni 1é¢by u mladych nemocnych (¢i
obecné nemocnych vhodnych k podani intenzivni chemoterapie)
s prognosticky nepfiznivym subtypem AML, napf. mutaci TP53?

U kterych nemocnych a v jakych fazich Iécby je mozné a vhodné
Uplné nahrazeni intenzivni chemoterapie kombinaci AZA + VENE?

- U kterych nemocnych a ve kterych situacich je vhodné a ucelné
kombinovat chemoterapii (pfipadné kterou) a venetoclax?

- Jaka je optimalni davkovani (Casovani) AZA + VENE v rdznych situacich
(indukce, konsolidace, relaps, chemorezistence, jednotlivé geneticky
definované podskupiny AML, kvalita dosud dosazené odpovédi)?

- Kdy je mozné a vhodné ukonceni lé¢by AZA + VENE?

- Jaky pfistup zvolit u nemocnych pfi selhdni terapie AZA + VENE?

Informace z probihajicich klinickych studii i zkusenosti ziskané
z pouzivani novych 1ékl v redlné klinické praxi, spole¢né s rozsifova-
nim diagnostickych moznosti v¢. pfesnéjsi monitorace dynamiky re-
zidudIni nemoci u jednotlivych nemocnych nejspise postupné po-
vedou k zasadnim Upravam doporucenych postupl a predevsim
pozitivnim zménam ve vysledcich |é¢by.

Prdce byla podporena projektem IGA_LF_2023_005.
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ZKUSENOSTI S LECBOU AML KOMBINACI
VENETOCLAXU A AZACITIDINU

Kotistek Z.!, Visek B.2, Valka J.3, Cerfian M.%, Novak J.5, Sramek J.6
"Klinika hematoonkologie FN Ostrava

?|V.interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

3 Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

*Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

*Hematologickd klinika 3. LF UK a FN Krdlovské Vinohrady, Praha
¢Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzer

Uvod: Lé¢ba akutni myeloidni leukemie (AML) byla od 70. let
20. stoleti az do neddvna zaloZzena téméf vyhradné na antracyklinech
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a cytosinarabinosidu. V paliativni 1é¢bé se vedle nizce davkovaného
cytosinarabinosidu (LDAC) zacaly az po roce 2010 vyuzivat
hypometylacni latky, predevsim azacitidin (AZA), nicméné vysledky
paliativni 1é¢by byly velmi neuspokojivé. Venetoklax (VEN), inhibitor
BCL-2, prokazal v poslednich letech vysokou Gc¢innost v 1é¢bé AML,
a to jak v kombinaci s AZA, tak pfi pouziti s intenzivni chemoterapii.
Z tady klinickych studii vyplyva, Ze kombinace AZA/VEN vede
v paliativni 1é¢bé AML ke dvojndsobné mife dosazenych Iécebnych
odpovédi (ORR) ve srovnanis [é¢bou samotnym AZA ak vyznamnému
prodlouzeni celkového preziti (OS). ORR pfi pouziti AZA/VEN
jako néhrady indukcni a konsolida¢ni 1é¢by AML se prekvapivé
vyznamné nelidi od vysledk( intenzivni [é¢by. Kombinace AZA/VEN
vykazuje pomérné dobrou tGcinnost i u pacientl s velmi nepfiznivou
progndézou (mutace/delece TP53, komplexni zmény karyotypu).
Cilem préce byla analyza vysledkl |é¢by AML pomoci AZA/VEN na
z&kladé dat poskytnutych ze $esti hematologickych center CR.
Soubor pacientii a metody: Celkové byla zpracovéna data od
168 pacientl Iécenych pro AML s vyuzitim venetoclaxu (medidn
véku 70 let; 18-91). Prognéza dle ELN 2022 pfizniva u 25 (15 %),
stiedni u 61 (36 %) a nepfizniva u 75 (45 %) nemocnych; u 7 (4 %)
nemocnych neuvedeno. Lé¢bu paliativni podstoupilo 67 nemocnych
(median véku 74 let; 58-91; nepfizniva prognéza 4 0% pacientd,
mutace/delece TP53 a/nebo komplexni karyotyp 27 % pacientd),
neintenzivnilé¢bu 72 nemocnych (68 let; 40-83; nepiizniva prognoéza
49 % pacientl, mutace/delece TP53 a/nebo komplexni karyotyp 21 %
pacient() a 1é¢bu relaps/refrakterni AML 28 nemocnych (54 let; 21-
70). OS a median doby sledovani je uvadén od data zahdjeni lécby
s venetoklaxem.

Vysledky: Celkem 42 ze 67 paliativné 1écenych pacientl (63 %)
zahdjilo Iécbu rezimem AZA/VEN ,7 + 28" (AZA 75mg/m2 den
1-7 + VEN 400 mg den 1-28), 20 nemocnych (30 %) modifikovanym
rezimem AZA/VEN (nejcastéji ,7 + 14"), zbytek dostal kombinaci
LDAC/VEN. Lécebnéa odpovéd byla zhodnocena u 57 pacientd
a ORR byl 63 %: kompletni remise (CR) dosahlo 24 pacientd (42 %),
CR s neuplnou obnovou krevniho obrazu (CRi) 9 pacientd (16 %),
parciadlni remise (PR) 3 pacienti. Median OS byl k datu analyzy
6,4 mésice pfi medianu sledovani 4,3 mésice. Median OS nemocnych,
ktefi dosahli Ié¢ebné odpovédi, byl 12,9 mésice (median sledovani
6,4 mésice). Ze 72 neintenzivné lécenych pacientlt celkem 64 (89 %)
zahajilo 1é¢bu rezimem AZA/VEN ,7 + 28", modifikace rezimu byla
pouzita u 8 nemocnych (11 %). Lé¢ebna odpovéd byla zhodnocena
u 65 pacient u kterych ORR dosahnul 85 %: 37 pacientl (57 %)
doséhlo CR, 15 (23 %) CRi, 3 pacienti PR. Median OS byl 6,4 mésice
pfi medianu sledovani 6,1 mésice. Alogenni transplantaci zatim
podstoupilo 16 pacientl (22 %). Median OS u pacientd, ktefi dosahli
|é¢ebné odpovédi, byl 10,0 mésice (median sledovéni 7,9 mésice).
Zaveéry: Lécba AML kombinaci AZA/VEN je vysoce ucinna.
V paliativni é¢bé dosahlo 1é¢ebné odpovédi 63 % nemocnych a ve
skupiné pacientl lé¢enych AZA/VEN pro kontraindikace intenzivni
|é¢by (vék, komorbidity) 85 % nemocnych. Medién celkového preziti
je zkreslen zatim kratkou dobou sledovéni. Podrobnéjsi analyza dat
zamérend zejména na jednotlivé podskupiny pacientd, pouziti G-CSF
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u remisnich pacientd, ¢as do dosazeni |é¢ebné odpovédi a efektivitu
u vysoce rizikovych pacientd bude predmétem vlastniho sdéleni.

TRANSPLANTACE KRVETVORNYCH BUNEK
(ALOHSCT) U STARSICH NEMOCNYCH

S AML/MDS

Jindra P.

Hematologicko onkologické oddéleni, FN Plzeri

Vyskyt akutni myeloidni leukemie (AML) ¢i spiSe subkategorie
AML/MDS (ELN 2022) se zvysuje s vékem - u vice nez poloviny
nemocnych je tato diagnoéza stanovena po 65 letech. Ackoli celkové
preziti (OS) u pacientd s AML/MDS obecné se v pribéhu let zlepsilo,
klinické vysledky ustarsich pacientl zGstavajineuspokojivé.Vzhledem
k neustale se rozsitujici populaci nad 60 let a pokracujicimu nardstu
incidence AML v této populaci, Ize pfedvidat, ze AML u starsich lidi
zGstane hlavnim problémem v hematologii v nadchazejicich letech
a desetiletich.

AML u starsich osob (= AML u pacientll > 60 let), je heterogenni
a komplexni entita. Za Spatnou progndzu muze celd fada faktorl
souvisejicich (1) s pacientem a (2) s onemocnénim. Faktory spojené
s pacientem jsou dany vysokou prevalenci komorbidit, Spatnym
celkovym stavem a kfehkosti, coz vede |ékafe k tomu, Ze je povazuji
za nevhodné pro potencidlné kurativni [écbu ¢i alespon lé¢bu
zaméfenou na modifikaci pfirozeného pribéhu onemocnéni.
Faktory spojené s vlastnim onemocnénim jsou dany tim, ze biologie
AML/MDS u starsich nemocnych se lisi od nemoci u mladsich jedinca:
jedna se castéji o AML s nepfiznivou cytogenetikou (komplexni nebo
monozomalni karyotyp) nebo s vysoce rizikovymi molekuldrnimi
profily (typicky TP53 mutace) a/nebo o AML se zménami souvisejicimi
s myelodysplazii (AML-MRC) ¢i AML souvisejici s 1é¢bou (t-AML).
Obecnym rysem AML/MDS u starsich je pak rezistence k chemoterapii
a soucasné a vyssi riziko relapsu.

Podobné jako u mladsich pacientd zlstavéa aloHSCT i u starSich
nemocnych nejlepsi potencidlné kurativni [é¢bou u AML se strednim
nebo vysokym rizikem. Nicméné definovani nejlepsi |écebné
strategie (zejména toho, zda vlibec pristoupit k transplantaci ¢i nikoli)
zGstava pro specifického starsiho pacienta obtiznym rozhodnutim.
Potencidlni toxicita pfipravnych rezimd, riziko GVHD, narusena
imunitni rekonstituce a potieba prodlouzené imunosuprese jsou totiz
u téchto zranitelnych pacientl limitujici a ¢asto fatélni. Pfestoze bylo
za posledni desetileti dosazeno vyznamného pokroku v aloHSCT pro
starsi pacienty a soucasné dlikazy naznacuji, Ze samotny kalendarni
vék (mezi 60 a 75 lety) neni spolehlivym prediktorem vysledku,
je nadéle indikace starS$iho nemocného s AML/MDS k aloHSCT
komplexni procedurou.

Vybér vhodného kandidata aloHSCT by mél byt tudiz zalozen
na didkladném a individualizovaném posouzeni fady biologickych,
klinickych a socialnich faktord souvisejicich s onemocnénim

i samotnym pacientem, které umozniuji ¢aste¢nou predikci
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vysledkl transplantace. Zasadni je samoziejmé predevsim diskuse
s pacientem o rlznych moznostech [é¢by a jeho preference.
K dispozici mame celou fadu skérovacich systémd, které teoreticky
predikuji bud' riziko relapsu (napf. disease risk index — DRI; Armand
et al 2014) ¢i transplantac¢ni (nerelapsové) mortality (HCT-CI; Sorror
2005, 2014; SCI - Shouval 2022; EASIX - Luft 2020). Problémem vétsiny
z uvedenych systémd je to, ze obvykle nebyly stanoveny pfimo pro
specifickou populaci pacienti nad 60 let, ale pro dospélé pacienty
obecné, tudiz jejich prediktivni hodnota je u starych nemocnych
omezena

| pfes zminéné limitace Ize vSak kombinaci vyse uvedenych
systémU provést selekci vhodnych kandidatli a aloHSCT se u téchto
vybranych stardich nemocnych postupné stavaji standardem
kurativniho ptistupu. To dokladaji jak mezinarodni data, tak zkusenost
naseho pracovisté (HOO FN Plzen). Dle dat CIBMTR bylo v USA v roce
2020 provedeno 27 % alogennich transplantaci u osob > 65 let,
zatimco v roce 2005 to byla pouha 4 % (CIBMTR US summary
slides, 2021). Podobny trend pozorujeme i na nasem pracovisti.
Jestlize v obdobi 2001-2007 bylo pouze 14 % transplantovanych
starsich 60 let (zadny > 70), tak v obdobi 2015-2021 bylo jiz 35 %
transplantovanych > 60 let a 8 % dokonce starsich 70 let (data
prezentovana na EBMT konferenci 2023).

Hodnotit vysledky aloHSCT u téchto starich nemocnych pouze
pomoci klasickych parametr(l jako je celkové preziti (OS) a preziti
bez nemoci (DFS) neni dostate¢né reprezentativni, protoze malo
vypovida o kvalité Zivota u této kiehké a zranitelné populace. Proto
byl do klinické praxe zaveden novy slozeny (kompozitni) parametr
vysledku aloHSCT - pfeziti bez signifikantni GVHD a bez relapsu:
GVHD-relapse free survival (GRFS, Holtan 2015). Tento kompozitni
parametr ziejmé nejlépe odrdzi skutecny benefit aloHSCT
u starS$ich nemocnych s AML/MDS. V retrospektivni analyze nasich
transplantovanych pacientd s AML/MDS starsich 60 let jsme dosahli
29,5% pravdépodobnosti3letého GRFS (Jindra, 2023) cozjsouvysledky
srovnatelné ¢i dokonce lepsinezjina publikovana data. Napi. Nazha et
al.(2016) reportovali 25 % v 1 roce (2016) a Hsu et al. (2020) pouze 9,3%
pravdépodobnost GRFS ve 3 letech. Nase data navic ukazuji, ze pfi
nélezité selekci Unosnych pacientl je vysledek transplantace (stejné
jako u mladych nemocnych) ovliviiovén primarné predevsim DRI —
tedy rizikovosti (cytogenetika, mol. genetika) a stavem zakladniho
onemocnéni v dobé transplantace. Nastup bcl-2 inhibitorl
(veneteoclax) v kombinaci s hypometyla¢nimi Iéky ma samoziejmé
potencidl ¢ast pacientd dostat do remise a tim zlepsit jejich celkovy
stav smérem k Unosnosti k transplantaci a soucasné zlepsit jeji
vysledky, protoze budou moci byt transplantovani v kompletni ¢i
alespon c¢astec¢né remisi.

Zavérem lze shrnout, Ze u pacientd s AML/MDS > 65 let zUstava
stale stéZzejni otdzkou jejich peclivy vybér k aloHSCT. Jde o co
nejpresnéjsi definovani skupiny starsich pacientd, ktefi redlné mohou
profitovat z alloHSCT. Tento vybér musi nezbytné zahrnovat nejen
pravdépodobnost preziti/dlouhodobé kontroly onemocnéni, ale
také zhodnoceni rizika zhorseni kvality Zivota spolu s preferencemi

pacienta (jeho ocekédvani a zivotni filozofii). Pfes existenci fady

Transfuze Hematol Dnes 2023; 29(Suppl 1)



komplexnich prognostickych modell (zahrnujicich faktory
souvisejicich s pacientem, onemocnénim a transplantaci) je ziejmé,
Ze pro tuto specifickou populaci musi byt vyse uvedeny proces
silné individualni. Dalsi dlleZitou vyzvou u nezpUsobilych starsich
pacientd s AML je to, jak je dovést k alloHSCT s minimalni nemoci,
ale zéroven je udrzet v optimalnim celkovém stavu. Plsobiva data
ucinnosti a soucasné relativni bezpecnosti kombinace AZA-VEN
pfi indukéni terapii u pacientll diive povazovanych za nezpUsobilé
pro chemoterapii/transplantaci pfinasi do budoucna sanci pro Sirsi
uplatnéni kurativniho potenciélu aloHSCT u starSich nemocnych
s AML/MDS.

ALTERACE IKZF1 MAJI NEGATIVNI VLIV

NA DOSAZENI CASNE MOLEKULARNI

ODPOVEDI A CELKOVE PREZITI

U DOSPELYCH PACIENTU S BCP-ALL

LECENYCH PODLE PROTOKOLU GMALL

07/2003

Polivkova V.!, Hrabovsky 5.2, Vrzalova Z .2, Stika J.3, Horacek J.4,
Pecherkové P, Halamova H.2, Zuna J.5, Trka J.%, Fronkova E .5,

Zaliova M.5, Doubek M.2, Machové Polakova K., Salek C.!

'Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

?Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

?Lékarskd genomika, Ceitec, Brno

“IV.interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

s Laboratorni centrum CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK
a FN Motol, Praha

Uvod a cile: Alterace IKZF1 jsou asociovany se $patnou progné-
zou u vysoce rizikovych BCP-ALL (B-progenitorovych ALL). Sou-
¢asny vyskyt deleci IKZF1 a minimélné jednoho dalsiho genu
(CDKN2A/CDKN2B/PAX5 nebo PART region) pfi nepfitomnosti delece
ERG byl definovén jako genotyp IKZF1P. V této praci jsme analyzovali
79 dospélych pacientl s BCP-ALL lé¢enych podle protokolu GMALL
07/2003 (spole¢né s imatinibem u Ph+ ALL). Cilem bylo urcit prognos-
ticky vyznam pfitomnosti alteraci IKZF1 na dosazeni molekularni od-
povédiv 11. tydnu (T11) a na celkové preziti.

Metody: Metodou MLPA (kity P335, P202; Coffalyser software; MRC
Holland) bylo analyzovano 38 Ph-pozitivnich (Ph+) a 41 Ph-nega-
tivnich (Ph-) pacientd. Podle nalezu byli pacienti rozdéleni do sku-
pin: IKZF1Pss, [KZF19!, MLPA pozitivni (MLPAPs —
CDKN2A/CDKN2B/PAX5/RB1/ ETV6/BTG1/CRLF2/PART region vyjimaje
IKZF1) aMLPA negativni (MLPAneg). Molekularni odpovédbyla hodno-
cena kvantifikaci specifickych IG/TCR prestaveb nebo BCR::ABLT tran-
skriptu. Dosazeni molekularni odpovédi (MR) v T11 bylo definovano
jako MRN < 104,

Vysledky: Genotyp IKZF1%! a IKZF1°"s byl pfitomen castéji u Ph+
ALL (42 %/34 %) v porovnani s Ph— ALL (7 %/7 %). Genotyp MLPAP°s
byl zachycen ¢astéji u Ph— (29 %) oproti Ph+ pacientim (11 %).

alterace v genech
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Celkové pfreziti bylo signifikantné kratsi u Ph+ pacientl s IKZF7Plus
oproti ostatnim skupinam (p = 0,04). Pravdépodobnost dosazeni
MR v T11 byla signifikantné nizsi u Ph+ pacient( s IKZF1P'us a [KZF19e!
oproti MLPAP>s a MLPA"<9, Celkové preziti pacient(, ktefi nedosahli
MR v T11 bylo nizsi u IKZF1P's a IKZF19¢' oproti MLPAP> a MLPA"9
(p = 0,07 a p =0,08). | pfes dosazeni MR v T11 byla doba preziti
nizsi u pacientl s IKZF1del a jesté nizsi u IKZF1plus. Pres nizky pocet
Ph- ALL pacientl s IKZF1P's (n = 3) a IKZF19' (n = 3), bylo mozno
pozorovat horsi Ié¢ebnou odpovéd v téchto skupinach oproti
MLPAPes a MLPA"9 pacientlim. Signifikantni rozdil byl nalezen mezi
pacienty IKZF1?'s a MLPA™9 (p = 0,003). Pravdépodobnost dosaZeni
MR v T11 byla nizsi u pacientl s IKZF1P'“s a MLPAP* (p = 0,003). Bez
ohledu na alterace IKZF1, Ph- pacienti, ktefi nedosahli MR v T11, méli
nizsi celkové preziti.
Zavér: IKZF1 alterace byly ¢astéjsi u Ph+ ALL. Jejich detekce koreluje
s kratsim celkovym prezitim Ph+ a Ph— ALL pacientl lé¢enych podle
protokolu GMALL 07/2003. Jedinci s IKZ1FP"s méli horsi lé¢ebnou
odpovéd. IKZF1 alterace predstavuji Spatny prognosticky faktor pro
celkové preZiti i pres dosazeni MR v T11 u Ph+ pacientl. Analyza
profilu IKZF1 by méla byt u BCP-ALL bézné provadéna z divodu
potieby intenzivni terapie u rizikovych pacientd.

Podporeno grantem- AZV CR NU22-03-00210.

HODNOCENI MINIMALNI ZBYTKOVE
CHOROBY UNEMOCNYCH S DENOVO
AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMII LECENYCH
KOMBINOVANOU TERAPII AZACITIDINE

A VENETOCLAX

Semerdd L., Weinbergerova B., Podstavkova N., Kvetkova A., Mrkvové
Z.,Voldftich J., Prochdzkovd J., Jeziskova ., Folta A., Borsky M., JaroSové
M., Mayer J.

Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Uvod: Standardem lé¢by nemocnych s AML, ktefi nejsou zpdsobili
k podani intenzivni chemoterapie, je kombinace hypometyla¢ni latky
azacitidine (AZA) a BCL-2 inhibitoru venetoclaxu (VENE). Tato Ié¢ba
byla do reédlné klinické praxe zavedena relativné neddvno a celad
fada otazek souvisejicich s optimalizaci tohoto 1é¢ebného rezimu
asrozdily v1écebné odpovédi u jednotlivych geneticky definovanych
skupin nemocnych zlstava neobjasnéna. Jednou z téchto otazek
je vyznam minimalni zbytkové choroby (MRD) pro klinickou
praxi.

Metody: U nemocnych s nelé¢enou AML, ktefi jsou indikovani
k terapii AZA + VENE, je ve FN Brno v dobé diagnézy stanoven bio-
logicky profil onemocnéni v¢. vysetieni NGS myeloidniho panelu,
cytogenetického a flowcytometrického vysetieni, a to s cilem urdit
markery vhodné pro sledovani MRD. Nasledné je prospektivné
sledovana efektivita terapie AZA + VENE v¢. stanoveni MRD pomoci
rlznych laboratornich metod.
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Vysledky: V obdobi mezi 1. 11. 2021 a 1. 03. 2023 zahdjilo terapii
AZA + VENE ve FN Brno celkem 43 nemocnych s novou AML, z toho
23 (53,4 %) zen. Median sledovani je 4,8 mésice (0,8-16,8 mésicl). Me-
didn véku nemocnych v dobé zahajeni écby je 71 let (45-83 let). Pri-
marni a sekundarni AML mélo 31 (72,1 %), resp. 12 (27,9 %) pacientd.
Nizké, stredni a vysoké riziko dle ELN 2017 bylo prokézano u 4 (9,3 %),
12 (27,9 %), resp. 27 (62,8 %) pacientl. Imunofenotyp vhodny pro
sledovani MRD pomoci flowcytometrického vysetieni byl zjistén
u 23 (53,5 %) pacientll. Cytogenetiku bylo mozné hodnotit u 41 pa-
cientd; u 29 (70,7 %) z nich byla prokadzana cytogenetickd abnorma-
lita. Klasické molekuldrné biologické markery mozné vysetfit kvan-
titativni RT-PCR byly prokazany u 7 pacientl (16,3 %), u 17 pacientd
(39,5 %) je MRD sledovana metodou NGS. Kompletni remise s Uplnou
nebo neuplnou restituci (CR + CRi) dosahlo 32 (74,4 %) nemocnych.

- XXXV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY

MRD negativity v pribéhu Ié¢by dosahlo 16 (37,2 %) pacient(; 8 pa-
cient dosahlo negativity flow i molekularni MRD, 5 pacient( mole-
kularni MRD negativity a 3 pacienti flow MRD negativity. Diskrepantni
MRD bylo u 5 pacientd, kdy 4 pacienti méli flow MRD negativitu, ale
molekularni MRD pozitivitu a 1 pacient mél flow MRD pozitivitu a mo-
lekularni negativitu. K hematologickému relapsu doslo u 4 pacient(,
u jednoho byla pfed tim dosazena MRD negativita, u ostatnich pretr-
vavala po celou dobu MRD pozitivita.
Zavér: Kombinace AZA + VENE umoznuje dosazeni MRD negativity
u podstatné skupiny pacient s AML. | kdyZ v sou¢asnosti MRD nega-
tivita nema vliv na terapeutické rozhodovani, bude pravdépodobné
mozné u téchto nemocnych deeskalovat intenzitu [é¢by.
Podpora projektu: MZ CR - RVO (FNBr 65269705) a Program EXCELES,
ID: LX22NPO5102).
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6. MALIGNI LYMFOMY

HODGKINUV LYMFOM - BUDOUCNOST
PRVNI LINIE LECBY

Mécikova H., Maco M., Kozak T.

Hematologickd klinika 3.LF UK, Praha

V soucasné dobé jsou pacienti s Hodgkinovym lymfomem (HL)
v 85-90 % vyléceni prvni linii 1é¢by, ale 10-15 % nadale relabuje.
Morbiditu a mortalitu vylé¢enych pacientd ovliviiuji pozdni nasledky
lé¢by, predevsim kardiotoxicita a sekundarni malignity. Ve snaze
snizit pozdni toxicitu Ié¢by byly do prvni linie zavedeny nové léky:
brentuximab vedotin (BV) a imunoterapie. Pro hodnoceni inicidlni
velikosti nadorové masy a stanoveni odpovédi tumoru na lécbu je
zasadni pozitronova emisni tomografie kombinované s CT (PET/CT).
Timto vysetfenim Ize stanovit i celkovy metabolicky objem tumoru
a lé¢bu ptizplsobit. Cirkulujici nddorova DNA (ctDNA) je neinvazivni
metoda vhodna k urceni individudiniho muta¢niho spektra
nadorovych bunék v dobé diagnézy a zaroven slouzi jako biomarker
kuréeniprognézy HL. Perspektivné bude ctDNA uzite¢nym nastrojem
k upravé strategie l1écby. Poznatky v oblasti interakce nddorovych
bunék s mikroprostfedim umoznily vyvoj a vyuziti novych léciv
v¢. cilené imunoterapie. Pfedpoklada se, ze v budoucnu u ¢asnych
stadii nahradi aktudlni standardy chemoterapie a radioterapie
individualizovana imunoterapie s anti-PD1 protilatkou (studie
faze 2 GHSG Indie, pilotni studie GHSG HD19). Pokrokem u ¢asnych
stadii s rizikovymi faktory je moznost vynechani radioterapie po
podani dvou cykll eskalovaného BEACOPP (bleomycin, etoposid,
doxorubicin, cyklofosfamid, vinkristin, prokarbazin, prednison)
a dvou cyklt ABVD (doxorubicin, bleomycin, vinblastin, dakarbazin)
u PET-negativnich pacientl (studie GHSG HD17). Otazkou zUstava,
zda pfidani novych léciv (BV, nivolumab, pembrolizumab)
soubézné nebo v konsolidaci (NCT01868451, NCT03712202, studie
RADAR a BREACH) k méné intenzivni inicidlni chemoterapii AVD
(doxorubicin, vinblastin, dakarbazin) umozni vynechani radioterapie
a soucasné nezhorsi prognézu. V pokrocilych stadiich je trendem
prfidani BV nebo imunoterapie k deeskalované chemoterapii (studie
ECHELON-1, GHSG HD21, SWOG1826) s cilem zlepsit nebo zachovat
ucinnost lé¢by a snizit jeji toxicitu. U starsich pacient( se snizenou
celkovou vykonnosti je moznost vyuzit BV s dakarbazinem nebo
BV s nivolumabem. V budoucnu se budou rezimy s imunoterapii
bez chemoterapie pravdépodobné kombinovat s jinou novou bio-
logickou Iéc¢bou, ktera vzejde z Uspésnych Iéciv nebo rezimd, které
se zatim zkousi u relabovanych/refrakternich HL. Perspektivou u HL
v prvni linii je personalizovand lé¢ba upravena pro jednotlivého
pacienta.
Podporeno grantem AZV NU22-03-00182 a programem
Cooperatio (2022-2026).
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IMMUNE CHECKPOINT SIGNALING
IN T-CELL LYMPHOMA CELL LINES
Hefman V.2, Senavové J."?, Chrbolkova T, Rajmonova A.',
Ondeckova I."?, Havranek 0.2

'BIOCEV, 1. LF UK, Vestec

’[. internf klinika — klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze

Background: Immune evasion mechanisms are critical for esta-
blishment, growth and spread of malignant tumors. Tumor cells fre-
quently bind and engage T-cell inhibitory receptors called immune
checkpoints (IC) to escape recognition by the immune cells. IC bloc-
kade is a new but already widely used treatment strategy capable
of inducing complete responses even in advanced stages of various
cancers. However, in the case of T-cell lymphomas (TCL), malignant
cells themselves express these receptors. It is not clear what might be
the consequences of IC blockade in T-cell derived malignancies. The-
refore, we analyzed IC signaling and its blockage and/or stimulation
in the context of TCL models.

Methods: We used CRISPR/Cas9 system and electroporation to
generate knockouts (KO) of IC receptor Programmed Death-1 (PD-1)
in model TCL cell lines. We studied IC signaling using multiple fluo-
rescent reporters to detect activity of different cellular pathways by
means of flow cytometry. Sleeping Beauty transposon system was
used for overexpression models.

Results: By itself, PD-1 KO or pharmacological blockade did not
affect growth rate of tested TCL cell lines. On the other hand,
overexpression of PD-1 ligand 1 (PD-L1) seems to decrease
proliferation of OCI-Ly13.2 cell line which has the highest amount of
surface PD-1 protein. Engagement of PD-1 by soluble PD-L1 following
T-cell receptor (TCR) stimulation results in attenuation of Lck kinase
activity, however, PD-1 KO does not affect OCI-Ly13.2 sensitivity to
inhibitors of Lck or other downstream TCR signaling effectors.
Conclusion: Even though PD-1 signaling seems to be functional in
TCL cell lines, PD-1 blockade by itself does not have direct effect on
TCL cells in vitro.

This study was supported by project “Grant Schemes at CU” (reg. no.
CZ.02.2.69/0.0/0.0/19_073/0016935).
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PRINOS SEKVENOVANI NOVE GENERACE
(NGS) V DETEKCI FUZNICH GENU,

IMUNOMU A CTDNA/MRN U PACIENTU

S ALK POZITIVNIM ANAPLASTICKYM

VELKOBUNECNYM LYMFOMEM

Kalinové M."?, Prouzovd Z.'3, Mrhalové M.%, Kabickova E.5,
Reznitkova L.5, Skotnicova A 5, Svaton M.5, Kodet R4, Divoka M.¢,
Kfenova Z., Kolenova A %, Frorikova E.>

1Ustav patologie 3. LF UK, FNKV, Praha

2Centrdini laboratore, FNKV, Praha

3 Ustav patologie, 1. LF UK, VEN v Praze

“Ustav patologie a molekuldrni mediciny, 2. LF UK FN Motol, Praha

*CLIP, Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK FN Motol, Praha

¢Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

’Klinika détské onkologie FN Brno

8Ndrodny ustav detskych choréb, Klinika detskej hematoldgie
aonkoldgie LF UK, Bratislava, Slovensko

Uvod: Anaplasticky velkobunéény lymfom ALK pozitivni (ALK + ALCL)
patii do skupiny T lymfomu s patologickou aktivaci onkogenu ALK.
Bylo popséno vice nez 10 fuznich partnerd s genem ALK, nejcasté;jsi
je fuze NPM1::ALK. Diagnosticky i vyzkumné muze prispét detekce
pfestaveb T-bunécného receptoru (TCR). Studie zkoumaijici pfestavby
TCR u ALCL pouzivaly kvalitativni metody a dosly k ¢aste¢né
diskordantnim vysledkdim. Metody NGS usnadnuji detekci fuznich
partnerd genu ALK a umoznuji charakterizaci prestaveb TCR nejen
u nadorovych bunék, ale soucasné i u infiltrujicich T lymfocytd.
Vysetfovani ctDNA v krvi se jevi jako slibna moznost pro sledovani
MRN, jeho prediktivni hodnota nenijasna.

Cilem prace bylo vysetiit pomoci NGS flzni partnery genu ALK
a profil pfestaveb TCR u souboru pacientd s ALK + ALCL, zjistit,
které z vysetfovanych znakd jsou nejvhodnéjsi pro sledovani MRN
a pilotné testovat moznost detekce MRN v ctDNA pomoci prestaveb
TCR.
Metody: Detekce NPM1::ALK pomoci PCR, kvantitativni PCR detekce
exprese translokované ¢ésti genu ALK, detekce fuznich transkriptl
pomoci cileného NGS, NGS detekce prestaveb TCR beta (TCRB) a TCR
gama (TCRG).
Vysledky: Celkem jsme vysetfili 96 ALK+ALCL pacientd. U 71 jsme
detekovali fuzni gen NPM1::ALK, u 9 fazi ATIC:ALK, u 3 TPM3::ALK.
U dvou pacientt jsme detekovali fuzi CLTC:ALK, resp. MYH9::ALK, resp.
RNF213::ALK. Déle jsme detekovali fuzni gen TPM4::ALK a SATB1::ALK
a nepopsané fuze u ALK+ALCL SQSTM1::ALK a CAPRINT::ALK. Pouze
u 3 pacientt se nam nepodafilo identifikovat translokac¢niho partnera
genu ALK diky nedostupnosti materidlu. Ve viech vysetfenych
vzorcich (92) jsme detekovali vysokou hladinu exprese genu ALK.
Vysetieni imunomu jsme provedli u 23 pacientll s dostupnou
DNA. U 15 (65 %) jsme nasli aspon jednu (nejvyse ctyfi) klondIni
pfestavby TCR; minimalné jedna pfestavba byla vzdy produktivni.
U 13 pacientl jsme nasli soucasné prestavby TCRB i TCRG. Neodhalili
jsme sdilené fyziologické klony cilené proti neoantigenu. Dle
klonalnich prestaveb jsme navrhli primery pro detekci MRN v ctDNA.
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Hladiny MRN 32 vzork( sledované v burikach pomoci kvantitativni
detekce exprese genu ALK vykazovaly vyssi citlivost oproti hladinam
v ctDNA.
Zavér: NGS umoznuje detekovat translokacni partnery (i nepopsané)
genu ALK. Kvantitativni detekce exprese genu ALK slouzi k dia-
gnostice i ke sledovani MRN. Vysetfeni TCR pomoci NGS umoziuje
nastaveni cill pro sledovani MRN v ctDNA i v bunkach a umoznuje
popsat i ptidruzené klony nenddorovych lymfocytd, které jsou ale
specifické pro daného pacienta a nemohou slouzit jako marker
onemocnéni.

Podporeno AZV NU20-03-00284.

TYPE OF ATM ABERRATION HAS

A DIFFERENT IMPACT ON SURVIVAL
PARAMETERS IN MANTLE CELL LYMPHOMA
Obr A, Malarikové D.?, Kriegovd E.", Zemanova Z.?, Urbankova H.',
Hruskova A", Kovarikova P.?, Petrackova A., Vatolikova M.", Mandkova J.,
Benesovd K.2, Forsterova K.2, Cigdnkova P.', Papajik T.!, Trnény M.2,
Klener P.2

"FN Olomouc

?VFN v Praze

Introduction: The ataxia-telangiectasia mutated (ATM) gene plays
an important role in the cellular response to DNA damage. Whether
different types of ATM aberrations (mutation and/or deletion of
(del)11q) differentially affect survival in mantle cell lymphoma (MCL)
has not yet been reported.

Methods: We analyzed 160 consecutive MCL patients (pts) treated
in two Czech university centers from 11/2006 to 12/2021. Both
fluorescence in situ hybridization and NGS (Illumina), were performed
in all pts to identify ATM and TP53 gene aberrations on tumoral
tissue (peripheral blood, bone marrow); the cutoff value for ATM and
TP53 mutation was 3% variant allele frequency. Peripheral blood
and/or bone marrow had at least 5% MCL involvement as analyzed by
FACS. Progression free (PFS) and overall (OS) survival were calculated
from the date of diagnosis.

Results: The median age at diagnosis was 67 (30-87) years. MIPI
score was low, intermediate and high in 15.6%, 26.3% and 58.1%
pts, respectively. Treatment approaches used were as follows: watch
and wait in 5.0%, R-CHOP/R-CHOP-like in 50.6%, intensive R-HDAC-
containing in 34.4% and non-anthracycline/palliative regimen in
10.0% of pts. Complete and partial response was achieved in 56.3%
and 21.9% of pts, respectively. Stable and progressive disease
was observed in 13.1% of pts. Almost 29% of pts underwent ASCT.
Sixty percent of pts received rituximab maintenance. Overall,
71 (44.4%) and 68 (42.5%) pts had ATM and TP53 aberration(s)
(del/mut/del+mut), respectively. Of these, 20 (12.5%) pts had
aberrations in both genes. Disruption of ATM gene was related
to B-symptoms (P < 0.005). Age, sex, ECOG PS, cytomorphology,
Ki67 index, MIPI and treatment response did not correlate with ATM
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aberration. With a median follow-up of 3.8 years, 2-year PFS and
2-year OS in all pts was 58.1% and 74.6%, respectively. Median PFS in
pts with ATM mutation, ATM deletion and ATM + TP53 aberration was
not reached, 3.3 and 0.7 years, respectively (P < 0.005). Median OS in
pts with ATM mutation, ATM deletion and ATM + TP53 aberration was
not reached, 5.6 and 0.9 years, respectively (P < 0.005). No significant
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difference in OS was found between ATM mutated and wild-type pts
(graphs).

Conclusions: Deletion but not mutation of ATM gene correlates
with shorter survival in MCL. Patients with concurrent disruption of
the ATM and TP53 genes have extremely poor outcomes and call for

innovative treatment.
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Graph 1. Obr A. et al. Kaplan-Meier estimate of MCL patients according to type of ATM and TP53 abberations.
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VYSLEDKY LECBY PO SELHANTI
ANTICD19 CAR-T TERAPIE UNEMOCNYCH
S AGRESIVNIMI B-LYMFOMY -
AKTULIZOVANE VYSLEDKY DAT Z CESKE
REPUBLIKY

Sykorova A, Polgarova K .2, Folber F.2, Duras J.4, M6cikova H.,
Steinerova K.%, Obr A7, Belada D.!, Smolej L.}, Trnény M.?, Pytlik R.2
"IV.interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

2l interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

?Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

“Klinika hematoonkologie FN Ostrava

*Oddeleni klinické hematologie, 3. LF UK a FNKV, Praha
¢Hematoonkologické oddéleni, LF UK a FN Plzer
’Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

8 Jstav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: U pacientd (p) s agresivnimi B-lymfomy je dlouhodobé obdobi
bez progrese po antiCD19 CAR-T |é¢bé kolem 40 %. Osud nemocnych
s progresi/relapsem po této terapii je $patny. V soucasné dobé je limito-
vané mnozstvi dat o Iécebnych pfistupech pro zlepSeni prognézy této
skupiny nemocnych, optimalni management neniv souc¢asné dobé de-
finovén. Na zékladé dosud publikovanych dat se zda, ze nékteré z no-
vych 1ékd zkousenych v klinickych hodnocenich u relaps/refrakternich
agresivnich B-lymfom( by mohly byt vyuzity u ¢asti nemocnych jako
,bridge”k alogenni transplantaci, ktera zUstava pro ¢ast téchto nemoc-
nych potencialné kurativni lé¢ebnou metodou.

Metody: Analyzovali jsme nemocné s agresivnimi B-lymfomy, ktefi
byli v letech 2019-2022 1é¢eni antiCD19 CAR-T lymfocyty. Jedna se
o multicentrickou retrospektivni analyzu z 5 hematologickych center,
kam byli referovani nemocni z Ceské a Slovenské republiky, ktefi byli

indikovani k antiCD19 CAR-T 1écbé po selhani > 2 linii. Zaméili jsme
se na skupinu nemocnych, ktefi neodpovidali na tuto |é¢bu (dosazeni
stabilni nemoci/progrese) nebo u nich lymfom relaboval/progredoval
po inicidlni odpovédi (kompletni (CR)/parcidlni remise).
Vysledky: 106p bylo Ié¢eno antiCD19 CAR-T lécbou (79p tisagen-
-lecleucelem a 27p axicabtagenem ciloleucelem). Medidn obdobi
bez progrese (PFS) a celkové preziti (OS) byly 4,3 a 26,4 mésice. Me-
dian sledovani byl 16,4 mésice. Lé¢ebnd odpovéd (ORR) byla po-
zorovana u 63p (60 %, CR 52 %). Na lé¢bu neodpovédélo 43p a 17p
zrelabovalo/zprogredovalo; analyzovali jsme tedy skupinu 60p. Cel-
kem 42p podstoupilo 1écbu, u 18p onemocnéni rychle progredovalo
a léceni nebyli. CtyFi pacienti byli lé¢eni radioterapii (2p dosahli CR)
a 38p systémovou lécbou - glukokortikoidy (6p), lenalidomid + ri-
tuximab (6p), chemoterapie + rituximab (16p), polatuzumab + ben-
damustin a rituximab (6p), reinfuze CAR-T (2p), ostatni (2p). Lé¢ebna
odpovéd byla pozorovéna po systémové 1é¢bé u 17% nemocnych.
Pacienti, ktefi nebyli 1é¢eni, méli ¢astéji masivni postizeni > 5cm
v dobé aferézy (p = 0,02). Z 60p se selhanim antiCD19 CAR-T lécby ze-
mielo 39p (65 %). Medidn OS u pacientd, u kterych CAR-T Iécba se-
Ihala, byl 3,1 mésic od diagnézy progrese/relapsu po |é¢bé CAR-T
(6mésicni a 1lety OS 34,9 % a 26 %). Mediadn OS byl 4,7 mésice pro
|écené nemocné a 0,2 mésice pro nemocné bez |écby od diagnézy
progrese/relapsu.
Zavér: Nase vysledky prokazuji mirné zlepseni (OS, PFS) oproti
analyze zroku 2022, ale stale potvrzuji Spatnou prognézu nemocnych
s relaps/refrakternimi agresivnimi B-lymfomy, u nichz selhala
antiCD19 CAR-T Iécba. Lécebnd odpovéd na podévanou lécbu byla
nedostatecna a u vétsiny nemocnych lymfom progredoval.
Podporeno grantem AZV NU21-03-00411, program
Cooperatio — védni oblast,,ONCO".
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Graph 2A. Sykorova A. et al. Overall survival of patients after anti-CD19 CAR-T therapy according to treatment response.
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Graph 2B. Sykorova A. et al. Overall survival of anti-CD19 CAR-T failed patients (treated vs. untreated)
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7. MEET THE EXPERTS - VZACNA DEDICNA

ONEMOCNENI

RIZIKA VROZENYCH PORUCH KRVETVORBY
A DUVODY K JEJICH DLOUHODOBEMU
SLEDOVANI OD DETSKEHO VEKU

DO DOSPELOSTI

Pospisilova D', Horvathova M.2, Cermak J.3

'Détskd klinika LF UP a FN Olomouc

2{Jstav biologie, LF UP, Olomouc

3 Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Vrozené poruchy krvetvorby zahrnuji velkou skupinu geneticky
podminénych hematologickych onemocnéni s variabilni etiologii.
Pro mnohé z téchto onemocnéni je typické, ze pfiznaky nemoci
v détském véku nejsou zadvazné a stupriuji se vdospélosti, kdy se vyviji
fada komplikaci. Cilem sdéleni je na vybranych pfipadech ukazat
rozvoj onemocnéni od détského véku do dospélosti a zdUraznit
dilezitost peclivého sledovani pacientt i po dosazeni 19. roku véku,
kdy se mohou ¢asto objevit zdvazné komplikace.

Fanconiho anémie (FA) Fanconiho anémie (FA) vznika v disledku mu-
tace genl FANC komplexu (nejcastéji FANCA), jez se podileji na opravé
poskozeni DNA, u nemocnych byva pfitomna progredujici pancytope-
nie a zvysené riziko maligniho bujeni, jez je 50x vyssi nez v bézné po-
pulaci diky neschopnosti reparace poskozeni a persistenci vznikajicich
mutaci. U nemocnych mohou byt pfitomny kozni projevy (hyperpig-
mentované okrsky kize), malformace skeletu (hypoplasie radia), malfor-
mace GIT, urogenitélniho traktu aj.). Zakladnim diagnostickym vyset-
fenim je vysetieni zvysené incidence chromozomalnich zlomd (DEB
test), k potvrzeni slouzi molekularné genetické vysetieni mutace gent
FANC komplexu. Onemocnéni se projevuje rozvojem cytopenii v krev-
nim obraze (nejcastéji trombocytopenii) mezi 6.-10. rokem véku, ale
u ¢asti nemocnych mohou projevy vzniknout az v rané dospélosti, kdy
je tfeba onemocnéni odlisit od primarniho MDS. Selhédni kostni diené
postihne do véku 40 let 50 % pacientd. Kumulativni incidence AML je
do véku 40 let 15-20 %, MDS do véku 50 let 40 %. Nejcastéjsimi solid-
nimi nddory jsou gynekologické malignity a nddory hlavy a krku s ku-
mulativni incidenci 30 % do véku 40 let. VySetieni zvysené incidence
chromozomalnich zlomu (DEB test), k potvrzeni slouzi molekularné ge-
netické vysetieni mutace gen FANC komplexu. V 1é¢bé FA je metodou
volby transplantace krvetvornych bunék, jez je absolutné indikovana pfi
znamkach selhdvani krvetvorby ¢i progrese do MDS.

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je charakterizovana
izolovanou poruchou erytropoezy s anémii rGzného stupné.

Onemocnéni je zplsobeno ve vétsiné pfipadd mutacemi gend pro
ribozomalni proteiny. V détském véku je hlavnim pfiznakem anémie,
kterd ¢asto vyzaduje podavani transfuzi. Postupné se rozviji pretizeni
zelezem. Onemocnéni je také spojeno se zvysenym rizikem rozvoje
hematologickych malignit i solidnich tumord.

Mechanizmus pfechodu od hypoproliferativniho onemocnéni
k hyperproliferativnimu onkogennimu fenotypu v pozdéjsifazi zivota
DBA pacientt neni zcela objasnén. Jednim s diskutovanych faktord je
oxidacni stres.

Dédi¢né mutace genu pro GATA2 - GATA2 gen predstavuje tzv.
zinc finger transkripcni faktor, jenz se uplatiiuje v regulaci efektivni
genové exprese v kmenovych krvetvornych burkach, regulaci pro-
liferace a diferenciace. Heterozygotni mutace jsou spojeny s riiznym
stupném cytopenie, absolutni monocytopenii (MonoMack syndrom),
imunodeficitem (plicni infekty), akvizici mutaci a chromozomalnich
aberaci (-7, +8) a vysokym rizikem maligni transformace (85 % ne-
mocnych — AML ve 40 letech!). Lé¢ebnou metodou volby je transplan-
tace krvetvornych bunék.

Deficit pyruvatkinazy (PKD) je tieti nejcastéjsi enzymopatii
s variabilnim stupném anémie a ikteru. U ¢asti pacientd je pro
zavaznou anémii nutno podavat transfize erytrocytarni masy.
zelezem. Jiz dfive jsme ukazali, Ze erytroenzymopatie, v¢. PKD se
projevuji riznym stupném poruchy produkce hepcidinu; kli¢cové
molekuly inhibujici absorpci, mobilizaci a recyklaci zeleza. Pravé
vdusledku nepfimérené suprese hepcidinu neefektivni erytropoézou
jsou pacienti s PKD nachylnéjsi k pretizeni zelezem, které se mlize
rozvinout i nezavisle na krevnich transfuzich.

Vrozené erytrocytézy, charakterizované zvysenou tvorbou
erytrocytarni masy, pfedstavuji velmi heterogenni skupinu poruch,
0 jejiz incidenci a prevalenci nejsou spolehlivé informace. Navic,
u témér dvou tretin pacientl zGstava kauzalni mutace neodhalena.
Vrozené erytrocytézy jsou obecné povazovany za benigni, i kdyz
u nékterych pacientl jsou v dospélosti popisovany zivot ohrozujici
trombotické anebo kardiovaskularni komplikace. Recentni data také
naznacuji, ze nékteré mutace spojené s vrozenymi erytrocytdézami
maji predispozi¢ni potencial pro vznik myeloproliferativnich
neoplazii. Dlouhodobé systematické sledovani téchto pacientl je
proto nezbytné pro lepsi pochopeni pribéhu nemoci a zlepseni
terapeutickych pfistupd i celkového managmentu pacientd
s vrozenymi erytrocytézami.
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8. MNOHOCETNY MYELOM /
/ MONOKLONALNI GAMAPATIE

SOUCASNE MOZNOSTI DIAGNOSTIKY
ALECBY AL AMYLOIDOZY

Pika T.

Hematoonkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

AL amyloidéza (light chain) je systémové nebo organové limitované
onemocnéni patfici do skupiny monoklonalnich gamapatii, resp.
plazmocelularnich dyskrazii. Jedna se o méné obvyklé onemocnéni
a incidence je priblizné 5-12 nemocnych na milion obyvatel za rok,
predstavuje vsak vice nez 70 % pfipadud ze viech typd amyloiddz.
Onemocnéni je charakterizované depozici fibril tvofenych fragmenty
nebo kompletnimi molekulami monoklonalnich lehkych tetézct
imunoglobulinu produkovanych klondlni plazmocelularni populaci.
Imbibice tkdni amyloidem ma za nasledek progredujici postizeni
orgadnd - nejcastéji ledvin, srdce, jater a periferniho nervového
systému. V naprosté vétsiné pfipadt byvéd u nemocnych zjevné
multiorgdnové postizeni.

Diagnostika AL amyloidézy zahrnuje komplexni vysetfeni
zahrnujici prikaz monoklonalniho imunoglobulinu v séru a/nebo
v moci ¢i strukturdlnich podjednotek - volnych lehkych fetézct
imunoglobulinu, priikaz produkujiciho B-buné¢ného klonu (klonélni
plazmocyty ev. vylouceni asociace s mnohocetnym myelomem,
Waldenstromovou makroglobulinémii ¢i jinou B-lymfoproliferaci)
a organovy screening (echokardiografie ev. MR srdce, UZ ledvin
a jater, stanoveni proteinurie, kardiomarker( (troponin, natriuretické
peptidy) a aktivity alkalické fosfatdzy). Nezbytnosti je biopticky
odbér tkdné s histologickym prikazem (barveni Konzskou cerveni)
a naslednou typizaci amyloidovych mas (imunofluorescence,
imunohistochemie, hmotnostni spektrometrie).

Stratifikaci nemocnych do jisté miry umoznuje stdzovaci systém
Mayo clinic, ktery ma nejen prognosticky vyznam, ale napoméha
rovnéz ve vybéru vhodné terapie.

Lécba AL amyloidozy je pfisné individudlni s volbou terapie s ohle-
dem na vék, komorbidity a pokrocilost organového postizeni. Eliminace
B-lymfocytarniho klonu a redukce naloze amyloidogennich lehkych fe-
tézcu (tedy dosazeni hematologické remise) je podminkou k dosazeni
organové lé¢ebné odpovédia timi delSiho preziti nemocnych. Doposud
nejucinnéjsi [é¢ebnou modalitu pro nemocné s AL amyloidézou terapie
vysokodavkovanym melfalanem s podporou autologniho $tépu, které
muZe predchazet 3-4mési¢ni indukéni terapie. Tato l1é¢ebnd modalita je
spojena s vysokym procentem dosaZenych remisi, ale vzhledem k ¢as-
tému vyssimu véku nemocnych, orgdnovému postizeni a dalsim komor-
biditdm Ize tuto terapii poskytnout pouze asi 20 % pacientd. V soucas-
nosti jsou definovana kritéria, umoznujici posoudit bezpec¢nou indikaci
této lécby. Vysokodavkovana terapie je spojena s dosazenim hematolo-
gické odpovédi u vice nez 70 % nemocnych.

Zakladem terapie 1. linie je v soucasnosti lé¢ba zahrnujici
monoklonélni protildtku daratumumab nejcastéji v kombinaci
s bortezomibem, cyklofosfamidem a dexametasonem. Lécebnd
kombinace se vyuziva jako induk¢ni rezim pfed planovanou
autologni transplantaci, ale i jako konvencni rezim pro nemocné, ktefi
k vysokodavkované terapii indikovéani nejsou. Tato lécba je spojena
s vysokym procentem nejen hematologickych, ale i orgdnovych
|écebnych odpovédi. V pfipadé relabujicich nemocnych Ize uzit fadu
dalsich Iéka s biologickym ucinkem ze skupiny IMID (lenalidomid,
pomalidomid), inhibitorl proteasomu (karfilzomib, ixazomib) ¢i
bcl-2 inhibitord (venetoclax).

V soucasnosti probihaji klinické studie testujici terapeutické
pouziti protilatek vici amyloidovym depozitim v tkanich. Nedilnou
soucasti 1é¢by podplrna terapie cilend na zlepseni ¢i nahradu
funkce postizenych organt, nezbytna je mezioborova spoluprace.
Ptisné individualné Ize zvazit organovou transplantaci u mladsich
nemocnych s vyznamnym izolovanym orgdnovym postizenim,

zejména srdce.

NOVA DOPORUCENI PRO DIAGNOSTIKU
A LECBU WALDENSTROMOVY
MAKROGLOBULINEMIE

Kascak M.

Oddéleni transplantacni a bunécné terapie, Klinika hematoonkologie
LFOUa FN Ostrava

Waldenstrémova makroglobulinémie (WM) je raritnim onemocné-
nim charakterizovanym infiltraci kostni dfené burikami lymfoplas-
mocytarniho lymfomu (LPL) s produkci monoklonélniho imunoglo-
bulinu (Mlg) tfidy IgM (Owen RG et al. 2003). Svym chovanim je sice
blizkd indolentnim B-lymfomidm, unikatni biochemické a imunolo-
gické vlastnosti molekuly IgM ale zpUsobuji pestrou $kélu jedinec-
nych projevd. Mimo znamé projevy jako je hyperviskdzni syndrom,
kryoglobulinémie a nemoc chladovych aglutinind mdze WM prova-
zet i sekundarni amyloiddza, infiltrace CNS popisovana jako Bing-Ne-
elliv syndrom nebo rdznorodé formy ziskané neuropatie.

V roce 2014 byli vydany prvni ndrodni doporuceni pro diagnostiku
a lécbu WM. Doporuceni z roku 2022 predstavuji pokracujici aktivitu
autori Ceské myelomové skupiny a Kooperativni lymfomové
skupiny po ctyfech letech od predchoziho druhého vydani. Se
zésadnich novinek pfedstavuji aktualni doporuceni v diagnostické
¢asti zejména moznosti celogenomového sekvenovani sledovanych
mutaci a v [é¢ebné ¢asti vysledky klicovych randomizovanych
klinickych studiich lépe definujicich postaveni imunochemoterapie,
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inhibitor Brutonovy tyrosinkindzy a udrzovaci l1écby. Zcela nova je
kapitola vénujici se problematice Bing-Neelova syndromu.

Standardem v diagnostice zUstava nadéle histologické a imu-
nohistochemické vysetieni biopsie kostni dfené. Klicovou dia-
gnostickou metodou je vySetfeni pomoci multiparametrické
pritokové cytometrie. Charaktericticky imunofenotyp CD22'"°"/CD-
23¢9/CD25*/CD27*/sIlgM* s negativitou antigent CD5/CD10/CD11c
a CD103 poméha odlisit WM od jinych B-lymfoproliferaci. Pomoci do-
stupnych metod polymerdzové retézové reakce vysetfujeme v kli-
nické praxi pfitomnost mutaci v genu MYD88 tak CXCR4 u pacientu
jak z kostni diené, tak periferni krve ¢i mozkomisniho moku (Grow-
kova etal.2017). Aktiva¢ni mutace L265P v genu MYD88 (zdména ami-
nokyseliny leucinu za prolin na pozici 265) se vyskytuje u > 90 % a so-
matické mutace v genu CXCR4 jsou pfitomny u > 30 % pacientli s WM
(Treon et al. 2012; Hunter et al. 2014). Metody sekvenovani nové gene-
race (NGS) zpresnuji zejména vysetieni mutaci genu CXCR4, kterych
bylo doposud popséno vice nez 30 a napomocné jsou i pfi vyluco-
vani alternativnich (non-L265P) mutaci genu MYD88. Citlivost mole-
kularné genetickych vysetfeni zvysuje pfedchozi selekce CD19 pozi-
tivni populace (Dogliotti et al. 2022).

Hlavnim cilem |é¢by je dlouhodobd kontrola nemoci se
zachovanim kvality Zivota pfi minimalni toxicité. Hlavni pilife 1é¢by
u nové a drive lécené WM jsou kombinace anti-CD20 protilatky
rituximabu s chemoterapii a inhibitory Brutonovy tyrosinkinazy
(ibrutnib, zanubrutinib) v monoterapii nebo s rituximabem.

Vysledky nékolika prospektivnich randomizovanych klinickych
studii definovali kombinace rituximabu s cyklofosfamidem a dexa-
methasonem nebo s bendamustinem jako vysoce Gc¢inné a bezpecné
|é¢ebné rezimy u nové lIécené WM. Nové jiz neni doporucovana udr-
Zovaci lécba rituximabem po vstupni [é¢bé rezimem bendamustin,
rituximab. Kombinace s proteasomovym inhibitorem bortezomi-
bem jsou vyhrazené v 1é¢bé pacientl ze sekundarni IgM asociova-
nou amyloidézou. Monoterapie rituximabem se zvaZuje zejména
v situacich imunologickych komplikaci. Doporuceni se vénuje i in-
toleranci rituximabu u WM, ktera je u jinych B-lymfoproliferaci
zcela vyjimec¢na a navrhuje alternativni [é¢bu anti-CD20 protilatkou
obinutuzumabem.

Inhibitory Brutonovy tyrosinkindzy - ibrutinib a zanubrutinib
predstavuji nejvyznamnéjsi [écebny posun u WM. U nové i diive
|é¢enych pacientl s WM je pomoci ibrutinibu nebo zanubrutinibu
dosahovano > 90 % celkovych lé¢ebnych odpovédi, z toho prevazna
vétsina velkych lécebnych odpovédi (PR a lepsi) s medidnem
bezptiznakového preziti > 5 let. Lécebné odpovédi nebyly ovlivnéné
zadnym z obvyklych negativnich prognostickych ukazatell jako
vyssi vék, horsi biologicky stav, vyssi riziko podle mezinarodniho
prognostického ukazatele ani mirou infiltrace kostni dieni ¢i poctem
predchozich linii. Vyznamny vliv na lé¢ebnou odpovéd, jeji hloubku
a rychlost nastupu ale maji mutace genli MYD88 a CXCR4. Mutace
genu CXCR4 a nemutovany (wild-type) gen MYD88 zhorsuji vysledky
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|écby ibrutinibem a v pfipadé druhé jmenované mutace vyznamné
(Treon et al. 2020). Mensi dopad mutaci byl pozorovan pfi 1é¢bé
zanubrutinibem (Trotman et al. 2020). Negativni prognosticky
dopad nemutovaného genu MYD88 mUize pirekonat jeho kombinace
s rituximabem (Dimopoulos et al. 2018). Stanovenim mutaci
u WM lze tedy predvidat ucinnost 1écby a volit vhodnéjsi Iék ¢i
kombinaci.

Dalsimi Gc¢innymi v 1é¢bé relabované/refrakterni WM jsou inhibi-
tory proteasomu bortezomib, carfilzomib a ixazomib v kombinaci
s glukokortikoidy a rituximabem, kombinace lenalidomidu a s ci-
lenych inhibitoru idealisib v kombinaci s obinutuzabem. U¢inna je
i [é¢ba pomoci venetoclaxu po selhdni lécby ibrutinibem.

Diagnostickd a lécebna doporuceni pro Waldenstrémovou
makroglobulinémii prestavuji vyznamny systémovy ndstroj pro
vyuziti modernich diagnostickych postupt a dostupnych ucinnych
1ékd u tohoto vzacného onemocnéni.
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PRINOS SUBSTITUCNI LECBY
IMUNOGLOBULINY U PACIENTU

S HEMATOONKOLOGICKYMI
ONEMOCNENIMI - KLINICKE ZKUSENOSTI
Jungova A", Mohammadova L., Vozobulova V., Stejskal L.2,

Jindra P!

"Hematologicko onkologické oddeéleni, FN Plzeri

?Hematologicko-transfizni oddélent, Slezskd nemocnice v Opavé

Uvod: Sekundarni imunodeficit (SID) je ziskana porucha imunity,
projevujici se nejcastéji jako porucha produkce polyklondlnich
imunoglobulinf. Nejcastéji se vyskytuje u hematonkologickych
pacientll a to jak vlivem zakladni nemoci, tak vlivem podavané
|écby. Mezi nejrizikovéjsi patii chronicka lymfatickd leukemie (CLL),
mnohocetny myelom (MM), B bunécné lymfomy a Waldenstromova
makroglobulinémie (MW). Dalsim rizikovym faktorem je B cell
ablativni terapie, nejcastéji Ié¢ba rituximabem. V nasem sledovani
jsme hodnotili vyskyt infek¢nich komplikaci vyzadujicich ATB
terapii a hospitalizace pro infekéni komplikace u pacientl lécenych
imunoglobuliny pfed zahdjenim substitu¢ni 1é¢by a béhem prvniho
roku podavani substituce.

Pacienti a metody: Retrospektivni analyza u 61 pacienti (Hemato-
logicko-onkologické oddéleni FN Plzen 33 pacientl, Slezska
nemocnice Opava 28 pac.) léCenych substitu¢ni l1é¢bou formou
subkutanniho podani imunoglobulinG (SCIG). Indikaci k podani byly
opakované infekty, infekty vyzadujici JIP, ¢i pokles IgG pod 4 g/I. Data
byla sbirdna od 1/2017 do 12/2021. Sledovali jsme vyskyt infekénich
komplikaci vyzadujici ATB lé¢bu a pocty hospitalizaci primarné
z dlvodu infekéni komplikace. Porovnavano bylo obdobi 1 roku
pfed zahdjenim SCIG a prvni rok 1é¢by SCIG. JMM -10 (16%), MW
-3 (5%) a ostatni -9 (15%). Hodnoceni dat probihalo podle publikaci
Benbrahim 2019 a Vacca 2019.

Vysledky: V porovnani vyskytu infek¢nich komplikaci vyzadujici ATB
lé¢bu pied a béhem Iéc¢by SCIG doslo u viech pacientd k -125 vs.
43 infekci (p = 0,0001). Celkovéa doba podavani SCIG byla s medidnem
11 mésicd (2-38). Median podani béhem sledovaného prvniho roku
substituce SCIG byl 6 (2-14). Median 1gG pfed zahajenim byl 3,6 g/I
(0,1-6,5), po ukon¢eni SCIG 5,7 g/l (3,4-10,7). Doslo také k poklesu
hospitalizaci 40 vs. 15 (p = 0,053).

Zaveér: Vétsina hematoonkologickych pacientd ma SID, ktery Z nasich
dat je patrny signifikantni pokles infek¢nich komplikaci vyzadujici
ATB Iécbu po zahdjeni SCIG. Stejné tak je patrné i snizeni hospitalizaci
z dlivodu infekéni komplikace. Vse toto pak vede ke zlepseni QoL.
Podavani SCIG je také mozné v domacich podminkéch, coz zvysuje
dostupnost této lécby.
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ANALYSIS OF MONOCYTE SUBSETS IN

PATIENTS WITH MULTIPLE MYELOMA

IN PAIRED BONE MARROW ASPIRATE AND

PERIPHERAL BLOOD

Nesnadna R, Petrackova A.', Minafik J.2, Mikulkovd Z.!, Manukyan G.!,

Savara J.!, Papajik T.?, Pika T.?, Kriegova E.!

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

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

Background: The bone marrow (BM) microenvironment plays an
important role in the pathogenesis of multiple myeloma (MM).
The recent study (Edwards et al., Blood Adv. 2023) reveals that
absolute peripheral blood monocyte count (AMC) reflects the BM
microenvironment and is associated with inferior overall survival
(0S). The prognostic value of monocytes and their subsets in BM and
peripheral blood (PB) in MM is still unclear.
Methods: The study cohort consisted of 53 MM patients (sampling at
diagnosis, N = 20; relapse, N = 33). Inmunophenotyping of monocyte
subsets (classical, intermediate and non-classical monocytes) and
other immune cell populations in paired BM aspirate and PB was per-
formed using a 14-color flow cytometry (BD FACS Canto Il, Becton Dic-
kinson). Patients were stratified according to the treatment response
as follows: complete response (CR, N = 13), very good partial response
(VGPR, N = 10), partial response (PR, N = 16), stable disease (SD, N = 5),
progressive disease (PD N = 2) and minimal response (MR, N = 7). Pro-
gression-free survival (PFS) was estimated by the Kaplan-Meier me-
thod and compared between subgroups using the log-rank test.
Results: Patients with CR were characterized by increased percentage
of classical monocytes in BM compared to patients with MR (P = 0.035).
Moreover, monocytes in CR group expressed elevated levels of
CD64 (P < 0.001) and CD163 (P = 0.015) in BM comparing to MR group.
Our analysis revealed that percentage of classical monocytes in BM
(cut-off 71%) correlates with PFS. Particularly, MM patients with lower
percentage of classical monocytes in BM (< 71%, N = 23) had shorter PFS,
than those with higher number of classical monocytes (N = 30, median
PFS 18 vs. 23 months; P = 0.011). Additionally, patients achieving CR
showed a lower percentage of T regulatory cells in BM comparing to MR
(P =0.036). In PB, a trend to lower AMC (P = 0.088) and higher platelet-
to-lymphocyte ratio (P = 0.005) was detected in patients achieving CR
compared to MR, but not in distribution of monocyte subsets.
Conclusion: Our pilot data suggests that low percentage of classical
monocytes in BM aspirate in patients with MM is associated with
poor response to the treatment and worse PFS. The role of classical
monocytes in BM microenvironment in MM is still unclear and should
be further investigated.

Supported by IGA_LF_2023_010, MH_CZ-DRO (FNOL,_00098892).
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9. TRANSPLANTACE / BUNECNA TERAPIE

LECBA T LYMFOCYTY S CHIMERICKYM
ANTIGENNIM RECEPTOREM (CAR-T)

V CESKE REPUBLICE

Folber F, Pytlik R.2, Polgdrova K.2, Belada D.%, Sramek J.5, Mihélyova J.5,
Szotkowski T, Sramkova L.8

'Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

2{Jstav hematologie a krevni transfuze, Praha

*|. interni klinika — hematologie VFN v Praze

“IV.interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

° Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzeri

¢Klinika hematoonkologie FN Ostrava

’Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc
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Uvod: CAR-T lymfocyty patii mezi moderni metody bunééné terapie,
jsou vyrabény genetickou modifikaci autolognich T lymfocytd
odebranych pomoci nemobilizované leukaferézy. Ve vyrobnim
zavodé pfislusné farmaceutické firmy je poté provedena selekce
T lymfocytl, do kterych je vlozen gen pro chimericky antigenni
receptor (CAR), obsahujici vazebnou, kostimula¢ni a aktiva¢ni
doménu. Po kultivaci a kontrole kvality jsou vyrobené CAR-T
lymfocyty zamrazeny a odeslany zpét. Vlastnimu podani pacientovi
predchézi lymfodeplecni pfipravna chemoterapie, obsahujici
obvykle fludarabin a cyklofosfamid. Pripravek CAR-T je rozmrazen
pfimo u lizka pacienta a podan formou intravendzni infuze.
Tato lé¢ba je mozna pouze v centrech, ktera jsou certifikovana
k podani ptislusného preparatu.

Preparaty CAR-T, jejich indikace a dostupnost v CR: Nize jsou
v abecednim pofadi uvedeny registrované komer¢ni preparaty, jejich
terapeutické indikace podle SPC a dostupnost v CR (stav k dubnu
2023):
- Axikabtagen ciloleucel (axi-cel, Yescarta, anti-CD19-CD28-

CD3zeta) je indikovan k 1é¢bé:

- dospélych pacientl s difuznim velkobunéé¢nym B-lymfomem
(DLBCL) a s high-grade B-buné¢nym lymfomem (HGBL), ktery
relabuje do 12 mésicl po dokonceni chemoimunoterapie prvni
linie nebo je na ni refrakterni [1]; v CR k dispozici od roku 2023,

- dospélych pacientl s relabujicim nebo refrakternim DLBCL
a s primarnim mediastinalnim velkobunécnym B-lymfomem
(PMBCL), po dvou ¢i vice liniich systémové l1é¢by [2]; v CR k dispozici
od roku 2019,

- dospélych pacientu s relabujicim nebo refrakternim folikuldrnim
lymfomem (FL) po tfech ¢&i vice liniich systémové lécby [3]; v CR
k dispozici od roku 2022.

- Brexukabtagen autoleucel (brexu-cel, Tecartus, anti-CD19-CD28-

CD3zeta) je indikovan k 1é¢bé:

- dospélych pacientl s relabujicim nebo refrakternim lymfomem
z plastovych bunék (MCL) po dvou ¢i vice liniich systémové lécby,

které zahrnovaly Ié¢bu inhibitorem Brutonovy tyrosinkinazy [4];
v CR k dispozici od roku 2021,

-dospélych pacientli ve véku 26 let a starsich s relabujici nebo
refrakterni akutni lymfoblastickou leukemii (ALL) z prekursorl
B-bunék [5]; v CR k dispozici od roku 2023.

- Ciltakabtagen autoleucel (cilta-cel, Carvykti, 2x anti-BCMA-4-
1BB-CD3zeta) je indikovan k 1é¢bé:

- dospélych pacientl s relabujicim a refrakternim mnohocetnym
myelomem (MM), ktefi podstoupili alespon 3 pfedchozi terapie
zahrnujici imunomodulator, inhibitor proteazomu, a protilatku
proti CD38 a ktefi béhem posledni Iécby vykazali progresi
onemocnéni [6]; dostupnost v CR je o¢ekavana v roce 2024.

-ldekabtagen vikleucel (ide-cel, Abecma, anti-BCMA-4-1BB-
CD3zeta) je indikovan k [é¢bé:

-dospélych pacientl s relabujicim a refrakternim MM, ktefi
podstoupilialespon tiipfedchozilécby zahrnujiciimunomodulator,
inhibitor proteazomu a protildtku anti-CD38 a pfi posledni lé¢bé
u nich doslo k projevim progrese onemocnéni [7]; dostupnost
v CRje o¢ekéavéna nejdfive v roce 2024.

- Lisokabtagen maraleucel (liso-cel, Breyanzi, anti-CD19-4-1BB-
CD3zeta s balancovanym pomérem CD4:8 1: 1) je indikovan k [é¢bé:
- dospélych pacientt s relabujicim nebo refrakternim DLBCL, PMBCL

a FL grade 3B, po dvou nebo vice liniich systémové terapie [8];
dostupnost v CR je o¢ekavana nejdfive v roce 2024.

- Tisagenlekleucel (tisa-cel, Kymriah, anti-CD19-4-1BB-CD3zeta) je
indikovén k lé¢bé:

- pediatrickych a mladych dospélych pacientd do 25 let v¢. s B-ALL,
ktera je refrakterni, v relapsu po transplantaci nebo ve druhém
nebo pozdé&jsim relapsu [9]; v CR k dispozici od roku 2019,

- dospélych pacientl s relabujicim nebo refrakternim DLBCL po
dvou nebo vice liniich systémové terapie [10]; v CR k dispozici od
roku 2019,

- dospélych pacientl s relabujicim nebo refrakternim FL po dvou
nebo vice liniich systémové terapie [11]; v CR k dispozici od roku
2022.

Vybér pacienta a posouzenizptisobilosti k 1é¢bé: Vybér vhodného
pacienta a zhodnoceni jeho klinického a laboratorniho stavu je
zasadni pro Uspéch této finan¢né i organiza¢né néaroc¢né |écby.
Posouzeni zpUsobilosti konkrétniho pacienta v jednotlivych ¢asovych
bodech (indikace, aferéza, zahajeni lymfodeplece, podani CAR-T) je
vzdy na zodpovédnosti daného certifikovaného odbérového nebo
|é¢ebného centra a vychazi z mezindrodnich doporuceni EBMT, JACIE
a EHA[12].

Lécebné vysledky a nezadouci Gcinky: Vysledky Ié¢by v registrac-
nich studiich nejsou vzéjemné porovnatelné vzhledem k odliSnym
populacim pacientd, diagnézam, indikacnim kritériim a liniim IéCby.

V ptipadé zdjmu jsou k dohledéni v citovanych publikacich.
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Po podani CAR-T lymfocytl dochazi jejich k aktivaci, pfihojeni
a expanzi. Nasledna aktivace imunitniho systému se muize projevit
jako syndrom z uvolnéni cytokint (cytokine release syndrome -
CRS). Pfi této velmi ¢asté komplikaci se objevuji vzdy febrilie, mGze
ale dochazet také k hypotenzi nebo hypoxii. Symptomatickd lé¢ba
spociva v podavani antipyretik, podpofe obéhu katecholaminy,
podavaéni kysliku a v nejtézsich pfipadech i umélé plicni ventilaci.
Efektivni fesSeni CRS predstavuje podavani tocilizumabu a kortikoid(.
Nejzavaznéjsi, ale nastésti vzadcnou formou CRS je syndrom
aktivovanych makrofagti (macrophage activation syndrome — MAS),
projevujici se navic koagulopatii, vzestupem ferritinu a jaternich
testd a hemofagocytézou. V 1é¢bé jsou doporuceny vysoké
déavky kortikoidd v kombinaci s prepardtem anakinra a ptipadné
i cytostatiky.

Druhym nejcastéjsim specifickym nezadoucim ucinkem je syn-
drom neurotoxicity (immune effector cell-associated neurotoxicity
syndrome - ICANS). Projevuje se mirnymi poruchami koordinace jem-
nych pohybu, expresivni afazii, poruchami paméti, orientace nebo
pocitani. Mize ale vyustit i v zavaznéjsi formy s epileptickymi kie-
¢emi, poruchou hrubé motoriky, otokem mozku nebo bezvédomim.
Lécba je symptomatickd a zahrnuje kortikoidy a antiepileptika.

Mezidlouhodobénezadouciucinkypatithypogamaglobulinemie,
kterd je zplsobena potlacenim normalnich B lymfocytd. Substituci si
vsak vyzaduje pouze v pfipadé zadvaznych nebo recidivujicich infekci.

Zanedbatelné nejsou ani infekéni komplikace. V prvnich
tydnech po podani jde zejména o bakterialni, virové a kvasinkové
infekce, v prvnich mésicich i invazivni mykdézy. Béhem prvniho roku
jsou nebezpecim herpetické a respiracni viry a pneumocystova
pneumonie.

Nej¢astéjsim vedlejsim ucinkem po podani jsou cytopenie
(neutropenie, trombocytopenie nebo anémie), nejen v disledku
pfipravné lymfodeple¢ni chemoterapie, ale i systémové imunitni
odpovédi. Dlouhodobou a zdvaznou neutropenii Ize fesit podanim
autolognich perifernich krvetvornych bunék, pokud jsou k dispozici.
Dlouhodobou a zdvaznou trombocytopenii Ize zkusit fesit mimetiky
trombopoetinového receptoru.

Zku3enosti a vysledky lé¢by v CR v zdsadé kopiruji data klinickych

studii a readlné praxe zahrani¢nich center a budou prezentovany
v ramci Ustniho sdéleni.
Zavér: Bunécna terapie pomoci CAR-T lymfocytd pfinasi nadéji pro
¢ast pacientd s relabujicimi nebo refrakternimi non-hodgkinskymi
B lymfomy a akutni B lymfoblastickou leukemii. Moderni terapie
ssebou pfinasinoveé spektrum toxicity, kterd je vSéak dobre zvladatelna
a obvykle nezavazna. V budoucnosti o¢ekavame rozsiteni indikaci
i na mnohocetny myelom.
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TRENDS IN ALLOGENEIC HEMATOPOIETIC
CELL TRANSPLANTATION OVER THE PAST
21 YEARS - A SINGLE CENTRE ANALYSIS
Jindra P, Karas M., Steinerova K., Lysak D., Sramek J., Jungova A.,
Hrabétova M., Bergerova V., Dekojova T., Prochazka T.

Department of Haematology and Oncology, University Hospital Plzeri

Introduction: alloHCT has achieved significant advances in recent
years, which have enabled its extension and made it feasible for
elderly patients. Conversely, the availability of innovative treatment
significantly changes the indications of alloHCT. We evaluated the
reflection of these changes at our center.

Methods: The file consists of 855 patients who underwent 1stalloHCT
during 2001-2021. For the analysis we divided the file into three
7-years periods: 2001-2007 (A = 257 pts), 2008-2014 (B = 304 pts) and
2015-2021 (C =294 pts).

Results: A significant gradual increase in the median age of patients
was evident for the consecutive periods — 50y (range 20-68) vs. 53y
(19-71) vs. 55y (20-74); P < 0.0001. Likewise, the proportion of patients
over70increased from 0%in period Ato 23 (8%) in period C; P <0.0001.
This was reflected in a decline in the use of the myeloablative regimen
(43% in A compared to 24% and 28% in periods B and C, respectively;
P < 0.0001). Bone marrow use increased from 11% to 20% in period

Transfuze Hematol Dnes 2023; 29(Suppl 1)



B (P = 0.0049), then remained the same for C (18%; P = 0.943). There
were fundamental changes in the type of donors with an increase
in haplodonors in the C: 27% vs. 1% and 0% in B and A (P < 0.0001).
This was at the expense of siblings (41%-26%-9%; P < 0.0001), as the
proportion of unrelated donors remained essentially the same (60%
vs.73% vs. 64%). Regarding GVHD prophylaxis, CNIs/MTX remained
the mainstay for all types of transplantation except for haplodonors
(exclusive PTCY). However, administration of ATG as an adjunct to
CNIs increased (22%-30%-55%; P < 0.0001). In all periods, the main
indication was myeloid malignancies (AML/MDS), the proportion of
which rose steadily (39% in A to 62% in C; P < 0.0001). Conversely,
there was a significant decrease in transplants for CML (11%, 4% and
1%; P < 0.0001) and for CLL (14, 13 and 3%; P < 0.0001). The share of
another indications-ALL/NHL/MM/MH/MPN-remained essentially
the same (e.g., ALL 9%, 13% and 9%; P = 0.1608).

Conclusion: Our results mirror the EBMT&CIBMTR data. It documents
a continuing trend towards transplantation of increasingly older
patients and unrelated&haplodonors as the currently predominant.
AML/MDS/MPN remain the main indication, while in response to
the new drugs, some diagnoses (CML, CLL) decreased substantially.
CAR-T treatment has not yet been reflected. In contrast to the EBMT,
there were no decline in the BM utilization, as its certain benefit is
supported by evidence

2. ALOGENNI TRANSPLANTACE PO RELAPSU
PO 1. ALOGENNI TRANSPLANTACI -
ANALYZA OBDOBI 2012-2022 NA HOO FN
PLZEN

Karas M., Hrabé&tovéa M., Steinerové K., Lysék D., Sramek J., Jindra P.
Hemato-onkologické oddéleni, Fakultni nemocnice Plzer

Uvod: Relaps hematologické malignity po alogenni transplantaci
(aloTx) ma $patnou progndzu a limitované moznosti 1écby.
Potencialné kurativni moznosti je provedeni 2. aloTx, které je nicméné
dostupné jen pro mensi ¢ast pacientt a je spojeno s vy$simi riziky
dalsiho relapsu zakladniho onemocnéni a transplantacni mortality.
K zhodnoceni vysledk( 2. aloTx jsme analyzovaly vysledky tohoto
zpUsobu lé¢by v poslednich 10 letech na nasem pracovisti.

Metody: Od 1/2012 do 12/2022 28 pacientd s medidnem véku 42 let
(rozmezi 20-71let) podstoupilo 2. aloTx. Median doby od 1. aloSCT
byl 11 mésicl (rozmezi 3-108 mésicu). Zakladni onemocnéni bylo
v 12 (43 %) pfipadech AML (58 %V CR),v9(32%)ALL(66 %V CR),v3 (11 %)
CLL, v 2 (7 %) MDS a v 2 (7 %) ptipadech MPO. Pfedtransplanta¢ni
pfiprava byla redukovana a zdrojem krvetvornych bunék byla v 82 %
periferni krev a v 18 % kostni dien. Vzdy byl pouzit jiny darce nez
pfi 1. aloTx. V 14 (50 %) pfipadech se jednalo o haploidentického, ve
2 (7 %) pfipadech o shodného pfibuzného a ve 12 (43 %) pripadech
o nepiibuzného darce (z nich 33 % HLA neshoda).

Vysledky: U 27 (96 %) pacientld doslo k pfihojeni Stépu.
Z 27 hodnocenych pacientll se akutni GVHD rozvinula u 15 (55 %)
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pacientl a chronickd GVHD u 5 (29 %) ze 17 hodnocenych pacientd.
S medidnem sledovani Zijicich pacientd 80 mésicl (rozmezi
6-120 mésicl) zije 8 (29 %) nemocnych, z nichz 7 (25 %) je v trvajici
kompletni remisi zékladniho onemocnéni (3x ALL, 2x AML, 2x MPO).
U 16 (57 %) pacientl doslo k progresi ¢i relapsu onemocnénia median
doby do relapsu/progrese po 2. aloSCT byl 3 mésice (rozmezi
0-16 mésictl). Celkem 5 (18 %) pacientl zemfelo z dGvodu NRM. NRM
do dne +100 byla 11 % a do roku 14 %. Pfedpokladané celkové preziti
(0S) v 1 a 3 letech po 2. aloSCT je 38 % a 29 %. OS bylo ovlivnéno
stavem zékladniho onemocnéni v dobé 2. aloTx a dobou do relapsu
po 1. aloTx. Pro pacienty s akutni leukemii s pozdnim relapsem (>
6 mésicd) a CR v dobé 2 .aloSCT byl OS ve 3 letech 58% vs. 10% pro
ostatni pacienty (p = 0,02).

Zavér: Ziskané vysledky ukazuji, ze 2. aloSCT mUze u ¢asti pacientl
s relapsem hematologické malignity zlepsit jejich progndézu a to
predevsim u pacientll s pozdnim relapsem a v opétné remisi
zékladniho onemocnéni. Do budoucna vyuziti novych lé¢ebnych
postupl muze snizit rizika relapsu po 1. aloSCT, pfipadné umoznit
dosazZeni kontroly hematologické malignity pfed 2. aloSCT a tim

zlepsit jeji vysledky.

EXTRAKORPORALNA FOTOFEREZA

V TERAPII GVHD - SKUSENOSTI

Z 1900 EXTRAKORPORALNYCH FOTOFEREZ
NA KHAT BRATISLAVA

Martinka J.!, Sopko L., Bojtarova E.', Farkas F.!, Hatalova A,
Horvathova D., Lukas J.!, Slezakova K., Skrakova M.!, Hordkova J.2,
Demitrovicova L.3, Mikuskova E.3, Mistrik M.}, Batorova A.'

"KHaT LFUK, SZU a UN Bratislava

?KDHO NUDCH Bratislava

*NOU Bratislava

Uvod: Akutna a chronickéd GvHD predstavuje zavazny problém pri
alogénnej transplantdacii kmenovych krvotvornych buniek, zvysuje
vyrazne morbiditu a mortalitu. Extrakorporalna fotoferéza (ECP)
predstavuje Ucinnu terapeutickd alternativu k imunosupresivnej
lie¢be. Je to lie¢cebna procedura, pri ktorej sa do produktu
mononukledrnych buniek ziskaného separaciou celej krvi pridava
fotoaktivna latka( 8 MOP). Néasledne sa produkt oziari UVA svetlom
o vinovej dizke 365 nm a podava sa naspét pacientovi. Od februara
2012 sa ECP na KHaT v Bratislave vykonavaju ako standardna metoda
liecby GvHD tzv. off-line spésobom a od augusta 2018 aj on-line
spésobom u dospelych aj u detskych pacientov.

Metody: Autori vysvetluju rozdiely medzi off-line a on-line metédou
ECP, kontraindikacie ECP a psoralénu. Odbery sa vykonavali na
krvinkovych separatoroch Cobe Spectra a Spectra Optia. Na Uplnom
zaciatku sa pouzival aj krvinkovy separator Amicus. Od decembra
2012 sa vyuziva na odbery mononukledrnych buniek za G¢elom ECP
hlavne krvinkovy separator Spectra Optia. Jeho najvacsou vyhodou
je jeho prenosnost. To znamena zZe u detskych pacientov vo vaznom
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klinickom stave bolo mozné vykonavat ECP priamo v transplantacnej
jednotke DFNsP. V auguste 2018 sme dostali moznost odskusat
pristroj firmy Therakos, Therakos CellEx, ktory pracuje on-line
sposobom. Vac¢sina ECP vykonov sa vykonavala cez dialyzacny
katéter, len u niektorych pacientov bolo mozné pouzit ako vendzny
pristup periférne zily.

Vysledky: Od februara 2012 do februara 2023 sme vykonali
1 900 ECP u 110 dospelych aj detskych pacientov z toho 1 069 off-
line spésobom a 831 on-line sp6sobom, prevazne s diagnézou
akutnej a chronickej GVHD bez zévaznejsich komplikacii s dobrymi
vysledkami. Porovnavaju sa vysledky obidvoch systémov, off-line
aj on-line. Komplikacie boli spojené s periférnymi zilami, alebo so
zavedenym centrdlnym ven6znym katétrom. ECP ma velmi dobry
bezpecnostny profil a patri pravom do sekundarnej linie lie¢by na
steroidy refraktérnej GvHD.

VYZNAM PREDTRANSPLANTACNI
ODPOVEDI T LYMFOCYTU NA ANTIGENY
ASOCIOVANE S LEUKEMII PRO VYSKYT
RELAPSU MYELOIDNICH MALIGNIT BEHEM
PRVNICH MESICU PO TRANSPLANTACI
HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK
Némeckova S., Hainz P,, Krystofova J., Mackova J., Roubalovéa K.,
Stastna Markové M., Vydra J.

Oddeéleni imunologie, Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

Uvod: Akutni myeloidni leukemie (AML) a myelodysplasticky
syndrom (MDS) jsou hemato-onkologické malignity myeloidni
bunécné linie. Standardni [é¢ba prvni linie spocivéd v kombinované
chemoterapii. Ke sniZeni rizika relapsu mohou byt pacienti indikovani
k alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
(HSCT). Bylo prokazano, ze mnoho myeloidnich malignit exprimuje
s leukemii asociované (LAA) a leukemické specifické antigeny (LSA),
které mohou byt rozpoznény pacientovymi T burikami a mohou
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slouzit jako antigenni cile pro imunoterapeutické ucely. Cilem této
studie bylo popsat zmény v repertoaru T bunék specifickych pro LAA
béhem imunitni rekonstituce po HSCT.

Metody: Sedesat sedm dospélych pacientl s myeloidni malignitou
(AML nebo MDS), ktefi podstoupili alotransplantaci s HSC, darovalo
vzorek krve pred zahdjenim kondicioningu (preT) ave 4.a 7.a 11. mé-
sici po HSCT. V téchto intervalech byla méfena odpovéd T bunék proti
WT1, PRAME, MUC1, CCNA1, NPM1 a NPM1mut pomoci testu ELISPOT-
-IFNy a IC-FACS. Byla analyzovana asociace mezi velikosti LAA speci-
fické odpovédi T bunék s demografickymi a klinickymi faktory, jako je
vék, pohlavi, diagndéza, riziko ELN, shoda HLA a relaps onemocnéni.
Vysledky: Pozitivni T bunécnd LAA-specificka odpovéd proti CCNAT1,
MUC1T a PRAME pied HSCT je spojena s nizkym rizikem relapsu
po HSCT u pacientl s AML, ale zvysend odpovéd T bunék proti
MUC1 a PRAME v 7. mésici byla spojena s rizikem pozdniho relapsu.
Velikost LAA-specifické odpovédi T bunék pred transplantaci byla
spojena se stavem diferenciace AML bunék v dobé diagndzy. Zvysena
frekvence LAA-specifickych T bunék u pfijemct HSCT v 11. mésici
po prenosu bunék se vyznamné nelisila od frekvence pred HSCT
a od zdravych darcll, coz ukazuje, ze odpovéd T bunék proti LAA
Ize v tomto intervalu povazovat za rekonstituovanou. T bunéc¢na
specifickd odpovéd proti kterémukoliztestovanych LAA byla nalezena
alespon jednou béhem prvniho roku, coz ukazuje na imunogennost
LAA pro hematologické pacienty. Specifickd odpovéd T bunék
proti NPM1wt a mutované sekvenci NPM1c+ byla ve studovaném
souboru pacientdl méné casta a nekorelovala s vyskytem mutace
genu NPM1.

Bude ukazana obdobna souvislost velikosti odpovédi T bunék proti
antigenim BKPyV pred transplantaci a potransplantacniho prabéhu
onemocnéni.

Zavér: Stanoveni odpovédi proti vybranym LAA ukazalo zdsadni
vyznam piitomnosti specifickych T lymfocytl pfed transplantaci pro
dalsi rozvoj pacientova onemocnéni.

Podporeno: Evropsky fond pro regiondlni rozvoj (ERDF),
AlIHHP_CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_025/0007428_OP_VVV.
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10. KONZULTACNI HEMATOLOGIE - GRAVIDITA

TROMBOCYTOPENIE V TEHOTENSTVI
Cervinek L.

Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Zjisténi trombocytopenie u gravidni pacientky je v klinické praxi po-
mérné Casté a zaujima cca 8-10 % gravidnich zen. Obecné je nejcas-
téjsi zcela benigni gestacni trombocytopenie, bez nutnosti terapeu-
tické intervence. Pokud se o toto onemocnéni nejedna, je pred Iékafem
pomérné Sirokd diferencidlni diagnostika od imunitni trombocytope-
nie, polékové a sekundarni trombocytopenie az po mikroangiopatické
syndromy spojené s trombocytopenii. Pokud je jiz u pacientky imunitni
trombocytopenie, znama mlizeme se na pfipadnou graviditu pfipravit,
ale i pacientky s imunitni trombocytopenii dlouhodobé v remisi mohou
v gravidité s ITP relabovat. Imunitni trombocytopenie obecné neni kon-
traindikaci k téhotenstvi. Pokud se objevi novéa trombocytopenie v gra-
vidité, je nade Uloha slozitéjsi, jelikoz nemdame k dispozici test, ktery by
byl schopen jednoznacné stanovit diagnézu ITP. Pro dalsi postup pfi dia-
gnoze ITP je urcujici pocet krevnich desti¢ek a vyskyt krvéceni. Hemato-
logové s dlouhodobymi zkusenostmi s péci o téhotné pacientky dopo-
rucuji v pribéhu téhotenstvi udrzovat pocet trombocytd > 20-30x10%I.
Pro bezpecné vedeni porodu je doporucovan pocet krevnich desti-
cek > 50x10%1 a v pripadé podani epiduralni anestezie > 80-100x10%/I.

Pokud je indikovana léc¢ba ITP v téhotenstvi mame obecné nékolik
moznosti. Pokud neni kontraindikace Ize predevsim v druhém trimestru
|é¢it nizkymi davkami kortikoid( (napf. prednison 10-20mg peroralné.
Dalsi moznosti vhodnou i v prvnim trimestru je podaniimunomodula¢ni
davky intravendznich imunoglobulinG (IVIG). Tuto Ié¢bu Ize v gravidité
opakovat, ale problémem je zpravidla nizsi uc¢innost pfi opakovaném
podani. Mezi dalsi moznosti patii imunosupresivni Ié¢ba azatioprinem.
Mezi stale diskutované |ékové skupiny v téhotenstvi patii agonisté trom-
bopoetinového receptoru (TPO). Tato Ié¢ba neni pro ITP standardni, ale
jiz médme kazuistickd data podani agonistt TPO v gravidité. Jedna sku-
pina pacientek, jez byla pred téhotenstvim agonisty TPO receptoru lé-
Cena v lé¢bé pokracovala, daldi ¢asti pacienta byla Iécba podana cilené
pfi refrakterité na veskerou ostatni Ié¢bu a vysokém riziku krvaceni pro
matku i plod. Publikovana data o uziti agonist( TPO receptoru nesigna-
lizuji zvysena rizika pro matku ani plod a jejich nasazeni Ize individudlné
zvazit dle rizikovosti primarniho onemocnéni.

IMUNOSUPRESIVNI LECBA V GRAVIDITE
POHLEDEM FARMAKOLOGA
Matalova P.

Ustav farmakologie, LF UP a FN Olomouc

Farmakoterapie v téhotenstvi by méla spliovat pozadavek na
ucinnost a bezpec¢nost nejenom z pohledu Zeny, ale i embrya,

respektive vyvijejictho se plodu. Mnoh4, jinak velmi bezpecna
léciva, jsou v tomto obdobi kontraindikovana. Optimalni volba
farmakoterapie navic musi reflektovat fyziologické zmény
organizmu zeny, ke kterym béhem gravidity dochézi. Vzhledem
k obtiZznosti hodnoceni bezpecnosti vétsiny modernich léciv
béhem gravidity jsme vétsinou odkazéni pouze na velmi omezeny
soubor informaci, jenz je v Souhrnu udajl o pfipravku reflektovan
tvrzenim, ze dany lék je mozné podat pouze tehdy, jestlize
ocekavany potencidlni pfinos prevazi nad moznym rizikem.
Rozhodnuti a kone¢na zodpovédnost jsou tedy ponechany na lékafi.
Stupen teratogenity lécivé latky Ize délit podle rGznych klasifikaci,
pficemz nejcastéji je pouzivana klasifikace dle FDA, podle které
jsou imunosupresiva fazena do kategorie D. Jedna se tedy o Iéciva,
kterad jsou teratogenni u lidi, ale je mozno je podat pro jejich
nenahraditelnost.

Potfeba imunosuprese nastdvd napf. u zen po organové
transplantaci nebo u pacientek s autoimunitnim onemocnénim.
Zasadni je téhotenstvi naplanovat v dobé kompenzace choroby
a ve stabilizovaném stavu pacientky. Vybrat vhodny 1ék, ktery
bude dostate¢né fungovat, ale pro plod bude pfindset co nejméné
rizik. Imunosupresiva, kterd je mozné v téhotenstvi podavat
jsou azathioprin, takrolimus, cyklosporin. Kontraindikovany je
mykofenolat mofetil, metotrexat, leflunomid, cyklofosfamid. U nékte-
rych je potreba navysit davkovani, jedna se o inhibitory kalcineurinu,
cyklofosfamidu A a takrolimus. Kortikosteroidim se snazime
vyhnout v I. trimestru. Pozdéji se snazime nalézt nejmensi Gcinnou
déavku.

Nékterd imunosupresiva jsou teratogenni a méla by byt zaménéna
jesté pred otéhotnénim (napf. mykofenolat), zatimco jina vyzaduji
pravidelné monitorovani plazmatickych koncentraci jak v pribéhu
téhotenstvi, tak v brzkém poporodnim obdobi, cozZ jsou zejména
kalcineurinové inhibitory takrolimus a cyklosporin A. U téchto dvou
imunosupresiv byla jako u vétSiny ostatnich léciv prokdzdna zména
farmakokinetiky béhem téhotenstvi a doporu¢eno zvyseni davky
tak, aby byla dosazena bezpecnd a stabilni idolni koncentrace v séru
matky.

Terapeutické monitorovani je vhodné zejména u Iéciv, u nichz
byl prokdzan uzsi vztah mezi farmakologickym efektem a jeho
koncentraci v organizmu nez s davkou. Vysledkem této metody
je nastaveni davky léciva tak, aby byl dosazen optimalni klinicky
ucinek se soucasnou minimalizaci vyskytu nezddoucich ucink(.
Pravé téhotenstvi je obdobi charakterizované nestabilni a obtizné
predvidatelnou zménou farmakokinetiky mnoha Iéciv. Jestlize je
potieba v prabéhu téhotenstvi davku léciva zvysit, byva vétsinou po
porodu snizovéna, aby nedoslo k predavkovani.

Dedikace: IGA_LF_2023_004.
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HEMOLYZA V GRAVIDITE
Prochazkova J., Hlusi A., Slavik L., Ulehlova J.
Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Za fyziologickych okolnosti je délka Zivota erytrocytu v periferni
krvi pfiblizné 100-120 dnG. Pokud dochazi ke zvysené destrukci
cervenych krvinek a intenzita hemolyzy pfesdahne kompenzaéni
moznosti organizmu, dané predevsim akcentaci erytropoezy v kostni
dreni, vyviji se hemolyticka anémie, charakterizovand typickymi
laboratornimi nélezy a klinickymi pfiznaky. Hemolytické anémie
jsou velmi heterogenni skupinou onemocnéni a lze je ¢lenit podle
rGznych kritérii — napf. na korpuskuldrni a extrakorpuskularni,
imunitni a neimunitni, vrozené a ziskané.

V téhotenstvi je pfi hodnoceni krevniho obrazu nutné pocitat se
zménami podminénymi samotnou graviditou - hemoglobin klesa i za
fyziologickych okolnosti o 10-20g/I. Gravidita rovnéz znamend speci-
fickou situaci ohledné terapie — zddvodu omezeni lé¢ebnych moznosti
pro riziko embryotoxicity ¢i zvyseni rizika porodnickych komplikaci.

V gravidité se mGzeme setkat s celou fadou hemolytickych anémii,
prezentovéany budou jednotky klinicky nejvyznamnéjsi svou cetnosti,
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zavaznosti ¢i vyznamem z diferencidlné diagnostického hlediska —
autoimunitni hemolytickd anémie a trombotické mikroangiopatie.

Téhotenstvi vede k vyznamnym regulacnim zménam imunitniho
systému, které umoznuji toleranci pro matefsky organizmus
cizorodych antigenli otcovského pdvodu. Mezi imunitni poruchy
béhem gravidity patfi tvorba antierytrocytarnich protilatek.
Pfiblizné 1 z 50 000 téhotenstvi je provdzeno tvorbou téchto
protilatek rdzného fenotypu, vétsina pfipadd ovsem nevede
k rozvoji hemolytické anémie. Incidence autoimunitni hemolytické
anémie (AIHA) v gravidité neni znédma, v literatufe lze nalézt
pouze kazuistickd sdéleni nebo multicentrické retrospektivni
analyzy.

Graviditavederovnéz ke zvysenému riziku vzniku Zivot ohrozujicich
stavl - trombotickych mikroangiopatii provazenych rdznou
intenzitou hemolyzy. Podkladem trombotickych mikroangiopatii
je mikroangiopaticka hemolyza, trombopenie a poskozeni organt
vlivem ischemizace. Nékteré tyto stavy se vyskytuji pouze v gravidité,
pro dalsi je gravidita predisponujicim stavem. V tabulce jsou uvedeny
typické klinické projevy a laboratorni nalezy u jednotlivych dia-
gnostickych jednotek.

TTP HELLP
trombocytopenie +++ ++
koagulopatie - 4
hemolyza +++ +++
nefropatie +— +—
proteinurie e 4
hypertenze +- 4+
hepatopatie 4 T+
neurol symptom. +++ 4
def. ADAMTS13 +4++ +—
doba vzniku IL/11t .t

Upraveno dle: Zédhumensky a kol., Porodnictvo, 2022.

Tab. 1. Diferenciélni diagnostika trombotickych mikroangiopatii v gravidité.

CMHUS Preeklampsie DIC
++ +- +++
- - +++
+++ +- ++
+- +- -
+++ ++ -
++ +++ -
_ + _
4 - -
80 % postpart. po 20. tydnu g. peripartalné

ULOHA TRANSFUZIOLOGA V PECI
O TEHOTNE

Holuskova I., Galuszkova D.

Transfuzni oddéleni, FN Olomouc

Péce o téhotnou zenu je zajistovana jak osettujicim gynekologem,
tak i imunohematologem, ktery postupuje v souladu s Doporucenim
Spole¢nosti pro transfuzni lékafstvi CLS JEP ¢. STL2010_06 Imunohe-
matologicka vysetfeni v téhotenstvi a po porodu.

U kazdé téhotné zeny by mélo byt mezi 10.-16. tydnem
téhotenstvi provedeno vstupni imunohematologické vysetieni

zahrnujici vysetieni krevni skupiny v ABO systému, RhD antigen
a screening nepravidelnych tepelnych antierytrocytarnich
protildtek. V pfipadé pozitivniho screeningu antierytrocytarnich
protilatek by méla nasledovat jejich identifikace a v pfipadé, ze
se jedna o klinicky vyznamnou aloprotilatku i jeji kvantifikace.
Dlvodem je urceni potencidlné rizikovych téhotnych z hlediska
rozvoje hemolytického onemocnéni plodu a novorozence (HON).
Dalsi vysetieni se fidi ndlezem vstupniho vy3etfeni v souladu
s Doporu¢enim Spole¢nosti pro transfuzni lékafstvi CLS JEP
¢. STL2010_06 Imunohematologicka vysetfeni v téhotenstvi a po
porodu.
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Z hlediska klinické vyznamnosti antierytrocytarnich protilatek
v patogenezi HON délime protilatky na klinicky vyznamné (anti-D,
-¢,-K, -E, -C, -e, -Ce, -cE, -Fy?, -Jk?, anti-A, anti-B), klinicky nevyznamné
(Anti-P1,-Le?,-Le®,-H,-I,-HI,-N, -Lutheran, protilatky reagujici s celym
panelem diagnostickych erytrocytlia s vlastnimierytrocyty, chladové
protildtky, protilatky reagujici pouze v enzymovém prostiedi)
askupinu protildtek, jejichZzvyznam je zvazovan individualné (Anti-C*,
-ce, -C*,-E¥, -G, -M, -5, -5, -U, -Fy® , -k, -Kp?® , -Js** , -PP P*, -Jkb , -Tj*,
-Yt?, -LW, - Diego, -Gerbich, -En?, -Jr*, -Wr?, a dalsi).

Z hlediska specifity protilatek zptdsobujicich HON délime HON
do tfi skupin: Rh HON, zpusobeny protilatkami z Rh systému,
ABO HON, zpUsobeny protilatkami anti-A, anti-B a ostatni, zplsobeny
protilatkami jinych antigenni systéma (anti-K, anti-Jke, ...).

Vletech 2000-2022 bylo na nasem Transfuznim oddéleni vysetifeno
celkem 66 156 téhotnych zZen, u kterych byl vzdy vstupné vysetien
i screening nepravidelnych tepelnych antierytrocytarnich protilatek
metodou sloupcové aglutinace a v pfipadé pozitivniho screeningu
nasledovala identifikace s panelem typovych erytrocytd rovnéz
metodou sloupcové aglutinace.

Klinicky vyznamné antierytrocytarni aloprotildtky byly v letech
2000-2022 detekovany u 2,0 % téhotnych Zen (1 342/66 156).
Nejcastéji byla detekovéna aloprotildtka anti-E s incidenci 7,8 %o
(517/66 156), o které ovsem vime, ze mUze vznikat i ptirozené, bez
erytrocytarniho antigenniho podnétu, nasledovéna aloprotilatkou
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anti-D s incidenci 4,3 %o (283/66 156), a to i pfes provadéni
anti-D imunoprofylaxe u RhD negativnich Zen, dale nasledovaly
aloprotilatky anti-M s incidenci 2,5 %o (163/66 156), anti-K s incidenci
1,8 %o (116/66 156), anti-C s incidenci 1,6 %o (104/66 156), anti-c
s incidenci 1,3 %o (88/66 156).

V souvislosti s témito protildtkami byla v letech 2000-2022 pro-
vedena intrauterinni transfuze u 28 téhotnych Zen a bylo prove-
deno 54 vyménnych transfuzi u novorozenct. Aloprotilatka anti-D
byla pfi¢inou 23 intrauterinnich a 39 vyménnych transfuzi (3x smés
anti-D+C), aloprotilatka anti-c byla pficinou 1 intrauterinni transfuze
a 8 vyménnych transfuzi a aloprotilatka anti-K 1 intrauterinni a 1 vy-
meénné transfuze. Pocet intrauterinnich transfuzi v poslednich letech
velmi vyrazné poklesl a od roku 2011 nebyla ve Fakultni nemocnici
Olomouc provedena ani jedna intrauterinni transfuze.

Plod je viak ohrozen rozvojem hemolytické nemoci pouze v pfi-
padé, ze ma na povrchu svych erytrocytl pfitomen komplementarni
antigen. Pfitomnost komplementarniho antigenu Ize vysetfit nein-
vazivné stanovenim genotypu plodu z volné fetalni DNA cirkulujici
v periferni krvi téhotné zeny. Genotypovaéni Ize uplatnit u systému Rh
(D, ¢, E), Kell (K), Kidd (Jk9), Duffy (Fy?), nejvétsi vyznam ma genotypo-
vani pro gen RHP,

Snahou naseho oddéleni je ve spolupraci s o3etfujicim gynekolo-
gem poskytnout téhotné zené maximalni moznou dostupnou péci

v prabéhu celého téhotenstvi i po porodu.
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11. CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

ASP210 - SPECIFICKY INHIBITOR BCR-ABLI

MRNA PRE LIECBU CML

Razga F."?, Némethova V.2, Mazancova P.?, Téglasova B.2, Uhelska L.2,

Babelova A.34, Selc M.34, Jakic¢ K.3, Mitrovsky O.>¢, Myslivcova D.>,

Zé&tkova M., Poturnayova A.’, Batorové A.'%, Hatalova A g,

Slezakova K.'%, Drgona L%, Oravcova |.°, Mikuskova E.,

Demitrovic¢ova L.°

'LF UK, Bratislava, Slovensko

2Selecta Biotech SE, Bratislava, Slovensko

3 Oddelenie nanobiolégie, Ustav experimentdinej onkoldgie, Biomedicinske
centrum SAV, Bratislava, Slovensko

“Centrum pre vyuzitie pokrocilych materidlov SAV, Bratislava,
Slovensko

*Oddelenie proteomiky, Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha, CR

¢Oddelenie biochémie, Prirodovédeckd fakulta UK, Praha, CR

7 Ustav molekuldrnej fyzioldgie a genetiky, Centrum biovied SAV, Bratislava,
Slovensko

éKlinika hematoldgie a transfuzioldgie, LF UK, SZU a UNB, Bratislava,
Slovensko

? Oddelenie onkohematoldgie, Ndrodny onkologicky Ustav, Bratislava,
Slovensko

V predmetnom prispevku budu prezentované predklinické vysledky
vysoko-$pecifického inhibitora na baze oligonukleotidov — ASP210,
vyvinutého pre cielenu inhibiciu a degradaciu BCR-ABLT mRNA.
ASP210 Ucinne indukuje bunkovu smrt vsetkych testovanych
BCR-ABLI-pozitivnych buniek vratane TKl-rezistentnych nesucich
klinicky relevantnd mutdaciu T315l, zatial ¢o nevykazuje Ziaden
pozorovany negativny dopad na BCR-ABLI-negativne, tj. zdravé
bunky. Terapeuticky potencidl ASP210 pre liecbu CML bude dalej
diskutovany v kontexte in vivo, kedy 10-drové systémové i.v.
podévanie ASP210 mysiam s indukovanou CML v rezime 1mg/kg/den
viedlo k redukcii hladiny BCR-ABLT mRNA az o 99 %, pricom uz
v tomto kratkom case doslo k signifikantnej redukcii leukemickej
masy infiltrovanych orgdnov az o 50 %.

Predmetnd prdca bola podporend Agenttrou na podporu vyskumu
avyvoja prostrednictvom projektov APVV-15-0215, APVV-19-0070,

a VEGA grantami 1/0069/20 a 2/0160/21. Prdca bola dalej podporend
Ministerstvom zdravotnictva CR v rdmci projektu & 00023736 ako aj
projektom Centra pre vyuZitie pokrocilych materidlov SAV & 313021T081.

EFEKTIVNI KOMBINACNI TERAPIE

ASCIMINIBEM A PONATINIBEM V LECBE
CDX MODELU BLASTICKEHO ZVRATU
CHRONICKE MYELOIDNI LEUKEMIE

Cufik N., Lazni¢ka A., Polivkova V., K¥izkova J.', Semerak P.2,
Pokornd E.2, Suchénkova P.', Burda P, Hochhaus A.*, Machova
Poldkova K.

'Oddéleni molekuldrni genetiky, Ustav hematologie a krevni transfuze,
Praha, CR

2Childhood Leukaemia Investigation Prague, 2. LF UK a FN Motol, Praha, CR

3 Ustav patologické fyziologie, 1. LF UK, Praha, CR

“Klinik fir Innere Medizin ll, Universitétsklinikum Jena, Germany

Cile: Blasticky zvrat chronické myeloidni leukemie (CML-BP)
predstavuje molekularné heterogenni pokrocilou fazi onemocnéni,
kde i pfi intenzivni é¢bé byva progndza pacientl neuspokojiva.
Cilem prace bylo otestovat na mysim CDX modelu odvozeném od
bunécné linie myeloidniho blastického zvratu Gcinek kombinacni
terapie BCR::ABL1 inhibitorem 3. generace - ponatinibem (PON),
BCR::ABL1 STAMP inhibitorem asciminibem (ASC) a BCL-2 inhibitorem
venetoclaxem (VEN).

Metody: Z imatinib rezistentniho klonu linie KCL-22 nesouciho
BCR::ABLT mutaci T315l bylo ustanoveno 5 klonu rezistentnich
k 10 nM PON, které byly charakterizovany na pfitomnost mutaci
v BCR:ABL1 a v dalsich genech asociovanych s hematologickymi
malignitami (tab. 1). Byly stanoveny hodnoty IC50 pro testovana
|éc¢iva. Shodné mnozstvi bunék od kazdého klonu bylo smichano
a subkutanné transplantovdno do NSG mysi (5x106 bunék/mys;
n = 42). Mysi byly ndhodné rozdéleny do skupin podle zplsobu lécby:
1) nelécend kontrola; 2) PON 25 mg/kg télesné vahy; 3) ASC 30 mg/kg;
4) VEN 50 mg/kg; 5) PON + VEN; 6) ASC + VEN; 7) PON + ASC. Léciva byla
podavana denné od zachytu tumoru (prdmér 5mm v jednom sméru),
pravidelné byla méfena velikost tumord. Na konci experimentu byla
z vyjmutych tumor( izolovana DNA a RNA a provedena NGS mutacni
analyza prokazujici zastoupeni jednotlivych klon(.

Vysledky: Zatimco terapie samotnym ASC nebo PON neméla zadny
vliv na rychlost rdstu nador( oproti kontrolni skupiné, kombinovana
terapie ASC a PON vedla k redukci tumord na droven neméfitelnosti.
Analyza mutacnich profild nadord ukézala, ze IC50 hodnoty pro ASC
a PON stanovené in vitro byly prediktivni pro zastoupeni jednotlivych
klont v nadorech. Mira proliferace klonl na terapii ASC in vivo byla
v sestupném poradi C7 > F5 > E72 > D8 > D9, zatimco uc¢inek PON na
proliferaci klont jevil inverzni profil D9 > E72 > D8 > F5 > C7. Kombi-
nace ASC a PON méla synergicky ucinek proti klondm C7 a D9 a adi-
tivni Ucinek proti rGstu dalsich klond. Terapie s VEN a kombinace
PON + VEN signifikantné zpomalily rlist nddor(i. Kombina¢ni 1é¢ba
vedla svym synergickym ucinkem k potlaceni klonu C7 a tGpIné eli-
minaci klonu D8 z nadord. Profil inhibice proliferace in vivo pro VEN,
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C7 > E72 > F5 > D9 > D8, jevil podobnost s inhibi¢nim profilem ASC,
nicméné nejevil korelaci s IC50 hodnotami stanovenymi pro VEN
in vitro.

Zavér: Ackoliv pfipraveny CDX model CML-BP predstavuje
heterogenni onemocnéni s rezistenci k PONA, kombinacni terapie
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ASC + PON byla schopna ucinné potlacovat rdst nadorl. Hodnoty
IC50 asciminibu a ponatinibu vic¢i kazdému klonu prediktivné
korespondovaly s in vivo vysledky monoterapie.

Podporeno: EUTOS 2022, MZCR 000237 36.

Tab. 1. Cufik N. et al.

Kilon BCR::ABL1 mutace
Cc7 T3151 + H396R

D8 T3151 + H396R + 1418T
D9 T3151 + E255V
E72 T3151+Y253H

F5 T3151 + G250E

mutace dalSich genti

IKZF1 E383G
ZRSR2 R451H
SETD1B G1963Gfs

IMATINIB VERSUS NILOTINIB V PRVNI

LINII V LECBE PACIENTU S CHRONICKOU

MYELOIDNI LEUKEMII - ANALYZA

S VYUZITIM PROPENSITY SKORE PAROVANI

Z DAT REGISTRU INFINITY

Bélohlavkova P, Zackova D.2, Klamova H.3, Faber E.4, Karas M.,

Stejskal L.5, Cmunt E7, Cerna 0.8, Jurkova T, Balcarova V.2, Mayer J.1°

"IV, Interni hematologickd klinika, FN Hradec Krdlové

2Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

3 Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

*Hematoonkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

> Hematoonkologickd klinika LF UK a FN Plzen

°Klinika hematoonkologie FN Ostrava

1. Internf klinika — klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze

8 Interni hematologickd klinika 3. LF UK a FN KV, Praha

?Institut biostatiky a analyz, s.r.o., Brno

"%Interni hematologickd a onkologickd klinika a Stredoevropsky
technologicky institut (CEITEC) LF MU a FN Brno

Uvod: Imatinib (IMA) a nilotinib (NILO) predstavuji lé¢ebnou moznost
prvni linie pro pacienty s chronickou myeloidni leukemii v chronické
fazi (CML-CP) a volba preparatu je ovlivnéna rizikovymi faktory
choroby, komorbiditami a vékem nemocného.

Metoda: Od roku 2008 do roku 2020 zahéjilo v Ceské republice Ié¢bu
CML-CP 984 pacientl, IMA v prvni linii obdrzelo 821 pacient( (83,4 %)
a NILO 163 pacientl (16,6 %). Nasim cilem bylo zhodnotit vyznam
zvoleného preparétu pro lé¢ebnou odpovéd a ocekavana preziti,
proto bylo pro hodnoceni uzZito metody propensity skore parovani
na zékladé vstupni charakteristiky ,nilotinibovych” pacientd.
Retrospektivné bylo tedy hodnoceno 326 parovanych pacientl

|é¢enych IMA (163 pacientll) nebo NILO (163 pacient(l) a 658 pacientd
IMA nepérovanych.

Vysledky: Pacienti [éceni NILO dosahli rychleji kompletni cyto-
genetickou (CCyR) i velkou molekularni odpovéd (MMR): CCyR
v 6 mésici (M) u IMA 32,9 % vs. 74,3 % u NILO; MMR ve 12M u IMA
42,5 % vs. 69,2 % u NILO (p < 0,001; p < 0,001). Pétileté celkové preziti
(OS) bylo u skupiny NILO 94,3 % vs. IMA parovani 90,5 % srovnatelné
(p=0,602), ale OS u skupiny IMA neparovani bylo 86,3 % (p = 0,021 pfi
hodnoceni vsech skupin). Pfi hodnoceni umrti ve vztahu k CML
nebo jeji 1é¢bé (disease-specific survival — DSS) nebyl prokazan
rozdil v preziti mezi véemi skupinami (p = 0,809). Pravdépodobnost
preziti bez progrese (PFS) v 5 letech u skupiny NILO byla 92,9 %
vs. IMA pérovani 88,0 % vs. IMA % vs IMA nepérovani 85,0 %
a statisticky vyznam mezi parovanymi skupinami IMA a NILO a viemi
hodnocenymi skupinami nebyl zjistén (p = 0,614; p = 0,053). Mezi
parovanymi skupinami NILO a IMA byl prokézan rozdil u pfeziti bez
selhani (FFS) a preziti bez udalosti (EFS): 71,7 % vs. 54,3 % (p = 0,040)
a 71,7 % vs. 53,5 % (p = 0,025). 5- leté FFS a EFS u skupiny IMA
nepérované bylo zjisténo 54,3 % a 52,0 % (p = 0,029; p = 0,006 pfi
hodnoceni vsech skupin).

Zavér: Nase analyza potvrdila rychlejsi a hlubsi dosazeni CCyR
a MMR u pacientu lécenych NILO. U parovanych skupin IMA a NILO
bylo OS srovnatelné, horsi preziti méli nemocni IMA nepérovani. Tito
nemocni vsak umiraji na choroby nesouvisejici s CML nebo Ié¢bou,
nebot se jedna o skupinu nemocnych starsich, komorbidnich coz
potvrzuje i zjisténé DSS. Tato analyza z registru INFINITY potvrdila, Zze
stale preferovanou volbu TKI v prvni linii pfedstavuje imatinib. Lé¢ba
nilotinibem je zahajovana predevsim u mladsich pacientt s vyssim
rizikem choroby bez zavaznéjsich komorbidit s cilem v budoucnosti
dosdhnout remise bez nutnosti 1écby.
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ANALYSIS OF FACTORS INFLUENCING THE
DECISION TO STOP TKI TREATMENT IN CML
PATIENTS IN DEEP MOLECULAR RESPONSE
Semerad L, Zatkova D., Bélohlavkova P2, Voglova J.2, Zak P2,

Faber E.3, Papajik T.3, Skoumalova .3, Karas M.%, Jindra P.4, Klamova H.5,
Séalek C.5, Srbova D.5, Zizkova H.5, Stejskal L6, Cernd 0.7, Cmunt E 8,
Cicatkova P, Kvetkova A.', Horidk T, Jeziskova I, Juréek T/,
Weinbergerové B.', Prochézkova J.", Machové Polakova K.%,
Svobodnik A, Stépanova R, Mayer J.!

'Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

2IV.interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

* Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

“Hematologicko-onkologické oddeéleni, FN Plzer

5 Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

¢Klinika hematoonkologie FN Ostrava

’Hematologickd klinika FN KV, Praha

8|, interni klinika — hematologie VFN v Praze

?Farmakologicky ustav, MU, Brno

Background: Stopping TKI treatment in CML patients is getting more
frequent but many questions remain unanswered. It is not even known
the proportion of patients who do not want to stop the TKI treatment
although they are in the long-term deep molecular response.

Aim: To determine how many CML patients in deep molecular
response do not wish to stop TKI treatment. To evaluate the reasons
for that decision.

Methods: The Czech nation-wide clinical trial HALF, which started in
June 2020, tests to stop TKIs in CML patients after the two-step dose
reduction. An integral part of the clinical trial was the questionnaire
Anti-HALF. All patients who did not want to enter the HALF project
were asked to complete the questionnaire.

Results: In June 2020, the number of living CML patients registered
in CELL database was 1,751. By the end of 2022, the stopping of
TKI treatment was offered to 246 of them (14%/1,751 pts); 190 of
246 (77.2%) were enrolled (HALF patients, H pts), 45 (18.3%) did not
want to participate, but completed the Anti-HALF questionnaire (Anti-
HALF patients, AH pts), and 11 (4.5%) refused to complete the survey.
AH pts were more frequently of female sex (64.4% vs. 46.8%; p = 0.046),
elderly (median 67.5y vs. 61.8y; p = 0.0342), more frequently retired or
unemployed (75.6% vs. 54.5%; p = 0.0171) and with already reduced
dosing of imatinib (55.6% vs. 34.3%; p = 0.0223). The factors which
did not seem to play a role were the type of TKI and, unexpectedly,
the presence of subjective side effects, or the average distance to
travel to treating physician. The AH pts took longer their current TKI,
but this difference had a borderline statistical significance (median
9.2y vs. 8.0y; p = 0.0764). The AH pts were minimally or not stressed
during the regular follow up (82.2%), they felt the TKIl as effective and
safe treatment (57.8%), were compliant (80.0%), mostly without any
subjective side effects of TKI (62.2%). The decision to enter or not the
trial was rather difficult for AH pts (53.3%), with serious concern about
the disease recurrence (62.2%) and less effective re-treatment (55.6%).

Conclusion: A high proportion of CML patients do not want to stop
TKI treatment despite fulfilling the generally accepted stopping
criteria. This fact has to be taken into the account when counselling
the patients.

Supported by MEYS, RI CZECRIN; ERDF Project CZECRIN_4 PATIENTS;
by Ministry of Health of the Czech Republic and by Programme
EXCELES.

JE VYSAZENI TKI PO PREDCHOZI
DVOUSTUPNOVE REDUKCI JEJICH DAVKY
USPESNE A BEZPECNE? AKTUALNI STAV
CELONARODNI STUDIE HALF U PACIENTU
S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII{
Zé&ckova D!, Faber E.2, Klamova H.3, Stejskal L.*%, B&lohlavkova P,
Karas M., Cern 0.5, Cmunt E.?, Machové Polékova K.3, Ci¢atkova P,
Semerad L., Hornak T, Kvetkova A\, Prochdzkova J.!, Rychlickova J.'°,
Stépanova R.'°, Svobodnik A."°, Skoumalova 1.2, Zizkové H.3, Srbova D3,
Salek C.3, Buffa D.*3, Voglova J.5, Jeziskova I, Juréek T, Folta A,
Borsky M.}, Wiewiorka O.", Demlova R."°, Mayer J."*?

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

3 Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

“Klinika hematoonkologie FN Ostrava

*Klinika hematoonkologie LF OU, Ostrava

°|V. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové
’Hematoonkologickd klinika LF UK a FN Plzen

8Interni hematologickd klinika 3. LF UK a FN KV, Praha

?1. Interni klinika — klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze
'°Farmakologicky ustav, LF MU, Brno

"Oddeéleni klinické biochemie, FN Brno

2 Stfedoevropsky technologicky institut (CEITEC), MU, Brno

Uvod: Vysazovani TKl u pacientd s CML v hluboké molekularni odpo-
védi (DMR) se stalo novym postupem s ambici doséhnout remise bez
nutnosti é¢by (treatment-free remission — TFR). Nahlé vysazeni je vSak
Uspésné jen u poloviny vhodnych pacientl a je zatizeno syndromem
z vysazeniaz u 30 % z nich.

Cil: Ve snaze zvysit Uspésnost TFR a snizit vyskyt/tizi syndromu
z vysazeni jsou od ¢ervna 2020 v CR vysazovany TKI v ramci
akademické multicentrické studie faze I, nazvané HALF. Kromé
celondrodniho charakteru je studie inovativni i zplsobem vysazeni
TKI po pfedchozi dvoustuprové redukci jejich davky: v prvnim
pllroce je davka TKI redukovana na polovinu standardni davky
a v nasledujicich 6 mésicich je tatdz davka podavana obden.
Metody: Preziti bez molekuldrnirekurence (MRFS) bylo vyhodnoceno
pomoci Kaplan-Meierovy analyzy na celém souboru a v rdmci
podskupin podle vstupni davky TKI. Podskupiny byly porovnany
pomoci log-rank testu.
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Vysledky: Ve sledovaném obdobi 1/6/2020-28/2/2023 bylo do
studie zafazeno celkem 195 pacientll ze vsech 8 center vysoce
specializované hematologické péce. Analyze bylo podrobeno
185 pacientd, zafazenych k 31/1/2023, pfevazné muzl (100; 54 %),
medidnu véku 61 let (rozmezi 24-86). Median doby trvani predchozi
|écby TKI byl 8,8 let (rozmezi 4,1-20,3) a median doby trvani DMR
6,4 let (rozmezi 2,1-18,4). Pfi vstupu do studie bylo 139 (75 %) pacientt
lé¢eno imatinibem, 30 (16 %) nilotinibem a 15 (8 %) dasatinibem,
pficemz u 71 (38 %) pacientd byla dévka TKI jiz pfi vstupu do studie
redukovana. V dobé analyzy postoupilo 118 (63,7 %) pacientl do
vysazovaci faze studie. Konfirmovand molekularni rekurence, tj.
ztrdta MMR ve dvou konsekutivnich odbérech, byla zaznamenana
u 38 (20,5 %) pacient(, z toho u 15 béhem druhé faze deeskalace
a u 23 béhem TFR faze. Pravdépodobnost MRFS celého souboru v 6,

12 a 18 mésicich od vstupu do studie byla 100 %, 92,7 % a 69,9 %.
MRFS pro pacienty se standardni vs. redukovanou davkou TKI pfi
vstupu do studie nevykazovalo statisticky vyznamného rozdilu
(obr. 1). Kumulativniincidence MMR a DMR ve 3, 6, resp. 9 mésicich po
restartu TKI byla 76 a 56 %, 88 a 72 %, resp. 92 a 80 %.
Zavér:Dosavadnipribéh studie se 195 zatazenymi pacienty potvrzuje
zajem ze strany center i pacientl o postupny zplsob vysazovani TKI.
Predbézné vysledky naznacuji vy3si pravdépodobnost dosazeni
TFR nez pfi ndhlém vysazeni, realizovaném vétsinou publikovanych
studii. Bezpec¢nost zvoleného postupu potvrzuje i rychld obnova
MMR a DMR po opétovném nasazeni TKI.

Podporeno grantem MZCR ¢ NU22-03-00136, grantem
¢. MUNI/A/1224/2022 a prostrednictvim projektu CZECRIN (LM2023049).
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Obr. 1. Zaékova D. et al. Pieziti bez molekularni rekurence ve studii HALF vech pacient( (A) a dle davky TKI pfi vstupu do

studie (B).
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12. MYELOPROLIFERATIVNI CHOROBY /
CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

AKO LIECIME A CHCEME LIECIT PH
NEGATIVNE MYELOPROLIFERATIVNE
NEOPLAZIE

Hatalova A., Sopko L., Batorova A.

Klinika hematoldgie a transfuzioldgie, LF UK a SZU, Univerzitnd nemocnica
Bratislava, Slovensko

Myeloproliferativne neoplazie (MPN) su klonové ochorenia, ktoré
pochadzaju z jednej krvotvornej kmenovej bunky; je pre ne ty-
pickd nadmerna produkcia zrelych krviniek najma v kostnej dreni.
Ku klinickym prejavom tejto hyperprolifera¢nej aktivity patria
tri zdkladné podtypy MPN, polycytemia vera (PV), esencidlna
trombocytémia (ET) a primarna myelofibréza (PMF).

Zakladnou pri¢inou MPN su ziskané somatické mutacie JAK2,
CALR a MPL, podporujuce vznik MPN bez toho, aby si vyzadovali
pritomnost dalSich mutacii [1]. Mutéciu JAK2 V617F pozorujeme
u > 95 % pacientov s PV a tiez asi u polovice pacientov s ET alebo PMF.
Mutacie v CALR alebo MPL spdsobuju aj ET a PMF. Somatické mutacie
v hematopoetickych kmenovych bunkach (HSC) su podkladom MPN,
samotna expanzia tychto mutovanych HSC sa riadi dalSimi faktormi,
vratane pretrvavajuceho zapalu [2]. Pre manifestaciu ochorenia nie
je podstatné ziskanie mutdcie, skor expanzia klonu, ktory urci, ako
a kedy sa MPN [3] prejavi.

Faktory, ktoré riadia premenu z klonalnej hematopoézy na MPN,
zahfnaju dedi¢nu predispoziciu, pritomnost dalSich mutdcii a zapal.
Vcasna liecebna intervencia interferonom alfa (IFN o) ma potencial
modifikovat a ovplyvriovat ochorenie vo v¢asnych fazach, vplyvat na
spominant premenuklonovejhematopoézy naMPN.Dnes pouzivané
pegylované formy IFN (PeglFN alfa2a, RopegIFN alfa 2b) preukazuju
aktivitu proti neoplastickym hematopoetickym kmernovym alebo
progenitorovym bunkdm a vyvoldvaju hematologicku remisiu
a molekularnu odpoved, znizuju progresivne udalosti PV a vykazuju
zlepsenie celkového prezivania pacienta bez myelofibrézy [4]. IFN
alfa je efektivna cytoredukcia aj v pripade ET a prefibrotickej fazy
PMF [5]. Predmetom klinickych studii su aj lieky s benefitom pre
skupinu pacientov s ET a PV bomedemstat a rusfertid (mimetikum
hepcidinu), ktory u pacientov s PV a excesivnou erytrocytézou
vyznamne redukuje potrebu flebotomii [6].

V lie¢be myelofibrézy (MF) Uspech ruxolitinibu zostdva nadalej
kld¢ovy. Nové klinické studie maju poméct zvladnut niektoré
klinické problémy (cytopénie, stratu odpovede na ihibitor JAK), a to
kombindciou liekov, ktoré preukazuju s ruxolitinibom synergizmus.
Nové stratégie obsahuju kombinacie ruxolitinibu a luspaterceptu na
zvladnutie anémie navodenej liecbou MF.

Ako posilnit a zlepsit odpoved na JAK2 inhibiciu v prvej linii lie¢by
MF? RieSenim budd kombinacie ruxolitinibu a navitoclaxu (induktor

apoptozy) alebo kombinacia rux a pelabresibu (BET inhibitor). Kym
spominané kombinacie prindsaju pozitivne vysledky, skusobna
kombinacia ruxolitinibu a parsaclisibu (selektivny PI3K inhibitor)
bola predc¢asne ukoncena pre malu pravdepodobnost, Ze sa podari
dosiahnut redukciu parenchymu sleziny — primarny ciel klinickej
studie.

Pacienti, ktori prerusia lie¢bu ruxolitinibom, maju median
celkového prezivania tristny, od 11 do 16 mesiacov [7], preto sa ako
naliehava ukazuje potreba novych lie¢ebnych moznosti. V pripade,
ze zlyha lie¢ba ruxolitinibom, existuje moznost vyberu nového JAK
inhibitora, fedratinibu schvaleného EMA aj FDA na lie¢bu MF, zatial ¢o
pacritinib je schvéleny FDA a na schvalenie ¢akd momelotinib.

Momelotinib patri k potencidlne novym liekom s inhibi¢nou schop-
nostou v ramci troch klicovych signalnych drah: JAKT a JAK2 a re-
ceptor aktivinu A, typ | (ACVR1) s o¢akdvanym klinickym benefitom
nielen v zlep3eni konstitu¢nych symptémov a splenomedgalie, ale aj
znizenim rizika anémie, ktord je v lie¢be MF limitujlca a zhorsuje pro-
gnozu [8]. Imetalstat (inhibitor telomerdzy) predstavuje dalSie slubné
rieSenie v pripade rezistencie, zlyhania lie¢by ruxolitinibom [9].

V problematike MPN zazivame exponencialny rast klinickych sk-
usani s kombinovanymi terapiami a novymi lie¢ebnymi cielmi zod-
povedajucimi molekulovym a klinickym charakteristikdm pacientov.
KedZe problematika je rozsiahla, nami predkladany prehlad sa ststre-
duje len na klucové oblasti lie¢cby MPN.
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CHARAKTERISTIKA A VYSLEDKY
LECBY ROPEGINTERFERONEM ALFA-
2B U PACIENTU S PH NEGATIVNIMI
MYELOPROLIFERACEMI
Podstavkova N.", Weinbergerova B.!, Kvetkova A.!, Bohunova M.?,
Mareckova A.% Kotaskova J.2, Jeziskova |.2, Doubek M.!, Mayer J."?
"Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno
?Centrum molekuldrni biologie a genetiky, Interni hematologickd

a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Ropeginterferon alfa-2b (RopeglFN) prokazal v randomizova-
nych studiich jako jediny z dostupnych Ié¢ivych pfipravkd potencial
dosahnout nejen hematologickou ale i molekularni odpovéd u vyso-
kého procenta pacientd s pravou polycytémii. Cilem této analyzy bylo
zhodnotit realna klinicka data pacientt lé¢enych RopegIFN na Interni
hematologické a onkologické klinice (IHOK) LF MU a FN Brno.
Metody: Retrospektivni analyza dat pacientd s Ph negativnimi
myeloproliferacemi (Ph-MPN) Ié¢enych RopegIFN na IHOK od kvétna
2020 do unora 2023. Hodnocena byla data tykajici se davkovani,
efektu a tolerance lécby. Zdrojové Udaje byly cerpany z dokumentace
pacienty a z databéze Ceské leukemické skupiny pro Zivot (the Czech
Leukemia Study Group - for Life, CELL) pro Ph-MPN (Myeloproliferative
Neoplasia Database — MIND).

Vysledky: Ve sledovaném obdobi bylo RopeglFN Ié¢eno 22 pacient(,
z toho 17 s pravou polycytémii (77 %), 2 s esencialni trombocytémii

blize histologicky neurcenym (5 %). Median véku sledovanych byl 51 let,
v souboru prevazovali pacienti v nizkém trombotickém riziku v dobé dia-
gndzy (n=14; 54 %). U zadného pacienta nebyla terapie zahdjena v ramci
prvni lé¢ebné linie, dominantné se jednalo o terapii v rdmci 3. nebo
vyssi linie (n = 16; 73 %). Nejcastéjsim divodem pro zahdjeni Iécby byla
intolerance (n = 11; 50 %) nebo nedostatecny efekt pfedchozi terapie
(n =10; 46 %). Median délky terapie byl 378 dni. Celkové hematologickd
remise byla dosazena u 11 pacientd (50 %), pokles alelické néloze mutace
JAK2"F pod 10 % byl zaznamenan u 8 pacientt (42 %). Postupny pokles
medianu alelické nadloze mutace JAK2""” v periferni krvi béhem doby
sledovéni ukazuje graf 1. Median celkové davky RopeglFN podavané
jednou za 14 dni byl 150 pg. Terapie byla ukoncena u 3 pacientt (14 %).
Nezadouci ucinky byly dokumentovany u 10 pacientl (46 %), pficemz
u viech se jednalo o nizsi stupen zavaznosti. V dobé sledovani byla
zaznamenana pouze 1 tromboembolicka pfihoda.

Zavér: Nase prace prokazala na zékladé dat z bézné klinické praxe, ze
terapie RopeglFN je spojena s vysokou efektivitou ve smyslu dosazeni
celkové hematologické remise ale i poklesu alelické nédloze mutace
JAK2''F, coz je spojeno nejen se snizenim rizika tromboembolickych
pfihod, ale i zpomalenim pfirozené progrese onemocnéni. Neméné
dullezitou prednosti této terapie je vyborna tolerance mezi pacienty.

Prdce byla podporena grantem MZ CR - RVO (FNBr 65269705),
MUNI/A/1224/2022 a projektem Ndrodniho Ustavu pro vyzkum rakoviny
(Program EXCELES, ID: LX22NP0O5102) - financovdno Evropskou unii -

(9 %), 2 s myelofibrézou (9 %) a 1 s myeloproliferativnim onemocnénim Next Generation EU.
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VYSKYT CASNE TOXICITY FEDRATINIBU
U PACIENTU LECENYCH PRO PRIMARNI{
MYELOFIBROZU NEBO POST-PV-
MYELOFIBROZU NEBO POST-ET-
MYELOFIBROZU

Stejskal L."3, Buffa D."2, Zuchnicka J."?, Demel I."?, Lachnit M."?,
Heinzova V.3, Macurové J.4, Janek D.#, Hajek R."2

'Klinika hematoonkologie FN Ostrava

?Klinika hematoonkologie LF OU, Ostrava
*Hematologicko-transfuzni oddéleni, Slezskd nemocnice v Opavé
“Hematologicko-transfuzni oddéleni; Nemocnice Karvind

Uvod: Fedratinib (FEDR) je dalsi z fady inhibitor(i Janus kinaz (JAK)
pouzivanych k lécbé splenomegalie nebo ptiznak( souvisejicich
s onemocnénim u dospélych pacientl s primarni myelofibrézou
(PMF), s myelofibrézou po polycytemii vera (post-PV-MF) nebo
s myelofibrézou po esencialni trombocytémii (post-ET-MF).
Specificky pro tento Iék byl vyskyt ¢asnych nezéddoucich ucinkd
gastrointestindIni(GIT) aneurologickych (NEU).V pfedchozich studiich
s FEDR byly hlaseny prfipady zévazné a fatalni encefalopatie, vc.

XXXV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY -

Wernickeho encefalopatie. Wernickeho encefalopatie je neurologicky
akutni stav zplUsobeny nedostatkem thiaminu = vitamin B1
(vit. B1).

Cil: Cilem studie je ovéfit bezpecnost a efektivitu FEDR, nového JAK-
inhibitoru, dostupného pro pacienty v CR od 5/2022 v realné praxi.
Zhodnotit efektivitu doporucenych profylaktickych opatfeni ke
snizeni GIT a NEU toxicity.

Metody: Retrospektivni hodnoceni souboru 10 pacientl ze
3 pracovist Moravskoslezského kraje, kterym byl nasazen FEDR,
preparét ,,INREBIC" v obdobi od 1.5.2022 do 28. 2. 2023. Analyzujeme
vyskyt casnych nezddoucich ucinkl s ddrazem na GIT a NEU pfiznaky,
rozbor hladin vit. B1. Rizikovym pacientdm, byla poskytnuta
profylakticka substituce vit. B1.

Vysledky: Navzdory doporucené farmakoprofylaxi (loperamidem
aprokinetiky, u nékterychisetrony) byla pozorovana ¢asnd GIT toxicita
fedratinibu v souboru nasich 10 pacient( s MF, st. 2 v 80 % (8/10), gr.
3/4 - 0 %, bylo tieba u 70 % (7/10) pfistoupit k redukci davek FEDR.
K pferuseni a/nebo Uplné vysazeni lIécby a pfevedeni na jiny JAK
inhibitor doslo u 70 % (7/10) pac. s medidnem doby do vysazeni
18 tydnl (min-max 6-42 tydn() viz. tab. 1.

Tab. 1. Stejskal L. et al. Toxicita fedratinibu.

Pofadové Délkauzivani  Typ MF Linie lécby Soucasné GIT tixicita Non-GITnebo Redukce Preruseni
cislo FEDRvtyd- (prokazana (pfedchazel uziva ANG neurologicka davek FEDR swtich na jiny
pacienta nech (ivodni  mutace) jiny JAK-inhi- toxicita béhem lécby JAK inhibitor
davka) bitor?) (redukce dav-
ky na mg)
1. 25 (400) PMF (JAK2+) 2 HU, ANG (ne) nauzea st.2 otoky DKK st. 1 ne ne
2. 6 (400) Post-ET ANG (ne) nauzea st. 2 porucha ano (200)  ano (na RUXO)
(CALR+) paméti
3. 24 (400) PMF (-) 4. linie (po nauzea st. 2 Unava st. 1, ano (200)  ano (na RUXO)
RUXO) bolesti hlavy
st. 2
4. 42 (400) Post-PV 6. linie (po nauzea st. 2, Unavast.1  ano (200, 100, ano (na RUXO)
(JAK2+) RUXO) nechutenstvi, 300)
zvraceni, prd-
jmy st. 2
5. 27 (400) PMF (triple 2. linie (po HU) ne anémie st. 3, ano (200)  anozdlivodu
negativni NGS trombocytope- trombocytope-
mutace) nie st. 4 niegr. 4
6. 34 (400) Post-ET 2. linie (po HU) hubnutist.2  zavraté st. 2 ano (200)  ano (na RUXO)
(CALR+)
7. 17 (400) Post-ET 3. linie (po prdjmy st. 2, tres, ano (200)  ano (na RUXO)
(JAK2+) RUXO) hubnutist.2  apatie st. 2
8. 11 (400) Post-PV 3. linie (po nauzea, nechu- depresest.2 ano (100, 200) ano (na RUXO)
(JAK2+) RUXO) tenstvi, zvrace-
ni, prdjmy st. 2
9. 18 (400) Post-PV 1. linie nauzea, nechu- deprese st.2 ano (200, 300) ano (na RUXO)
(JAK2+) tenstvi, zvrace-
ni, prajmy st. 2
10. 10 (400) Post-ET 2. linie ne anémie st. 2 ano (300) ne
(JAK2+)
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Hladiny vit. B1 - vstupné i béhem uzivani FEDR byl median hodnot
205 nmol/l, prdmér 287 a SD o = 204,78829779453. Kontrolnim
méfeni na |é¢bé bylo bez zachytu poklesu hladiny vit. B1 pod dolni
hranici normy (115 nmol/I).

Zavér: Prinasime rozbor pfipadd, ovéreni hladin vit. B1, toxicit a dalsi
osud nemocnych pokud lé¢bu netolerovali. Navzdory farmakoprofylaxi
byla pozorovana ¢asna GIT toxicita fedratinibu u 80 % nasich pacienttd
s MF a bylo tfeba u 70 % pfistoupit k redukci davek, preruseni a/nebo
uplnému vysazeni lé¢by FEDR a nasledné prevedeni na jiny JAK inhibitor.

GIT toxicita byla ¢astéji u pac. uzivajicich soucasné anagrelid (ANG).
Nebyl zaznamenan klinicky vyznamny pokles hladiny vit. B1 a nedoslo
u sledovaného souboru pacientl kromé poruchy paméti, bolesti
hlavy a zavrati k neurologické toxicité > st. 3.

Do budoucna bude tfeba peclivého vybéru pacientl vhodnych
k FEDR a individudlni upravy anti-emetické premedikace k bez-
pec¢nému podavani zvlasté v kombinaci s ANG.
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BOSUTINIB V TERAPII CHRONICKE
MYELOIDNI LEUKEMIE V KAZDODENNI
KLINICKE PRAXI - ANALYZA Z DATABAZE
INFINITY

Cicatkova P, Klamova H.2, Bélohlavkova P23, Stejskal L., Faber E.S,
Cmunt E.%, Karas M./, Horndk T.!, Kvetkova A.!, Semerad L.,
Prochazkova J.', Jurkova T.8, Balcarova V.8, Mayer J."%, Za¢kova D.!
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

2stav hematologie a krevni transfuze Praha

V. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

“Klinika hematoonkologie FN Ostrava

* Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

®[. internf klinika — hematologie LF UK a VFN v Praze
”Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzeri

&Institut biostatiky a analyz, s.r.o., Brno

? Stredoevropsky technologicky institut — MU, Brno

Uvod: Bosutinib je nejmlad$im zastupcem 2. generace inhibitor(i
tyrozinkinaz (TKI) pouzivanych v 1é¢bé chronické myeloidni leukemie

- XXXV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY

(CML). V podminkéach CR maze byt po schvaleni reviznim Iékafem
zdravotni pojistovny pacienta pouzit do druhé ¢i dalsich linif
terapie. Zku$enostem s jeho podanim v klinické praxi v CR se vénuje
predkladana analyza.

Metody: Byla provedena retrospektivni analyza dat z rutinni
praxe ziskanych cestou databaze INFINITY. Pacienti byli popséni
pomoci absolutnich a relativnich ¢etnosti v pfipadé kategorialnich
proménnych. Pokud se jednalo o spojité proménné, tak byl vypocitan
prdmér, medidn, minimum a maximum. Pro vyhodnoceni celkového
preziti byla vyuZita metodika dle Kaplan-Meiera.

Vysledky: V CR byla v obdobi od 1. 1. 1985 do 27. 1. 2023 CML
celkem diagnostikovana u 2 290 pacient(, bosutinibem bylo lé¢eno
41 (1,8 %), pricemz 34 (83,7 %) pacientiim byl bosutinib nasazen
v 2. a dalsich liniich (median 5. linie). V 61,0 % se jednalo o muze
a median véku pfi diagndze byl 58 let (rozmezi 24-82). Dva pacienti
byli diagnostikovani v pokrocilych fazich onemocnéni, ostatni
(95,1 %) v chronické fazi (CP). Divodem ukonceni predchoziho TKI
byla nejcastéji intolerance (61,8 %) a/nebo rezistence (44,1 %). Délka
|é¢by bosutinibem se pohybovala od 0,2 do 92,7 mésici (median
7,7 mésict). Nehematologické nezadouci tcinky (NU) se béhem lécby
vyskytly celkem u 58,5 % pacient(, nejcastéji se jednalo o prijem,
pleurdini vypotek, dyspepsie, nevolnost a zvraceni, periferni otoky
a exantém. Viechny NU byly nizkého stupné zavaznosti, s vyjimkou
pleurdlnich vypotkl grade 3/4 pfitomnych u 2 pacientd. Relativné
nizdi vyskyt NU v porovnani s literaturou mize byt dan malym
souborem pacientd, retrospektivnim charakterem analyzy i kvalitou
arychlostidopliiovani dat do registru. Lé¢ba bosutinibem byla v dobé
analyzy jiz ukoncena u 29 pacientll (70,7 %) a to nejcastéji na vrub
intolerance (34,5 % pacientd), umrti (27,6 % pacientd) a rezistence
(24,1 % pacientd). Z 8 pripadd umrti byla progrese CML pticinou
u 2 pacientd. Pfi hodnoceni lé¢ebné odpovédi na terapii bosutinibem
bylo u 37,8 % pacientd zaznamenano dosazeni hluboké molekularni
odpovédi (coz odpovidé hladiné transkriptu BCR::ABL1 < 0,01 % dleIS).
Velké molekularni odpovédi (hladina transkriptu BCR::ABL1 < 0,1 %
dle IS) dosahlo dalsich 13,5 % pacientl. Celkové preziti 3 roky od
zahajeni terapie bosutinibem bylo 74,4 % (95% interval spolehlivosti
61,0 %-90,6 %).

Zavér: Lécbou bosutinibem bylo u casto predlécenych pacientt
dosazeno velmidobrych vysledki s prijatelnym profilem nezddoucich
ucinkG. Realna klinicka praxe potvrdila opravnénou pozici Iéku
v nabidce terapeutickych moznosti pro pacienty s CML.

Prdce byla podporena grantem cislo MUNI/A/1224/2022.
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13. MORFOLOGIE

WHO KLASIFIKACE HEMATO-
ONKOLOGICKYCH NADORU V ROCE 2023
Mikulenkova D., Campr V.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

WHO klasifikace hematoonkologickych onemocnéni, ktera je celosvétové
pouzivana a kterd i nyni vychdzi z plvodnich navrh( skupiny FAB
u myeloidnich procest a Kielské (tzv. Lennertovy) klasifikace lymfoma
a na ni navazujici REAL klasifikace, integruje nejen morfologickd, ale
i biologicka a klinicka data. Obé skupiny vyse zminénych chorob byly
poprvé souhrnné uvedeny ve 3. vydani klasifikace WHO z roku 2001 a od
té doby klasifikace prodélavala rlizné vyznamné a prabézné modifikace.
Napt. u myelodysplastického syndromu (MDS) je nejvyraznéjsi zménou
postupné snizovani hranice poctu blastl, kterd odliSuje MDS od
akutni myeloidni leukemie (AML) a narUstajici dominance genetickych
a molekularnich znakd nad cistou morfologii. Tento proces az do roku
2022 probihal viceméné postupné, a hlavné jednotné v ramci klasifikaci
WHO az po aktudlni 5. vydani (WHO-HAEM5). V dobé jejiho vydani viak
situaci zménilo (a zneprehlednilo) soubézné vydani tzv. Mezindrodni
konsensualni klasifikace (ICC), takze v soucasné dobé existuji dva odlisné
piistupy k definici jednotlivych typl hematoonkologickych nadord.
Pristup ICC ke klasifikaci je v porovnani s pfedchozi 4. revidovanou verzi
klasifikace WHO (WHO-HAEM4R) vice navazujici a zaroven konzervativni,
nez ponékud radikalnéjsi pristup WHO-HAEMS. Piestoze role morfologie
se obecné v nové WHO klasifikaci snizuje, paradoxné se v nékterych
oblastech posilil vyznam histologického vysetieni, nebot napt. v klasifikaci
MDS jsou dvé jednotky, které nelze diagnostikovat jinak nez z trepanobio-
psie kostni diené (hypoplasticky a fibroticky typ MDS); cytologie je ale
bohuzel v novém ,subcelularné” diagnostickém trendu z diagnostiky
vytlacena. Pfechodné obdobi se dvéma klasifikacemi doufejme nebude
dlouhé a dospéje se k opravdovému konsensu. Do té doby se ndm jako
nejpragmatictéjsi pristup jevi diagnostikovat hematolymfoidni malignity
podle WHO-HAEMS5 a v piipadé diskrepance doplnit i nazev podle ICC.
Autofi ve své prezentaci diskutuji sv(ij pohled nazmény v jednotlivych dia-
gnostickych skupindch a vyjadfuji sviij ndzor, Ze pies viechny prevratné

zmény morfologie stale neni mrtva, i kdyZ moznd jeji ¢ast uz ano.

USKALI VYSETRENI KREVNIHO OBRAZU
ANEB JAK NEPREHLEDNOUT LEUKEMII
V KAZDODENNI PRAXI

Vytiskova S."2, Mottlova V.3, Bourkové L.?, Kissova J.% Bulikova A.?
'Oddeleni klinickych laboratofi, Vojenskd nemocnice, Brno

20ddélenf klinické hematologie, FN Brno

?Interni oddéleni, Vojenskd nemocnice, Brno

Uvod: Vy3etieni krevniho obrazu (KO) je zakladnim vy3etfenim

nejen v hematologii, ale patii mezi nejvice pozadovana laboratorni

XXXV. OLOMOUCKE HEMATOLOGICKE DNY -

vysetieni napfi¢ véemi odbornostmi. | kdyz se jednd o nejcasté;jsi
laboratorni vysetreni vibec, interpretace jeho vysledkl nemusi byt
Uplné snadnd a ma sva uskali.

Cil: Tato prace je koncipovana jako nékolik kazuistickych sdéleni, na
jejichz prikladé chceme poukazat jednak na nutnost spravné definovat
kritéria provedeni a hodnoceni natéru periferni krve v hematologické
laboratofi a také chceme upozornit na to, jak zdsadni je vysetfovat
KO spolec¢né s diferencialnim poctem leukocytl (DIFF). Pokud je totiz
nevydaji suspektni hlaseni na pfitomnost patologické populace
leukocytl, kterd mize byt ve vzorku pfitomna. Navic prosty KO
muze byt i u hematoonkologickych onemocnéni ve fyziologickych
mezich a vysetieni prostého KO bez DIFF je pak k jejich diagnostice
nedostacujici.

Metodika: Prvni kazuistika popisuje pfipad doposud zcela zdravé,
bezptiznakové pacientky, které byla v rdmci preventivni pracovnélé-
kafské kontroly diagnostikovana akutni leukemie. Vstupni KO+DIFF byl
vySetfen na hematologickém analyzatoru Abbott CD Ruby a zékladni
biochemicka vysetieni provedena na analyzatoru Abbott Architect
€i16200 ve Vojenské nemocnici Brno. Specidlni cytomorfologicka vy-
Setfeni kostni difené byla provedena ve Fakultni nemocnici Brno.
Vysledky: leukocyty 4,78x10, erytrocyty 3,38x10'¢/1 ({), hemoglobin
1149/ ), hematokrit 0,35, MCV 102 I (1), MCH 33,8 pg, MCHC 3314/,
RDW 12,4 %, trombocyty 168x10%/I, neutrofily 1,15x10%1 () 24 % (),
lymfocyty 3,35x10%I, 70 % (1), monocyty 0,09x10%I, 2 %, eozinofily
0,05x10%1, 1 %, bazofily 0,14x10%1, 3 % (1), hlaeni patologické popu-
lace blastl. Zakladni biochemické vysetieni séra i moce zcela v normé.
Vzhledem k patologickému hldseni analyzatoru ,BLAST” bylo prove-
deno mikroskopické hodnoceni natéru periferni krve, kde bylo nale-
zeno 11 % blastd a 2,5 % myeloblast s Auerovymi ty¢emi (viz obrazek).
Nasledné bylo provedeno cytomorfologické vysetieni kostni dfeng,
kde bylo zastizeno 81,6 % blastl a byla stanovena definitivni diagnéza
akutni myeloidni leukemie bez vyzravani (AML NOS bez vyzravani).
Zavér: | prestoze byla pacientka v dobé odbéru v rdmci preventivni
prohlidky zcela bezpfiznakova a vysledky prostého KO vykazovaly
pouze mirnou makrocytarni anémii, diky vysetieni diferencidlniho
poctu leukocytll a naslednému cytomorfologickému vysetieni byla
okamzité stanovena prekvapiva diagnéza akutni myeloidni leukemie.

Diky vysetieni KO + DIFF Q
'\dyelobla ueowv

a presné definovanym kri-
R

tériim pro provedeni a hod-

noceni natéru periferni krve,
jez uvedu v prednasce spo-
le¢né s ostatnimi kazuisti-
kami, jsme schopni v hema-
tologické laboratofi dfive

odhalit zavazna hematoon-

kologickd onemocnéni.
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K FENOMENU BUNECNE DYSPLAZIE
Smetana K., Klamova H.!, Mikulenkova D.!, Karban J.2, Trnény M.2
"Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

21.Interni klinika LF UK a VFN v Praze

Pfi charakteristice zmén krevnich bunék byva casto v kvalitativnim
popisu uvadén u atypickych bunék termin dysplazie. Tento termin
vsak zahrnuje jejich rdznou morfologickou i funk¢ni charakteristiku,
kterad pfi jejich popisu muze pfispét k objasnéni jejich patologie a pa-
togeneze krevnich chorob. Kone¢né tato okolnost riznych definici
dysplazie je vystizena i neurcitymi definicemi tohoto jevu ve Wiki-
pedii i v Cambridge Dictionary of Biology. Cilem predlozeného po-
jednani je uvedeni alespon zakladnich fenoménd, které takto by-
vaji oznacovany. Nejcastéji takto byva oznacovana diferenciacni, ¢i
maturacni asynchronie (anarchie) diferenciace jadra a cytoplazmy.
V bézné vizualizovanych bunkach se projevuje ,jemnou chromatino-
vou strukturou jadra” a predc¢asnou diferenciaci, tj. snizenim bazofilie
cytoplazmy exprimované redukci pfitomnoti RNA. Tato asynchronie
muze vsak mit i opacny charakter, tj. pfed¢asnou kondenzaci chro-
matinu (urychlené starnuti jadra) a pretrvavani nezralosti — bazofilie
cytoplazmy, tj. cytoplazmatické RNA. Nejcastéji byvaji oba fenomény
nachdazeny v leukemickych burkéch, kdy viak ¢asto neni mozné sta-
novit, zda jejich vznik je podminén leukemickym procesem, ¢i anti-
leukemickou terapii. Oba fenomény jsou také charakteristické pro
erytroblasty megaloblastickych, ¢i megaloblastoidnich anémii. Za
dysplastické fenomény je také mozno povazovat predc¢asnou kon-
denzaci heterochromatinu zevnich chromozomalnich teritorii jadra
v myeloblastech AML. Ta je signdlem predcasné terminalni diferen-
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ciace ve stadia blastu a alterace diferencia¢niho procesu. Za timto fe-
noménem se skryva nemoznost aktivace genl v této nuklearnioblasti
pro jejich nedostupnost pro aktivacni faktory. Pfi pouziti cytochemic-
kych metod pro vizualizaci RNA nukleoll je zachytitelna i porucha je-
jich diferenciace a maturace kdy dochazi k porucham pti tvorbé pre-
ribozoma - hlavnich komponent transla¢niho aparatu v cytoplazmé.
Podobné i zmény poméru jadra k buné¢nému télu mohou byt pokla-
dény za dysplazii. Tyto zmény viak by mély byt posuzovany podle na-
lezitosti k bunécné linii, nebot lymfocytarni fady jsou charakterizo-
vany zcela odlidné od jinych krevnich fad. U téchto linii totiz se pomér
jadra k cytoplazmé prakticky neméni vzdor velikostnim zménam
bunék. Projevem dysplazie je také porucha segmentace jader, kterd
je znakem porusené diferenciace a to jak vrozené, tak ziskané. Dys-
plazii jsou i inkluze Fe v mitochondriich v erytroblastech refrakterni
anemie u MDS, nebo vzacné se vyskytujici tyckovité inkluze u CLL.
Za dysplastické fenomény jsou pokladany i poruchy tvorby specific-
kych granul u granulocytovych leukemii, nebo pretrvavani azurofil-
nich granul ve zralych neutrofilech.

Termin bunécnd dysplazie zahrnuje celou fadu mikroskopickych
abnormalit rznych bunécnych komponent. Jejich viditelnost
a poznavani viak zavisi na metodach jejich vizualizace. Cetnost jejich
vyskytu mlze byt velmi charakteristicka pro bunécnou linii v¢. jeji
abnormality a to jak in vivo, tak in vitro. Popis a definovéni buné¢né
dysplazie mlze pfedstavovat uzite¢nou informaci jak z hlediska
diagnostiky, tak pro pochopeni patogeneze stavu bunécné linie
a klonu v¢. vyvojovych stadii za rliznych stavl celého organizmu.
To je i zfejmé z popisd bunécné dysplazie v cetnych publikacich
v odbornych ¢asopisech i monografiich.
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IN MOLECULAR HEMATOLOGY

VLIV VZACNYCH GERMINALNICH
MISSENSE VARIANT V GENU ATM

NA TRANSKRIPTOM CHRONICKE
LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

Petrackova A.!, Savara J.'2, Papajik T.", Brown J. R.3, Kriegova E.!
"LF UP a FN Olomouc

2\/SB-TUO, Ostrava

3CLL Center, Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA, USA

Uvod: Germinélni patogenni varianty v genu ATM jsou spojeny
s predispozici k chronické lymfocytarni leukemii (CLL). Genetické
testovani vsak odhaluje velké mnozstvi vzacnych germinélnich
missense variant nejasného vyznamu (VUS) v genu ATM, jejichz
funk¢ni dopad neni zndm. V této studii jsme se zabyvali analyzou
vlivu téchto variant na transkriptom CLL.

Metody: Germindlni a somaticky genom v¢. parového RNAseq byl
analyzovan u CLL vefejného datasetu (n = 237; EGAD00001001464,
EGAD0000100146612). Studovany byly vzacné (frekvence minoritni
alely < 0,5 %) missense varianty anotované jako VUS databazemi
Clinvar/Varsome a s patogenni predikci SIFT/PolyPhen.

Vysledky: Devét (3,8 %) pacientl s CLL neslo vzacnou germinalni
missense VUS v ATM (predikovanou patogenni). Nasledna analyza
byla provedena v ramci podskupin pacientll na zakladé jejich
mutacniho stavu IGHV, protoze predbézna klastrova analyza ukazala
odlisné profily genové exprese pro tyto podskupiny. V podskupiné
s mutovanym stavem IGHV (m-IGHV) neslo Sest pacientl germinalni
missense VUS ATM, ¢tyti méli pouze del(11q) a 77 bylo bez somatické
a/nebo germindlni aberace v genech spojenych s odpovédi na
poskozeni DNA (DDR), ani nenesli mutace v panelu 10-ti rekurentné
mutovanych gen( spojenych s horsi prognézou u CLL. U pacientt
s nemutovanym IGHV (u-IGHV) nesli tii jedinci ATM VUS, vc.
jednoho se soucasnou del(11q), 7 mélo pouze del(11q) a 20 bylo bez
somatické a/nebo zdrode¢né aberace v DDR a CLL-asociovanych
genech.

Analyza transkriptomu m-IGHV s germinalni missense ATM VUS od-
halila odlisnou expresi genll v drahach signalizace mitotického vie-
ténka, reaktivnich forem kysliku, homeostaze cholesterolu, peroxi-
zomu, metabolizmu mastnych kyselin, signalizace Wnt/B-kateninu,
odpovédi na UV-zafeni a oxidativni fosforylaci a gent regulovanych
transkripcnimi faktory MYC, E2F, RUNXT1 a CREB1. Podobny profil byl
také detekovan u pacientl s del(11q), u kterych byla navic zjisténa
aberantni exprese genl v drahach NF-«B, apoptdzy a IFN-y. U pa-
cienttd s u-IGHV a ATM VUS nebyl zjistén odlisny profil genové exprese
ve srovnani s pfipady bez aberaci v genech DDR, coz mohlo byt zpu-

sobeno nizkym poctem pfipadud. U pacientli u-IGHV pouze s del(11q)
byla zjisténa aberantni exprese gend zapojenych do drahy p53, ho-
meostazy cholesterolu a gent regulovanych transkripénim faktorem
MYC. V soucasné dobé probiha hodnoceni dalsi nezavislé kohorty
CLL.

Zavér: Nase predbézna analyza ukazala podobny vliv vzacnych ger-
minélnich ATM VUS na transkriptom CLL jako del(11q) um-/GHV CLL,
ktery byl charakterizovan rozdilné exprimovanymi geny zapojenymi
do signalizace mitotického vieténka a oxidativniho stresu a gen( re-
gulovanych transkripcnimi faktory MYC, RUNX1 a CREB1.

Podpora projektu: IGA_LF_2023_010, MH_CZ-DRO(FNOL,00098892).

THE FUTURE OF LIQUID BIOPSY IN
HEMATO-ONCOLOGY

Kriegova E.!, Petrackova A, Nesnadnd R/, Savara J."?, Wojewodova K.,
Gajdos P2, Minafik J.", Papajik T

'LF UP a FN Olomouc, Olomouc

?\/SB-TUO, Ostrava

The analysis of biomarkers in liquid biopsy is beginning to change
cancer diagnostics, as it has shown considerable clinical relevance
in various types of cancer. Promising markers for liquid biopsy
include circulating cell-free tumor DNA, circulating tumor cells,
extracellular vesicles, circulating microRNAs, as well as tumor
platelets released into the blood. These markers can be obtained
by minimally invasive sampling of blood and other body fluids,
allowing repeated sampling with minimal burden to the patient.
Recent studies have shown that analyses in liquid biopsy can be used
to detect cancer early, predict patients at risk of recurrence, monitor
response to treatment, and monitor minimal residual disease.
The challenge now is to make liquid biopsy a standard diagnostic
tool. To do this, technical standardization and clinical validation of
liquid biopsy tests is necessary to further demonstrate their utility
and to incorporate liquid biopsies into clinical diagnostics and
widespread use. The perspectives and disadvantages of liquid bio-
psy in haemato-oncology as minimal-invasive disease diagnostic and
prognostic tool are presented with emphasis on exosome-entrapped

molecules.

Grant support: IGA_LF_2023_010, MH_CZ-DRO (FNOL, 00098892),
SANGUINE-HORIZON-101097026.
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SINGLE CELL ANALYZA U PACIENTU

S AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMI{

Drncova M., Folta A., Klemesova I., Weinbergerova B., Mayer J.,
Jeziskova l.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Akutni myeloidni leukemie (AML) je onemocnéni charakte-
ristické biologickou heterogenitou a casto slozitou klonélni kom-
pozici. Technologicky vyvoj poslednich dvou dekad posunul moz-
nosti studia heterogenity az na Uroven individualizovanych bunék,
a to za vyuziti inovativnich pfistupl kombinujicich mikrofluidni sys-
témy se sekvenovanim nové generace (NGS). Na rozdil od konvenc-
nich technik NGS, které poskytuji informaci za celou populaci (bulk)
nadorovych bunék, maji DNA single cell pfistupy (scDNAseq) poten-
cial identifikovat kookurenci a vylu¢nost jednotlivych variant v bun-
kach, detekovat majoritni a minoritni subklony, ur¢it jejich velikost ci
popsat trajektorii vyvoje klonli v ¢ase. scDNAseq tak predstavuji na-
stroj pro presnéjsi prognostiku, stratifikaci AML ¢i sledovéani odezvy
na terapii. Jednou z nejnovéjsich mikrofluidnich scDNAseq technolo-
gii je platforma Tapestri (MissionBio, USA). Spojuje dvoustupriovy mi-
krofluidni dropletovy systém s molekuldrnim barkédovanim a NGS.
Poskytuje tak informace o genotypu nékolika tisic individualizova-
nych bunék analyzovanych soucasné.

Cile: Vyuziti scDNAseq analyz pro studium klonalni heterogenity
u noveé diagnostikovanych AML pacientl a identifikace molekularniho
markeru pro sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN) u pacientt

bez obvyklého MRN markeru.
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Metody: Na zakladé analyzy panelem VariantPlex Core Myeloid
Kit for lllumina (IDT, USA) byl vybran soubor 10 kurativné lécenych
pacientl s de novo AML a vicecetnymi mutacemi. scDNAseq analyzy
byly provedeny z vitalné kryoprezervovanych leukocytl kostni difené
za pouziti panelu Acute Myeloid Leukemia Panel platformy Tapestri
(MissionBio, USA). Tento panel pokryva 20 AML rekurentnich gend
s celkem 529 cilovymi lokusy typu SNVs, INDELs, LOHs. Pfipravené
single cell knihovny byly sekvenovény na pfistroji NextSeq (lllumina,
USA). Vyslednd data byla hodnocena pomoci softwaru Tapestri
Pipeline a Tapestri Insights (MissionBio, USA).

Vysledky: Na zdkladé vysledkd scDNAseq analyz byla u vSech analy-
zovanych pacientl presné identifikovana jejich klondlni kompozice,
kterd se interindividualné vyrazné odliSovala (linearni/paralelni/kom-
plexné kombinovana evoluce) (obr. 1). U kazdého pacienta byl po-
psan jeho mutacni profil, koexistence aberaci a velikost jednotlivych
klonl. Kompozi¢ni diferenci bylo mozno pozorovat také napfic nosi-
teli aberaci ve stejnych genech. U pacientd, u kterych konven¢ni sek-
venovani neposkytlo jasny molekuldrni marker pro sledovani MRN,
byl tento pomoci scDNAseq analyz dourcen.

Zavér: Technologie scDNAseq Tapestri je unikdtnim nastrojem pro
analyzu a dukaz interindividudIni heterogenity u pacientli s AML.
Umoznuje vizualizovat diferenci klonalnich evoluc¢nich trajektorii
jednotlivych pacientd. Pro rutinni diagnostiku nové otevira moznost
urcit marker vhodny pro sledovani MRN.

Prdce byla podpofena projekty MSMT MUNI/A/1224/2022, MZ CR -
RVO (FNBr, 65269705) a programem EXCELES (ID: LX22NPO5102).
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Obr. 1. Drncova M. et al. Ukazka klonalni kompozice detekované pomoci scDNAseq analyz u vybranych

pacient s AML.
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VYZNAM GENETICKYCH ABERACI

TP53 U PACIENTU S CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII V ERE CILENE
TERAPIE

Kubovad Z.'*, Kaskova V.?*, Petrdckova A.%, Zvarova E.!, Turcsanyi P,
Papajik T.!, Kriegova E.?, Manakova J.2, Savara J.3, Dolezi V.3, Gajdos P.2
*Kubovd, Kaskovd prispély stejnym dilem

'Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2stav imunologie, LF UP a FN Olorouc

3 Katedra informatiky, Fakulta elektrotechniky a informatiky, VSB-Technickd

Univerzita v Ostravé

Uvod: Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je nejcastéji se
vyskytujici leukemiiv zapadnich zemich. Jeji [é¢ba prosla v predeslych
letech revolu¢nimi zménami. BEhem posledniho desetileti vstoupila
na scénu cilena terapie inhibitory BTK (BTKi), ktera zlepsila vysledky
|é¢by vysoce rizikovych skupin pacientd s CLL azda se, ze modifikovala
vyznam nékterych prognostickych ukazateld.

Cil: Analyza prognostické hodnoty genetickych aberaci TP53,
zahrnujici TP53 mutaci a/nebo deleci 17p u pacientl s CLL [é¢enych
cilenou terapii BTKi.

Metoda: Analyzovali jsme soubor 169 nemocnych s CLL |é¢enych
v letech 2014-2022 na Hemato-onkologické klinice FN Olomouc,
které jsme rozdélili do 2 podskupin dle typu terapie. Prvni
(n = 83) zahrnovala pacienty lécené BTKi, druhd (n = 86) pacienty
s chemoimunoterapii (CIT). V podskupiné pacientli s BTKi byli
nemocni [é¢eni prevazné ibrutinibem (n = 73; 88 %). V této skupiné
bylo hodnoceno celkem 49 muzd (59 %) a 34 Zen (41 %) ve vékovém
rozmezi 46-85 let (median 67 let). V souboru bylo 6 pacientd l1é¢bé
naivnich (7 %), vétsina nemocnych bylo predlécenych (n = 77; 93 %),
z toho 4 a vice linii 1é¢by dostalo 11 pacientd (13 %). V souboru
jsme hodnotili genetické aberace TP53, coz zahrnuje mutace TP53,
stanovené pomoci sekvenovani nové generace (NGS) a/nebo delece
17p metodami fluorescencni in situ hybridizace (FISH). V ramci
analyzy jsme porovnavali pacienty v jednotlivych podskupinach
s TP53wt (bez mutace a/nebo delece 17p) oproti pacientiim s aberaci
TP53 (s mutaci a/nebo deleci 17p).

Vysledky: V souboru bylo identifikovano 50 pacientl (30 %) s mu-
taci TP53 ¢i deleci 17p. V jednotlivych podskupinédch dle [é¢by BTKi
vs. CIT se vyskytla aberace v TP53 u 38 pacientl (46 %) vs. 12 (14 %).
U pacientt Iécenych CIT jsme v souladu s predchozimi vysledky
prokazali kratsi dobu preziti bez progrese (PFS) ve skupiné s abe-
raci TP53 vs. TP53wt (p = 0,027) s medianem PFS 16 mésicl. V pod-
skupiné pacientu lé¢enych BTKi bylo prokazano delsi PFS u pacientt
s TP53wt (p = 0,017). Median PFS u téchto pacientli nebyl dosazen vs.
40 mésicd u pacientl s aberaci TP53. Pacienti s TP53 aberacemi lé¢eni
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BTKi méli soucasné také patogenni sekvencni varianty (n = 29; 76 %)
v genu SF3BT (32 %), ATM (18 %), NOTCH1 (21 %) a dalsich CLL-asocio-
vanych genech.

Zavér: Analyza prokazala, ze i u nasi kohorty predlécenych pacientt
na terapii BTKi zstdvéd zachovéna statisticka vyznamnost jiz dfive
stanoveného silného negativniho prognostického ukazatele, abe-
race TP53. Studium pfispévku kombinace aberaci TP53 a dalSich gene-
tickych variant je predmétem nésledujicich analyz.

Podporeno grantem IGA_LF_2023_005, IGA_LF_2023_010, MH_CZ-
DRO (FNOL, 00098892).

GERMLINE AND SOMATIC VARIANTS

IN HEMATO-ONCOLOGY DIAGNOSTICS
AND THEIR CLINICAL UTILITY

Sablauskas K.

Hematology, Oncology and Transfusion Medicine Center, Vilnius University

Hospital Santaros Klinikos, Vilnius, Lithuania

The field of hemato-oncology diagnostics has seen significant
advancements in recent years with the identification of germline
and somatic variants that can inform clinical decision-making.
In particular, the discovery that a significant proportion of AML
cases have pathogenic or likely-pathogenic germline variants has
highlighted the importance of understanding the genetic landscape
of patients.

Germline variants are inherited genetic changes that are present
in all cells of an individual’'s body, while somatic variants arise
spontaneously in certain cells during a person’s lifetime. Both types
of variants can contribute to the development and progression
of hematologic malignancies, and their identification can provide
valuable insights into disease pathogenesis and prognosis.

In addition to informing personalized treatment plans, the identi-
fication of germline variants can also have important implications for
the patient’s family members, who may be at increased risk of devel-
oping similar conditions. As such, there is a growing need for com-
prehensive genetic testing in the diagnosis and management of he-
matologic malignancies.

Vilnius University Hospital Santaros Klinikos has developed
a workflow for performing whole exome and targeted sequencing in
AML patients, which has enabled the identification of germline and
somatic variants with high accuracy and precision.

Grant support: SANGUINE-HORIZON-101097026.
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SALVAGE VENETOCLAX COMBINATION
THERAPY IN PATIENTS WITH AML
TRANSFORMATION AFTER AZACITIDINE
THERAPY FAILURE FOR HIGH-RISK MDS -
SINGLE-CENTER EXPERIENCE.

Minafik L."?, Stopka T."?, Zemanova Z.3, Sotdkové S.'3, Jonasova A''
"TROD, VFN, Prague

?BIOCEV, CUNI, Vestec

?Center of oncocytogenomics, Institute of biochemistry, CUNI and VFN, Prague

Background and aims: Venetoclax in combination with azacitidine
(VEN + AZA) showed efficacy and prolonged overall survival (OS) in
patients with newly diagnosed de novo acute myeloid leukemia (AML)
ineligible for intensive treatment. The prognosis of patients with
high-risk myelodysplastic syndrome (HR-MDS) that are progressing
on AZA therapy into secondary AML remains dismal.

Methods: Our cohort consists of 19 patients (men, N = 10; women,
N = 9) diagnosed with secondary AML after failure of AZA therapy at
the time of initiation of salvage VEN + AZA combination. The median
age was 73 years. The median number of AZA cycles administered
before AML transformation was 8.5 with achieving ORR 37%. A panel
of genes frequently mutated in myeloid neoplasia was used for
mutation screening.

Results: VEN + AZA was administered in the 5-2-2 regimen in
standard dosage of AZA. The mean total dose of VEN was 2,200 mg
per cycle, which is lower compared to the standard dose for de novo
AML patients due to myelotoxicity. In the group of patients with AML
transformation, we observed an ORR of 68% (CR = 37%, Cri = 16%,
PR = 16%) with a median OS 14.7 months. In the comparison with
the group of patients with de novo AML (N = 13), we observed an
ORR of 70% (CR = 38%, PR = 32%) with a median OS 11.9 months.
In the comparison with the historic cohort of patients with AML
transformation on AZA led VEN + AZA salvage combination to
prolonged OS (P < 0.001).

Conclusion: VEN + AZA is an effective therapy for patients with
transformed AML on established AZA therapy. The failure of
VEN + AZA remains unclear and requires further study.

CLINICAL IMPACT OF BASOPHILIA DURING
CYTOREDUCTION IN PATIENTS WITH
CHRONIC MYELOID LEUKAEMIA

Vrablova L., Hrbcekova L., Kriegova E.!, Kudélka M.?, Radvansky M.?,
Papajik T.!, Faber E."

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

’Department of Computer Science, Faculty of Electrical Engineering and

Computer Science, VSB-Technical University of Ostrava

Background: Although > 20% basophils at diagnosis is used as one
of the criteria of acceleration of chronic myeloid leukemia (CML)
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according to the WHO definition, there is limited information on
the clinical significance of routine blood count parameters such as
leukocytes, relative and absolute basophils at diagnosis and during
cytoreduction.

Methods: A real-world cohort of newly diagnosed 136 BCR-ABL1+
CML patients (56 females/80 males, median age 58 years, range:
24-92 years) indicated for the first-line tyrosine kinase inhibitor (TKI)
treatment was included. Blood counts and laboratory parameters
were assessed at the diagnosis and after cytoreduction, the median
follow-up was 6.3 years (3.5 months-15.7 years). Mayer-Kaplan curves,
odds ratios including 95% confidence intervals (Cl) and receiver
operation curves were calculated using R software. A multivariate
patient similarity network (PSN) was applied.

Results: At diagnosis, there was high interindividual heterogeneity
in basophil percentage (median 4%, range 0-45%) and basophil
counts (4.6, 0-67.6x10%/L). After cytoreduction, 65 (47.8%) patients
had a decreased/stable and 71 (52.2%) patients increased basophil
percentages comparing to the diagnosis. Using PSN, six patients’s
clusters were formed based on absolute counts of leukocytes and
basophils and percentage of basophils at diagnosis and during
cytoreduction. Of them, three clusters with highest absolute count of
basophils at diagnosis, independently on these parameter values at
cytoreduction, included patients requiring therapy change. Patients
with high absolute leukocyte (= 164x10°/L), basophil (= 12x10%L)
counts, and relative basophils (= 5%) at diagnosis had higher chance
of treatment change (odds ratio 17.3, 95%CI 5.1-57.8). The relative and
absolute basophils after cytoreduction were not predictive for the
TKI therapy change.

Conclusion: Our study showed that absolute basophilia at the time
of diagnosis is a strong prognostic factor. Future studies on larger
cohorts should confirm the results.

Support: IGA_LF_2023_05, MH_CZ-DRO (FNOL, 00098892).

L-ASPARAGINASE BY-PRODUCT GLUTAMATE

IMPEDES THE EFFECT OF CHEMOTHERAPY

BY AUGMENTING GLUTATHIONE

BIOSYNTHESIS

Hlozkova K., Vasylkivska M.!, Zwyrtkova M.}, Kolarik M.}, Pottckova E.',

Zaliova M., Trka J.', Tennant D.2, Starkova J.!

'CLIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague, CUNI, Prague

?Institute of Metabolism and Systems Research, University of Birmingham,
Birmingham, UK

Backround: L-asparaginase (ASNase) is one of the crucial components
of acute lymphoblastic leukemia (ALL) therapy. ASNase transforms
asparagine (Asn) and glutamine (GIn) to aspartate (Asp) and glutamate
(Glu), respectively. High Asp and Glu extracellular concentrations are
considered to be a by-product of ASNase treatment without any
known consequences. However, our results show that even though
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TCA cycle, the important producer of Asp and Glu, is diminished after
ASNase treatment, leukemic cells are able to maintain intracellular
Asp and Glu levels.

Aims: The main aim is to elucidate the mechanism by which leukemic
cells are able to maintain Asp and Glu levels. The second aim is to
evaluate the role of Asp and Glu in the resistance mechanism of
leukemic cells to ASNase.

Methods: Stable isotope tracing was used to measure Asp and
Glu import and activity of glutathione (GSH) synthesis. Growth,
viability and reactive oxygen species (ROS) production of leukemic
cells under different nutrient conditions were determined by flow
cytometry.

Results: Using U13C-Asp and U13C-Glu we discovered that leukemia
celllines were able toimport Asp and Glu from the media. Noteworthy,
leukemia cell lines and also primary leukemia cells expressed the
genes coding for Asp/Glu transporters. Moreover, inhibitor of
Asp/Glu transporters moderately sensitized NALM6 cell line to
ASNase.

Next, we discovered that high Glu doses, but not high Asp doses,
helped the cells to survive in Asn /GIn depleted conditions. Further-
more, in high Glu, but not in high Asp conditions, we detected ele-
vated intracellular ROS compared to Asn /GIn depleted media. Since
GSH is the main antioxidant molecule in the cells and Glu is one of
its three amino acids, we pursued the idea that cells under Asn /GIn
depleted conditions use Glu to synthesize GSH and by that overcome
the nutrient stress. We discovered that leukemia cells used impor-
ted Glu to biosynthesize GSH. Preliminary data with ROS scavenger
showed that ROS scavenging further improved leukemia cell proli-
feration in high Glu conditions. Together with the fact that impor-
ted Glu also fueled TCA cycle, GSH biosynthesis probably partially re-
scues the cells from oxidative stress caused by respiration. When we
used GSH synthesis inhibitor BSO, proliferation of NALM6 cells was
significantly more affected in high Glu condition compared to media
without Glu.

Conclusion: This is the first study describing the transport of
Glu into leukemic cells and its survival advantage after ASNase

treatment.

Supported by NU20J-03-00032 and NU22-07-00087.
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COMING ERA OF LONG-READ SEQUENCING

FOR GENETIC DIAGNOSTICS - COMPARISON

OF DIFFERENT TECHNOLOGIES

Savara J.'?, Minafik J.3, Manakova J.!, Novosad T.2, Gajdos P.2,

Béhalek M.2, Vasinek M.?, Papajik T.3, Kriegova E.!

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

?Department of Computer Science, Faculty of Electrical Engineering and
Computer Science, Technical University of Ostrava

*Department of Hematooncology, Faculty of Medicine and Dentistry,
Palacky University and University Hospital Olomouc

Background: There is a growing body of evidence that long-read DNA
technologies may become powerful players in clinical genomics, enabling
the detection of complex structural variants (SVs) that may be difficult to
detect with short-read sequencing. There is limited data on the overlap
between different long-read technologies: long/linked read whole-ge-
nome sequencing (I-WGS) and optical genome mapping (OGM).
Methods: Analyses were performed using linked Ir-WGS (TELL-SeqTM)
and OGM (Bionano Genomics) for bone marrow aspirate from a patient
with multiple myeloma (female, 39 yrs, IgG lambda, stage IlIA, ISS II)
and standard DNA control (cell line NA12878). Effective coverage using
OGM was >300x for both samples. In the case of Ir-WGS coverages were
30x and 60x. Outputs were compared using own software tool.
Results: To compare Ir-WGS and OGM, we developed a tool for
comparison, validation and visualization of detected SVs across the
whole genome. Our study revealed large differences in the detection
of SVs when the same sample was sequenced at different coverages.
Using 30x or 60x Ir-WGS coverages, it was possible to confirm about
half of deletions detected by OGM in Ir-WGS data using available
variant callers, independently on the coverage. Using our tool, it
was possible to confirm majority of deletions (> 82%). Our algorithm
was also able to confirm a large proportion of inversions that were
not called by variant callers. We present the examples of detected
variants in a real sample. We also comment on novel telomere-to-
telomere (T2T) human reference genome as well as on opportunities
and challenges of long-read sequencing in genetic diagnostics.
Conclusion: Our study came up with a novel approach to validate SVs
detected by OGM. In the case of manual inspection of the deletion
images, our detection almost matched variant callers. However, we
still encountered a portion of clearly present deletions that were
not called by current available variant callers. Improvements in
bioinformatics analysis of long-read sequencing may open the new
era of genetic diagnostics, not only in hemato-oncology.
Availability: https://github.com/novosadt/om-samplot-svc, https://
github.com/novosadt/om-hts-svc.

Grant support: IGA_LF_2023_010, MH_CZ-DRO (FNOL, 00098892).

Transfuze Hematol Dnes 2023; 29(Suppl 1)



POSTEROVA SEKCE

P01. BAALC JAKO ALTERNATIVNI MARKER
MINIMALNI REZIDUALNI NEMOCI

U PACIENTU S AKUTNI MYELOIDNI
LEUKEMII

Cerovska E.'2, Brozinova |, Polaskova E.', Zobalové D!, Cechova E.,
Salek C., Stefflova L., Marinov |, Belickova M., Reme3ova H.!
'Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

?Karlova Univerzita v Praze, Prirodovédeckd fakulta, Praha

Uvod a cile: Minimalni rezidualni nemoc (MRN) je jednim
s akutni myeloidni leukemii (AML). Bohuzel 20 % AML pacientd
nema vhodny molekuldarni MRN marker a spoléha se u nich pouze
na vysetfovani specifického leukemického imunofenotypu (LAIP)
pomoci pritokové cytometrie, kterd vsak nevykazuje tak vysokou
citlivost jako molekularni metody. Nasim cilem bylo zhodnotit
vyuzitelnost exprese genu BAALC jako alternativniho markeru
MRN u AML pacientl s absenci standardné sledovanych marker(.
Tento gen ma vysokou expresi v hematopoetickych kmenovych
bunkach a jeho zvysena exprese u AML mé negativni prognosticky
vliv.
Metody: Exprese genu BAALC a kontrolniho genu ABL byla pomoci
qPCR (TagMan eseje) zméfena v leukocytech z periferni krve
pacientl (n = 67) bez vhodného molekuldrniho MRN markeru (NPM1,
PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1, CBFB::MYH11, WTT1) a u zdravych darcC
(n=18). Pokud byla normalizovana exprese genu BAALC pii diagnéze
AML > 100x vyssi nez exprese u zdravych darct (prdmér + 3SD), byl
gen povazovan za vhodny pro sledovani MRN. Vysledky exprese
byly porovnany s vysledky pritokové cytometrie (% LAIP), pfipadné
i bunécného chimerizmu, Spearman korela¢nim testem.
Vysledky: U 9 pacient( (13,4 %) mél gen BAALC dostatecné vysokou
expresi pro monitorovani MRN. Exprese korelovala s vysledky moni-
torovani MRN pomoci LAIP (p = 0,0003) a u 4 pacientd po alogenni
transplantaci také s mirou bunéc¢ného chimerizmu (p = 0,0006).
U 3 pacientd doslo k relapsu choroby, pficemz u 2 z nich byl BAALC
nejcitlivéjsSim markerem MRN, ktery jako jediny svymi zvysenymi
hodnotami relaps predikoval.
Zavér: Monitorovani exprese genu BAALC je snadnym a cenové
dostupnym zplsobem, jak ziskat pfidatnou informaci o MRN ke
standardnimu sledovani pacientd pomoci priatokové cytometrie
a pfipadné bunécného chimerizmu. Méreni exprese genu BAALC
pomoci qPCR navic vykazuje vysokou citlivost a v nékterych
pfipadech predikuje relaps dfive, nez dojde k zéachytu LAIP nebo
zvy$eni bunécného chimerizmu. Pfi absenci jinych molekuldrnich
MRN marker(i a dostatec¢né zvysené expresi genu BAALC pfi diagndze
je vhodné do pravidelného monitorovani AML pacient( tento marker
zahrnout.

Podporeno MZCR (00023736, UHKT)
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P02. IMPLANTACE A DLOUHODOBE
POUZIVANI PICC JSOU BEZPECNE
UNEMOCNYCH S AKUTNI
PROMYELOCYTARNI LEUKEMII

Szotkowski T., Cerfian M., Vrablova L., Labudikova M., Papajik T.
Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

Uvod: Akutni promyelocytéarni leukemie (APL) je pfi stanoveni
diagnézy spojena s vysokym rizikem krvéacivych komplikaci pfi
koagulopatii a trombocytopenii. Mezinarodni doporuceni explicitné
zminuji potfebu vyhnout se zavedeni centralniho zilniho katetru.
Nemocni vsak nezbytné potiebuji kvalitni Zilni vstup pro podavani
protinadorové i podpurné 1écby.

Periferné zavadény centrdlni katetr (PICC) je centralni zilni katetr,
uréeny pro stfednédobé az dlouhodobé vyuziti. Jeho implantace
a pouzivani jsou v rukou zkuseného personélu bezpecné. Program
zavadéni PICC jsme na nasem pracovisti zahdjili v roce 2016. Po ziskani
potfebnych zkusenosti jsme tento typ katetru zacali implantovat
i nemocnym s akutnimi leukemiemi. Vzhledem k niz$imu riziku
krvécivych komplikaci spojenych s implantaci jsme se rozhodli jej
preferovat i u nemocnych s APL.

Soubor nemocnych: Od roku 2017 jsme Iécili celkem 13 nemoc-
nych s APL; u viech jsme pouzili PICC jiz od za¢atku indukeni lé¢by. Slo
0 87zen a5 muzd v primérném véku 59 (24-73) let. Prvnich pét nemoc-
nych bylo lé¢eno kombinaci ATRA a chemoterapie, ostatni podle pro-
tokolu ATRA/ATO. PICC byl implantovén nejcastéji druhy den hospitali-
zace (7 pacienttl), méné casto prvni den (3 nemocni), v pfipadé prvnich
dvou nemocnych v souboru byla implantace provedena 6., resp. 5. den.
Punktovanou zZilou byla v 10 pfipadech v. brachialis ¢i v. basilica, u 3 ne-
mocnych v. axillaris. Cast&ji byl pouzit 2lumenny katetr (7x - mj u viech
5 nemocnych lécenych chemoterapii), 6x byl zaveden 1lumenny katetr.
Pramér poctu trombocytd pfi implantaci byl 53 (20-118)x10%/1. VSichni
nemocni méli koagulopatii obvyklou pfi APL.

Vysledky: U 7 nemocnych byl katetr pouzivdn po celou dobu
|écby a extrahovén az po jejim ukonceni. Primérna doba pouziti
byla 219 (159-298) dn(. Tfi nemocni v 1écbé pokracuji s katetrem
pouzivanym 116, 151 a 262 dnd. U dvou nemocnych byl katetr
extrahovan pred ukoncéenim lé¢by — u prvni nemocné v souboru
po 30 dnech pro lokalni zarudnuti v misté vstupu, u sedmého
nemocného v pofadi po 31 dnech pro febrilie nejasné etiologie.
Jedna nemocnd zemriela béhem indukce na respira¢ni selhani
zplsobené COVID-19 pneumonii. Kromé vyse uvedenych jsme
zaznamenali jen jednu komplikaci, ktera vSak nevyZadovala extrakci
katetru — parcialni trombdzu Zzily s katetrem 26 dnli od implantace.
U zddného nemocného nedoslo ke komplikaci béhem implantace
katetru ani kratce po ni.

Zavér: Nase dosavadni zkuSenosti nasvédcuji, ze PICC je v rukou
zkuseného tymu bezpec¢nou pomdlckou zajistujici dlouhodoby
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centrdlni Zilni pristup pro péci o nemocné s APL, v¢. nejrizikovéjsi
inicialni faze 1écby.

Podpofeno IGA_LF_UP_2023_005 a MZ CR-RVO (FNOL, 00098892).

P03. KOMPLEXNT HODNOCENT
GERIATRICKYCH SYNDROMU U STARSICH
PACIENTU S AML

Voldfich J., Semerad L., Podstavkova N., Kvetkova A., Mrkvova Z.,
Prochéazkova J., Weinbergerova B., Mayer J.

Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Uvod: Pacienti nad 65 let jsou nejpocetnéjsi skupinou pacientd
s AML. Zaroven se jedna o skupinu vysoce heterogenni stran
celkového stavu pacientd i biologie AML. Tato skutecnost zna¢né
komplikuje individualni terapeutickou rozvahu, nebot je nutno
odlisit pacienty, kterym lécba pfinese spise komplikace nez benefit,
a naopak pacienty, ktefi budou z 1é¢by i pres vyssi kalendaini vék
vyznamné profitovat. V rozhodnuti o Ié¢bé napomaha komplexni
hodnoceni tzv. geriatrickych syndromd, jez se celosvétové dostava
do rutinni praxe.

Cile: Nasim cilem bylo vytvofeni skérovaciho systému, ktery
svyuzitim geriatrickych syndrom@ komplexné zhodnoti stav pacienta
pred zahdjenim a jeho vyvoj v pribéhu lé¢by.

Metody: Bylo provedeno prospektivni hodnoceni geriatrickych
syndrom@ a dalSich vyznamnych prognostickych faktoru
u pacientl > 60 let s nové diagnostikovanou AML (kromé APL)
v obdobi 4/2022-2/2023. Skérovaci systém hodnotil kognitivni
a fyzickou vykonnost, komorbidity, polyfarmacii a nutrici. Dle
jednotlivych vysledkd byli pacienti zatazeni do jedné z celkovych
kategorii: fit, vulnerabilni ¢i kiehci. Hodnoceni bylo u lé¢enych
pacientl pravidelné opakovano.

Vysledky: V projektu bylo zatazeno celkem 50 pacientd, kompletné
zhodnoceno bylo 42 pacientd (medidn véku 72 let, 48 % muz).
Celkem 8 pacientt (19 %) bylo zafazeno do kategorie fit, 18 pacientt
(43 %) do kategorie vulnerabilni a 16 pacientl (38 %) do kategorie
kiehkych. Ve skupiné fit bylo 7 pacient( (88 %) lé¢eno VENE + AZA
s efektem 6x CR, 1x dosud nehodnoceno, 1 zemfel pred zahajenim
terapie. Z vulnerabilnich pacientl bylo 15 (83 %) Ié¢eno VENE + AZA
s efektem 10x CR, 2x PR, 2x PROG a 1x dosud nehodnoceno, 1 (5 %)
LD-ARA-C s efektem PROG, 1 (5 %) symptomaticky a 1 (5 %) studiovou
terapii. 10 kifehkych pacient (63 %) bylo 1é¢eno VENE + AZA
s efektem 7x CR/CRi, 2x PROG, 1x dosud nehodnoceno, 4 (25 %) LD-
ARA-C s efektem 1x PROG, 2x nehodnoceno a 1x nezndmo a 2 (13 %)
symptomaticky. 12 pacientl (29 %) zemfielo, 9 na progresi AML, 2 na
infek¢ni komplikace, 1 bez souvislosti s AML. Opakované hodnoceni
bylo provedeno u 5 fit pacientl, 3 zlstali fit, 1 se pfesunul do
vulnerabilnicha 1 do kiehkych. Vulnerabilnich bylo znovu hodnoceno
13, 9 zlistalo vulnerabilnimi a 4 se zlepsili do fit. Z 8 kiehkych pacient
6 zUstalo kiehkych a 2 se pfesunuli mezi vulnerabilni.

POSTEROVA SEKCE -

Zavér: Skorovaci systém prokazal funkénost v selekci pacient do
jednotlivych kategorii a odhadu tolerance 1é¢by. U vétsiny opakované
hodnocenych pacientd nedoslo ke zhorseni celkové kategorie, u ¢asti
doslo naopak ke zlepseni.

Podporeno MZ CR-RVO (FNBr 65269705) a Program EXCELES, ID:
LX22NPO5102).

P04. GEMTUZUMAB OZOGAMICIN

S MIDOSTAURINEM V INTENZIVNI LECBE
CD33/ FLT3+ AML - AKTUALIZOVANA DATA
Weinbergerova B, Cerfian M., Szotkowski T.2, Semerad L.}, Kabut T.,
Navratilova J.2, Podstavkova N.!, Prochazkova J.!, Jeziskova I,
Klemesova I, Folta A.", Mayer J.!

"Interni hematologickd klinika LF MU a FN Brno

?Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Midostaurin (MIDO) v kombinaci s intenzivni chemoterapii
(IC) a podobné gemtuzumab ozogamicin (GO) predstavuji cilené
preparaty s potencidlem zlepseni lé¢ebnych vysledkl u pacientt
s AML.
Cile: Nasim cilem bylo zhodnoceni klinickych dat tykajicich se
soucasného pouziti GO a MIDO se standardni IC u pacientl s nové
diagnostikovanou AML.
Metody: Provedli jsme retrospektivni analyzu na rozsiteném sou-
boru dat z DATOOL-AML tykajicich se epidemiologie/lécby/progndzy
pacientd s novou FLT3+/CD33+ AML v nizkém/stfednim cytogene-
tickém riziku 1é¢enych na 2 ¢eskych hematoonkologickych centrech
kombinaci GO+MIDO+IC béhem 07/2020-03/2023.
Vysledky: Celkem bylo analyzovédno 13 pfipadl (62 % muzl;
median véku 44 let). Median sledovani od diagnézy - 66 tydnd.
Podle klasifikace ICC 2022 byly zastoupeny: 7x AML s rekurentni
genetickou abnormalitou — 54 % (NPMT1 — 46 %; RUNX1::RUNXTT1-8%);
4x AML s mutacemi spojenymi s myelodysplazii — 31 %; 2x AML NOS
- 15 %. 2 pacienti méli AML ,therapy related” — 15 %. FLT3-ITD+ byla
u 7 pacientl - 54 %, 31 % FLT3-TKD+, 15 % FLT3-ITD+/FLT3-TKD+.
Cytogenetika byla u vétsiny stiedni riziko — 92 %.

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 10 doséhlo CR/CRi - 77 %; 2 pacienti NPM1-MRD
negativity — 15 %. Dva pacienti méli RD - 15 % s efektem FLAG+/-
IDA/VENE a alo-HSCT. Jeden pacient nemél hodnoceni odpo-
védi — 8 %. Celkem 8 pacientl - 62 % pokracovalo 1-2 konsoli-
dacemi+GO+MIDO a 4 z nich méli alo-HSCT - 31 %. Ctyfi - 31 %
pacienti nedostali GO v konsolidaci pro nezéddouci ucinky (1x VOD
- 8 %/3x% infekce - 23 %). Doba do obnovy neutrofil(i=1,0x10%I od
zahdjeni indukce byla 38 dni. Midostaurin nebyl nikdy ukon¢en pro
toxicitu.

Na poslednim ,follow-up” Zije 10 pacientl — 77 %; pficiny umrti
byly: 1x progrese — 8 %, 2x umrti v aplazii po alo-HSCT - 15 %. Sedm
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Zijicich pacientl je v CHR - 54 %; z toho 4 NPM1+ AML v CRmol -

¢inila 0 %.

Zavér: Nase data zdUraznila vysokou miru efektivity a dobrou sna-
Senlivost bez vyznamného navyseni toxicity, s vyjimkou mirné pro-
dlouzeného ¢asu do obnovy poctu neutrofilll, pii pouziti kombi-

- POSTEROVA SEKCE

nované lé¢by GO+MIDO+IC u pacientd s nové diagnostikovanou
FLT3+/CD33+ AML.

Prdce byla podporena Ceskou leukemickou skupinou pro Zivot
(CELL), grantem MZ CR - RVO (FNBr 65269705) a programem EXCELES,
ID: LX22NPO5102).

Celkové pfeziti pacientl s nové diagnostikovanou AML lééenych rezZimem GO+MIDO+IC
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Graf 1. Weinbergerova B. et al. Celkové preZiti pacientt s nové diagnostikovanou AML lé¢enych rezimem GO + MIDO + IC.

P05. FREKVENCIA SOMATICKYCH
VARIANTOV U SLOVENSKYCH PACIENTOV
S AML

Klu¢kova D., Sopkovi¢ovéa M., Hikkel I, Cermék M.

Oddelenie lekdrskej genetiky, Ndrodny onkologicky ustav, Bratislava

Uvod: Akutna myeloidna leukemia (AML) je heterogénna malignita,
u ktorej sa stanovenie diagndzy opiera o viaceré faktory, vratane
cytomorfoldgie, imunofenotypu, cytogenetickych a molekulovo-
genetickych vysetreni. Cytogeneticka analyza sa stala zakladnou
nevyhnutnostou prediagnostiku ochorenia, klasifikaciu, prognosticku
stratifikdciu a vedenie liecby [1]. Nemenej délezitu ulohu viak zohrava
molekulovo-genetickd analyza génov asociovanych s AML, ktord

otvéara nové moznosti pre vyvoj vysoko Ucinnych terapeutickych
molekul a protokolov umoznujucich personalizovanu liecbu,
monitoring a lepsi manazment pacientov. V poslednej dekade sa jej
hlavnym néstrojom v rutinnej praxi stalo NGS [2,3]. NGS ma obrovsky
vyznam pri diagnostike a pritomnost Specifickych génovych
variantov poskytuje dolezité prognostické informacie a taktiez ma
vyznam pri liecebnom manazmente pacientov, najma v pripadoch
dostupnej cielenej liecby.

Ciele: Cielom je zosumarizovat vysledky a doterajsie skusenosti
s panelovou NGS diagnostikou u pacientov s AML.

Metddy: V rokoch 2020-2022 sme na Oddeleni lekéarskej genetiky,
NOU analyzovali 248 vzoriek (periférna krv/ kostna drefi) s dia-
gnoézou AML. Vzorky boli testované pouzitim lon AmpliSeq DNA
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Custom panel (ThermoFisher Scientific), ktory obsahoval 11 génov
najcastejsie asociovanych s AML. Data sme vyhodnocovali pomocou
lon Reporter™ Software (ThermoFisher Scientific).

Vysledky: V takmer 35 % pripadov nebol identifikovany prostrednic-
tvom NGS panelu ziaden relevantny variant, avak az u 21 % pacien-
tov bola identifikovana rekurentna translokacia. Vo viac ako 65 % tes-
tovanych vzoriek sme identifikovali minimalne jeden variant, ktory
bol klasifikovany ako patologicky, pravdepodobne patologicky, pri-
padne ako variant nejasnej signifikancie. Naj¢astejsie boli identi-
fikované varianty v génoch NPM1, DNMT3A a FLT3, a to v priblizne
30 %. V géne RUNXT boli varianty identifikované u viac ako 22 % pa-
cientov, nasledovali varianty v génoch IDH2 (14,8 %), TP53 (14,2 %),
IDH1 (11,1 %). V priblizne 10 % pripadoch sme identifikovali varianty
v génoch ASXLT, WT1 aKIT.

Zaver: Analyza pomocou NGS je v sti¢asnosti esencialnym nastrojom
v klinickej praxi pri manazovani pacientov s AML. Potvrdili sme,
ze vysledky z NGS dat poskytuja dalsie relevantné diagnostické
a prognostické informacie.

Podpora projektu: Thermo Fisher Scientific.

Literatura

1. Arber DA, et al. The 2016 revision to the World Health Organization clas-
sification of myeloid neoplasms and acute leukemia. Blood, The Journal of
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2. Padmakumar D, et al. A concise review on the molecular genetics of
acute myeloid leukemia. Leukemia Research 2021;111:106727.

3. Haferlach T. Advancing leukemia diagnostics: Role of Next Genera-
tion Sequencing (NGS) in acute myeloid leukemia. Hematology Reports
2020;12:8957.

P06. USPESNA LECBA MDS-EB2 A CLL
VENETOKLAXEM - KAZUISTIKA
Safrankova E., Bélohlavkova P.

V. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

V kazuistice prezentujeme piipad 61leté pacientky s chronickou lym-
focytarni leukemii (CLL) a myelodysplastickym syndromem s nad-
bytkem blast 2 (MDS-EB2). Vzacna koindcidence téchto dvou cho-
rob umoznila poodkryt [é¢ebny potencidl venetoklaxu u pacientt
s high-risk MDS. Zatimco v diagnéze CLL je venetoklax béznou tera-
peutickou moznosti, v managementu lé¢by MDS je zatim predmé-
tem klinickych studii. Pro predpokladany terapeuticky presah zmi-
néného BCL2 inhibitoru byl v nasi kazuistice zvolen v prvni linii pro
1é¢bu CLL. Ackoli byl pribéh v ivodu komplikovéan tézkou protra-
hovanou pneumonii, po kratké kure venetoklaxu a azacitidinu bylo
dosazeno remise obou chorob a pacientka byla schopna podstou-
pit alogenni transplantaci hematopoetickych bunék (HSCT). Kromé
kortikosenzitivni potransplantacni akutni GvHD kUze a jater probéhla
HSCT bez obévanych infekénich komplikaci a i 14 mésich po prevodu
Stépu nadale trva kompletnilé¢ebnd odpovéd obou diagnéz se 100%

chimérismem.

POSTEROVA SEKCE -

P07. VYZNAM STANOVENI CD34+CD38-
CD25+CD26+ BUNEK PRO DIAGNOSTIKU
CHRONICKE MYELOIDNI LEUKEMIE
POMOCI PRUTOKOVE CYTOMETRIE

Pesek A., Proskova V., Hofmannova V., Marinov |.

Laboratof pritokové cytometrie, Ustav hematologie a krevn transfuze, Praha

Uvod a cile: Diagnostika chronické myeloidni leukemie (CML) je
zalozena na prilikazu pfitomnosti Ph chromozomu, bcr-abl1 fuzniho
transkriptu a prestavby bcr-abl1 gend vznikajicich na drovni CML
specifickych kmenovych bunék (CML LSC). Cilem této prace bylo
vyhodnotit diagnostickou senzitivitu, specifitu, positivni a negativni
predik¢ni hodnotu stanoveni CD34+CD38-CD25+CD26+ bunék
v periferni krvi od pacientd s CML pomoci pritokové cytometrie.
Metody: Na stanoveni CML LSC byla pouZita jedna 8 barevna zkumavka
s kombinaci marker(: CD25/CD45/CD15/CD26/CD34/CD117/CD38/HLA-
-DR. Vysledek multiplex RT-PCR pro detekci transkriptu bcr-abl1 byl po-
vazovan za referencni ve vztahu k vysledku pritokové cytometrie.
Vysledky: Celkem bylo vySetieno 213 pacientd. Diagnosticka sen-
zitivita (SP/SP+FN) byla 100% (0 fale$né negativnich vysledkd), dia-
gnosticka specifita (SN/SN+FP) byla 92,5% (7 z 93 falesné positivnich vy-
sledkd), pozitivni (SP/SP+FP) a negativni (SN/SN+FN) predikéni hodnoty
byly 94,5%, resp. 100%. Celkova shoda obou metod byla 96,7 %. U 1 ze
7 falesné positivnich vysledk byla potvrzena dg.: CML, u 2 ze 7 falesné
positivnich vysledd byla potvrzena dg.: atypickd CML (MDS/MPS).
Zavér: Stanoveni CD34+CD38-CD25+CD26+ CML LSC v periferni
krvi pomoci pritokové cytometrie vykazuje pfiznivé vykonnostni
charakteristiky pro spolehlivou diagnostiku CML a napomaha dia-
gnostice atypické (bcr-abl1 neg.) CML.

P08. POUZITI MOLNUPIRAVIRU V TERAPII
COVID-19 UNEMOCNYCH S NADOROVYMI
ONEMOCNENIMI KRVETVORBY -
ZKUSENOSTI JEDNOHO CENTRA

Cernan M.}, Szotkowski T, Vaculové G.%, Zalibera A3, Papajik T

' Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

20ddéleni klinické farmacie, FN Olomouc

*LF UP. Olomouc

Uvod: COVID-19 pfedstavuje vyznamnou infekéni komplikaci u ne-
mocnych s nddorovymi onemocnénimi krvetvorby. V dlsledku poru-
chy imunity pfi zdkladnim onemocnéni ¢i protinddorové terapii jsou
nemocni ohrozeni tézkym priibéhem infekce s vysokou mortalitou.
Molnupiravir je peroralni antivirotikum inhibujici replikaci viru SARS-
-CoV-2. Prezentovana prace pfinasi ro¢ni zkusenosti jednoho centra
specializované hematologické péce s pouzitim molnupiraviru v tera-
pii COVID-19 u vysoce rizikovych hemato-onkologickych nemocnych.
Pacienti a metodika: Prace je retrospektivni popisnou analyzou sou-
boru nemocnych s nddorovymi onemocnénimi krvetvorby, s proka-

zanou infekci virem SARS-CoV-2, ktefi byli 1é¢eni molnupiravirem
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a terapie byla indikovana, pfip. podéna na pracovistich Fakultni ne-
mocnice Olomouc. Hodnoceni probihalo v obdobi od 1. 1. 2022 do 31.
12.2022. Infekce virem SARS-CoV-2 byla u nemocnych potvrzena po-
zitivnim PCR a/nebo antigennim testem z nasofaryngealniho stéru.
Hodnocenym parametrem, u ambulantné |é¢enych nemocnych
s COVID-19, byla potieba terapie za hospitalizace a infek¢ni mortalita.
Vysledky: Soubor tvofilo celkem 69 nemocnych, 39 Zen a 30 muzg,
s medidnem véku 64,4 (21,6-87,3) let. Terapie molnupiravirem byla za-
hajena v medidnu 3 dnl od zacéatku klinickych symptom(. Myelopro-
liferativni onemocnéni bylo diagnostikovano celkem u 15 (21,7 %) ne-
mocnych a lymfoproliferativni onemocnéni u 54 (78,3 %) nemocnych.
Zakladni onemocnéni v kompletni remisi mélo pfi diagnéze COVID-19
jen 33 (47,8 %) nemocnych a protinadorovou terapii dostavalo v ob-
dobi 3 mésict pred infekci celkem 47 (68,1 %) nemocnych. Vakcinaci
proti SARS-CoV-2 podstoupilo celkem 52 (75,4 %) nemocnych a pred-
chozi COVID-19 infekce byla dokumentovana u 20 (29,0 %) nemocnych.
Celkem 6 ze 66 (9,1 %) nemocnych, ktefi dostavali molnupiravir v.am-
bulantni terapii COVID-19, nésledné vyzadovalo hospitalizaci, pficemz
jen v jednom pfipadé byla nutna arteficialni ventila¢ni podpora. Nekom-
plikovany priibéh COVID-19 bez potieby hospitalizace byl pozorovan
u 60 (90,9 %) nemocnych. U 3 (4,3 %) nemocnych byla terapie molnupira-
virem poddavana primérné za hospitalizace. Celkem 2 nemocni ve sledo-
vaném souboru zemfeli, pficemz dominantni pficinou bylo refrakterni
zakladni onemocnéni, resp. bakteridlni nozokomialni pneumonie.

Zavér: Nase zkusenosti na limitovaném souboru nemocnych
naznacuji efektivitu molnupiraviru v ambulantni terapii COVID-19
u pacientd s nadorovymi onemocnénimi krvetvorby. Bude vsak
nutny dalsi vyzkum ke zhodnoceni postaveni molnupiraviru v terapii
COVID-19 v kontextu dalsich preventivnich a terapeutickych modalit.

Prdce byla podporena grantem IGA_LF_2023_005.

P09. KOMPLEXNI HODNOCENI
ETIOLOGIE PLICNICH INFILTRATU

U HEMATO-ONKOLOGICKYCH PACIENTU
S PROVEDENOU BRONCHOALVEOLARNI
LAVAZI

KabutT.

Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Uvod: Plicni infiltraty (PI) infekéni i neinfekéni etiologie jsou
vyznamnou pfic¢iny morbidity a mortality uimunokompromitovanych
pacientl. Casné a spravna diagnostika je nezbytna pro volbu
optimalniho lécebného postupu a posouzeni zavaznosti stavu
pacienta. VySetfeni bronchoalveolarni tekutiny (BAT) ziskané
bronchoalveolarni lavazi (BAL) je nenahraditelnou metodou v dia-
gnostice a spektrum dostupnych vysetfovacich metod se neustéle
rozsifuje. Obsahem analyzy jsou vysledky komplexniho hodnoceni
etiologie Plu pacient( |é¢enych na nasiklinice, u nichz byla provedena
BAL dle aktualizovaného lavazniho protokolu.

- POSTEROVA SEKCE

Metody: Retrospektivni analyza etiologie Pl na zékladé vysledkd
rozboru BAT u pacientd podstupujicich BAL na nasi klinice. Postup
odbéru a spektrum vysetieni BAT a doprovodnych vysetieni byl
standardizovan a provadénv plnémrozsahu uvsech pacient(. Ziskana
BAT byla vysetiena cytologicky, biochemicky, flowcytometricky,
kultivacné, serologicky (galaktomanan, glukan) a molekuldrné
genetickym vysetfenim (multipex PCR, specificka-RT PCR, panfungalni
PCR). K vyslednému hodnoceni etiologie Pl byly krom rozboru BAT
vyuzity i vysledky ostatnich provedenych vysetfeni. VeSkeré pfipady
byly uzavirany v redlném case po kompletizaci vysledkd.

Vysledky: Od 1/2021 bylo provedeno celkem 66 BAL u 51 pacientd. Cel-
kem se jednalo o 58 jednotlivych pfipad( plicnich infiltratd, 8 BAL bylo
provedeno opakované v ramci jednoho piipadu. Finalni diagndza byla
stanovena u 48 (83 %) pripad(, v 5 (9 %) piipadech byla diagnéza stano-
vena jako suspektnia v 5 (9 %) pfipadech zlstala diagndza neobjasnéna.
V 5 piipadech nejednoznacné uzavienych pficin plicnich infiltratd byla
jako mozné priciny stanoveny napf. potransfuizni poskozeni, toxicita mi-
dostaurinu nebo plicni GvHD. V 48 jednoznacné uzavienych pripadech
Pl byl vysledek rozboru BAT jednoznaény nebo rozhodujici pro diagnézu
v 22 (46 %) pfipadech a v 19 (40 %) se na stanoveni diagndzy vyznamné
spolupodilel. V 7 (14 %) uzavienych pfipadech byla diagnéza stanovena
pouze na zékladé jinych vysetieni. Z uzavienych pfipadd 30 (63 %) tvorily
infekéni pficiny, nejcastéji mykotické (12; 40 %) a virové (10; 33 %) nasle-
dované pripady bakteridlni (4; 13 %) a pneumocystové (4; 13 %) pneumo-
nie. Mykotické infekce byly klasifikovany jako prokazané (2), pravdépo-
dobné (5) a mozné (5), pficemz u 2 piipadt mozné byla identifikovana
mykdza v panfungalni PCR. Neinfek¢ni pficina byla stanovena u 11 (23 %)
piipadl, konkrétné specifické neinfekéni procesy (6), infiltrace zaklad-
nim onemocnénim (3), difizni alveolarni hemorhagie (1) a kombinace
vice faktord (1). U zbylych 7 uzavienych pfipadi byla prokazana kombi-
nace infek¢nich a neinfekénich stava.

Zaveér: Komplexni hodnoceni pfipadl plicnich infiltratl v realném
¢ase u pacientl s provedenym BAL vedlo k vysokému podilu objas-
nénych pficin.

P10. SIMULTANEOUS HODGKIN LYMPHOMA
AND OVARIAN CARCINOMA - CHALLENGES
IN DIAGNOSIS AND TREATMENT
MONITORING WITH CIRCULATING TUMOR
DNA AND MOLECULAR GENETIC METHODS
Hanackova V., Grohmann J., Vatolikové M.}, Prochazka V.,

Urbankova H.', Buriankova E.2, Henzlova L., Papajik T.!

"'Department of Haemato-oncology, University Hospital Olomouc and
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky University Olomouc

?Department of Nuclear Medicine, University Hospital Olomouc and Faculty

of Medicine and Dentistry, Palacky University Olomouc

Introduction: The co-occurrence of Hodgkin lymphoma (HL) with
gynaecologic neoplasms is a rare event that can pose challenges
for diagnosis and treatment monitoring. Detection and monitoring
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of point mutations and expression of candidate genes involved in
the pathogenesis of lymphoproliferative diseases and solid tumors
could potentially aid in refining the diagnosis and monitoring
treatment response. Circulating tumor DNA, which is extracellular
DNA released from apoptotic tumor cells into the peripheral blood, is
a readily accessible material for these methods. We present a case of
a woman who was simultaneously diagnosed with relapsed Hodgkin
lymphoma and ovarian carcinoma.

Case Report: A 42-year-old woman in remission from Hodgkin lym-
phoma for nearly 7 years was referred with enlarged axillar lymph
nodes (LNs), PET/CT surprisingly detected asymptomatic advanced
serous ovarian carcinoma (OC). Axillary LNs biopsy confirmed late HL
relapse. Pt was referred to the radical treatment and adjuvant chemo-
therapy for OC and achieved complete remission of OC with persis-
tent supradiaphragmatic lymph node enlargement dueto the HL. The
patient was then recommended salvage chemotherapy, autologous
stem cell transplantation, and maintenance therapy of brentuximab
vedotin and PD1 immune check-point inhibitor for progressive di-
sease. Analysis of the circulating tumor DNA with next-generation se-
quencing (NGS) revealed Hodgkin-driver mutation in the STAT6 gene
(N417Y/N421S). To find a marker for OC we analysed paraffin embed-
ded tissue and detected the presence of the BRAF V600E mutation.
These two mutations were used for MRD monitoring of both cancers
during the anti PD-1 therapy using digital droplet PCR (ddPCR).
Conclusion: The use of molecular genetic methods, such as digital
droplet PCR and next-generation sequencing, to detect and monitor
point mutations using cell-free DNA and genomic DNA from paraffin
samples is a promising approach for monitoring treatment response
and minimal residual disease in cases of concurrent haematological
and solid malignancy.

Supported by IGA_LF_2023_005, MZCR-RVO (FNOL, 00098892) and
AZV NU22-03-0018 grants.

P11. PRIMARY FOLLICULAR LYMPHOMA
LIMITED TO THE ENDOMETRIUM IN

A 55-YEAR-OLD WOMAN

Prouzova Z.'?, Kalinova M."?, Mrhalova M.*

1Ustav patologie, 3. LF UK a FN KV, Praha

2{Jstav patologie, 1. LF UK a VFN v Praze

3 Centrdini laboratote, Usek laboratorni genetiky, 3. LF UL a FNKV, Praha
*Ustav patologie a molekuldrni mediciny, 2. LF UK a FN Motol, Praha

Introduction: A 55-year-old woman with no history of malignancy
was indicated for hysterectomy for significant postmenopausal
bleeding.

Methods: The material from the hysterectomy was processed
in a standard way, formalin fixed and paraffin embedded tissue
blocks were used for standard histological examination. Further
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immunohistohemical evaluations were used for detailled
investigations of the process and, moreover, fluorescent in situ
hybridisation (FISH) was added.

Results: The endometrium was atrophic, infiltrated by the nodular
lymphoid infiltrate composed of medium-sized centrocytoid cells
with minimal admixture of large centroblasts. Immunohistochemi-
cal examination revealed a CD20 positive B-lymphocyte population
with co-expression of CD10 and BCL2 markers. FISH revealed charac-
teristic abberation t(14;18) and, thus, confirmed the diagnosis of folli-
cular lymphoma.

Conclusion: The patient underwent a detailed hematological
examination and since she did not show signs of lymphadenopathy
or generalization of the disease, a ,watch and wait” approach
was chosen for the patient. She has now been relapse-free for
4 years.

Discussion: Primary lymphomas of the female genital tract are very
rare (they account for only 0.2-1.1% of all extranodal lymphomas),
moreover follicular lymphomas are unique, especially when they are
not generalized. Treatment depends on the extent of the underlying
disease, in our case, hysterectomy was a curative therapeutic proce-
dure for the patient.

Podporeno AZV NU20-03-00284.

P12. VYZNAM SOLUBILNYCH CYTOKINOV
AKO PREDIKTORA SKORE]J PROGRESIE

U PACIENTOV S KLASICKYM
HODGKINOVYM LYMFOMOM

Kredatusova A.', Prochézka V', Mécikova H.2, Sykorova A2, Markova J.2,
Lukasova M., Stépankova P.3, Gahérova .2, Kriegova E.%, Maco M.2,
Kozak T.?, Papajik T.

"Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

?Interni hematologickd klinika 3. LF UK a FNKV, Praha

V. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

*Ustav imunologie, LF UP, Olomouc

Uvod: Hodgkinov lymfém je velmi dobre lie¢itelnou malignitou
vseobecne s dobrou prognézou. U pacientov so skorou progresiou
choroby (POD) je vsak prognéza vyrazne horsia, stale vsak nie
st zname dostatoc¢né indikatory jej rizika. Analyza solubilnych
cytokinov moze byt vhodnym nastrojom na presnejsiu stratifikaciu
rizika u tychto pacientov.

Ciel: Stanovenie prognostického vyznamu hladin solubilnych bio-
markerov klasického Hodgkinovho lymfému pred lie¢bou vo vztahu
k riziku POD.

Metody: Realizovali sme prospektivnu $tudiu hladin solubilnych
cytokinov zo sér pacientov s Hodgkinovym lymfémom lie¢enych
v troch hemato-onkologickych centrach v Ceskej republike v rokoch
2017-2021. Analyzovali sme Styri cytokiny (TARC, pg/ml; sCD30,
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ng/ml; sCD163, ng/ml; a sIL-6, pg/ml), analyza prebiehala centrélne
metédou ELISA. Udaje o pacientoch boli ziskané z narodného registra
Hodgkinovho lymfému.

Vysledky: Analyzovali sme 148 pacientov, 49 % tvorili muzi. Median
veku bol 41 rokov (18-81). Naj¢astejsim histologickym subtypom bola
nodularna skleréza (55 %), nasledoval cHL so zmieSanou celularitou
(36 %), cHL bohaty na lymfocyty (5 %), cHL s lymfocytarnou
depléciou (< 1 %), u 4 pacientov (2,5 %) nebol subtyp blizsie urceny.
Celkom 10 % pacientov bolo diagnostikovanych v stadiu | podla Ann
Arbor, 38 % v $tadiu I, 23 % v stadiu lll a 29 % v $tadiu IV. Vacsina
pacientov (59 %) spliala kritéria pokrocilého $tadia podfa GHSG, 16 %
pacientov bolo v inicidlnom stadiu, 25 % v intermediarnom. Median
sledovania bol 41 mesiacov. Liecebna odpoved bola hodnotena
u 137 (92 %), z ktorych 94 % dosiahlo kompletnd remisiu po prvej linii
liecby. 11 pacientov (7 %) sprogredovalo do 24 mesiacov (POD24).
Tito pacienti mali signifikantne kratsie celkové preZitie (p < 0,0001).
Hladiny IL-6 (148 vs. 884; p < 0,001) a sCD163 (232 vs. 800; p < 0,01)
korelovali s dosiahnutim CR. Vys3ia hladina 2 cytokinov korelovala
s POD24: sIL-6 (1107,5 vs. 399,5; p = 0,01) a sCD30 (1050,5 vs. 456,5;
p = 0,03). TARC nepreukazal statisticku suvislost s liecebnou odpo-
vedou ani s POD24.

Zaver: Vyssia hladina sCD30 a sIL-6 pred liecbou je asociovand
s vy3sim rizikom POD24 a hor3ou prognézou.

Podporené grantom IGA_LF_2023_005, MZCR-RVO (FNOL, 00098892)
aAZV NU22-03-0018.

P13. KLONALNI VYVOJ CYTOGENETICKYCH
ZMEN U PACIENTA S CHRONICKOU
LYMFOCYTARNI LEUKEMII A NASLEDNYM
VYVOJEM DO RICHTEROVY
TRANSFORMACE

Vatolikové M., Grohmann J.!, Kriegova E.2, Juranova J.', Pikalova Z.,
Formanek R.2, Hanackova V., Kurflrstova D.*, Flodr P.%, Prochazka V.,
Urbénkové H.', Papajik T

"Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2{Jstav imunologie, LF UP a FN Olomouc

*Klinika nukledrni mediciny LF UP a FN Olomouc

“Ustav klinické a molekuldrni patologie LF UP a FN Olomouc

Richterova transformace (RT) je definovdna jako vyvoj chronické
lymfocytédrni leukemie (CLL) nejcastéji do agresivni formy ne-
hodgkinského lymfomu. V priibéhu onemocnéni se muze vyskytnout
az u 10 % CLL pacientd. Vétsinu pfipadl tvoti klonalné pfibuzna
onemocnéni s identickou prestavbou IGHV, s omezenymi moznostmi
terapie a nepfiznivou prognézou. Pravdépodobnost vzniku RT je
vys$si u pacientl v pokrocilém klinickém stadiu nemoci, u jedinct
s nemutovanym IGHV a deleci 11922, resp. s nadlezem nékterych
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dalsich genetickych aberaci (komplexni karyotyp, aberace gent TP53,
CDKN2A, MYC, NOTCHT nebo MGA). Frekvence RT se zvysuje s dobou
od diagndzy a poctem linii terapie.

V nasem sdéleni popisujeme postupny klonélni vyvoj u pacienta
s CLL, jehoz onemocnéni se po 12 letech transformovalo do difuzniho
B-velkobunéc¢ného lymfomu (DLBCL).

Pacient byl v prdbéhu onemocnéni sledovan metodami klasické
cytogenetiky, FISH, mFISH, arrayCGH, mutacni stav IGHV byl urcen
Sangerovym sekvenovéanim, mutace vybranych gen( byly sledovany
pomoci NGS.

63lety muz byl diagnostikovén v roce 2011 jako CLL s nemutovanym
IGHV a monoalelickou deleci 13g14 v ramci t(2;13)(q?12;q?13),ve stadiu
Binet B, s pfitomnosti B-symptomd, vyraznou lymfocytézou, lymfade-
nomegalii a splenomegalii. Z téchto dlivodd byla bezprostiedné zaha-
jena imunochemoterapie FCR (6 cykld) s dosazenim kompletni remise.
V roce 2015 doslo k relapsu onemocnéni a cytogenetické vysetieni od-
halilo nové deleci 17p a deleci 18p v ramci dic(17;18)(p11;p11). Sekveno-
vani genu TP53 navic prokazalo jeho vice¢etné mutace. Jednalo se tedy
o komplexni karyotyp s bialelickou aberaci TP53.V roce 2016 byla pro vy-
raznou aktivitu onemocnéni zahéjena Ié¢ba kombinaci rituximab-ide-
lalisib, idelalisib byl podavan az do roku 2020, kdy doslo k progresi one-
mocnéni. Cytogenetické vysetieni prokazalo dalsi klondIni vyvoj, nové
s bialelickou deleci 13q14. Pacient byl indikovéan k monoterapii veneto-
klaxem, kterd byla podavéna do Gnora 2023, kdy doslo opét k aktivité
onemocnéni s vyznamné zvysenou hodnotou LDH a vyraznou trombo-
cytopenii. Pro podezieni na RT bylo indikovéano PET/CT, které prokazalo
akumulaci FDG v lymfatickych uzlinach, sleziné a kostni dieni. Nasledné
bylo provedeno vysetieni kostni diené, kde byla histologicky prokazana
transformace do DLBCL. Cytogenetickd analyza odhalila fadu novych
zmén zahrnujicich monozomii 8,9, 12 a 22 a deleci 6q21 a 6g23.

Urceni genetickych zmén patii mezi zékladni pilife prognostické
stratifikace u pacientd s CLL. Na$ ptipad doklada, ze se i zdanlivé
pfiznivy cytogeneticky nalez v dobé diagndzy, mize v ramci
klonalniho vyvoje postupné zménit ve velmi rizikovy komplexni
karyotyp souvisejici s ndslednou RT.

Prdce je podporovdna granty IGA_LF_2023_005,
MZCR-RVO (FNOL_00098892).

P14. SLEDOVANI KVALITY ZIVOTA A OBAV
PACIENTU S CHRONICKOU LYMFOCYTARNI
LEUKEMII LECENYCH CILENYMI
PERORALNIMI LEKY - DOTAZNIKOVE
SETRENI

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

V. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) je nejéastéjsi leukemii
dospélych. V posledni dobé je patrny trend k podavani cilenych
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1€kl spise nez chemoterapie. Cilené peroralni Iéky, v¢. ibrutinibu,
akalabrutinibu, venetoklaxu a idelalisibu, prokazaly plsobivé profily
bezpecnosti a uc¢innosti v registracnich studiich i v analyzach z bézné
praxe.Je vSak dulezité poznamenat, ze mirné projevy toxicity spojené
s témito léky ne vzdy pacienti sdéluji svym lékaidm. V této pilotni
studii jsme se zaméili na hodnoceni kvality Zivota pacientd, projevi
toxicity a obav souvisejicich s [é¢bou cilenymi Iéky, abychom ziskali
komplexni porozuméni jejich redlnym zkuSenostem a mohli vylepsit
péci o nemocné.

Cile: Primérnim cilem této studie bylo zhodnotit kvalitu Zivota
pacientl s CLL, ktefi jsou |é¢eni cilenymi peroralnimi léky. Sekundarni
cile zahrnovaly hodnoceni toxicity téchto [ékd a identifikaci obav
pacientd souvisejicich s 1é¢bou.

Metody: Provedli jsme monocentricky dotaznikovy prlzkum
u 87 pacientd s CLL, ktefi jsou léCeni ibrutinibem, akalabrutinibem,
venetoklaxem nebo idelalisibem vice nez 6 mésicu, nejsou v progresi
a neni u nich zaznamendna tak zdvazna toxicita, aby lé¢ba musela
byt prerusena. Dotazniky byly distribuovény pacientlim pii béznych
kontrolach a zahrnovaly otazky tykajici se kvality Zivota, toxicity
a obav souvisejicich s |é¢bou. Pfi pfipravé dotazniku jsme vychazeli
ze standardnich dotazd skupiny EORTC Quality of Life Group Item
Library.

POSTEROVA SEKCE -

Vysledky: Bylo zafazeno celkem 87 pacient(, z toho 31 Zzen (median
véku 72 let; 51-87) a 56 muzl (median véku 70 let; 39-88). 19 pacientl
mélo mutovany IGHV a 22 dysfunkci TP53. Prvni linii terapie mélo
25 pacientll, 62 bylo jiz po relapsu. Toxicita souvisejici s [é¢bou
byla zjisténa u vyznamné casti pacientl. Zvysené krvaceni bylo
zaznamenano u 24 %, zatimco prlijem, nauzea a snizena chut k jidlu
byly hlaseny u 12 %, 15 % a 13 % pacient(. Svalovou slabost uvedlo
33 % pacientd, Unavu 46 %. Bolesti hlavy uvedlo dvanact pacient(,
z nichZ pouze 2 byli 1é¢eni BTKi. Pacienti byli pozadani, aby pred
|é¢bou a v dobé prizkumu hodnotili svij celkovy zdravotni stav na
stupnici od 0 do 100. Medién ratingu vzrostl o 13 %. Pacienti také
vyjadiovali obavy souvisejici s jejich 1écbou. Mezi nejcastéjsi obavy
patfila ztrata sobéstacnosti, krvaceni a rozvoj jiného nadorového
onemocnéni.

Zavér: Tento pilotni projekt odhalil, Ze zatimco pacienti hlasili
zlepseni celkového zdravi s novymi cilenymi Iéky, vyznamna cast
nemocnych zaznamenala toxicitu a méla obavy souvisejici s [é¢bou.
Tato zjisténi zdlraznuji potiebu pribézného sledovani toxicity
souvisejicich s 1é¢bou a obav pacientl s CLL.

Tato prdce byla podporena DRO (UHHK, 00179906) a programem
Cooperatio, vyzkumnd oblast ONCO.

Sloupcovy graf primérné zmény kvality Zivota podle pacient

Primérna zména kvality Zivota

=70~
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-80-

Pacient
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Zékladni charakteristiky souboru
Charakteristika Pofet %
Celkem pacientl 87 (31en) 100%
Vék (median) 71let

Lécba prvni linie 25 29%
IGHV mutované geny 19 2%
Mutace TP53 a/nebo del(17p) 22 5%
BCLi pfediéceni 2 2%
BTKi predléeni 11 13%
Ibrutinib 31 36%
Venetoklax 41 47%
Akalabrutinib 11 13%

4 5%

Zkratky: BTKi {inhibitory Brutonovy kindzy),
BCLi (inhibitory BCL2 proteinu)

Graf 2. Ecsiova D. Sloupcovy graf primérné zmény kvality Zivota podle pacientd.
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P15. MENE CASTE ABNORMALITY

CHROMOZOMU 13 U PACIENTU

S MNOHOCETNYM MYELOMEM

Mlynarcikova M., Balcarkova J.!, Dostalova L., Kasalova N.},

Pika T.2, Krhovska P.2, Urbankova H.', Bacovsky J.2, S¢udla V.2,

Papajik T.2, Minafik J.2

"Hemato-onkologickd klinika: laborator cytogenetiky a molekuldrni
cytogenetiky, HOK FN Olomouc

2Hemato-onkologickd klinika, FN Olomouc

Uvod: Mnoho¢etny myelom (MM) je maligni onemocnéni plazma-
tickych bunék charakterizované jejich proliferaci, akumulaci v kostni
dfeni a produkci monoklonélniho imunoglobulinu. V patogenezi MM
maji prognosticky vyznam specifické pocetni i strukturni chromo-
zomové abnormality. Jednou z nejcastéjsich abnormalit u pacientd
s MM je monozomie chromozému 13/delece dlouhych ramen chro-
mozému 13 (13q). MinimaIni deletovand oblast zahrnuje pruh 13q14,
kde se nachézi tumor supresorovy gen RBI1. V této oblasti se nachazi
také dalsi vyznamné geny: FOXO1, DLEU1/2, MIR16-1, MIR15A zapojené
do regulace genové exprese.

Cile: Cilem této préce je analyzovat méné ¢asté abnormality chromo-
zému 13 v plazmatickych burikach kostni diené pacientli s MM.
Metody: Analyza chromozémovych aberaci byla provedena
metodamiaCGH (array komparativnigenomova hybridizace), FICTION
(imunofluorescencni detekce plazmatickych bunék v kombinaci
s fluorescencniin situ hybridizaci), M-FISH (vicebarevna fluorescencni
in situ hybridizace) a G - pruhovani.

Vysledky: Metodou aCGH byl vysetien soubor 215 pacient(. Po-
stizeni chromozému 13 bylo zjisténo u 111 (52 %) pacientl. Vétsina
zmén zahrnovala monozomii 13 (79 %), jina aberace byla zachycena
u 23 pacientd (21 %). U této skupiny byla nej¢astéjsi aberaci delece
oblasti 13q14, ktera byla pozorovéna u 16/23 pacienttd. U 4/23 pa-
cientll byly nalezeny delece jinych oblasti chromozému 13. Dupli-
kace oblasti 13914 byla zjisténa u 2/23 pacientd, u 1 pacienta (1/23)
byla prokdzana duplikace oblasti 13q21.3-13gq34. Metoda FICTION od-
halila méné casté aberace u dalsich 9 pacientt. U 3/9 pacientl byla
detekovana bialelické delece genu RB1. Duplikace oblasti 13q14 byla
pozorovana u 1/9 pacientl. Trizomie chromozému 13 byla nalezena
u 5/9 pacientl. U viech pacientl byly nalezeny dalsi cytogenetické
zmény. Jednalo se o polyzomie (trizomie, tetrazomie) jinych chromo-
zémU - 22/32 pacient(, translokaci t(11;14) - 6/32 a jinou IGH translo-
kaci - 4/32 pacient(i, abnormality chromozému 1 - 10/32 a deleci
genu TP53 - 7/32 pacientd.

Zaveér: Prokazali jsme, Ze u pacientl s MM dochazi kromé monozomie
13 i k méné castym abnormalitdm tohoto chromozému. Ty mohou
byt heterogenni a jsou spojeny s dalSimi cytogenetickymi zménami.
Detailni analyza aberaci chromozomu 13 mUze pfispét k lepsimu
porozuméni patogeneze MM.

Podpofeno MZ CR - RVO (FNOI, 00098892).
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P16. SPECTRAL FINGERPRINTING OF
MULTIPLE MYELOMA AND PLASMA CELL
LEUKEMIA BY MASS SPECTROMETRY
COUPLED WITH ADVANCED BIOSTATISTICS
AND MACHINE LEARNING

Seveikova S, Vlachova M., Pecinka L., Moran L., Almasi M., Pour L.2,
Stork M.2, Havel J.!, Varihara P.3

"MU Brno

2FN Brno

*FNu sv. Anny v Brné

Introduction: Multiple myeloma (MM) is the second most common
hematological malignancy of the elderly. It is characterized by
infiltration of bone marrow by malignant monoclonal plasma cells. MM
diagnosis is based on bone marrow biopsy and detection of abnormal
immunoglobulin in serum and/or urine. Plasma cell leukemia (PCL)
is a very rare neoplasm of plasma cells, characterized by circulating
plasma cells (cPC) in peripheral blood. Our study aimed at new dia-
gnostic tests and strategies for early detection of these diseases.
Methods: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) coupled with machine
learning (ML) is an advanced method used to distinguish between
samples from healthy donors and cancer patients. The advantage of
this advanced analytical method is speed, robustness and accuracy.
However, in case of MM, there are difficulties due to the complexity
of this biological material. Extraction is an inexpensive and quick
solution, which removes unmeasurable components from the
sample. Classification methods using ML algorithms are methods
with great power. In our previous study, ANN specifically predicted
MM samples with high sensitivity, specificity and accuracy. Herein,
the main aim is to develop a method for discriminating MM and PCL
patients using MALDI MS coupled with ML methods.

Results and conclusions: In this work, we optimized sample
preparation including extraction of low mass chemical entities and
developed a reliable method for MS analysis of MM and PCL samples.
Using this method, we processed samples from MM, PCL and
healthy donors and subjected them to MS and ML analysis. Two-step
extraction provided a robust method for sample preparation with
high quality mass spectra. Overall, mass spectra increased in total
intensity, which allows reliable reproducibility of measurements,
even after repeated thawing. The resulting MS dataset contained
informative regions of mass spectra, suitable for advanced statistical
analysis and machine learning methods. In conclusion, we revealed
differences in spectral fingerprints of MM, PCL, and healthy donors
with high accuracy.

This work was supported by Masaryk University (grant no.:
MUNI/A/1301/2022), grant AZV NU21-03-00076 and the project National
Institute for Cancer Research (Programme EXCELES, ID Project No.
LX22NPO5102) - Funded by the European Union — Next Generation EU.
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P17. SKLADOVANI A VYUZITELNOST
TRANSPLANTATU PERIFERNICH
KMENOVYCH KRVETVORNYCH BUNEK

U PACIENTU S MNOHOCETNYM MYELOMEM
Suk S., Lysék D., Jungova A., Jindra P.

Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzer

Uvod/cile: Autologni transplantace kostni diené (ASCT) patfi ke
standardnimu Ié¢ebnému postupu u pacientd s mnohocetnym my-
elomem (MM). Je casto provadéna opakované, at uz v rdamci tande-
mové transplantace (napf. rizikova cytogenetika), ¢i v pfipadé dalsi
linie 1écby pfi relapsu. Samotné ASCT predchazi sklizen perifernich
kmenovych krvetvornych bunék (PBSC) v mnozZstvi dostate¢ném pro
zajisténi predpokladaného poctu transplantaci. Prace analyzuje real-
nou vyuzitelnost transplantatd odebranych pro pfipadné opakované
autologni transplantace u MM pacientd.

Soubor a metody: Retrospektivni analyza pacientd s MM, s odbé-
rem PBSC v letech 2015-2019. Celkové soubor ¢ita 197 pacientd s me-
didnem véku 64 let (37-75), kterym byly odebrany CD34+ v mnozstvi
10,45x10%/kg (2,1-31,0x10°/kg), dostacujici u 87 % pacientl k zajis-
téni alespor dvou ASCT. Cast pacientd (13 %) byla planovana pouze
k jedné transplantaci, u jinych (35 %) bylo teoreticky mozné provést
az 3 procedury. Median FU celého souboru byl 51 mésicd.

Vysledky: V ramci celého souboru bylo u 197 pacientl kryokonzer-
vovano 727 vakd, z nich bylo pouzito 419 (57,6 %) a zlikvidovano po
umrti pacienta 109 (15 %). Zbylych 199 vakl (27,4 %) bylo k datu ana-
lyzy stéle skladovano.

Pro analyzu doby skladovani byla vyuzita podskupina nemocnych ze-
mielych k roku 2021 (78 pacientd). Z celkového poctu 298 zamrazenych
vakd, bylo transplantovano 189 (63,4 %) a zlikvidovano 109 (36,6 %). Ale-
spon jedna ASCT byla provedena u 100 % pacientd s medidnem doby
od mobilizace 2 mésice, druhou ASCT prodélalo jiz pouze 36 % (n = 28),
z nichz bylo 10 tandemovych (median 7 mésict od prvni ASCT) a 18 sal-
vage pii relapsu (median 25 mésicti od prvni ASCT). Treti ASCT byla in-
dikovana pouze u 3 % pacientd (n = 2; median 19 mésict) jako cytore-
dukce pred alogenni procedurou. Zlikvidované vaky byly skladovény
4281 vak/mésicli a naklady na jejich ulozeni cinily 693 000K¢.

Ve skupiné Zijicich pacientl byly k datu analyzy pro potieby
opakovanych transplantaci k dispozici vaky u 70,5 % pacientd (n = 84)
a median doby jejich skladovani byl 45 mésica.

Vyssi pravdépodobnost nevyuzitych vakd pro nasledné trans-

plantace méli dialyzovani pacienti (50 % zlikvidovano), naopak
pokrocily vék (nad 70 let) nebyl spojen s vyssim rizikem nevyuZiti
transplantatu (31 % zlikvidovano).
Zavér: Pravdépodobnost vyuziti produktl kryokonzervovanych
pro opakované autologni transplantace se s odstupem od prvni
ASCT snizuje. Pocet nevyuzitych vaka je vice nez 30 % a naklady na
jejich ,zbytecny” odbér, zpracovani a skladovani zatézuji rozpocty
tkadnovych zafizeni. Jiz pfi mobilizaci je nutné zvazovat budouci
|écebny plan s ohledem na charakteristiky pacienta a onemocnéni
a v kontextu novych 1ékl a realisticky definovat potiebny pocet
transplantata.
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P18. CONCURRENT AMYLOID PRODUCING

DISEASES

Flodr P, Navratilova M., Pika T.2, Holub D.3, Michalek J.", Minafik J.2,

Dzubdk P.?

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

?Department of Hemato-oncology, University Hospital Olomouc

*Department of Molecular and Translational Medicine, Faculty of Medicine

and Dentistry, Palacky University Olomouc

Introduction: Amyloidosis is an acquired or hereditary, systemic or loca-
lised disease with an abnormal deposition of beta-sheet fibrillar protein
aggregates in various tissues with variable distribution in extracellular
space. Current nomenclature classification distinguishes 36 amyloido-
genic proteins, 18 proteins in systemic and 22 proteins in localised amy-
loidosis (ISA 2020). AL amyloidosis is the most common type, in app.
12-15% is associated with multiple myeloma (MM), and in 1-2% ass. with
MGUS. 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.
Coincidence of non-AL amyloidosis (ATTRwt, ATTRv, AA and another)
with B-NHL (excl. MM and MGUS) extends the differential diagnosis.
Material and methods: Our file contains 357 positive specimens (in
total 767 FFPE and native samples analysed) with amyloid deposits
diagnosed between the years 2007-2022 in variable tissues and
organs stained with Congo red and/or Saturn red as a diagnostic step
with consequent immunohistochemical analysis (IHC) a proteomic
analysis (laser captured microdissection-liquid chromatography/
tandem mass spectrometry — LMD-LC/MS/MS) as a typing step with
completely analysed 241 specimens.

Results: Results are in tab. 1.

Discussion: Detected hybrid types of amyloid are highly important in
differential diagnosis of coincidental diseases both producing amyloid
deposits (commonly AL amyloidosis + another one) and are also challen-
ging the correct interpretation of amyloid protein deposition process
e.g. a/ deposits from different specimens or organs in a same patient,
b/ deposits from the same specimen and organ in diverse microspaces,
¢/ deposits from the same specimen and organ in the same microspace.
These microanatomical variabilities reveal distinct subtypes of amyloid
fibrilogenesis (simple coincidence of variable amyloidosis, true hybrid
amyloidosis, combined seeding and fibrilogenesis). Presented algorithm
shows highly valid method with crucial impact on novel therapeutic de-
cisions (siRNA, antisense mRNA, anti-human-SAP antibodies, monoclo-
nal antibody biding amyloid protofilaments, accelerators of fibrilliza-
tion etc.) which are different in particular amyloidosis and concurrent
diseases (e.g. ATTRwt amyloidosis with MGUS/ MM without AL amy-
loidosis, and more combinations exist). Polymorphisms and mutation
burden is another horizon in amyloid deposits survey.

Supported by AZV-16-31156A, NU22-08-00306
and LF_2022_004 from Palacky University Olomouc.
Supported by MZ CR - RVO (FNOI, 00098892)
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Tab 1.PlodrP. et al.

Amy-  AL(Z) AL AL  hybrid hybrid hybrid
loid (%) lambda kappa AL/ATTR AL/ AL/AH
AApoAlV
241 103 70 33 1 1 4 (3 lambda/
IgG,

1 kappa/lgG)

ATTR AA AH AApoAl AIAPP ASem1 ACal AFib

100 13 4 1 1 5 6 2

P19. ZAVAZNE PODKOZNI KRVACENI

A KOAGULOPATIE U DOSPELEHO MUZE
V DUSLEDKU NUTRICNE-PODMINENE
HYPOVITAMINOZY K

Polak P.!, Prudkova M.?, Zavielova J.2

"Hematologicko-transfizni oddéleni, Nemocnice Breclav
20ddélent klinické hematologie, FN Brno

Uvod: Vitamin K je nezbytny pro terminalni modifikaci koagula¢nich
faktord tzv. vnitini i zevni koagulaé¢ni kaskady (II, VII, IX, X) a tzv. pfi-
rozenych inhibitor koagulace (proteinu C a proteinu S). Zdrojem vi-
taminu K je jednak endogenni mikrofléra, jednak potrava. Pied zave-
denim systematického profylaktického podavéni vitaminu K byvala
hypovitaminéza K ¢astou pri¢inou zavaznych krvacivych komplikaci
predevsim v novorozeneckém a détském véku. U dospélych je za-
vazna hypovitamindza K se sekundarni koagulopatii vzacna - nej-
Castéji se jedna o dlsledek malasimilacniho syndromu, chronického
stfevniho zanétu (napf. pfi Crohnoveé chorobé), Sirokospektré antibio-
tické terapie ¢i terapie cholestyraminem. Prosty nutri¢ni deficit je
v CR raritni.

Cile: Cilem prace je didakticky stanovit diferencidlni diagnostiku
prvniho kontaktu v malé nemocnici s omezenymi laboratornimi
moznostmi pfirozsahlém podkoznim krvaceniazavazné koagulopatii.
Metody: Autor prezentuje pfipad 62letého muze se spontdnné
vzniklymi rozsahlymi hematomy, s makroskopickou hematurii a se
sekundarni anémii (koncentrace hemoglobinu 83 g/I, hematokrit
0,247). S vyjimkou anamnézy trombocytopenie 1. stupné (vedené
jako ,imunitni”) se pacient s ni¢im nelécil a neuzival zadné Iéky. Pfi
prijeti byl ndpadné prodlouzeny aPTT-R (3,52; norma do 1,2) a PT-R
(715; norma do 1,2) a mirna hyperfibrinotenémie (4,59 g/I; norma do
4,0). Koncentrace D-dimerl byla jen nadhrani¢ni 0,78 mg/I (norma
do 0,5). Pfi akutnim mikroskopickém odectu natéru periferni krve
nebyly zachyceny blasty ani promyelocyty, nebyl pfitomen fenomén
rouleaux erytrocytl, nebylo zvysené zastoupeni schistocytl a nebyly
pozorovéany patognomické zmény trombocytl. BEhem venepunkce
nebylo pozorovano abnormalnikrvéceni. Bez prodlevy bylo nitrozilné
aplikovano 5mg vitaminu K, nasledné byly podévéany 2 TU Cerstvé
zmrazené plazmy po 6 hodinach.

Vysledky: Pfi provedeni tzv. smésnych testl nasledujici den (jiz
z odbéru po prvnich dvou TU cerstvé zmrazené plazmy) byla

Transfuze Hematol Dnes 2023; 29(Suppl 1)

zaznamenana plné korekce PT-R i aPTT-R do normy, coz svédcilo
proti pfitomnosti protilatek s inhibi¢ni aktivitou proti koagula¢nim
faktordm. Z odbéru jesté pred zahdjenim transfuzni terapie byla
vyloucena ziskana hemofilie A (aktivita koagula¢niho faktoru VIiI
zvy$end na 303 %), naopak byl potvrzen tézky kvantitativni deficit
koagulacniho faktoru Il (10 %), VII (21 %), IX (30 %) i X (6 %). Transftzni
terapie byla ukoncena po dvou dnech Iécby. Po 6 dnech pravidelné
suplementace vitaminu K doslo k pIné normalizaci aPTT-R (1,19)
a témér kompletni normalizaci PT-R (1,39). Podrobnéjsi anamnézou
byla zjisténa povsechné chuda strava (slovy pacienta: ,kufe-ryza-
rizoto; petrzelka do polivky”). Pfi kontrolach byl bez krvacivych
projevd, bez anémie a mél normalni koagulogram.

Zavér: hypovitamindza K je v nadi zemi raritni, pfesto mdze vést
i k Zzivot-ohrozujicimu krvéceni, a méla by patfit do diferenciélni dia-
gnostiky krvacivého stavu.

Obr. 1. Polak P. et al.



P20. ULTIMATE CLARIFICATION OF THE
RELATIONSHIP BETWEEN ASPARAGINE
SYNTHETASE ACTIVITY AND SENSITIVITY
OF LEUKEMIA TO L-ASPARAGINASE
Hlozkova K.!, Hefmanové 1, Safrhansova L., Alquézar Artieda N,
Janouskovda K., Trka J., Tennant D.?, Starkova J."
'CLIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague, Second Faculty
of Medicine, Charles University, Prague, Czech Republic
?Institute of Metabolism and Systems Research, University of Birmingham,
Birmingham, UK

Backround: L-asparaginase (ASNase) is one of the crucial drugs
used in treatment of childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL).
ASNase administration in vivo depletes circulating Asn. Leukemia
cells are sensitive to ASNase because they have lower asparagine syn-
thetase (ASNS) level compared to healthy cells. All studies trying to
correlate ASNase sensitivity with ASNS are based on gene/protein le-
vels. So far, none of them assessed the enzymatic activity of ASNS.
Aims: The main aim is to evaluate the role of ASNS enzymatic activity
in predicting sensitivity of ALL cells to ASNase (Asn-depletion).
Methods: We employed stable isotope tracing to study the activity
of ASNS. Sensitivity of cells to Asn-depletion and chloroquine (CQ)
was measured using MTS assay. Protein levels were detected using
western blot (WB).
Results: We measured the activity of ASNS together with ASNS
protein levels in ALL cell lines. Six of them had ASNS detectable on WB
(ASNS-plus). None of the ASNS-plus cell lines synthesized Asn when it
was present in the culture media. When Asn was limited in the media,
ASNS-plus cells were able to synthesize Asn whereas ASNS-null cells
were not. Although ASNS-plus cell lines were able to import aspartate
(Asp), they did not use imported Asp to synthesize Asn. They used
exclusively Asp synthesized from glutamine (GIn) via TCA cycle.
Therefore, substrate channeling could play a role in ASNS activity.
Then, we measured the sensitivity of ALL cell lines to Asn-
depletion. In B-ALL, all ASNS-plus cell lines were resistant to Asn-
depletion whilst ASNS-null cell line was not. In T-ALL, ASNS-plus cell
lines together with one ASNS-null cell line (ALL-SIL) were resistant to
Asn-depletion. The second ASNS null cell line (DND-41) was sensitive.
Since autophagy could provide Asn when it is limited in the media,
we looked into autophagy activity. ALL-SIL cells were more sensitive
to autophagy inhibitor CQ and also had higher autophagic flux
compared to DND-41 cells. In accordance with that, we detected
higher mTOR activity in DND-41 than in ALL-SIL cells.
Summary: Altogether, our study for the first time determined ASNS
activity in leukemia cells under different nutrient availability. ASNS
activity correlates with ASNS protein levels in Asn-deplete conditions.
In general, ASNS-plus cells are less sensitive to Asn-depletion than
ASNS-null cells. However, ASNS-null cells could overcome ASNase
treatment by high autophagy state and therefore bias the correlation

between ASNS protein level and sensitivity to ASNase.

Supported by NU20J-03-00032 and NU22-07-00087.
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P21. EXPRESE PIWI-INTERAGUJICICH
RNA V CD34+ BUNKACH

U MYELODYSPLASTICKYCH NEOPLAZIT
Krejéik Z.', Kundrat D.', Hrustincova A", Trsova I.!, Belickova M.,
Cermak J.2 Jonaova A3, Dostalova Merkerova M.

' Oddeleni genomiky, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

? Laboratof anémii, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

31 interni klinika, 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod: Piwi-interagujici RNA (piRNA) jsou relativné nedavno identi-
fikovanou tfidou malych (24-34 nt) nekdédujicich RNA. Ackoliv byly
plvodné objeveny v zérodecnych bunkach, jsou také dllezitou sou-
¢asti somatickych i hematopoetickych kmenovych bunék (HSC). Jsou
aberantné exprimovany u rliznych onemocnéni, a mohou také slou-
zit jako potencialni biomarkery, a dokonce i terapeutické cile. Ackoli
dysregulace piRNA jiz byla popsana u nékterych hematologickych
malignit, informace o expresi piRNA u myelodysplastickych neopla-
zii (MDS) jsou zatim ojedinélé. Nasim cilem bylo zméfit a porovnat ex-
presni profily piRNA v HSC u rGznych subtypl MDS.

Metody: Pomoci NGS byly osekvenovany knihovny malych RNA
ptipravené z celkové RNA CD34+ HSC u kohorty 73 MDS pacientd
a 14 zdravych kontrol. Ziskané sekvence byly mapovany proti data-
bazi piRNABank.

Vysledky: S primérnou hloubkou 34,5 milion0 ¢teni na vzorek bylo
napfi¢ kohortou identifikovano celkem 257 rGznych piRNA molekul.
PFi srovnéni profill piRNA zdravych kontrol a pacientt s MDS byly
identifikovany pouze tii signifikantné (padj < 0,05, |logFC| = 0,5)
deregulované piRNA (piR_016659, piR_016658, a piR_019368). Po
stratifikaci pacientl podle IPSS-R bylo identifikovano 17 diferencialné
exprimovanych piRNA mezi pacienty s nizsim (LR, IPSS-R < 3,5, n =45)
a s vyssim (HR, n = 28) rizikem, z toho 10 bylo snizeno a 7 zvyseno
u HR pacientl. Tento rozdil byl jesté vyraznéjsi pfi srovnani LR
(n = 31) a HR (n = 7) pacientl s normalnim karyotypem, kdy bylo
nalezeno 30 diferencialné exprimovanych piRNA (nejsignifikantnéji
piR_020829, piR_005271 a piR_019914), z toho 20 bylo snizeno
a 10 zvyseno u HR pacientl. HR pacienti s normalnim karyotypem
také vykazovali vétsi rozdily oproti kontroldm (25 diferencialné
exprimovanych piRNA) oproti LR pacientdim s normalnim karyotypem
(pouze 2 deregulované piRNA (piR_016659, piR_016742) mezi LR
pacienty a kontrolami). Dale jsme testovali vliv karyotypu (del5q, +8,
=Y, n =12, 3, 3) a somatickych mutaci (SF3B1, TP53, U2AF1,n =10, 4, 3)
na expresi piRNA, byly vsak detekovany pouze mensi zmény spojené
sdel5qg as mutaci SF3B1.

Zavér: Piwi-interagujici RNA a jejich vyznam pro lidské zdravi byly
rozpoznany teprve neddvno diky rychlému pokroku sekvenacni
technologie. Zde prezentujeme profily exprese piRNA u kohorty MDS
pacientd, a specifikujeme odlisné vzorce dle IPSS-R. Vliv nesenych
karyotypd a mutaci nebyl p¥ilis vyrazny pravdépodobné diky

mensimu poctu testovanych vzorka.

Tato prdce vznikla za podpory AZV CR (NU20-03-00412)
aMZ CZ-DRO (UHKT, 00023736).
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P22. SEROVE HLADINY CYTOKINU

A SOLUBILNICH ADHEZNICH MOLEKUL
UNEMOCNYCH S MYELODYSPLASTICKYM
SYNDROMEM VYSSIHO RIZIKA, SROVNANI
SE SEKUNDARNI AKUTNI MYELOIDNI

LEUKEMII A ZDRAVYMI JEDINCI

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

'Katedra vojenského vnitiniho lékarstvi a vojenské hygieny, Fakulta
vojenského zdravotnictvi Hradec Krdlové

2|V interni hematologickd klinika, FN Hradec Krdlové

Cil: Cilem studie bylo zjistit, jak se lisi hladiny vybranych cytokind
a solubilnich adheznich molekul nemocnych s myelodysplastickym
syndromem (MDS) vyssiho rizika od jedincd se sekundarni akutni
myeloidni leukemii (AML) a od zdravych kontrol.

Metodika: Byly studovany soubory 30 nemocnych s MDS vyssiho
rizika 1é¢enych azacytidinem, 21 nemocnych se sekundarni AML
a 15 darct krve jako zdravych kontrol. Vzorky od skupin nemocnych
s MDS a AML byly odebrany pied zahdajenim lécby. Skupiny
nemocnych s MDS a AML se neliSily vékem. Biomarkery byly stanoveny
pomoci proteinového biochipu na analyzatoru Evidence Investigator
(Randox). Byly méfeny sérové hladiny 22 markeru: interleukiny
IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, EGF, VEGF, IFN-v, TNF-a, Monocyte
Chemotactic Protein-1 (MCP-1), E-selectin (E-SEL), P-selectin (P-SEL),
L-selectin (L-SEL), ICAM-1, VCAM-1, solubilni receptory pro IL-2 (sIL-
2Ra), IL-6 (sIL-6R), TNF-a. typu | a Il (STNFR-I, STNFR-II) a matrix
metaloproteinaza 9 (MMP-9).

Statistické zpracovani bylo provedeno s vyuzitim Mann-
Whitney U testu. Hodnoty pravdépodobnosti p < 0,05 po
korekci na vicenasobné testovani byly povazovany za statisticky
vyznamné.

Vysledky: Nemocni s MDS vyssiho rizika méli vy3si sérové hladiny
VCAM-1 (p = 0,0176) a nizsi L-SEL (p < 0,0001) a IL-6 (p = 0,048) a ve
srovnani s nemocnymi s AML.

Obé skupiny (MDS i AML) se od zdravych jedinct liSily vy$3imi
hladinami IL-6, IL-8, VCAM-1, ICAM-1, TNFR-I a zaroven méli nizsi
hladiny IL-2, IL.-4 a MMP-9.

Nemocni s MDS méli nizsi hladiny E-SEL (p = 0,0165) ve srovnani se
zdravymi jedinci.

Nemocni s AML méli ve srovnani se zdravymi jedinci vyssi hladiny

L-SEL (p = 0,044).
Zavér: Skupina nemocnych s MDS vyssiho rizika i AML se v nékte-
rych markerech nadorového mikroprostiedi shodné lisi od zdravych
kontrol, ke zméndm v nddorovém mikroprostiedi nedochazi linedrné.
Této problematice se budeme déle vénovat po rozsifeni souboru
nemocnych s MDS.

Prdce byla podpofena z MO CR - DZRO 1011 (FVZ UO)
aMZz CR-RVO 00179906 (FN HK).
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P23. CHARAKTERISTIKA PRIDATNYCH
CYTOGENETICKYCH ABERACI

U PACIENTU S MYELODYSPLASTICKYMI
NEOPLAZIEMI (MDS) S IZOLOVANOU
DELECI 5Q

Radovd A., Holzerovéa M., Urbénkova H., Balcarkova J.,
Mlynércikova M., Machova R., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

Myelodysplastické neoplazie (MDS) jsou klonalni onemocnéni
krvetvorby zahrnujici skupinu heterogennich malignit, které jsou
charakterizovany ve vétsiné pfipadd nalezem genetickych alteraci.
Jednou z WHO definovanych entit MDS jsou pacienti s izolovanou
deleci 5q - del(5q) zahrnujici mimo jiné i ptipady s 1 pfidatnou
chromozomalni aberaci (vyjma aberaci chromozomu 7), ktefi spadaji
dle Cytogenetického skdrovaciho systému (Schanz et al., 2012) do
skupiny s dobrou prognézou. Dle literatury se vSak udava, Ze pacienti
s del(5q) postihujici i telomerickou oblast (od 5934 distalné) vykazuji
agresivnéjsi pribéh onemocnéni. Zaroven se ukazuje, ze mutace né-
kterych genl detekované u pacientl s izolovanou del(5q) nemusi
mit stejny klinicky dopad, jako je obecné popisovéno u pacientd
s MDS.

Cilem projektu bylo blize cytogeneticky charakterizovat kohortu
pacientl s MDS sizolovanou del(5q) vysetfovanychvletech 2002-2022
na HOK FN Olomouc. Retrospektivné u pacientd s detekovanou
izolovanou del(5q) s neuplnym FISH (fluorescen¢ni in situ
hybridizace) vysetienim doplnit chybéjici udaje a urcit tak zastoupeni
dalsich cytogenetickych aberaci, pfipadné tyto pacienty dale
restratifikovat.

Vsichni pacienti byli vysetfeni konvencni cytogenetickou
metodou (G-pruhovani), metodou FISH zaméfenou na nejcasté;si
aberace (delece 5q, TP53, 20qg, 7g/monosomie 7, trisomie
8 a pfestavby genu MECOM), pfipadné M-FISH (mnohobarevna FISH).
U pacient(, u nichz byla dostupna odpovidajici DNA, byla retrospek-
tivné provedena metoda aCGH (array komparativni genomova
hybridizace).

V prabéhu 20 let byla v Laboratofi cytogenetiky a molekularni cy-
togenetiky HOK FNOL detekovana aberace chromozomu 5 u 101 pa-
cientll (33 %) z celkové 310 pacientl s diagnostikovanym MDS. Mo-
nosomie chromozomu 5 byla prokdzana u 6 pacientl (2 %), z toho
u 5 pacientl v rdmci komplexniho karyotypu (KK). Delece 5q byla de-
tekovana u 95 pacientt (31 %), z toho u 53 pacientli (17 %) byla del(5q)
prokazana v ramci KK a u 1 pacienta v ramci karyotypu s del(5q) a mo-
nosomii 7. U zbylych 41 pacientl (13 %) byla tato aberace deteko-
vana bud izolované (36 pacient(, tj. 12 %), nebo u 5 pacient0 s jed-
nou dalsi aberaci (+8/+21/delece TP53). Delece telomerické oblasti
(5935.3) byla detekovéna pouze u jediné pacientky s izolovanou
del(5q).

Detekce genetickych zmén metodami klasické a molekularni
cytogenetiky je nezbytnd ke spravnému diagnostickému zafazeni
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pacientl s MDS do jednotlivych podtypl a prognostickych skupin.
Do popredi se vsak jiz dostavaji i genetické alterace v kandidatnich
genech, které mohou pfispivat nejen k diagnostické ¢i prognostické
stratifikaci, ale také mohou u jednotlivych pacientli predpovédét
terapeutickou odpovéd, na coz se zaméfime v dalsi fazi nasi
studie.

Podporeno: IGA_LF_2023_005.

P24. JEDNODAVKOVY SCREENING PRO
SELEKCI LATEK S ANTIPROLIFERACNIM
UCINKEM ODHALIL SKUPINU

FLT3 INHIBITORU S JEDINECNOU
STRUKTUROU

Kazimirova P., Janska B., Petrackova L.

Ustav lékarské biochemie, LF UK, Hradec Krdlové

Uvod a cil: Jednodévkovy screening provadény dle zavedeného pro-
tokolu umoziuje zachytit nové latky s antiprolifera¢nim tc¢inkem.
Ustav lékafské biochemie Lékaiské fakulty v Hradci Kralové dlouho-
dobé spolupracuje s fadou pracovist — Farmaceutickéd fakulta Univer-
zita Karlova, Centrum biomedicinského vyzkumu FN HK, Fakulta che-
micko-technologickd Univerzita Pardubice, Pfirodovédecka fakulta
Univerzity Palackého v Olomouci. Pravé tato pracovisté jsou zdrojem
rlznorodé skupiny latek, ze které je potieba racionalné vyselekto-
vat slibné kandidatni latky pro podrobnéjsi studium antiproliferac-
niho ucinku.

Metody: Roztoky latek jsou testovany v koncentraci 10 uM na deseti
lidskych bunécnych liniich (9 nddorovych s rGznym histiotypem,
jedna nenddorovd) po dobu 48 hodin. Po skonceni inkubace se
provadi stanoveni proliferace pomoci WST-1 testu a vyhodnoceni
rdstového procenta pomoci MS Excel.

Vysledky: Latky, které v uvedené koncentraci a ¢asovém intervalu
vyvolaji pokles proliferace pod 50% proliferace kontrolnich bunék,
jsou vybrany pro podrobnéjsi studium ucinkd na vybranych
nadorovych liniich.

Zavér: Uvedeny protokol predstavuje prvni krok ve vybéru latek,
které si ze Siroké knihovny latek izolovanych, modifikovanych
nebo nové syntetizovanych, zaslouzi hlubsi studium pfipadného
protinadorového ucinku. Ro¢né je takto testovano zhruba 80 latek,
ze kterych je pfiblizné 1/10 vybrana pro dalsi experimenty. V loriském
roce tento screening pomohl odhalit skupinu latek, u kterych se
prokdzal inhibi¢ni u¢inek na FIt3 kinazu. Tyto latky, se strukturou
zcela odlisnou pouzivanym Flt3 inhibitorim, jsou nyni dale testovany
a zaroven slouzi jako vzor pro dalsi modifikace vedouci ke zvyseni
protinddorového ucinku.

Tato prdce byla podporena projektem
INOMED CZ.02.1.01/0.0/0.0/18_069/0010046,
ktery je spolufinancovany Evropskou unii.
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P25. GENETIC DIAGNOSTICS IN CHILDHOOD

IMMUNE THROMBOCYTOPENIA

BY WHOLE-GENOME OPTICAL MAPPING

Manakova J.!, Pospisilova D.?, Savara J.!, Kriegovd E.

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

?Department of Paediatrics, Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky

University and University Hospital Olomouc, Olomouc

Background: 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.

Methods: We used whole-genome optical mapping (Saphyr, Bionano
Genomics) to analyse the genomic architecture of high-weight DNA
isolated from peripheral blood of 7 pediatric patients diagnosed with
ITP (M/F, 2/5; median (min-max) age 8 (4-19) years).

Results: Using a whole-genome optical mapping (coverage ~180x),
we revealed complex genetic rearrangements, including numerous
deletions (median 15 deletions/patient, range 13-36; deletion size 0.5—
489 kbp) and large insertions (8, 5-19; 0.5-489 kbp) in analysed blood
samples of patients with ITP. One of these patients (P1) had 14.5 kbp
deletion involving the IL4R gene, previously associated with ITP (Taka-
hashi et al. 2017). Other patient (P2) had a deletion in the SUPTH3 gene,
which is associated with increased ADAMTS13 activity whose genetic
or acquired deficiency causes ITP (de Vries et al. 2015). In two other pa-
tients, deletions in the genes RASA3 (size 21.5 kbp), ANGPT1 (0.6 kbp),
DADT1 (1.3 kbp), which have been associated with hematopoietic (ery-
thropoiesis and megakaryopoiesis) and platelet disorders, were detec-
ted. Additional deletions were found in all patients that did not involve
genes associated with ITP. The detailed analysis of involved genes en-
compassing the detected deletions is ongoing.

Conclusions: Our pilot data highlights the use of novel genetic app-
roaches based on the analysis of high-molecular weight DNA to com-
plement NGS results and refining complex the genetic diagnosis of ITP.

Grant support: NU21-06-00370, IGA_LF_2023_010,
and MH CZ-DRO (FNOL, 00098892).

P26. DVOJITE MODIFIKOVANE CAR+
TGTCR+ T LYMFOCYTY PRO TERAPII
INFEKCE LIDSKYM CYTOMEGALOVIREM
Kroutilova M., Musil J., Labska K., Alexova Ziirkova K., Gabriel P,,
Némeckova S.

Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

Uvod: T lymfocyty geneticky modifikované (GM) pomoci
chimérickych antigennich receptord (CAR) a transgennich T re-
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ceptorl (tgTCR) jsou extenzivné studovany v souvislosti s [écbou
rakoviny. V nasem projektu jsme se rozhodli vyuzit technologii
GM T lymfocytl pro terapii virové infekce, konkrétné pro terapii
reaktivace lidského cytomegaloviru (HCMV), kterd ohrozuje pa-
cienty podstupujici transplantaci hematopoetickych kmenovych
bunék.

Metody: Elektroporaci plasmid piggyBac transpozonového sys-
tému do PBMC HCMV- HLA-A2+ darcl jsme pfipravili primarni
T lymfocyty exprimujici CAR proti glykoproteinu B (gB) HCMV
v kombinaci s tgTCR proti specifickému peptidu z fosfoproteinu
pp65 HCMV prezentovanému v komplexu s HLA-A2. Dvojité mo-
difikované T lymfocyty jsme ndasledné specificky stimulovali pres
CAR nebo tgTCR a péstovali v pfitomnosti IL-2, IL-4 a IL-7. Testovani
funkénosti T lymfocytl jsme provadéli koinkubaci s HCMV infikova-
nymi fibroblasty. Vysledky koinkubace jsme vyhodnocovali barve-
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nim/cytotoxickym testem s neutrdini cerveni, imunofluorescenc-
nim barvenim na virovy protein pp65 a kvantitativni PCR detekujici
HCMV DNA.

Vysledky: Béhem expanze jsme dokazali ziskat az 65 % dvojité
modifikovanych gB-CAR+ pp65-TCR+ T lymfocytt. HCMV infikovana
kultura fibroblast inkubovana devét dni s témito dvojité pozitivnimi
T lymfocyty byla morfologicky odlisnd od kultury inkubované
s T lymfocyty nemodifikovanymi. V jamkach s gB-CAR+ pp65-TCR+
T lymfocyty jsme rovnéz zjistili vyrazné snizeni celkového mnozstvi
cilovych virem infikovanych bunék spole¢né se snizenym mnozstvim
virového proteinu a virové DNA.

Zavér: Z provedenych experimentd vyvozujeme, Ze nase dvojité
modifikované T lymfocyty dokdazi cytotoxicky zabijet HCMV
infikované bunky a inhibovat virovou replikaci in vitro. Pro potvrzeni
planujeme provést dalsi testy a opakovani pokusu.

i erven

£ w

neutraln

HCMV infikované cilové fibroblasty (MOI 0,01)

pp65 (zelena) + DAPI (modra)

20.0.ym

gB-CAR + pp65-TCR T lymfocyty

20.0 pm

Obr. 2. Kroutilova M. et al. Rozdily v plisobeni dvojité modifikovanych T lymfocytli a nemodifikovanych T Imyfocytl na

kulturu cilovych fibroblastt infikovanou HCMV.

horni fadek - supravitalni barveni cilovych fibroblastd neutralné ¢erveni; spodni fadek — imunofluorescencni barveni

fibroblastd na HCMV antigen pp65
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P27. STANOVENI POCTU KOPII GENU

CARI19 VE VZORKU POMOCI DIGITALNIHO
PCR - VALIDACE METODY V REZIMU
SPRAVNE VYROBNI PRAXE (SVP)

Petrackova M., Rychla J., Kastankova I, Sroller V., Mucha M., Zizkové H.,
Polivkova V., Pecherkova P., Kuliskova M.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Ustav hematologie a krevni transfuze ma zajem implementovat
imunoterapii do kliniky, a podpofit standardni 1écbu svych pacientd.
V UHKT byl zaveden systém SVP (GMP) pro lé¢ivé ptipravky pro
moderni terapii (ATMP), zfizeny cisté prostory, ve kterych se izoluji,
modifikuji a expanduji imunitni bunky pro pacienty. Probiha
zde vyroba bunék NK, CAR19-T lymfocyt(, a v dohledné dobé
dojde k zahdjeni vyroby CAR123-T lymfocytd. Jde o pacientovy
T-lymfocyty, do kterych je vnesen gen s chimerickym antigennim
receptorem (CAR) pro molekulu CD19 nebo CD123. Vysledné
produkty jsou testovény, zda splfuji kvalitu jakosti, a jsou vhodné
pro podani pacientovi. Laboratof funkénich testd UHKT se zaméfuje
na vyvoj a validaci imunologickych a molekuldrné genetickych
kontrolnich metod v SVP rezimu potfebnych k ovéfeni téchto
produktd.

Nasim cilem bylo zavedeni a validace kontrolni metody, ktera
dokaze stanovit pocet kopii genu CAR19 ve vzorku. K absolutni
kvantifikaci kopii molekul DNA jsme zvolili metodu digitalniho PCR
(ddPCR). V jedné reakéni smési se sleduje v tisici kapickach pocet kopii
genu CAR19 a zéroven genu pro albumin, a z téchto Udaju se vypocita
pocet kopii genu CAR19/buriku. Cely proces kontrolni metody zacina
rozmrazenim bunék, pokracuje izolaci genomové DNA (gDNA)
a konci ddPCR a jeho analyzou.

V ramci validace metody jsme zjistovali tyto charakteristiky:
selektivitu, specificitu, detekéni rozmezi, linearitu, opakovatelnost
a robustnost. Z vysledkl vyplyvd, ze metoda je vysoce selektivni
a specifickd, a potvrzuje se tim vhodny vybér primerl, sond
a nastaveni PCR. Vypocetli jsme limit detekce LOD = 0,7 pozitivnich
dropletd, tj. 0,05 kopii/ul reakce a limit kvantifikace LOQ = 2 pozitivni
droplety, tj. 0,12 kopii/ul reakce. Prokazali jsme linedrni vztah mezi
procentem CAR19 pozitivnich bunék a poctem kopii CAR19/buriku.
Metoda ddPCR je velmi citliva, vzorek obsahujici 0,05 % CAR19-
lymfocytd vyhodnotila jako pozitivni bez faleSnych negativit.
Detek¢ni rozmezi koncentrace gDNA pro ddPCR je 0,1-15 ng/pl.
Vysledky experimentl zjistujici opakovatelnost, tj. intra i inter-assay,
ale i robustnost, se vyznamné nelisily, varia¢ni koeficient byl ve vsech
pfipadech mensi nez 10 %. Na zékladé opakované izolace CAR19-T
lymfocyt(, tzv.interni kontroly, a jejich testovani na pocet kopii/buriku
jsme stanovili nejistotu méreni, a to + 11 %. Zaroven jsme porovnali
vysledky ddPCR a kvantitativni PCR. Metoda ddPCR je pro tcely
stanoveni poctu kopii v bunice vhodnd a vyhovujici véem kritériim
prijatelnosti.
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P28. NK CELLS COMPATIBILITY WITH
DIFFERENT LINES OF AML THERAPY
Szabova J.!, Feglarova T., Jedlicka M."?, Janstova L."?, Masinovd E."?,
Svubova V.2, Nadenikova M."?, Fri¢ J.13

'0ddsleni Moderni Imunoterapie, UHKT, Praha

2PrF UK, Praha

3FNUSA, Brno

Despite development and improvements of new drugs, multiple
treatment strategies or stem cell transplantation, the AML relapse re-
mains a severe problem responsible for patients’ mortality. Recently,
a developing cellular immunotherapy approaches provide new can-
didate treatment options. This includes therapies based on adoptive
transfer of natural killer (NK) cells, as NK cells are tested as promising
immunotherapy due to their antitumor effects and cytotoxic capacity.

Here, we selected 3 candidate cohorts of patients suitable for future
clinical studies using in vitro expanded NK cells. This includes patients
who showed primary resistance to classical “3 + 7" chemotherapy (A)
or continued to be MRD-positive after stem cell transplantation (B)
or who have primary resistance on classical “3 + 7” and also “FLAIDA”
chemotherapy (C).

Experimental in vitro assessment has been performed to model the
potential viability and cytotoxicity of NK cells after exposing them to
various chemotherapy approaches. This approach aims to determine
the best strategy for clinical applications of NK cells in patients treated
with specific inhibitors. The main goals of our research are therefore
(1) to evaluate when this possible transfer to patients will be most effi-
cient in context of used therapy, where chemotherapy will be combi-
ned with donor-derived in vitro activated NK cells for various exposure
time. (2) How the given NK cells and leukemic target cells are affected
by chemotherapy, in order to evaluate the effectivity of cytotoxic pr-
operties of NK cells and their phenotype, and (3) the susceptibility of
the inhibitor pre-treated tumor cells to NK cells cytotoxic killing.
Material and methods: On the THP-1 cell line and NK cells we tested
the effect of chemotherapeutics using the Alamar blue viability assay,
Calzein AM and ELISA methods. NK cells were expanded 14 days in
presence of irradiated K562 feeder cells and cytokines.

Results: The target THP-1 cell line and expanded NK cells were treated
for 24h with chemotherapeutics used in patients’ treatment strategy.
Our preliminary data showed that mainly Cyclophosphamide,
Busulfanand Fludarabine had significantly decreased NK cell cytotoxic
properties while Cytarabine and Idarubicin had no significant effect.
Also, there was significantly decreased level of TNFa in NK cells
treated with Cyclophosphamide, which correlates with their reduced
ability of cytotoxic killing.

Summary and conclusion: Our findings describe impact of
compounds use in AML therapy to NK cells and as such pave the road
to better design of future immunotherapies using adoptive transfer
of NK cells.
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P29. RNA SEKVENOVANIE JEDNOTLIVYCH
BUNIEK UMOZNUJE CHARAKTERIZACIU
A SLEDOVANIE ZRIEDKAVYCH CLL BUNIEK
S POTENCIALOM NAVODIT REFRAKTERNE
OCHORENIE

Kurucovad T."2, Réblova K.'3, Valisova M.'3, Porc J. P!, Navrkalova V."3,
Zavackd K., Plevova K.'3, Tichy B."?, Doubek M.'3, Kotaskova J."3,
Pospisilova 5.3

' Stredoevropsky technologicky institut, MU, Brno

2stav experimentdini biologie, Pfirodovédeckd fakulta, MU, Brno
?Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod a ciele: Chronické lymfocytova leukémia (CLL) je povazovana
za nevyliecitelné ochorenie vzhfadom na obmedzenu schopnost
sucasnych liecebnych postupov Uplne vyhubit leukemické
bunky. Opakované recidivy mozu byt zapricinené expanziou
zriedkavych rezistentnych buniek pod vplyvom selekéného tlaku
terapie. Ciefom s$tudie bolo preskimat moznosti identifikdcie
a charakterizacie zriedkavych populdcii CLL buniek rezistentnych na
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lie¢bu spdsobujucich recidivy a sledovat pritomnost tychto buniek
v priebehu ochorenia pomocou sekvenovania RNA jednotlivych
buniek (scRNA-seq).

Metody: Prostrednictvom metéddy scRNA-seq sme analyzovali
CLL bunky z periférnej krvi jedného pacienta, pochadzajtice z ¢asu
diagnézy (DG), progresie (PR), prvého relapsu (RL) a terminélnej
refraktérnej fazy (RF), ktord nastala po niekolkych terapiach a bola
sprevadzana masivnou lymfadenopatiou. Na odhad aberacii poc¢tu
kopii (CNA) zo scRNA-seq déat sme vyuzili néstroj InferCNV. Vysledky
CNA sme nasledne overili prostrednictvom metddy SNP array spolu
s NGS sekvenovanim panelu LYNX (PMID: 34082072), ktory poskytol
dalsie genomické data.

Vysledky: scRNA-seq odhalil vyrazni zmenu v klonédlnej dominancii
v RF. Refraktérne bunky vykazovali upreguldciu negativnych
reguldtorov apoptozy (CFLAR, BIRC3, BCL2, YBX3) a downregulaciu
MS4AT1 (kédujuceho terapeuticky ciel CD20), imunoglobulinovych
génov, CD19, CD79A a transkrip¢nych faktorov PAX5 a TCF3. Okrem
toho RF vzorka pozostdvala z dvoch bunkovych populdcii liSiacich
sa pritomnostou komplexného karyotypu (CK) (obr. 3A, 3B). CK

Bunky s
komplexnym
karyotypom

B NOTCH1,ZMYM3,del13q ® deliiq
XPO1 O BIRC3

= ATM
@ Komplexny karyotyp, TP53

Obr. 3 A-C. KurucovaT. etal.
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obsahoval mnozstvo chromozomalnych aberacii, konkrétne deléciu
v 1p, monozémiu chromozému 9 a delécie 12q, 13g a 17p. Hierarchické
zhlukovanie priradilo 0,6% PR buniek a 1,3% RL buniek do zhluku
s CK.

SNP array a NGS panel LYNX potvrdili pritomnost viacerych CNA
v RF a odhalili pritomnost delécii 11q a 13q vo vsetkych analyzovanych
¢asovych bodoch. Avsak delécia 11q povodne pritomnd v 96% DG
buniek bola pritomna iba v 20% RF buniek, ¢o podporilo hypotézu
o zriedkavych rezistentnych bunkéch, ktoré sa vyselektovali
nasledujucimi terapiami. LYNX navyse odhalil pritomnost mutécie
v génoch NOTCHT a ZMYM3 s narastajucou frekvenciou variantnych
alel (VAF) v RF oproti DG. Okrem toho sa v ¢ase objavili nové mutacie
v génoch XPOT1, TP53, BIRC3 a RBI.
Zaver: Spojenim dat z scRNA-seq, SNP array a NGS LYNX panelu sa
nam podarilo zrekonstruovat mutacné zlozenie bunkovych populdcii
RF vzorky a vysledovat ich pritomnost v predchadzajucich odberoch
(obr. 3C). Tato studia potvrdzuje pritomnost buniek stojacich za
progresiou a agresivitou uz v pociato¢nych stadidch ochorenia.

Podporené MZ-CR AZV NU20-08-00314, MZ-CR RVO 65269705,
MUNI/A/1224/2022, NPO-NUVR LX22NPO5102.

P30. POUZITI PLNE KRVE
DELEUKOTIZOVANE PRO UNIVERZALNI
PODANI (PKDU) V AKUTNI MEDICINE VE
FAKULTNI NEMOCNICI OLOMOUC

Entrova A., Sekaninova P., Smital J.

Transfuzni oddéleni, FN Olomouc

Uvod: PIné krev deleukotizovana pro univerzalni podani (PKDU)
je novy transfuzni pfipravek, jehoz vyroba byla na Transfuznim
oddéleni Fakultni nemocnice v Olomouci zahajena v bfeznu 2022.
Podani PKDU je indikovano v akutni mediciné u pacientd s masivnim
nebo zivot ohrozujicim krvédcenim.

Metodika: PKDU je ziskdvana od jednoho darce, kromé erytrocytu
a plazmy obsahuje i chlazené trombocyty a koagula¢ni faktory.
PKDU pro transfuzi je 0 RhD negativni, fenotyp ccddee kk, s titrem
anti-A a anti-B protilatek < 32, exspirace pfipravku je 14 dn(, objem
450m/T.U. £ 10 %. Odbér je provadén do odbérové soupravy Imuflex
WB-SP (Terumo BCT) s integrovanym leukodeple¢nim filtrem Setticim
trombocyty. PKDU je mozno pred exspiraci zpracovat v sekundarni
vyrobé na 1 T.U. erytrocytl resuspendovanych delukotizovanych
(ERD) a nativni plazmu, kterd je vsak urcena k likvidaci.

Vysledky: Pro pouziti v akutni mediciné jsou ve FNOL deponovény
2T.U.PKDU na Oddéleniurgentniho pfijmu.Za obdobi 3/2022-2/2023
bylo na Oddéleni urgentniho pfijmu deponovéno 86 T.U. PKDU.
Pacienttim bylo vydéno 68/86 T.U. (79 %), 18/86 T.U. (21 %) bylo pied
exspiraci vrdceno zpét na Transfuzni oddéleni a nasledné zpracovano
na 1 T.U. erytrocytl resuspendovanych deleukotizovanych (ERD).
7 pacientdm byly z vitaIni indikace mimo PKDU aplikovany i 1-3 T.U.
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ERD univerzalni krevni skupiny 0 RhD negativni a 1-4 T.U. pfipravku
Octaplas LG krevni skupiny AB.

PKDU byli aplikovany 38 pacientdim. Nejvétsi skupinu 13/38 tvorili

pacienti s indikaci podani PKDU z ddvodu Zivot ohrozujiciho
krvaceni v dusledku polytraumatu (Gc¢astnici autonehod, srazka
chodce s vlakem, pady z vysky). Dva pacienti dostali PKDU z ddvodu
masivni krevni ztraty pii stfelném nebo bodném poranéni. Pacienti
s krvacenim do GIT tvofili 32 % (12/38) - (masivni hemoptyza nebo
meléna pfi krvaceni z tumoru v oblasti laryngu, krvaceni z jicnovych
varixQ, z ulcerace bulbu duodena). U 2/38 pacientek byla ddvodem
podani PKDU hemoragickd komplikace s rozvojem Sokového stavu
v souvislosti s porodem. Dalsim divodem aplikace PKDU byla
ruptura aneurysmatu aorty, ruptura sleziny, krvaceni jako komplikace
chirurgickych vykon(, komplikace neurochirurgického osetieni AV
malformace.
Zavér: Plnd krev deleukotizovana pro univerzalni podani se
v pribéhu roku stala nedilnou soucasti hemoterapie aplikované
v akutni mediciné ve Fakultni nemocnici v Olomouci. Uspé$na
etablace PKDU umozni v nejblizsich mésicich ve spolupraci se
Zdravotnickou zachrannou sluzbou Olomouckého kraje zavedeni
PKDU i do pfednemocni¢ni hemoterapie.

P31. VYSKYT A VYZNAM
ANTIERYTROCYTARNICH PROTILATEK-
STUDIE 2018-2022

Nedomové R., Jahnova H., Kratka L., Langerova J., Cerna M.
OLM, laborator klinické hematologie a krevni banky, Nemocnice AGEL
Prostéjov

Uvod: Laboratof klinické hematologie a krevni banky Nemocnice
AGEL Prostéjov zajistuje béznd imunohematologicka vysetreni:
vysetfeni a ovéfeni krevni skupiny, screening antierytrocytarnich
protildtek, vysetieni pfimého antiglobulinového testu, predtransfuzni
vysetfeni v¢. testl kompatibility u dospélych pacientli i novorozencd.
Vysetfeni jsou provadéna sloupcovou aglutinaci na gelovych kartach
automatizované nebo manudlni technikou. V pfipadé pozitivniho
screeningu nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek u pfijemce
jsou nalezy odesilany k pfesetieni na pracovisté vyssiho typu.
Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc zjistuje specifitu
protilatek, uvadi doporuceni k hemoterapii, pfipadné provadi testy
slucitelnosti pro nase pacienty s komplikovanym nalezem.

Cil: Cilem nasi studie bylo stanovit pocet vysetfeni s prokazanym
pozitivnim screeningem antierytrocytarnich protiladtek v nasem
souboru pacientdl za obdobi 2018-2022. Kazdoroc¢né byly
vyhodnoceny pozitivni nélezy a stanoveny protilatky s nejvyssi
frekvenci vyskytu.

Metoda: Vysetieni bylo provddéno ze vzorku periferni krve
odebrané do zkumavky s K3EDTA. Zakladni imunohematologické
vysetfeni screening antierytrocytarnich protilatek bylo provedeno
metodou sloupcové aglutinace na DG Gel systému (Grifols). Mimo
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manualni techniku se dfive vyuzivalo automatizované stanoveni na
analyzatoru Wadiana (Grifols), od roku 2021 pak na analyzatoru Erytra
Eflexis (Grifols). Pozitivni nalezy byly presetreny pracovistém vyssiho
typu Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc.

Vysledky: V letech 2018-2022 jsme provedli celkem 11 425 vysetteni
screeningu antierytrocytarnich protildtek. Prokazali jsme pozitivitu
u 580 nalezl (5,1 %), z toho u 407 zen (70,2 %) a 173 muzd (29,8 %).
Presetfeni zachytilo nejcastéji nespecifické protilatky (26 %).
Specifické aloprotildtky pochazely nejcastéji z Rh systému: protilatky
anti-D (17 %) a anti-E (10 %). Déle byly nalezeny protilatky anti-Le(a)
(3,3 %), anti-K (2,9 %), anti-M (2,1 %). Nejcastéjsi kombinace protilatek
tvofi aloprotilatky Rh systému. U 24 pacient(l nebyla nalezena pfi
konfirmaci zadna protilatka (4,1 %). Dalsi protilatkové nalezy nebo
jejich vzajemna kombinace byla statisticky nesignifikantni.

Zavér: Ze studie naseho souboru vyplyva, Ze nejcastéjsi jsou
nespecifické antierytrocytarni protilatky, pak anti-D, anti-E, anti-
Le(@), anti-K, anti-M. Na krevni bance jsou standardné transfuzni
pfipravky (TP) typované pro systémy ABO, Rh a Kell. Krevni banka ne
vzdy disponuje zadsobou adekvétnich TP pro ptijemce dle doporuceni
k hemoterapii, proto je velmi zasadni Uzka spoluprace s pracovisti,
kterd dle stanoveného protildtkového nalezu pfipravky pfipravi,
v nasem pfipadé vétsinové Transfuzni oddéleni FN Olomouc. Krevni
banka Nemocnice AGEL Prostéjov disponuje metodikami pro sice
zdkladni, ale stézejni imunohematologické vysetieni a ve spolupréci
s pracovisti vyssiho typu je schopna zabezpecit TP i pro pacienty
s komplikovanym fenotypem. Spravné provedené predtransfuzni
vySetieni a vyhodnoceni protilatkového nalezu ma pro pacienty
mimoradny klinicky vyznam.

P32. ZAJIMAVE IMUNOHEMATOLOGICKE
NALEZY NA TRANSFUZNIM ODDELENI
FNOL - VYBRANE KAZUISTIKY

Sianska J., Holuskova 1., Galuszkova D.

Transfuzni oddeéleni, FN Olomouc

Uvod: Transfuzni oddéleni FN Olomouc (TO FNOL) zajistuje zakladni
i specialni imunohematologicka vysetieni nejen pro pacienty FNOL,
ale rovnéz pro cely region stfedni Moravy a nékterych dalsich
vybranych zdravotnickych zatizeni. Cilem prace je prostiednictvim
uvedenych kazuistik seznamit posluchace se sloZitéjsimi nalezy,
se kterymi se mohou v rdamci imunohematologickych vysetieni
setkat, a v nékterych pfipadech rovnéz priblizit ndro¢nost zajisténi
kompatibilnich transfuznich pfipravkd (TP).

Metody: Jako materiél slouzi krevni vzorek odebrany do zkumavky
s K3EDTA. Zakladni imunohematologicka vysetieni krevni skupiny
v ABO RhD a screeningu antierytrocytérnich protilatek jsou rutinné
provadéna metodou sloupcové aglutinace na analyzatoru IH-500
System nebo IH-1000 System f. BioRad. K dalsim sérologickym vyset-
fenim, kterd jsou provadénd manualné, jsou pouzivana diagnostika f.

BioRad, Grifols, Immucor ¢i Sanquin.

- POSTEROVA SEKCE

Vysledky:

Kazuistiky:

1. Chlapec, nar. 07/2023, ze vzorku pupecnikové krve uréena krevni
skupina A RhD negativni a PAT pozitivni 4+, v rdmci presetfeni
hemolytického onemocnéni novorozence u matky prokazana
protilatka anti-Wr(a), novorozenec ma fenotyp Wr(a)+ (Cetnost
antigenu v populaci je asi 0,01 %).

2.Muz, nar. 1932, na TO FNOL poprvé vysetien v r. 2005 dg. AIHA,
v r.2019 dg. MDS a nésledna pravidelnd substituce erytrocvtarnimi
TP dle fenotypu ..D.ee kk Wr(a-) Kp(a-) Le(a-) Jk(b-), na TO
17 vhodnych darcd.

3.Zena, nar. 1938, na TO FNOL poprvé vysetiena v r. 2011, postupné
vytvofena smés péti aloprotiladtek. Minimalizace aplikace TP,
erytrocytarni TP podavat dle fenotypu ..D.ee kk Cw- ss Fy(a-) Jk(b-),
na TO 22 vhodnych darct.

4.7ena, nar. 1945, v r. 2006 transplantace ledviny, vzacny fenotyp ee
kk Cw- SS Jk(a+b-), postupné vytvoiena smés tfi aloprotilatek. Na
TO nyni 13 vhodnych darct.

5.Zena, nar. 1940, 02/2023 zjisténa smés ¢tyi aloprotilatek. Vzacny
fenotyp ee kk NN, Jk(b-), obtizné zajisténi kompatibilnich TP, na TO
16 vhodnych darc(.

Zavér: Vybrané kazuistiky prezentuji spektrum komplikovanych

imunohematologickych nalezi, se kterymi se na nasem oddéleni

setkdvame. Pfestoze TO disponuje Sirokou darcovskou zékladnou

a pravidelné provadime typovani darcl krve v rlznych antigennich

systémech, zajisténi optimalni hemoterapie pro tyto pacienty neni

vzdy snadné, a proto je v nékterych pfipadech nezbytna spoluprace

s okolnimi transfuznimi pracovisti.

P33. NOVINKY MOLEKULARNI
DIAGNOSTIKY V TRANSFUZNIM LEKARSTVI
Papousek P!, Kracik M.?, Dolinova I.2, Prochézkova R."?

""Transfuzni oddeéleni, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.

20ddeleni genetiky a molekuldrni diagnostiky, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.
?Fakulta zdravotnickych studii, Technickd univerzita v Liberci

Uvod: Cilem tohoto sdéleni je shrnout aktualné dostupné technologie
vysetfovani genotypu erytrocytarnich antigen( a jejich vyhody. Tyto
technologie se rutinné pouzivaji u pacientd transfundovanych v po-
slednich 3 mésicich, u pacientl s pozitivnim piimym antiglobulinovym
testem, pfi identifikaci neznamych protilatek, v téhotenstvi pro pre-
venci hemolytického onemocnéni plodu a novorozence a u darc krve.
Metody: SSP PCR (sekvencné specifické primery): pouzivaji se
primery komplementarni k vysetfovanym aleldam. Amplifikované
fragmenty DNA je detekované elektroforézou.

RT PCR (quantitative real-time): kromé primer( jsou do reakce pfida-
vany dalsi oligonukleotidy (probe), které nasedaji na amplifikovany
usek DNA v jiném misté nez primery. Pfi elongaci produktu se fluo-
rescencni sonda uvolni do roztoku, je mérena fluorescence imérna

mnozstvi syntetizovaného PCR produktu.
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Luminex technology (xMAP°): DNA je amplifikovdna a oznacena
biotinem v rdmci vicenasobné PCR. Denaturované produkty PCR se
hybridizuji s oligonukleotidovymi sondami spojené s mikrokulickami.
Hybridizovana DNA je znacena fluorescentnim konjugatem
a vysledny signal je detekovan.

DNA ¢cip (microarray): DNA je amplifikovana, fragmentované
aobarvené produkty jsou naneseny na povrch sklicka pro hybridizaci.
Navéazana DNA je detekovana jako fluorescence. Ve vyvoji jsou Cipy
umoznujici detekci 800 tisic variant DNA a vaky s transfuznimi
pfipravky budou moci byt oznaceny fenotypem predikovanym na
zakladé vysledku z ¢ipu.

Sekvenovani nové generace (next generation sequencing, NGS)
predstavuje paralelni sekvenovani az tisici molekul DNA soucasné.
Vysetfovana DNA je nejdfive fragmentovana na Useky dlouhé nékolik
set bazi. Ty se nasledné spoji s adaptéry (oligonukleotidy). Tyto celé
fragmenty jsou oddélené amplifikovany pomoci PCR a v dal$im kroku
paralelné sekvenovany.

Long read next generation sequencing (single molecule sequencing,
sekvenovani tfeti generace) vyuziva fluorescencné znacené nuk-
leotidy, které jsou inkorporovédny béhem polymerace, nebo jedno-
vlaknova DNA prochézi membranou s proteinovymi nanopdry, kdy
dochazi k detekci elektrického proudu. Obé tyto metody umozhuji
sekvenaci del$ich Usekl DNA nez NGS.

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za

Ucasti matrice s priletovym analyzatorem (Matrix assisted laser de-
sorption/ionisation, time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS).
Laser excituje matrix, kterd ionizuje fragment DNA umistény na ma-
trix. lonizovany fragment DNA je vytrzen z matrix a urychlen silnym
elektrickym polem a vstupuje do vakua detektoru (hmotnostni analy-
zator doby letu). Vysledkem jsou specifickd hmotnostni spektra.
Vysledky:V nasem prostfedise nejvice pouZivaji technologie SSP PCR
a RT PCR. Vysoce specializovana pracovisté vyuzivaji sofistikovanéjsi
technologie Luminex a DNA ¢ipQ.
Zavér: Soucasné technologie molekuldrni biologie umoznuji
obecné presnéjsi cilenou analyzu gent erytrocytarnich antigend
nebo celogenomovou analyzu velkého mnozstvi darcli a pacient(.
Dalsi rozsifovani téchto metod povede ke zvyseni bezpecnosti
hemoterapie.

P34. PRVNI AUTOMATICKE ZPRACOVANI
PLNE KRVE V CESKE REPUBLICE NA
PRISTROJICH REVEOS

Vymétalova R., Sekaninovd P., Skotakova A., KubiSova K., Entrovd A.,
Galuszkova D.

Transfuzni oddéleni FN Olomouc

V 2022 byly na transfuzni oddéleni FN Olomouc instalovany tfi nové
pfistroje Reveos, které v jednom kroku zvladnou jak centrifugaci pIné
krve (PK), tak separaci transfuznich pfipravkd ve. vyroby trombocytd.
Odbéry PK provadime do soupravy vaki jak bez filtru, tak s filtrem.

POSTEROVA SEKCE -

Pred vlastnim vlozenim PK do pfistroje si obsluha vybere pozadovany
typ zpracovani dle pfedem nastavenych protokol(.

Vysledkem zpracovani jsou erytrocyty, plazma, rezidudlni buffy
coat a trombocyty, pokud byly pozadovéany. Ty se dale mohou
vyuzit k vyrobé smésnych trombocytd (TBSDR) pouhym smisenim,
takze odpada mnoho pracnych manualnich ukon0. Pfistroj Reveos
vzdy navic zobrazuje odhadovany pocet trombocytd v pfipravku,
coz s vyhodou vyuzivdme pfi vyrobé TBSDR. Vysledkem je pak
standardné vysoky obsah trombocyt( v terapeutické davce.

V listopadu 2022 po zkusebnim provozu byla zahdjena validace
vyroby TP. U kazdého protokolu bylo zkontrolovano 30 odbért PK,
celkem 240 odbérd. Vsechny kontrolované parametry vyhovély, maji
vysokou standardni kvalitu. Pfistroje byly propustény do rutinniho
provozu.

Zavedenim zpracovani PK pomoci pfistroji Reveos jsme museli
kompletné preorganizovat vyrobu TP, zbavili jsme se mnoha dil¢ich
¢innosti a diky této technologii se vyroba TP vyrazné zefektivnila.

Zveme vas na workshop, ktery by se uskutecnil v patek dne 26.
kvétna 2023 odpoledne na nasem transfuznim oddéleni FN Olomouc
v pfitomnosti zastupce firmy Terumo BCT, hodina bude upiesnéna.

Obr. 4.VymétalovaR. et al.

P35. STANOVENI REFERENCNICH MEZI
SEDIMENTACE ERYTROCYTU POMOCI
ANALYZATORU ALCOR ISED

Ryskova B.

Hematologie, Krevni centrum s.r.o., Frydek-Mistek

Uvod: Analyzator rychlosti sedimentace erytrocytd ALCOR iSED je au-
tomatizovany analyzétor, ktery pouziva pokrocilé technologie reolo-
gie k méfeni nejranégjsi a nejkriti¢téjsi faze sedimentace erytrocytd,
kterd se nazyva formace Rouleaux. Inovace spociva v ,pfimém” mé-
feni agregace ¢ervenych krvinek, zatimco tradi¢ni sedimentace erytro-

cytl méfi ,nepiimo” agregaci ¢ervenych krvinek zaznamenanim doby,
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ve které se cervené krvinky usazuji ve Westergren trubici. Referen¢ni
meze analyzatoru, které uvadi vyrobce (USA), jsou pouze orientacni,
proto jsme byli nuceni si stanovit své referencni meze v laboratofi.

Cil: Stanoveni referencnich mezi sedimentace erytrocytd, které jsou
méfeny pomoci analyzatoru ALCOR iSED.

Metody: Metoda méfeni sedimentace erytrocytl je zalozena na
principu fotometrické reoskopie. Stanovuje se pfimym méfenim
rand a nejvice kritickd faze sedimentace erytrocytd, které jsou
nazyvany Rouleauxovy formace. Tyto formace nakonec ur¢uji délku,
po kterou budou cervené krvinky sedimentovat ve Westergrenové
trubici.

- POSTEROVA SEKCE

Analyzator vyuziva vzorky ptimo z primarni zkumavky na odbér
krve 13 x 75mm, EDTA. Vzorky se vkladaji do kruhového podavace,
maximalni kapacita podavace je 20 vzorkd, Ize vlozit jen 1 vzorek
a pribézné pridavat. Michani vzorkd se provadi na zacatku analyzy
pomoci kruhového podavace po dobu 3 min (promichéani 180x),
prvni vysledek je vydan za 3 min, kazdy dalsi za 20 s. Jakmile jsou
vzorky promichény, do jde k naséti 100 pl vzorku do mikroprdtokové
kyvety, kde se pomoci detektoru méfi agregace erytrocytl v case.
Vytvofi se signal, ktery je pfimou reprezentaci agregace. Vysledky
jsou udavany vmm/h. Diky pfimému méreni sedimentace erytrocytd
jsou vysledky méné ovlivnény hematokritem.
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