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2931. LABORATORE TRANSFUZNIHO
ODDELENi FAKULTNi NEMOCNICE
OLOMOUC- HISTORICKE OHLEDNUTI

Galuszkova D. (Transfuzni oddéleni, FN, Olomouc)

Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc
ma vice nez Sedesatiletou tradici. Svoji ¢cinnost zahajilo
v dubnu roku 1949. Imunohematologické laboratote
transfuzniho oddéleni tvofi zaklad pro rozvoj rady
obort, které se bez hemoterapie neobejdou. Patfi k nim
urcité chirurgické obory, zejména traumatologie, kar-
diochirurgie, ale i interni obory jako hematologie,
gastroenterologie. Samostatny obor transfuzniho 1é-
katstvi vznikl po objeveni krevnich skupin, jedno-
ho z nejvyznamnéjsich objevli v historii mediciny.
Samotné pocatky imunohematologie jsou spojeny se
jménem Ceského psychiatra Jana Janského, ktery v roce
1907 publikoval praci, v niz pfedstavil systém ¢tyt krev-
nich skupin I- IV. V soucasné dobé zname jiZ pres 300
erytrocytarnich antigend, jejichz klinicky vyznam je
dan jejich protilatkami. Vyznamné klinické protilatky
jsou ty, které jsou schopné zplisobit destrukci erytro-
cytl nesoucich dany antigen a tim zhor$it zdravotni
stav pacienta. Nase laboratofe se vénuji diagnostice
erytrocytarnich antigent a jejich protilatek k pripravé
bezpecné hemoterapie, ale i erytrocytarni aloimunizaci
v téhotenstvi. Pfi svém vzniku se provadély serologické
testy ve zkumavkach,vizualné se hodnotila sila reakce,
ktera vznikla mezi antigeny na cervenych krvinkach
a protilatkami v séru. Novinkou byly mikrotitracni des-
ti¢ky, na které se ru¢né kapalo ... sérum pacienta. V roce
1998 se nainstaloval rozpliiovaci automat KEMBLE
Guardian SP II, ktery umoznil automatické rozplnéni
diagnostickych sér a krevnich vzorkil. Soucasti byla

jednotka k odecitani krevnich skupin na mikrotitrac-
nich plotnach. Od roku 2001 pouzivame k serologickym
testim metodu sloupcové aglutinace. Plna automati-
zace diagnostickych procesti byla zahajena v roce 2007,
kdy oddéleni ziskalo analyzdtor WADiana Compact
firmy Grifols. Analyzator, vyuzivajici systém sloup-
cové aglutinace DG gel, samostatné rozkapaval vzorky
i diagnostika za pouziti ¢arovych kéddi, analyzoval,
vyhodnocoval, dokumentoval a on - line pfesouval
vysledky do informacniho systému transfuzniho od-
déleni. Maximalni kapacita byla 48 krevnich vzorkd
a vySetfovaci cyklus trval pfi maximalnim zatizeni
1,5 hodiny. Spektrum vySetfeni, které se provadélo na
analyzatoru, obsahovalo vySetfeni krevnich skupin,
screening protilatek, zkousky kompatibility a identifi-
kace protilatek. V dubnu 2008 byl potizen na oddéleni
plné automatizovany imunohematologicky analyzator
Techno Twin Station. Analyzator vyuziva soucasné
ID- karty a tfi mikrotitra¢ni desti¢ky. Zavedenim ana-
lyzatort do rutinniho provozu laboratoti doslo k redukci
manualni prace, odpadlo popisovani zkumavek a karet
a tim se vyznamné omezila psana dokumentace, mini-
malizoval se vliv lidského faktoru na proces vlastniho
zpracovani; vyhodnoceni a pfenos dat probiha on line.
Cely proces se vyznamneé standardizoval. Zaroveni do§lo
ke zvySeni bezpecnosti personalu, jelikoZ se vyznamné
omezil kontakt zameéstnanct s potencidlné infekénim
materidlem. Mezi vyznamna omezeni serologickych
vySetfovacich metod patfi vysledky u polytransfundo-
vanych, silné pozitivnich PAT pacient a diagnostika
zeslabenych, variantnich a vzacnych antigenti. Novym
trendem je geneticka analyza erytrocytarnich a des-
tickovych antigenii, ktera je ale mnohem néarocnéjsi
financ¢né i ¢asové.

MYELODYSPLASTICKY SYNDROM/
MYELOPROLIFERATIVNi ONEMOCNENI

2951. LECBA PH NEGATIVNICH
MYELOI?ROLIFERATIVNKH
NEOPLAZIi V ROCE 2016

Weinbergerova B., Bélohlavkova P., Racil Z.,
Mayer ). (Interni hematologickd a onkologickad Klinika, LF
MU a EN, Brno; IV, Interni hematologicka Kklinika, LF UK
a FN, Hradec Krdlové)

Uvod: Ph negativni myeloproliferativni neoplazie je
skupina onemocnéni hematopoetické kmenové bunky
charakterizovana naslednou aberantni proliferaci gra-

nulocytarni a/nebo erytrocytarni a/nebo megakaryo-
cytarni linie a zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich
komplikaci, progresi do myelofibrézy nebo leukémie.
Mezi nejcastéjsi, tzv. klasické, Ph negativni myelopro-
liferativni neoplazie patfi 3 klinické jednotky: prava
polycytémie, esencidlni trombocytémie a primarni
myelofibréza. V roce 2011 vydala Evropska leukemicka
sit doporuceni pro jejich diagnostiku a 1écbu. Cilem
1é¢by Ph negativnich myeloproliferativnich neoplazii
je primarné snizZeni rizika trombotickych komplikaci
bez navyseni rizika krvaceni a hematologické progrese.
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Sekundarnim cilem je zmirnéni ostatnich privodnich
priznaki (manifestace vazomotorickych poruch, sple-
nomegalie a jinych). Mezi obecna doporuceni patii
redukce nadvahy, abstinence kouteni, télesny pohyb,
kontrola krevniho tlaku, glykémie a metabolismu tu-
kii. Lécba pravé polycytémie a esencidlni trombocyté-
mie: VéK > 60 let a tromboticka udalost v anamnéze
tvorii kritéria rozdélujici pacienty s pravou polycytémii
a esencialni trombocytémii do nizko- a vysokorizikové
skupiny pro rozvoj trombotickych komplikaci. Mezi
dalsi rizikové faktory néktefi autori fadi pfitomnost
mutace v Janusové kinaze 2 (JAK2), kardiovaskularni
rizikové faktory a jiné vrozené ¢i ziskané trombofilni
stavy (napf. faktor V Leiden, mutace protrombinu
20210A a jiné). Zakladni doporuceni pro 1é¢bu nizkori-
zikovych pacientli s pravou polycytémii jsou nizkodav-
kovana acetylsalicylova kyselina (LD ASA) a venepunkce
a pro vysokorizikové pacienty navic cytoredukéni 1é¢ba
hydroxyureou a/nebo interferonem alfa v 1. linii. V po-
sledni dobé je mozno vysokorizikové pacienty s pravou
polycytémii neodpovidajici na 1é¢bu hydroxyureou nebo
netolerujici tento pripravek 1écit JAK2 inhibitorem,
ruxolitinibem, s vysokou efektivitou ve zmirnéni kon-
stitu¢nich symptomf (event. splenomegalie). Pro 1écbu
nizkorizikovych pacientd s esencidlni trombocytémii je
indikovana LD ASA a pro vysokorizikové pacienty navic
cytoredukéni 1é¢ba hydroxyureou v 1. linii. Pacienti
s esencidlni trombocytémii ve vysokém riziku neodpo-
vidajici nalécbu hydroxyureou nebo netolerujici tento
pripravek mohou byt v 2. linii 1é¢eni anagrelidem.
V Ceské Republice je moZné pouZit anagrelid u vyso-
korizikovych pacientdl s esencidlni trombocytémii jiz
v 1. linii. Lé¢ba myelofibrézy: Jedinou 1écbu s kura-
tivnim potencidlem predstavuje u pacienti s myelo-
fibrézou (primarni myelofibrézou a myelofibrézou
po pravé polycytémii nebo esencidlni trombocytémii)
v soucasnosti pouze alogenni transplantace krvetvor-
nych bunék, nicméné vzhledem k vysokému riziku
komplikaci s ni spojenych je nutna pecliva selekce
vhodnych kandidathi. Obecné je alogenni transplan-
tace krvetvornych bunék rezervovana pro pacienty ve
stfednim-2 a vysokém riziku podle tzv. prognostic-
kych skérovacich systémil zalozenych na pfitomnosti
negativnich rizikovych faktori. V posledni dobé se
nabizi také moznost 1écby JAK2 inhibitorem, ruxoliti-
nibem, s dobrym efektem na zmensSeni splenomegalie
azmirnéni konstitu¢nich symptomi u pacientdi s my-
elofibrézou. Ostatni 1lé¢ebné modality (hydroxyurea,
busulfan, interferon alfa, erytropoézu stimulujici 1éky,
androgeny, imunomodulacéni 1éky, ozafeni sleziny
a splenektomie) jsou prevazné paliativni, vétSinou
pouze prechodné zmirnujici symptomy onemocnéni.
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2907. ZILNi TROMBOTICKE

KOMPLIKACE PH NEGATIVNICH
MYELOPROLIFERATIVNICH CHOROB

Palova M., Hlusi A., Indrak K., Szotkowski T.,
Papajik T. (Hemato-onkologickd klinika, Olomouc)

UOvod:

Do skupiny Ph negativnich myeloproliferativnich
nemoci (Ph- MPN) patfi prava polycytemie (PV), esen-
cidlni trombocytemie (ET) a primarni myelofibréza
(PMF). Zilni trombdzy jsou jedny z nejzavaznéjsich
komplikaci, které nepfiznivé ovliviiuji kvalitu i délku
Zivota téchto nemocnych.

Epidemiologie:

Redlny vyskyt vyznamnych trombotickych kompli-
kaci je tézko stanovitelny diky heterogenité metodiky
a vybéru pacientdi jednotlivych studii. Popisovana
celkova incidence trombotickych pfihod (arterialnich
ivendznich)je 5,5/100 pacientorokti u PV, 1-3/100 paci-
entorokd u ET a 2/100 pacinetorokdl u PMF. Ve tfetiné
pripadi se jedna o trombdzy vendzni s incidenci 0,7% -
1,3% pacientorokli u PV a 0,5% -1,2% pacientoroki u ET.
Pro srovnani ro¢ni incidence Zilniho tromboembolismu
(TEN) v obecné populaci se udava mezi 0,1% az 0,2%.
Riziko rekurence trombézy u Ph- MPN po ukonceni
antikoagulacni 1écby je vysoké, pohybuje se mezi 33-42%
a ve véku nad 60 let je riziko rekurence 1,7 krat vyssi
nez u mladS§ich nemocnych. Hlavnim terapeutickym
cilem u PV a ET je snizZen{ rizika trombédzy ¢i krvaceni.
U PMF je tato problematika ponékud zastinéna rizikem
leukemické transformace a komplikacemi vyplyvaji-
cimi z cytopenie, nicméné frekvence trombotickych
komplikaci je minimalné srovnatelna s ET.

Patogeneze:

Patogeneze trombdz u pacientti s Ph- MPN je kom-
plexni a souvisi nejen s kvantitativnimi, ale také
s kvalitativnimi zménami klonalnich bunék. Jednim
z hlavnich faktorli v patogenezi trombdézy je trvale zvy-
Send aktivace trombocytl, vyustujici ve vySsi expresi P
selektind, tkaniového faktoru, vys$si generaci trombinu,
zvySenym uvoltiovanim trombocyarnich a endotelial-
nich mikropartikuli - protrombogennich fragmentt
bunéénych membran uvolnénych po aktivaci bunék.
Také zvySené mnozstvi tzv. retikularnich (nezralych)
trombocytd u ET v krvi je asociovano s vy$sim rizikem
trombbézy. U PV zvys$uji riziko trombézy hyperviskozita
krve a kvalitativni zmény membrany erytrocyt vedou-
ci k tvorbé jejich agregatli. V neposledni radé se mtize
na patogenezi podilet pfitomnost pfidatnych vrozenych
a ziskanych trombofilnich stavii (Leidenské mutace ge-
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nu faktoru V (G1691A), mutace protrombinového genu
G20210A, deficitu antitrombinu, proteinu C a proteinu
S). Ziskany trombofilni stav asociovany s Ph-MPN je
multifaktorialni etiologie. Vyplyva nejen z protrom-
bogenniho fenotypu cirkulujicich bunék MPN Kklonu,
ale také z imunitni odpovédi hostitele na pritomnost
nadorového klonu se zvySenou produkci zanétlivych
cytokint s naslednou aktivaci leukocytli a endotelu.

Rizikova stratifikace a 1é¢ba:

Rizikova stratifikace nemocnych s PV a ET se opi-
14 o pfitomnost nebo chybéni rizikovych faktor pro
trombézu. Jednoznacénymi nezavislymi rizikovymi
faktory jsou vék nad 60 let a pozitivni anamnéza trom-
bézy, dale obecné kardiovaskularni rizikové faktory
(koufeni, diabetes, hypertenze), pozitivni mutacni
stav JAK2V617F. Vyznam leukocytézy je tfeba validovat
v prospektivnich studiich. Samotna trombocytémie je
jako rizikovy faktor stale kontroverzni.

Naproti tomu extrémni trombocytédza (nad 1000 az
1500x109/1) je spojovana s vys$sim rizikem krvaceni,
zejména pii soucasné medikaci kyselinou acetylsalicy-
lovou (ASA). Tento fenomén je vysvétlovan ziskanym
von Willebrandovym syndromem.

Hlavnim lé¢ebnym cilem u PV a ET je minimalizace
vyskytu dlouhodobych s chorobou spojenych kompli-
kaci, predevs§im trombotickych, které jsou naptiklad
nejcastéjsi pricinou smrti u PV. V ramci primarni pre-
vence trombotickych komplikaci je u vSech pacientti
s PV indikovana nizce davkovana ASA spolu s kontrolou
hematokritu pomoci venepunkce nebo erytrocytaferézy
s cilovou hodnotou hematokritu <45% u muzl a <42%
u zen. Podkladem uc¢innosti venepunkce je navozeny
relativni ¢i absolutni deficit Zeleza - jeho suplementace
v téchto pfipadech je kontraproduktivni. U vysoce rizi-
kovych pacientd (starsi 60-ti let, anamnéza trombdzy)
je indikovana také cytoredukéni 1é¢ba.

Trombotické komplikace u nizce rizikovych paci-
entli s WHO definovanou ET jsou pomérné vzacné,
srovnatelné s jejich vyskytem v obecné populaci. Pfinos
ASA je u této skupiny nejasny, s vyjimkou nemocnych
s pritomnosti kardiovaskularnich rizik, gravidity ci
pritomnosti vasomotorickych symptomi (bolesti hla-
vy, vertigo, erytromelalgie, livedo reticularis, akralni
parestezie atd.), vjejichz prevenci a 16¢bé je nizce dav-
kovany aspirin efektivni. U vysoce rizikovych pacient
s ET je indikovana cytoredukce spolu s antiagregac¢ni
1é¢bou. U vSech nemocnych s Ph- MPN je kladen dliraz
na redukci nadvahy, abstinenci koufeni, kontrolu krev-
niho tlaku, glykémie a metabolismu lipida.

Optimalni ddvkovaci rezim ASA u ET neni zcela pres-
né zndm. Zatimco u zdravych jedincii nizce davkovany

aspirin jednou denné dostatecné inhibuje trombocytar-
ni cyklooxygendzu-1(COX-1) a tim syntézu tromboxanu
A2 (TXA2), tak stejny davkovaci rezim neni schopen
plné inhibovat produkci TXA2 u asi 80% pacientii s ET.
Diivodem mtize byt rychlejs$i obnova COX-1 diky zvy-
Senému obratu trombocytl u ET se vznikem mladych
trombocytll s intaktni aktivitou COX-1 béhem 24ho-
dinového davkovaciho intervalu. Tento pfedpoklad je
podporovan prikazem zlepSeni odpovédi na ASA pri
davkovacim intervalu dva krat denné, klinicky benefit
zatim ale nebyl ve studiich dostatecné testovan. V pti-
padé zjisténé aspirinové rezistence je mozno zvazit
pravé uziti davkovaciho intervalu dva krat denné ¢i za-
meénu za alternativni antiagregans (napft. clopidrogel).

Pacienti s Ph-MPN a prodélanou zilni trombézou
jsou indikovani k dlouhodobé antikoagulacni 1écbé
snizujici riziko rekurence Zzilni trombézy. Optimalni
délka antikoagulacni1é¢by neni zatim jednoznacéné sta-
novena a u nékterych nemocnych bude nutno uvazovat
i o dozivotni antikoagulac¢ni 1é¢bé. Na druhou stranu
je potfeba brat v iivahu také zvysené riziko krvacivych
komplikaci u nemocnych s Ph-MPN, coz mnohdy ¢ini
takové rozhodnuti v klinické praxi obtiznym. V této
souvislosti jsme realizovali retrospektivni analyzu 16
pacientd s diagnézou Ph- MPN (dle kriterii WHO 2008)
sledovanych na nasi klinice, u nichz byla objektivné
verifikovana zilni trombédza v letech 2004-2015. V deviti
pripadech se jednalo o trombézu v atypické lokalizaci
véetné splanchnickych zil (n=7). V dobé trombotické
komplikace 11 nemocnych spliiovalo diagnosticka kri-
téria pro PV, pét pro primarni myelofibrézu. Median
véku pacientli v dobé prihody byl 57,5 let (26 - 72), me-
dian poctu leukocytt 11,2x109/1 (6,9 - 30,9), median
poctu trombocytd 415x109/1 (142 - 1892), mutacni stav
JAK2VG617F pozitivni (n=13), mutace v exonu 12 (n=1),
CALR pozitivni (n=2). Pfidatny trombofilni stav (kom-
binovany vrozeny trombofilni stav, pfitomnost lupus
antikoagulans) byl zjiStén u tfi pacientfi. Rekurence
zilni trombbzy po ukonceni antikoagulacni 1é¢by byla
prokazana u Ctyr z Sesti pacienti v medidnu 2 let. U ne-
mocnych s trvalou antikoagulaéni 1é¢bou warfarinem
byla zaznamendana recidiva ve dvou pripadech pii net-
¢inném INR. Ve dvou pfipadech vznikla zZilni trombédza
béhem ucinné antikoagulacni 1é¢by, a to dabigatranem
a LMWH. Vyse popsana skupina pacientti byla soucasti
recentni multicentrické studie s 206 pacienty s Ph-MPN
a prodélanou zilni trombézou, jez ukazala, Ze riziko
rekurence zilni tromboézy po ukonceni antikoagulacni
1écby v péti letech bylo 42%, cozZ je ve srovnani s non-
-MPN populaci signifikantné vyssi. V 80% pripadi
vznikla recidiva zilni trombdzy ve stejné lokalizaci jako
inicidlni pfihoda. Taktéz vyskyt vyznamnych krvaci-
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vych komplikaci béhem 1écby antagonisty vitaminu
K byl ve studiové kohorté pacient mirné vyssi (2,4%)
oproti non-MPN populaci.

Zaveér:

V souladu s publikovanymi daty je dlouhodobd anti-
koagulace antagonisty vitaminu K efektivni ve snizeni
rizika rekurence trombotickych komplikaci. AvSak
ipres dostupné 1écebné moznosti zlistava riziko vzniku
a rekurence trombézy relativné vysoké a je tfeba dalSich
Kklinickych studii s cilem zlepSeni efektivity primarni
rizikovych nemocnych. Vzhledem ke krvacivym kom-
plikacim pti medikaci warfarinem se otevira moznost
uplatnéni, ale také potfeba ovéfeni icinnosti a bezpec-
nosti novych antikoagulancii v této indikaci.

Podporovdno grantem IGA-LF-2016-001.

2880. SYSTEMOVA MASTOCYTOZA,
ZKUSENOSTI JEDNOHO PRACOVISTE

Kozik T., Cerna O., Gahérova L., Tichikova P.,
Vrbkova K., Vernerova Z, (IHK, 3. LF UK a EN Krdlovské
Vinohrady, Praha; Ustav patologie, 3. LF UK a FN Krdlovské
Vinohrady, Praha)

Mastocyty bylo poprvé jako mezenchymalni buriky
popsany na konci 19. stoleti Paulem Ehrlichem. WHO
rozlisuje dle kliniky a laboratornich projevi 4 zakladni
typy SM: indolentni SM, SM-AHNMD (s mastocyté-
zou spojené hematologické klonalni nemastocytar-
ni onemocnéni), agresivni SM (ASM) a mastocytarni
leukémii (MacCL). Suspekce na diagnézu SM vznika
u pacientd s alergickymi epizodami pfi trvale zvySené
hladiné tryptazy a soucasnou UP a/nebo u pacientli
s nejasnymi kostnimi lozisky, UP a organomegalii
nebo lymfadenopatii. Potvrzeni diagnézy SM se opira
o histologicky priikaz infiltrace tkané atypickymi mas-
tocyty (nejcastéji kostni dren - KD), podpofenou FACS
a prikazem mutace c-kit D816V, event. cytogenetic-
kym vySetfenim. Kromé parametri krevniho obrazu
je k posouzeni agresivity onemocnéni vhodné provést
RTG skeletu a zobrazovaci vySetfeni hrudniku a bficha
(CT) k odhaleni organomegalie. V nasem souboru je 36
pacientd s touto vzacnou diagnézou, z tohol6 muzi,
vékovy median v dobé stanoveni diagnodzy je 57 let (25
- 84). V osmi ptipadech jde o agresivni formu SM, u 3
pacientdl probihalo soucasné jiné hematoonkologické
onemocnéni (AML, ET, HL), u 25 pacientl se jedna
o indolentni formu SM. Median sledovani je 49 mésict
(2 - 263), hladinu tryptazy méli v dobé diagnézy zvy-
Senou vSichni pacienti, fizni gen FIP1L1/PDGFRA byl
vySetfen u 20 pacientil, u Zddného pacienta nebyl na-
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lezen. Pfitomnost mutace D816V v c-kit byla vySetfena
v KD u 23 pacientti, pozitivni byla u 19 pacientt (83%).
U osmi pacientli byly vySetfeny na mutaci D816V c-kit
jak periferni krev, tak kostni dfen. VSichni tito pacienti
méli pozitivitu zachycenou v KD, ale pouze 5 z nich ji
meélo prokazatelnou v krvi (63%). Urticaria pigmentosa
byla pritomna celkem u 22 pacientl (61%), v pripadé
ASM byla UP pfitomna u 3 pacientl z 8. Anafylaktické
reakce spojené s vyplavenim vasoaktivnich medidtort
byly projevem nemoci u 16 pacientdi (44%). Osteolyticka
loziska nebo tézka osteopordza s patol. frakturami byly
pritomny u 4 pacientti (11%). Za dobu sledovani zemfeli
v souboru 2 pacienti: 1 na progresi agresivni formy
onemocnéni, jeden na relaps AHNMD (AML). Terapie
interferonem alfa (IFN-A) byla zahijena v 1. linii u 13
pacientdi, z toho u 3 pacientdi byla indikovana pro opa-
kované tézké anafylaktické zachvaty. U dvou z téchto
pacientl 1é¢ba IFN-A snizila frekvenci anafylaktic-
kych epizod a vedla k uistupu infiltrace kostni dfené.
IFN-A dale vedl k navozeni parcidlni remise (PR) u 3 ze
7 pacientli s ASM, uzadného pacienta nevedl k istupu
UP. Pacienti se SM-AHNMD byli 1é¢eni primarné pro ji-
né hematoonkologické onemocnéni. Léc¢ba kladribinem
byla indikovana celkem u 3 pacientli s ASM v 1. linii,
u jednoho z nich vedla k navozeni kompletni remise
(CR). Ve 2. linii 1é¢by byl kladribin pouzit u 9 pacien-
tl, k navozeni CR doSlo ve 2 a PR také ve 2 pfipadech.
Zavér: SM je svym Kklinickym priibéhem pestré my-
eloproliferativni onemocnéni, na néz je tfeba pomyslet
zejména u pacientli s opakovanymi anafylaktickymi
zachvaty a trvale zvySenou hladinou tryptazy. Jak uvol-
nénivasoaktivnich medidtorsi, tak nddorovy syndrom
mohou byt Zivot ohrozujici. U agresivnich forem je
indikovana protinadorova terapie, u indolentnich ze-
jména protialergicka profylaxe a interferon-A s korti-
kosteroidy. Slibné do budoucna mohou byt moleku-
ly v klinickém vyvoji: masatinib nebo midostaurin.

2911. MDS 2016
Jonasova A. (I. interni klinika VEN a I. LF UK, Praha)

Myelodysplasticky syndrom (MDS) pfedstavuje he-
terogenni skupinu klondlnich chorob hemopoetické
kmenové buriky charakterizovanych inefektivni hemo-
poézou, periferni cytopenii, morfologickou dysplazii
a nebezpecim transformace do akutni myeloidni leu-
kemie (AML). MDS, zvlasté v ranych fazich je vlast-
né premalignim (preleukemickym) onemocnénim.
Incidence, kterd se obecné pohybuje kolem 3,5-4/100
000 za rok, s vékem vyznamneé stoupa. U osob nad 60
letje pak 30/100 000, coz ¢ini MDS jednu z nejcastéjsich
hematologickych malignit v této vékové kategorii a bo-
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huzel vede k vyznamnému zkraceni pfezivani u téchto
nemocnych. MDS se s malou pfevahou vyskytuje casté-
jlumuzii. Klasifikace. S vyvojem znalosti a kumulaci
dat o tomto onemocnénim se rozviji i klasifikace od
FAB (French, American, British) Kk WHO (World Health
Organization) klasifikaci 1999 a 2008 a nové navrzené
2015 délici onemocnéni do vice podskupin. Jednotlivé
podskupiny se 1isi svoji klinikou, prognézou, celkovym
prezivanim a Cetnosti transformaci do AML.

Co se tyce rizika progrese a prezivani, je onemoc-
néni stratifikovano do nékolika skupin podle IPSS
(International Prognostic Scoring System) a novéji
IPSS-R (revised) (Obrazek ¢.1) (1,2,3). Skérovaci sys-
témy jsou stéZejni pro rozhodovani o volbé terapie.
V soucasné dobé pouzivame oba systémy. Revidovany
systém, ale 1épe odhaduje pfezivani hrani¢nich ne-
mocnych a pomaha zv1asté k rozhodovani kdy nemoc-
ného dle pvodniho IPSS nizce rizikového indikovat
k transplantaci. V dnesni dobé se stale vice obraci
pozornost k vysledkim molekularni genetiky a nalezu
mutaci specifickych genti, které maji, jak se zda také
nezanedbatelny prognosticky vyznam (napiiklad: TP53,
ASXL1,EZH2, TET 2, SF3B1, RUNXI, CBL, NRAS) (Obrazek ¢.2)
(4,5). Krucialni stran prognézy je naptiklad mutace
tumor supresorického genu TP53 (6). Ackoli MDS je
zavazné onemocnéni znamé nékolik dekad jeho mole-
kularni patogeneze a otazka pro¢ dochazi k vyvoji do
AML zlistavaji nezndmé. V patogenezi MDS nejspise
hraji roli genetické faktory, epigenetické a imuno-
patologické mechanismy (7,8,9). Globalné zminéné
poruchy vedou k dysplastické krvetvorbé. Protoze jsou
v podstaté nadorového charakteru, davaji patologické-
mu klonu riistovou vyhodu, takze postupné patologicka
krvetvorba nahradi normalni polyklonalni hemopoézu.
U nizce rizikovych skupin (rané faze choroby) je peri-
ferni cytopenie pravdépodobné nasledek akcelerované
apoptézy dieriovych prekursorti. Imunitni disregula-
ce, metabolické zmény, vliv prozanétlivych cytokint,
porucha mikroprostfedi a také naptiklad abnormalni
biogenese ribosomalnich proteinil v této fazi hraje
pravdépodobné téz dlilezitou roli v naruseni integrity
hemopoézy a moznosti vzniku patologického klonu.
Kjeho plné malignizaci a vzniku leukemické populace
bunék, ale nejspise prispivaji jesté dalsi faktory. Nebyla
prokazana zadna jednotliva geneticka 1éze, ktera by
mohla vést k vzniku onemocnéni. Mezi genetickymi
defekty, které jsou vyznamné v patogenezi MDS, patii
zv1asté dlilezité nebalancované ztraty genetického ma-
terialu (méné Casto reciproké translokace) (11). Klonalni
vyvoj u MDS je charakterizovan vyvojem somatickych
mutaci, které vznikaji v kmenovych burnikach a jejich
dcetinych populacich. Sekvenovani nové generace“

s vysokou citlivosti pod 0,1% v poslednich péti letech
odhalilo sadu mutaci které mohou hrat roli ve vzniku
onemocnéni (12,13). Véts§ina mutovanych gend ovliv-
nuje nastaveni genetického programu umoznujici
diferenciaci krevnich bunék, dale jde o mutace gent,
které maji vyznam jako tumor supresorické geny,
geny signalnich soustav, geny s roli v epigenetickych
procesech, geny pro apoptotické a anti-apoptotické fak-
tory, geny s roli v reparaci DNA, geny pro ribosomalni
proteiny a dalsi. Zajimavé pravé u MDS je, Ze mnoho
¢asto mutovanych genti u MDS koéduje proteiny, které
jsou dlilezité v epigenetickych mechanismech, coz na-
znacuje specificky vztah genetickych a epigenetickych
zmén. Posledni prace dokladaji, Ze u MDS nalezneme
minimalné jednu z mnoha znamych onkogennich
mutaci u zhruba 70-90% nemocnych. Role jednotli-
vych mutaci v etiopatogenezi onemocnéni neni jesté
zcela objasnén a je pfedmétem soucasného vyzkumu.
Studium mutaci stoji v poslednich letech ve stfedu
zajmu vyzkumu tykajiciho se patogeneze MDS. Vyskyt
mutaci u nemocnych je velmi variabilni, vétSina ne-
mocnych sice ma néjakou mutaci, ale vyskyt specifické
mutace v ramci celé MDS skupiny nepfesahuje 20% (ob-
razek ¢.3). Vyjimecné jsou jenom mutace sestfihového
mechanismu (spliceosom). Ty se vztahuji k jednomu
podtypu MDS RARS a RARS-T (tedy refrakterni ane-
mie s véneckovitymi sideroblasty ev. s trombocytémii)
u téchto podskupin se vyskytuje minimalné jedna
mutace splicesomu téméf ve 100% nemocnych a tak
se de facto stavaji diagnostické pro tyto podskupiny.

Ve stfedu pozornosti stran patogeneze onemocnéni
v soucasné dobé stoji samostatna podskupina MDS, coz
jsou nemocni s 5q- aberaci (delece dlouhého raménka
5. chromosomu). V roce 2008 B. Ebert dokazal, Ze
haploinsuficience genu kédujiciho ribosomalni pro-
tein RPS14, leziciho v CDR (common deleted region)
zplisobuje specificky blok maturace Cervené rady (14).
Nasledovali dalsi prace identifikujici dalsi haploin-
suficentni geny z deletovaného tseku a jejich vztah
k patogenezi onemocnéni (15).

Terapie. I pfes staly intenzivni vyzkum je MDS
jednou z nejobtiznéji fesitelnych hematologickych
malignit. Prognéza asi poloviny nemocnych s pri-
marnim a vét§iny nemocnych se sekundarnim MDS
je relativné Spatna.

V poslednich letech se objevily nové terapeutické
moznosti v podobé imunomodulacni terapie a epige-
netické-demetylacni terapie. ODbé tyto nové skupiny
1ékti znamenaly pro MDS doslova revoluci a to nejen
stran $anci pro nemocné, ale i zajmem o tuto chorobu.
Hraly proto i roli v intenzivnéjsim vyzkumu patogeneze
onemocnéni. Pravé u prvni skupiny imunomodulacni
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terapie representované u MDS lenalidomidem byly
zcela recentné udélany podstatné kroky v poodhaleni
vysoké selektivni efektivity tohoto preparatu u ne-
mocnych s MDS s 5q- aberaci (16,17). V prvé radé byl
identifikovan centrdlni intraceluldrni cil imunomo-
dulacnich 1atek- cereblon (CRBN). Nemalou mérou
k tomu prispéla pravé u MDS i naSe prace (18). CRBN je
soucasti ubiquitin E3 ligzy. Po vazbé na lenalidomid
jsou do tohoto komplexu rekrutovany specifické pro-
teiny, které podléhaji ubiquitinaci a jsou nasledné
degradovany v proteasomu. NaSe prace popisuje sta-
tisticky vyznamné vySsi expresi CRBN u nemocnych
praveé s 5q- oproti MDS bez 5g- aberace a zdravym kont-
rolam, coz by mohlo podpofit vysvétleni proc pravé ne-
mocni s 5@- jsou tak citlivi na terapii lenalidomidem.
Nepublikovand data analyzy nemocnych z I. Interni
kliniky VEN lécenych lenalidomidem ukazuji téz, ze
nemocni, kteti jsou dobrymi respondenty maji vyso-
kou hladinu mRNA CRBN ve srovnani s nemocnymi,
ktefi neodpovidaji na lenalidomid. V loniském roce
byla v ¢asopise Nature publikovana velice elegantni
prace identifikujici kasein kinazu 1al (CKla), jejiz
gen je na CDR a kterd je tudiz haploinsuficentni,
jakoZzto cilovy protein rekrutovany do E3 ligazového
komplexu pravé po navazanilenalidomidu na CRBN.
CKla v haploinsuficentni formé vede k riistové vyhodé
a proliferaci takto postizené buriky/klonu tedy v tomto
pripadé klonu s 5g- (19). Avsak pfi jeji degradaci (v pro-
teasomu) a dal$im podstatném snizeni hladiny, burika
takto postiZzena propada apoptéze. Tak je vysvétlen
efekt lenalidomidu specificky u 5q-. Kdy jisté dochazi
k potlaceni ristu patologického klonu s 5q- aberaci.
Mezi zasadnéjsi novinky v terapii nizce rizikovych
nemocnych patfi dva pribuzné preparaty pro ane-
mické nemocné ovliviiujici pozdni faze erytropoézy
s i¢innosti cca 50 a vice procent podle tiZe transfusni
dependence a to Sotatercept a Luspatercept. Oba 1éky
jsou ale stale jesté ve fazi klinického zkousSeni. Stale
diskutabilni u MDS je pouziti trombopoetinovych
agonistll Romiplostimu a Eltrombopagu pro jejich
moznou potenciaci progrese onemocnéni. Klinické
studie s obéma preparaty byly z tohoto divodu pfed-
Casné ukonceny. Co se tyce terapie vysoce rizikovych
nemocnych neni zatim pfekonan azacitidin (20, 21).
Jasnou prednosti azacitidinu je prodlouzeni OS (overal
survival) v porovnani se standartni terapii nicméné
s narlistajicimi zkuSenostmi s timto preparatem je
zfejmé, Ze stézejni problém je dosazeni skutecné dlou-
hotrvajici remise onemocnéni. Je tfeba se orientovat
na potenciaci efektli 1é¢by vhodnymi kombinacemi
a hledani dalSich terapeutickych moznosti po selhani
azacitidinu. Transplantace tak jednoznacné hraje sta-
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le nejdtilezitéjsiroli v dosazeni dlouhodobé trvajicich
remisi (22). Azacitidin se v souvislosti s transplantaci
pouziva ¢im dale tim vice jako pfemostujici terapie.
V soucasné dobé je v klinickém zkouSeni asi 50 novych
preparatii. Nezbyva nez doufat, Ze aspon nékteré
z nich prinesou prospéch pro MDS nemocné.

Prdce vznikla za podpory vyzkumného zdméru I, LF UK Prvouk
27 a Vyzkumného tkolu MZ CR UHKT No 00023736.
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3005. SOMATIC MUTATIONS IN HIGH-

RISK MDS PATIENTS TREATED WITH
AZACITIDINE AND LENALIDOMIDE

Polgarova K., Kulvait V., Vargova K., Minafik L.,
Jonasova A., Stopka T. (Ist Faculty of Medicine, Charles
University, Prague, 1st Clinic - Haematology, General Faculty
Hospital, Prague; 1st Faculty of Medicine, Charles University,
Prague)

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a clonal stem cell
disorder with dysplastic and ineffective haematopoiesis
with variable risk of progression to acute myeloid leu-
kaemia (AML). MDS stem cells produce clonal progeny
marked with somatic variants in previously characteri-
zed MDS/AML associated genes in 70% of patients that
undergo additional mutation events during course of
the disease such as mutation of TP53. Accumulation of
somatic mutations leads to progression in myeloblast
accumulation as well as lineage differentiation sup-
pression. To stratify the prognosis of patients several
scoring systems have been developed with IPSS-R being
currently mostly used. Although the detection of soma-
tic mutations in oncogenic drivers has been proposed to
be included into the patient prognostic stratification,
only limited guidelines for detecting and scoring these
somatic variants were recommended. Using Illumina
Myeloid TruSight panel we analysed amplicons of 54
MDS/AML-linked genes in 65 MDS patients, 5 MDS/
AML cell lines and controls including cord bloods and
normal individuals. The MDS patients were either high
risk (N=39) treated with Azacitidine or low risk (N=16)
mostly treated with Lenalidomide (N=13). Most of the
patients were sequenced before and during therapy.
In order to increase proportion of tumour cells we se-
parated out the CD3+ T-cell fractions using magnetic
sorting and sequenced these two fractions in parallel.
In addition, we analysed effect of repeating the se-
quencing step as well as duplicate library-preparation
step. While duplicating the sequencing step provided
only decent changes in variant allele frequency (VAF)
within one library without having to much of impact
on number and type of somatic variants, the duplicate
library experiment for 8 patient samples led to striking
differences on number and type of variants suggesting
presence of PCR artefacts during library preparation.
Indeed validations using Sanger sequencing provided
important information of how reliable were the indivi-
dual sequencing runs and how effective was to use du-
plicate library experiment and focus on those variants
that overlap between the two libraries per one patient.
Our results suggest caution is needed when assuming
somatic mutations for prognostic purpose to prevent
(pre)analytical sources of bias especially using single
library-sequencing experiment.
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