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Diskuse a zavér: Pouziti plasmaferézy v této indikaci
ukazuje jasny benefit této metody. Podle literatury
by mél byt vyskyt PPE pfi nami podané davce PPL asi
50%. Pfi vyuziti eliminace nadbyte¢ného mnozstvi
PPL po nasyceni tumorosni tkané byl vyskyt podstatné
nizsi - jen ujedné nemocné. V nasem dalsim vyzkumu

vy v

se zameétfime na zvétSeni souboru nemocnych a blizsi

LABORATORNI

2970. VYUZITi CELOEXOMOVEHO
SEKVENOVANI V PREDNASKA

Stafio Kozubik K., Pil K., Radova L., Smida M.,
Réblova K., Plevova K., Pospisilova S., Doubek M.
(CMBGT, IHOK EN a CEITEC MU, Brno; CEITEC MU,
Brno)

Prednaska bude cilena zejména na laboratorni as-
pekty této problematiky. Pokusi se o vysvétleni principu
NGS, uvedeni historie NGS a konkrétni postup aplikace
exomového sekvenovani na pripadové studii. Zmini
také problematicka mista dané metodiky (BiolT, zku-
Senosti s vyhodnocovanim NGS dat a pouzivanim NGS
metodiky v laboratofi).

Lidsky genom obsahuje cca 3,2 *10° parti bazi. Pouze
<2 % genomu tvoii kédujici genové sekvence. Gen je
tvofen introny, exony a neprekladanymi iisekyna 3’a’5’
koncich. VSechny exony (kédujici sekvence) se oznacuji
»exom” . Exom obsahuje cca 85 % znamych mutaci, které
podminuji onemocnéni. Sekvenovani nové generace
(NGS -z anglického ,,Next Generation Sequencing*) na-
chazi stale vétsi uplatnéni nejen v klinickém vyzkumu,
ale také v klinické diagnostice. Tato technologie umoz-
nuje precist sekvenci lidského genomu za vyznamné
nizsi cenu a krat$i dobu nez klasické Sangerovo sek-
venovani. Zatimco klasické sekvenovani (sekvenovani
prvni generace = Sangerovo sekvenovani) detekuje DNA
nukleotidy v fadé jeden po druhém, NGS funguje na
principu masivniho paralelniho sekvenovani. Tim se
stanovi sekvence az stovek milionti bazi soucasné.

Vyhodou NGS je flexibilita: v jednom béhu Ize sek-
venovat a) konkrétni iisek DNA (gen/geny), b) protein
kodujici DNA (exom), c) celou DNA (genom). Lze vy-
uzit nastavitelné senzitivity metody: podle mnozstvi
genetické informace k vySetfeni volime vysokou senzi-
tivitu pro detekci napf. somatickych mutaci nebo nizsi
senzitivitu pro vySetfeni napt. zarodecného genomu.
V soucasnosti je cilené, celoexomové i celogenomové
sekvenovani povazovano za vhodnou a praktickou vari-
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antu testovani pro klinické acely. S jejich vyuzitim lze

hodnoceni jak klinickych parametri (nutri¢ni stav,
imunologicky profil), tak ,benefit cost* vzhledem
k moznosti doporucit tuto metodu jako standardni
postup u nemocnych s vysokym rizikem PPE (malnu-
trice, chronicka Zilni insuficience dolnich koncetin,
imunokompetence atd.) 1éCenych PLD. Prace byla
podpofena grantem AVZ MZ 16-30366A.
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detekovat varianty napfic Sirokym spektrem aplikaci:
napt. v populacni genetice, u klinicky podminénych
onemocnéni nebo u nddorovych onemocnéni. Volba
mezi celoexomovym nebo celogenomovym sekvenova-
nim zavisi na cené a pottfebé znalosti nekédujicich dat
pro stanoveni diagnézy.

V hematologii 1ze exomové sekvenovani vyuzit k de-
tekci kauzalnich gend a jejich variant napf. u mono-
gennich onemocnéni, ale také ke stanoveni diagnézy
tam, kde je fenotyp onemocnéni podminén vyskytem
mutace v celé fadé gentl nebo kde je vySetfovany tisek
DNA prilis rozsdhly. Mezi nemoci, unichz je stanoveni
diagnozy rychlejsi a levnéjsi pomoci celoexomového
sekvenovani, patfi napt. Long QT syndrom u ¢lovéka,
SCID a kardiomyopatie. V klinické hematologii exis-
tuje fada potencidlnich aplikaci pro cilené exomové
sekvenovani: hemolytickd anemie nezndmého ptvo-
du, kongenitalni neutropenie, aplasticka anemie ad.
Celoexomové sekvenovani se vyuziva pro diagnostické
Ucely u nasledujicich klinickych syndromii: Fanconiho
anemie, neuroacanthocytosis syndromy a Diamond-
Blackfanova anemie. Rada hematologickych onemoc-
néni je nejasné etiologie, pfestoze jde ¢asto o gene-
ticky podminéna onemocnéni. Exomové sekvenovani
je vhodné také v pripadech geneticky podminéného
hematologického onemocnéni nejasného ptivodu pro
detekci kauzalni varianty (napf. u trombocytopenii).

Pro identifikaci hereditarnich germinalnich mutaci
je zapotfebi ziskat biologicky material (napt. perifer-
ni krev a z ni izolovanou DNA) nejen od nemocnych,
ale také od zdravych ¢lenfl rodiny. Po provedeni NGS
analyzy ziskame stovky az tisice variant. Nasleduje
bioinformaticka a biostatisticka analyza dat: srovnani
ziskanych dat s referenc¢ni sekvenci, stanoveni odchy-
lek od reference, vylouceni populacnich a rodinnych
variant a identifikace potencidlné kauzalnich variant.
Pritomnost potencialné kauzalni varianty je tfeba ové-
fit alternativni sekvenacni metodou. Optimalni by bylo
provést funkéni test potencidlné kauzalnich variant pro
stanoveni jejich patogenity.
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Na realném prikladu bude predstavena metodika
exomového sekvenovani konkrétni rodiny vcetné vy-
sledku NGS a funkéni analyzy detekované mutace.

,Podporeno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi
CR s reg. C. 16-29447A. Veskerd prdva podle pfedpisii na ochranu
duSevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.“

2978. DETEKCE M!JTACI' V TP53

GENU U PACIENTU S CHRONICKOU
LYMFOCYTQRNI' LEUKEMIi POMOCI
SEKVENOVANI NOVE GENERACE

Kriegova E., Schneiderova P., Jarosova M.,
Prochazka V., Fillerova R., Jiskrova E., Urbanova
R., Papajik T. (Ustav imunologie, LF UP a EN, Olomouc;
Hemato-onkologicka Klinika, LF UP a FN, Olomouc)

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) patfi mezi
nejcastéji se vyskytujici maligni lymfoproliferativ-
ni onemocnéni star§ich dospélych. Klinicky pribéh
CLL je velmi heterogenni. Jednou z moznych pticin je
velka geneticka variabilita zahrnujici fadu vyznam-
nych cytogenetickych aberaci (13qg-, 11q-, trizomie 12
a 17p-) a také mutace v TP53, NOTCH1, ATM, SF3Bl,
BIRC3 a dalsich genech podilejicich se na patogenezi
CLL. Mezi nejvyznamnéjsi prognosticky faktor u CLL
patii delece a/nebo mutace genu TP53, které jsou spo-
jovany s neodpovidavosti na chemoterapii a vySsim
rizikem relapsti. S ndstupem novych 1ékd typu inhibi-
torti BCR signalizace (ibrutinib a idelalisib), které jsou
ucinné také u pacientd s deletovanym/mutovanym
TP53, je nutné zaradit vySetfovani delece 17p- sou-
Casné s detekci mutaci v genu TP53 do Kklinické pra-
xe. Sdéleni shrnuje soucasny stav znalosti klinického
dopadu deletovaného/mutovaného TP53 genu u CLL.
Dale diskutujeme vyhody detekce mutaci TP53 ge-
nu pomoci sekvenovani nové generace (NGS), ktera
umoziuje detekovat i minoritni subklony nesouci
mutace TP53, vCetné zakladni interpretace vysledka.
Soucasna cytogeneticka detekce delece 17p- spolecné
s detekci mutaci TP53 genu pomoci NGS umozni iden-
tifikovat rizikové CLL pacienty a soucasné nové léceb-
né moznosti umozni nasadit cilenou terapii u téchto
vysoce rizikovych pacientli. Grantova podpora: MZ
CR VES16-32339A, IGA_LF_2016_001, IGA_LF_2016_011.
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2908. SNP ALELY V REGULACNICH
OBLASTECH GENU SLC22A4 A SLC22A5
JSOU VYZNAMNE SPJATY S'DOSAiENI'M
STABILNIi VELKE MOLEOKULARNI'

ODPOVEDI U PACIENTU S CHRONICKOU
MYELOIDNI LEUKEMIi LECENYCH
IMATINIBEM V PRVNI LINII

Jaruskova M., Cufik N., Hercog R., Polivkova
V., Motlova E., Benes V., Klamova H., Machova
Polikova K. (Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha
- CZ; Genomics Core Facility, Heidelberg - D)

Nejcastéji uzivanym lékem v 1. linii u chronické
myeloidni leukemie (CML) zlistava inhibitor tyrozin-
kinaz (TKI) imatinib (IM). Biologicka dostupnost IM
v leukemickych burikach v dostatecné koncentraci je
dilezitym faktorem ovliviiujicim odpovéd pacientt
na lécbu. Farmakogenetika predstavuje potencialni
zdroj molekularnich marker@i, které by mohly v dobé
diagnézy predikovat odpovéd na 1é¢bu IM. Vhodnymi
markery mohou byt dédéné polymorfismy nachazejici
se vregulacnich oblastech vybranych ABC a SLC gendl,
které kéduji transmembranové pienasece IM. Cilem
této prace bylo provérit polymorfismy v promotorovych
oblastech vybranych ABC a SLC gent a identifikovat ty,
které jsou asociované s odpovédi na 1é¢bu IM v prvni
linii u pacienti s CML. Metodou NGS jsme na testovaci
kohorté 83 pacientli vySetfili promotory 15 SLC a 4 ABC
gent s anotovanou funkci 1ékovych prenasecit. VSichni
pacienti byli 1éeni IM v neménné davce 400mg/den. Na
zakladé minimalné dvouletého sledovani byli pacienti
rozdéleni na optimalné (n=42) a neoptimalné (n=41,
kategorie warning a failure podle doporuceni Evropské
leukemické sité 2013) odpovidajici na IM. Na validac¢ni
kohorté (n=42) byla provedena detekce SNP v promo-
torech gen@t SLC22A4 a SLC22A5 pomoci Sangerova
sekvenovani. Analyzy vazebné nerovnovahy genoty-
povanych SNP v promotorech SLC22A4 a SLC22A5 a vy-
hledavani s nimi asociovanych SNP v dalsich lokusech
regulujicich transkripci obou gent bylo provedeno na
Evropské populaci pomoci nastroje LDlinkl1.1. Pro ana-
lyzy frekvence alel byly pouzity FisherGv exaktni test
pravdépodobnosti a Chi-kvadratovy test. Kumulativni
incidence dosazeni stabilni velké molekularni odpovédi
(MMR) byla vypoctena pomoci XLSTAT. Pro vypocet pre-
ziti bez udalosti byla pouzita Kaplan-Meierova metoda.
V 1486 sekvencich promotord vySetfenych NGS jsme
identifikovali 95 SNP. Na slouceném souboru testovaci
a valida¢ni kohorty pacientd (n=125) jsme mezi paci-
enty optimalné odpovidajicimi na 1é¢bu IM a pacienty
se selhdnim 1é¢by nesoucimi genotyp rs2631365-TC
(SLC22A5) zjistili vyznamny rozdil v ¢etnosti genotypi
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1s460089-GC a rs460089-GG (SLC22A4). Zjistili jsme, Ze
lokusy rs460089 a 1s2631365 jsou ve vyznamné vazebné
nerovnovaze (R2=0,98-1,0; P=0,0) s dalsimi 12 regu-
la¢nimi lokusy nachéazejicimi se prevazneé v intronech
gentl SLC22A4 a SLC22A5, které kdduji transportéry IM
OCTN1a OCTN2. Na zakladé asocia¢nich analyz se uka-
zalo, Ze pacienti nesouci genotyp rs460089-GC méli vy-
znamneé vyssi pravdépodobnost dosazeni stabilni MMR
nez pacienti nesouci genotyp rs460089-GG (P=0,001).
Pravdépodobnost dosazeni MMR se jesté zvysila u pa-
cientdl nesoucich genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC
(P=0,000; obrazek 1). Podobné pacienti s genotypem
1s460089-GC méli vyznamné vyssi pravdépodobnost
preziti bez udalosti nez pacienti s genotypem rs460089-
-GG (P=0,003) a tento rozdil se prohloubil mezi pacienty
nesoucimi genotyp rs460089-GC_rs2631365-TC v porov-
nani s pacienty s genotypem rs460089-GG_1s2631365-TC
(P <0,0001). Zjistili jsme, Ze SNP rs460089 a rs2631365
mohou predstavovat dlilezité genetické markery pred-
povidajici odpovéd na 1écbu IM u pacientii s CML v dobé
diagnézy. Pacienti s genotypem rs460089-GC_rs2631365-
-TC budou s vysokou pravdépodobnosti odpovidat na
1é¢bu IM optimalné, zatimco vysoce rizikovy genotyp
1s460089-GG_rs2631365-TC naopak predvida selhani
1é¢by IM a progresi onemocnéni. Pacienti s timto rizi-
kovym genotypem by mohli profitovat z 1é¢by takovymi
TKI, které pro transport do bunék nevyuzivaji transpor-
téry OCTN1 a OCTN2. Podporovano granty MZCR IGA
NT/13899 a GA UK 177815.

2947. VYSETRENI TKANI

PRI DIAGNOSTICE AMYLOIDU

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

Amyloidéza je vzacné onemocnéni charakterizované
ukladanim amyloidovych depozit v extracelularnim
prostoru tkani. Tato depozita jsou jen velmi omezené
odbouratelna a jejich hromadénim dochazi postupné
k poruseni funkce postizeného organu a v konecné fazi
az kjeho selhdni. V soucasnosti je znamo 31 proteind,
které mohou zplisobit amyloidézu u lidi, a to jak v sys-
témové tak lokalizované formé. Progndza vétSiny ne-
mocnych neni pfizniva, v krajnich pfipadech dochazi
k amrti v fadu mésicli po stanoveni diagnoézy. Z toho
divodu ma prioritu co nejcasnéjsi a také nejpresnéjsi
stanoveni diagnoézy. V diagnostickém procesu ma kro-
mé podrobného klinického vySetfeni nezastupitelnou
roli hodnoceni tkané, které jediné mizZe pritomnost
onemocnéni potvrdit nalezem amyloidu v histologic-
kém obraze. Kromé metod specialniho barveni, které
vice ¢i méné specificky amyloid znazorni, je v dnesni
dobé nezbytné pouziti dalsich postupii, které maji za cil
presnou typizaci amyloidu. Ta je krucidlni pro adekvat-
ni terapii pacienti, nebot kazdy subtyp onemocnéni
se 16¢1 vyrazné odliSnym zptisobem. K urceni subtypu
amyloidu se vyuziva predevsim aplikace nepfimé imu-
nohistochemie a imunofluorescence na histologické
tkaniové fezy. V Gzce specializovanych centrech je vy-
hodou dostupnost metody kapalinové chromatografie
spfazené s hmotnostni spektrometrii, ktera jako jedi-
na urci presné vSechny proteiny, které se na slozeni
depozit podili. Vzhledem Kk vzacnosti této diagndzy je
dtilezita centralizace péce o nemocné pro zajisténi co
nejvyssiho standardu diagnostiky i 1écby. Podpofeno
z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi
CRsreg. ¢. 16-31156A. Veskera prava podle pfedpistina
ochranu duSevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.
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