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7. MYELOIDNI NEOPLAZIE A VZACNA ONEMOCNENI

REZISTENCE MYELOIDNICH MALIGNIT
NA LECBU A STRATEGIE K JEJIMU
PREKONANI

Stopka T.

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

Hematologické malignity se délina klinické, morfologické ¢i genetické
jednotky. V Ceské republice pfibyva roéné asi 6 tisic novych pacientd
a tento pocet se zvySuje s vékem. Myeloidni vs. lymfoidni malignity
jsou pfiblizné v poméru 1 : 3, obecné méné u Zen nez u muzd.
Myeloidnich malignity zahrnuji téz Myelodysplasticky syndrom
(MDS), jehoz molekuldrni patogeneze predstavuje vicestupnovy
proces. MDS je dobfe znamy diky postupné klonalni selekci, kterd
je hlavni hnaci silou progrese MDS vyznacujici se vyvojem driver
mutaci kmenovych bunék. Mechanizmus v kmenovych burnkach
a myeloidnich progenitorech stimuluje pfezivani a proliferaci bunék
spojenou s replikacni senescenci a zkracovanim telomer, coz v dalsi
fazi pfi ztraté DNA, opravé DNA néachylné k chybam, ztraté genomové
stability a proliferacni expanzi vede nakonec k vysoce charakteristické
konverzi MDS na akutni myeloidni leukémii (AML).

Nase klinicka skupina jiz del$i dobu studuje ucinnost Iécby
azacitidinem (AZA) u MDS. AZA se inkorporuje misto cytidinu do DNA,
kde pUsobi jako ptimy a ireverzibilni inhibitor DNA metyltransferazy,
cozvede khypometylaci DNA transkripéné umléenych genlia soucasné
k bloku proliferace nadorovych bunék. Studie AZA-001 zahrnujici
358 pacientl s MDS vyssiho rizika dosahla medianu 24 mésic OS pro
AZA a lé¢ebné odpovédi téméf 3 v¢. zlepseni hematologie. Zatimco
odpovédi typu CR+HI predstavovala lepsi vysledek s 24mési¢nim
Medidnem prezivani(OS), vSichni pacienti nakonec selhali pfilécbé AZA
a zemfeli. Selhdni hypometyla¢ni terapie predstavovalo donedavna
slepou uli¢ku Sanci pacientl s MDS na delsi preZiti (~ 4-6 median OS).
V recentni minulosti bylo u¢inéno mnoho pokust o zapojeni novych
|é¢ebnych postupl v¢. inhibitoru BCL2 VENETOCLAX nebo inhibitoru
Neddylace PEVONEDISTAT do terapie s AZA. Z 3irSiho pohledu ma
oblast MDS (v pfipadé 5q MDS) jiz zkuSenosti s proteazom-interferujici
terapii LENALIDOMIDEM, ktery molekuldrné funguje tim zpdsobem,
Ze generuje neomorfni cile proteazomu, které jsou shodou okolnosti
kédovany na 5q chromozomu.

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

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

Mezi experimentélné diive definované pristupy k [é¢bé MDS a AML
patfi tzv. diferencia¢ni terapie. Poskytneme dalsi experimentalni
dlkazy o tom, ze pokud chceme takovy pfistup povazovat za tspésny,
musi zahrnovat zastavu buné¢ného cyklu a fenotypové vysledky
souvisejici s apotdzou, a nikoliv pouze transkripéni odpovéd.

Predndsku zakon¢im recentni interim analyzou nasi akademické
randomizované klinické studie EudraCT#: 2013-001639-38 zkoumajici
podani G-CSF pred lé¢bou standardniho AZA u MDS s vys$sim
rizikem a MDS/AML s poctem blastd do 30 %. Do GA studie vstoupilo
celkem 76 pacientll od 6. 2. 2017 do 31. 12. 2021. Nemocni byli
randomizovani do ramene A (monoterapie azacitidinem) a ramene
GA (kombinace s G-CSF). Zafazeni byli jen nemocni, ktefi nebyli
kandidati transplantace. Primarnimi cili studie byly celkovy pocet
terapeutickych odpovédi a prezivani.

PRVNI ZKUSENOSTI JEDNOHO CENTRA

S TERAPII REBLOZYLEM U NEMOCNYCH

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

Jonasova A, Stopka T., Minarik L.

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

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

Metody: Od ledna 2021 do bfezna 2022 bylo na I. Interni klinice
VEN v Praze lé¢eno Reblozylem 21 nemocnych. Medidn véku
nemocnych byl 77 (57-89) s pomérem muzi/zeny (11/10). Diagnézy
podle WHO 2016: 18 MDS-RS-MLD a tii RARS-T. Reblozyl byl podévan
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v subkutdnnich injekcich 1x za 3 tydny s inicidlni ddvkou 1 mg/kg
vahy. Zvysovani davky probéhlo podle schématu vzdy po dvou
cyklech bez odpovédina 1,33 a 1,75/kg. Median podanych cykld byl 7
(2-17). Transfuzni dependence se pohybovala pfed zahajenim terapie
od 4TU/4 tydny po 1TU/6 tydnd. T¥i nemocni mél v dobé zahajeni
neutropenii Gr |l, tfi nemocni trombocytopenii Gr II. Vstupni hladina
erytropoetinu byla v prméru 350 mU/ml (150-770). Nevyskytli se
z4dné nezadouci ucinky Gr Il a vice.

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

Zavér: Zavérem zle Fici, Ze luspatercept (Reblozyl) je jisté dalsim
vyznamnym krokem v terapii anemie u MDS nemocnych. Vyhodou
léku je velmi dobrd tolerance a snadnd aplikace. Vyssi procento
odpovédi v nasem sledovani muze byt ovlivnéno kombinaci s EPO

a rychlym navysovanim davky.

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

Cermak J., Valka J.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Ustav hematologie a krevni transfuze (UHKT) patfi mezi centra
specializované péce v ramci Evropské sité pro vzacné choroby
krvetvorby (EuroBloodNet). V ramci tohoto projektu jsou budovany
registry nemocnych. Registr nemocnych s paroxysmalni no¢ni
hemoglobinurii (PNH) v soucasné dobé ¢&itda 47 nemocnych,
44 z nich Zije (93,6 %). Vékovy primér v dobé dg. cinil 35,1 let,
u osmi nemocnych se PNH rozvinula z AA, resp. détské refrakterni
cytopenie (RCCQ), ¢tyfi z nich byli |é¢eni v minulosti kombinovanou
imunosupresi s ATG. U 19 nemocnych byla pfitomna tézka
hemolyza +/- trombotické komplikace, u 10 nemocnych stfredné
tézkd chronickd hemolyza, u deviti nemocnych pouze minimalni
hemolyza, pét nemocnych mélo hypoplastickou formu PNH a u Ctyf
nemocnych byl pfitomen pouze minimalni klon (< 1 % PNH Ill. RBC).
V jednotlivych skupindch byl prdmérny pocet PNH Ill. RBC/PNH
Ill. granulocyt(i 34,8/74,1; 18,5/60,7; 6,1/22,1; 2,4/46,3 a 0,8/3,7 %.
Pramérné hodnoty Hb ¢cinily 94,1; 104,7; 112,0; 70,0; a 131,09/I,
primér hodnot LD byl 23,4; 17,4; 5,6; 6,4 a 5,0 pkat/l a hodnoty D
diméra 1147,7; 290,0; 186,7; 236,4 a 136,0 umol/Il. Primér podanych
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transfuzi/mésic ¢inil 1,9; 0,2; 0,1; 3,4 a 0 TU. Trombotické komplikace
se vyskytly u sedmi nemocnych s tézkou formou hemolyzy, u dvou
nemocnych se stredné tézkou a jednoho nemocného minimalni
hemolyzou. Antikoagulancia byla podavana léc¢ebné ¢i profylakticky
u véech nemocnych s tézkou hemolyzou u 6 z 10 nemocnych se
sttedné tézkou hemolyzou a jednoho nemocného s minimalni
hemolyzou. U 14 z 19 nemocnych s tézkou hemolyzou byla
zahdjena |é¢ba Solirisem, u sedmi z nich doslo k vymizeni hemolyzy
a kompletni upravé KO, tfi z nich byli prevedeni na Ié¢bu Ultomirisem,
u sedmi nemocnych byla pfitomna redukce hemolyzy s poklesem
poctu podanych transfuzi RBC/mésic o vice nez 50 %. U zadného
z nemocnych lé¢enych inhibitory komplementu nebyla béhem lé¢by
pozorovéna rekurence trombdzy, nicméné, u viech bylo pfitomno
pretrvavajici zvyseni C3b slozky komplementu svédcici o trvajicim
ur¢itém stupni extravaskularni hemolyzy. Ctyfem nemocnych
s chronickou hemolyzou byly podavany steroidy +/- CS-A a u dvou
nemocnych byla nutna dlouhodobd substituce Fe. Allogenni SCT byla
provedena u tii nemocnych, z toho u dvou s hypoplastickou formou
s opakovanou zavaznou hemolyzou predstavuji skupinu s nejvétsim
rizikem a jsou pIné indikovéni k 1é¢bé inhibitory komplementu, dalsi
rizikovou skupinou jsou nemocni s hypoplastickou formou choroby,
kde je metodou volby allogenni SCT (dva nemocni, ktefi zemfeli,
méli hypoplastickou PNH). V sou¢asné dobé se UHKT participuje na
studiich hodnoticich pfinos inhibitord C3 slozky komplementu.

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

V. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: Gen GATA2 se nachazi na chromozomu 3g21.2 a patfi do ro-
diny nuklearniho transkrip¢niho faktoru. GATA2 deficience byla po-
prvé popsana v roce 2011 a az 80 % mutaci vznika de novo. Nemocni
s GATA2 deficienci trpi variabilnimi klinickymi projevy, které jsou nej-
castéji hematologického, infek¢niho, plicniho nebo cévniho charak-
teru. U pacientll je velmi vysoké riziko rozvoje myelodysplastického
syndromu (MDS) ¢i akutni leukémie (AML). Medidn véku prvnich kli-
nickych projeva je udavan kolem 18 let. Podle literatury byla dosud
GATA2 deficience diagnostikovana u vice nez 500 jedincd.

Kazuistika: Popisujeme pfipad 30leté nemocné, kterd byla na nase
pracovisté v ¢ervnu 2021 odeslana pro podezieni na MDS. Nemocna od
12 let mé lymfedém pravé dolni koncetiny a trpi opakovanymi infekcemi
(opakované erysipel). V ¢ervnu 2020 prodélala pneumonii, kde jako
etiologické agens bylo prokdzdno Mycobacterium avium, nasledné
nemocna podstoupila 6mésicni antiinfekcni [écbu (ciprofloxacin,
etambutol, rifampicin). V bfeznu 2021 onemocnéla COVID-19 pneumonii
s nutnosti hospitalizace (nutnost oxygenoterapie, podani remdesiviru
a kortikoid(). Vstupni parametry krevniho obrazu byly nésledujici:
leukocyty 1,5 x 101 se 76 % neutrofili, 4 % neutrofilnich tyci, 15 %
lymfocytd, 6 % bazofild a 0 % monocytl. Hodnota hemoglobinu
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a trombocytl byla normélni. Natéry kostni dieni byly hypoceluldrni
s dysplastickymi zménami cervené a bilé fady a 1 % blastl (tedy obraz
MDS s multilinedrni dysplazii). Cytogenetické vysetieni prokazalo
normalni karyotyp, ale NGS vysetieni prokdzalo GATA2 deficienci
variantu c.354 (Ser119GlufsTer66), kterd dosud v literature nebyla
popsana. Dale u nemocné byly nalezeny mutace BCOR c.2607T>A,
p.(Tyr869Ter) a ATM: c.1229T>C, p.(Val410Ala). Pacientka podstoupila
plicni vysetieni v¢. HRCT, kde byl zjistén plicni emfyzém, centralni
bronchiektazie a postiZeni plicniho intersticia. Byla zahdjena inhala¢ni
|é¢ba (tiotropium/olodaterolum, ipratropium) se zlepsenim namahové
dusnosti. Nemocné je pravidelné dispenzarizovéna, v planu jsou
kontrolnivysetteni dfené po 6 mésicich. Nicméné vzhledem k vysokému
riziku progrese do vyssich stadii MDS ¢i AML do 40 let, nemocné bude
jisté indikovéna k alogenni transplantaci krvetvornymi burikami.
Zavér: Ve sdéleni shrneme pestrost laboratorniho a klinického
obrazu u deficience GATA2. Pfipad nasi pacientky potvrzuje nutnost
u déti a mladych pacientl s obrazem selhavéni kostni diené na tuto
vzacnou, klinickou jednotku pomyslet.

K TLOUSTCE CHROMATINOVYCH
VLAKEN BEHEM DIFERENCIACE BUNEK
LYMFOCYTARNI, GRANULOCYTARNI

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

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

?Klinika hematologie a onkologie 1. LF UK, Praha

Strukturdlni organizace chromatinovych vlaken (fibril) a vldakének
(filament) je predmétem velkého poctu publikaci ve svétovém
pisemnictvi. Na druhé strané tloustka vldken v chromozomech
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a bunécném jadie béhem bunécné diferenciace byla méné
studovéana i kdyz by mohla pfinést komplementéarni informace
jak pro zdkladni, tak aplikované biomedicinské poznatky o téchto
bunécnych komponentach. Proto byla tloustka chromatinovych
vldken v interfazickych jadrech méfena v casnych a terminélnich
stadiich jednotlivych bunék lymfocytarni, granulocytarni
(neutrofilni) a ¢ervené krevni fady v natérech periferni krve a kostni
difené nemocnych s CLL, CML a M2AML kde tyto bunky jsou pfitomny
v dostate¢nych poctech. Chromatinové vldkna byla vizualizovana
cytochemickou metodou pro demonstraci DNA a panoptickym
barvenim May-Griinwald - Giemsa-Romanowsky (MG-GR), které
do jisté miry také predstavuje cytochemickou metodu. Méfeni bylo
provddéno upravenym svételnym mikroskopem na pocitacem
zpracovanych digitalizovanych obrazech pomoci pocita¢ovych
program firmy Olympus a NIH. Podle vysledkl méreni tloustka
chromatinovych vldken v centrdini a periferni oblasti jddra bunék
sproliferativnim potencidlem (=0,56 £ 0,4 um) bylashodnaastabilnive
vsech studovanych fadach. Pouze u myeloblastd M2AML s poruchou
diferenciace byla vétsi (0,66 + 0,01 um) a prakticky shodna jako ve
zralych bunkach neutrofilni fady ve stéddiu terminadlni diferenciace
(0,67 £0,01 um). Tentofenomén pakze pritaditkasynchronnibunécné
dysplasii jednotlivych abnormalnich myeloblastd. V terminalnich
erytroblastech tloustka nékterych chromatinovych vlaken byla také
vétsi, avsak bez statistického vyznamu pro vy$si variabilitu méfenych
vysledkd. Za zminku jesté stoji, ze tloustka chromatinovych vldken
byla o0 mélo vétsi po barveni MG-GR metodou nez po cytochemické
vizualizaci DNA diky pfitomnosti asociovanych proteind s témito
vldkny. Je rovnéz zajimavé, Ze tloustka chromatinovych vldken
v interfazickém jadie myeloblastd se blizila tloustce vldkna ,spiremu”
nebo mitotickych chromatid.

Studie byla umoznéna cdstecnym financovdnim z vyzkumného fondu
UHKT.
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