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P01. POROVNANI GIT TOXICITY
CONDITIONINGU BEAM VS. TEAM PRED
AUTOLOGNI TRANSPLANTACI U PACIENTU
SLYMFOMY

Bfizové B., Jungova A, Lysék D., Sramek J., Bergerova V., Jindra P.

Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzeri

Uvod: Vysocedavkovana chemoterapie s autologni transplantaci
krvetvornych bunék (ASCT) je standardem l|é¢by R/R non-
Hodgkinskych lymfomi (NHL) a Hodgkinova lymfomu (HL). | pies
absenci pfimych dat z prospektivnich studii je za obvykly pfipravny
rezim povazovan BEAM, tedy carmustine (BCNU) s etoposidem,
cytarabinem a melfalanem. Recentni nedostatek BCNU vedl k hledani
alternativnich rezimu. Jednim z nejperspektivnéjsich se zdda tzv.
TEAM, kde je BCNU nahrazen thiotepou. Thiotepa lépe pronikad do
centralni nervové soustavy (CNS), avsak panuji obavy nad zvysenou,
pfedevsim gastrointestindlni toxicitou. Souc¢asné chybi silnd data
dokladajici srovnatelnou ucinnost téchto dvou protokol(. Proto
jsme se rozhodli retrospektivné srovnat toxicitu gastrointestinalniho
traktu (GIT) v rezimu TEAM, ktery jsme zacali pouzivat od ¢ervence
2018, s diive pouzivanym rezimem BEAM.

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

18.2.2026

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

Ecsiova D.'2, Vodarek P.'2, Rozsivalova P34, Vrbacky F.%, Hrochova K.,
Smolej L."2, Simkovi¢ M.?

"WV.interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

?LF UK Hradec Krdlové

Oddéleni klinické farmacie, FN Hradec Krdlové

“Katedra socidini a klinické farmacie, FF UK Hradec Krdlové

5 Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN Hradec Krdlové

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

Cile: Zdokumentovat off label vyuziti agonisty trombopoetinového re-
ceptoru u nemocné s refrakterni sekundarni ITP pfi CLL, jako premostu-
jici terapie pred podanim inhibitoru Brutonovy kinazy ibrutinibu.
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Metody: Kazuistické sdéleni o 72leté zené, ktera byla vysetiena pro
hematurii. Ve vstupnich odbérech byla zachycena hyperleukocytéza
138 x 10%I, normocytarni normochromni anémie (hemoglobin 107 g/I)
a zavazna trombocytopenie 4 x 10%I s vyznamné zvysenou hodnotou
nezralé frakce trombocytu (IPF) 48 %. Pratokova cytometrie potvrdila
diagnézu CLL. Etiologie trombocytopenie byla kombinovana s vyznam-
nym podilem imunitni slozky. Byla zahdjena kortikoterapie methylpred-
nisolonem 1mg/kg po dobu 10 dni bez efektu na pocet trombocyta.
Déle byly podany tfi cykly rituximabu 375mg/m? 1. den v rezimu R-dex
spolec¢né s dexametazonem 40mg 1.-4. den, opét zcela bez efektu na
pocet trombocytl. Pro nalez masivni generalizované lymfadenopatie
na CT, refrakterni ITP a vysoce rizikového genetického profilu CLL s pii-
tomnosti mutace TP53 bylo rozhodnuto o zahdjeni terapie inhibitorem
Brutonovy tyrozinkindzy ibrutinibem. Jednim ze specifickych nezadou-
cich ucinkd ibrutinibu je krvaceni, které je dlisledkem trombocytopatie
jako off-target efektu a zdvazné krvéceni se miize se vyskytovat az u 9 %
nemocnych, proto ke zvyseni bezpecnosti cilené terapie bylo 24 dni od
urceni diagndzy zahajeno podavani eltrombopagu v dédvce 50mg /den.
Vysledky: Efekt eltrombopagu byl velmi rychly; 7 dni od zahdjeni terapie
byl zaznamendn narudst trombocytl na 71 x 10%I. Za dalsi 4 tydny se
pocet trombocytll zvysil az na 106 x 10%/I1, proto byla dle planu zahdjena
|é¢ba ibrutinibem ve standardnim davkovéani 420mg denné. Nemocna
je nyni na lé¢bé 2 mésice a snasi ibrutinib zcela bez komplikaci.

Zavér: Sdéleni demonstruje Uspésné pouziti TPO mimetika v [é¢bé
nemocné se sekundarni ITP pred I1é¢bou BTK inhibitorem.

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

Kaskova V., Petrackova A.', Kubova Z.2, Turcsanyi P.2, Manakova J.!,
Ryznerova P.2, Urbankova H.2, Papajik T.2, Kriegova E.!

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

2Department of Hemato-Oncology, Faculty of Medicine and Dentistry,

Palacky University and University Hospital, Olomouc

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

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

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

Fakultni nemocnice Brno

Uvod a cile: Waldenstréomova makroglobulinémie (MW) je vzacné
B-lymfoproliferativni onemocnéni s pfitomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu (MIg) typu IgM v séru a lymfoplazmocytarni infiltraci
kostni dfené. Jednou z terapeutickych moznosti u relapsu/progrese
MW je terapie ibrutinibem (1), inhibitorem Brutonovy tyrosinkinazy.
Lék v této indikaci musi napred schvalit revizni lékaf zdravotni
pojistovny (RL ZP). V tomto sdéleni prezentujeme efektivitu
a toxicitu terapie | u Ctyf pacientd s MW lécenych na nasem
pracovisti.

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

Vysledky: Kazuistika 1-muz, ro¢nik 1958, dg. MW stanovena 8/2008,
lé¢ba 1. linie chemoterapie R-CHOP - sedm cykl(, efekt parcialni
remise (PR), od 1/2016 prvni symptomatickd progrese (PD) MW
s anémii a narGstem Mlg, od 1/2016 zahdjena terapie |, dosazeno PR,
ktera dlouhodobé pretrvava, k 2/2022 nadéle PR MW, pokracuje | bez
redukce, pacient dlouhodobé bez znamek toxicity. Kazuistika 2 —
muz, ro¢nik 1948, dg. MW stanovena 7/2017, léc¢ba 1. linie
chemoterapie RCD - Sest cykld, od 5/2021 prvni symptomaticka
PD MW, od 6/2021 terapie |, dosazeno PR, kterd k 2/2022 pretrvava,
pro drobné kozni hemorhagie prvniho stupné redukce davky | na
2 x 140mg denné od 9/2021 s efektem a Ustupem krvacivych projev(,
k 2/2022 terapie | pokracuje v redukované davce. Kazuistika 3 -
muz, ro¢nik 1944, dg. MW stanovena 1/2014, |é¢ba 1. linie
chemoterapie R-CHOP - osm cykld, 1é¢ba druhé linie osm cykll
chemoterapie RBD, od 1/2021 dal$i PD MW a zahajen | v rdmci terapie
3. linie, pro gastrointestinalni toxicitu tretiho stupné a kozni krvacivé
projevy druhého stupné nutné opakované redukce a pferuseni
terapie |, od 11/2021 dal$i PD MW a terapie | ukoncena. Kazuistika 4 -
muz, ro¢nik 1956, dg. MW stanovena 9/2007, 1. linie terapie
R-CHOP a prvni autologni transplantace, 2. linie chemoterapie
CVD, 3. linie chemoterapie RBD a druhd autologni transplantace,
od 9/2021 dalsi PD a zahdjen |, dosazeno PR, k 2/2022 nadale
pretrvava PR MW, pokracuje | bez redukce, pacient bez znamek
toxicity.

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

Priikaz postizeni myokardu difuznim velkobuné¢nym B lymfomem
(DLBCL) je zavaznou okolnosti ovliviujici |é¢ebnou strategii.
V literature se vyskytuji popisy pfipadd, které uplatnuji u pacientl
s rozsahlym postizenim myokardu pfistup s inicidlni redukci
terapie, ktery se jevi bezpecnéjsi s ohledem na riziko ndhlého umrti
v disledku ruptury myokardu ¢asné po zahajeni lécby.

Predkladdme pripad muze seniorského véku s postizenim v oblasti sr-
decniho hrotu. Nasim cilem je demonstrovat moznost dosazeni kom-
pletni remise i u starsich, netransplantabilnich pacient(i a vhodnost ma-
ximalniho vyuziti dostupnych zobrazovacich modalit v Uvodu terapie.

V ¢ervnu 2020 byl 70lety muz hospitalizovan pro perimyokarditidu
s nutnosti perikardiocentézy. V dalsich mésicich byl pfi dosetfovani
opétovné progrese dusnosti zjistén pleuralni vypotek vyzadujici
opakované pleurdlni punkce. Az v kvétnu 2021 prokazuje
pneumologem indikované PET/CT zvysenou akumulaci FDG v loZisku
v oblasti srde¢niho hrotu infiltrujici myokard i perikard, mezi komorami
srde¢nimi, na pleufe obou plic a v mnohocetnych lymfatickych
uzlindch nad brénici. Materidl k histologickému vysetieni je ziskan
pomoci core-cut biopsie expanze mediastina pod CT kontrolou, zavér
zni DLBCL, non-GCB, Ki67 90 %. Pacient je referovan na nase pracovisté.
Vstupné provadime ECHOKG a dopliiujeme MR srdce zobrazujici Utvar
nasedajici a prordstajici v oblasti hrotu. Postizeni neni transmurdlini,
nezasahuje do dutiny LK, potvrzuje se dobrd systolicka funkce LK.
Pfi zahajeni 1é¢by, mimo dalsi komorbidity, fesime nalez chronické
hepatitis C s aktivni replikaci a stav po hepatitis B.

Lécbu zahajujeme 14. cervence 2021. V 1. cyklu nepodavéame
anti-CD20 protilatku, CHOP rozkladame do 4 dnu, D1-2 podavame
tretinu standardni davky cyklofosfamidu a kortikoid(, 50 % vincristinu.
Poté opakujeme ECHOKG (D3, pred podanim antracyklini). Celkovou
standardni davku antracyklinu redukujeme na 50 % a podavame
rozloZené ve 2 dnech (D3-4). D6CT opét kontrolujeme nédlez ECHOKG,
vyuzivéame i 3D ECHOKG. Denné potizujeme EKG zaznam. ECHOKG
pred zahajenim 2. cyklu jiz patologicky Utvar neprokazuje. Od 2. cyklu
pfidavame anti-CD20 protildtku a antracyklin eskalujeme na 75 %,
obé |éciva poddvame rozlozené ve 2 dnech. V dalSich cyklech R-CHOP
dale davky neeskalujeme. Ve 3. cyklu naposledy rozklddéme podani
antracyklinu do 2 dnt. Jako 4. cyklus zafazujeme rezim R-HD-MTX pro
vysoké riziko relapsu/progrese do CNS podle CNS-IPI. Zbyvajici 3 cykly
R-CHOP bez komplikaci aplikujeme v 1 dni ambulantné.

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

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

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

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

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

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

Uvod: Chronickad lymfocytarni leukémie (CLL) je historicky
povazovdana za ,tekutou” malignitu, aviak u znacné ¢asti nemocnych
dochazi k rozvoji vyznamné lymfadenopatie. Stagingové systémy
dle Raie a Bineta, vyvinuté pred vice nez 40 lety, vyuzivaji pouze
fyzikaIniho vysetfenia ani souc¢asné verze mezinarodnich doporuceni
pro diagnostiku a [é¢bu CLL (IWCLL, ESMO) nevyZzaduji rutinni pouZziti
zobrazovacich metod pfi hodnoceni rozsahu CLL pfed a po lécbé
v rdmci bézné péce. Také hodnoceni minimalni rezidudlni nemoci
(MRN) po skonceni lé¢by, ac¢ prokazalo silny prognosticky vyznam
z hlediska dalSiho osudu nemocného, neni dosud povazovano za
standardni vysetfeni.

Cil: Zhodnoceni vyskytu lymfadenopatie pfi pouziti zobrazovacich
metod a jejiho vyznamu pro ucinnost 1. linie 1é¢by CLL, zejména ve
vztahu k dosaZeni negativity MRN.

Soubor a metody: Provedli jsme retrospektivni analyzu nemocnych
s CLL lé¢enych na nasem pracovisti mezi léty 2011-2020, ktefi
absolvovali zobrazovaci metody a méli zaroven hodnocenou MRN.
Soubor zahrnul 104 nemocnych s CLL (60 % muz0, median véku
70 let, nemutovany gen pro IGHV 75 %, delece 11q 17 %, delece
17p 6 %). Vypocetni tomografii trupu absolvovalo 42 nemocnych;
ultrasonografii bficha 62 nemocnych. Z hlediska zastoupeni rezim(
chemoimunoterapie pfevazovaly bendamustin + rituximab (37 %)
a fludarabinové rezimy (25 %). MRN byla hodnocena vicebarevnou
pratokovou cytometrii dle doporuceni European Initiative on Chronic
Lymphocytic Leukemia (ERIC).

Vysledky: Vyznamna vnitini lymfadenopatie byla zjisténa u 76 %
nemocnych. Nejvétsi masa miznich uzlin byla témér 2x castéji
zpUsobena vnitini lymfadenopatii (n = 59, z toho nitrobfisni
n = 55, nitrohrudni n = 4) nez zevni lymfadenopatii (n = 30, z toho
podpazni n = 20, kréni n = 7, tfiselnd n = 3). Lymfadenopatie > 5cm
byla zaznamendna u 33 % nemocnych a = 10cm u 3 %. Celkova
lé¢ebnd odpovéd / kompletni remise (ORR / CR) byly dosazeny
v 90 / 36 %. Negativity MRN bylo dosazeno u 55 % nemocnych,
a sice u 62 % nemocnych v CR a 54 % nemocnych v parcidlni remisi.
Masivni lymfadenopatie pred |é¢bou ani vyznamnd rezidudlni
eradikace MRN.

Zavér: Castost a rozsah vnitini, zejména nitrobfidni lymfadenopatie
ukazuji na zdsadni vyznam zobrazovacich metod pro adekvatni
hodnoceni rozsahu lymfadenopatie u CLL pfed lécbou 1. linie
a nasledny restaging. Negativita MRN byla dosazena nejen
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u nemocnych v kompletni remisi, ale téZ u vice nez poloviny pacient(
s Castecnou odpovédi na lécbu (a tedy vyznamnou rezidudlni
lymfadenopatii). Bude prezentovana rozsitena statisticka analyza.

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

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

Smolej L., Brychtovd Y.2, Cmunt E.3, OrSulova M.2, Vodarek P!,
Dostél M.}, Turcsanyi P.4, Urbanové R."*4, Panovska A.?, Zuchnicka J.%,
Mihdlyové J.5, Lysdk D.5, Brejcha M.7, Mécikova H.'8, Klaskova K.2,
Simkovi¢ M., Spa¢ek M.3, Doubek M.?

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

?Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Hradec Krdlové

3| interni klinika - klinika hematologie VFN Praha

“Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

*Klinika hematoonkologie FN Ostrava

®Hematologicko — onkologické oddéleni, FN Plzeri

’Hematologické oddéleni, Nemocnice Agel, Novy Jicin

8Interni hematologickd klinika FNKV Praha

Uvod: Rezim fludarabinu, cyklofosfamidu a rituximabu (FCR) se
snizenou déavkou fludarabinu a cyklofosfamidu (LDFCR) prokazal
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slibnou aktivitu u dosud nelécenych starsich pacientl s chronickou
lymfocytéarni leukémii (CLL) (Smolej et al. Br J Haematol 2021).
Nejsou vsak k dispozici zadna data tykajici se srovnani s kombinaci
bendamustin + rituximabem (BR), ktery je jednou z hlavnich moznosti
chemoimunoterapie v 1. linii.

Cil: Historické srovnani ucinnosti a bezpecnosti rezimt LDFCR a BR
pouzivanych v bézné praxi.

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

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

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

Zaveér: Nase vysledky ukazuji, ze nizkodavkovany FCR i BR jsou dobie
tolerované rezimy s podobnou ucinnosti a predstavuji vhodnou

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

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

V. interni hematologickd klinicka FN Hradec Krdlové

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

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

Metody: Unicentricka, retrospektivni analyza nemocnych Ié¢enych
pro CLL mimo klinickd hodnoceni ve FN Hradec Krélové. Zdroj
dat: registr CLLEAR, Informacni systém infekéni nemoci (ISIN)
a nemocni¢ni informacni systém FNHK.

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

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

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

pocet

BR 22
FCR 2
FCR nizkodévkované 2
G-Clb 10
ibrutinib

R-Clb 14
RCD ¢i jiny rezim s kortikoidy 12
idelalisib * rituximab 0
venotoklax v monoterapii 0
venotoklax + anti — CD20 10
jiny 12

Tab. 1. Pfehled Ié¢by nemocnych s CLL ve FNHK v obdobi leden 2020 az brezen 2022.

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

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

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

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

CASE REPORT - DOUBLE-HIT LYMFOM

S PRESTAVBOU GENU MYC, BCL2 A
BIALELICKOU DELECI OBLASTI 9p21
Vatolikova M.}, Hanackova V., Rubesova A.', Skanderovd D.?,
Kurfurrstova D.?, Tuckova L.2, Pikalova Z.', Prochéazka V., Papajik T.,
Urbankova H.!

"Hemato-onkologickd klinika LF UK a FN Olomouc

?Ustav klinické a molekuldrni patologie, LF UK a FN Olomouc

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

2021) dochazi ke zlep3eni progn6zy nemocnych s CLL a COVID-19.
To Ize pricist jednak dostupnosti vakcinace, cilené terapii proti
COVID-19 a také vyskytu méné virulentnich variant SARS-CoV-2.
Nase analyza déale poskytuje unikatni pohled na lécbu CLL
v obdobi pandemie COVID-19 a posouzeni klinického efektu

vakcinace.

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

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

Kazuistika: V lednu 2021 byl 59leté Zené na zakladé morfologickych
a imunofenotypizacnich znakl diagnostikovan HGBL, NOS z bio-
ptického vzorku peritonea. Na PET/CT byla prokazana pfitomnost
nadorové tkdné v mnoha loziscich. V aspiratu kostni dfené (KD) bylo
nalezeno 13 % bunék s imunofenotypem podporujicim dg. B-NHL.
Cytogenetické a FISH vysetfeni KD prokazalo komplexni zmény
karyotypu zahrnujici pfestavbu MYC a zaroven prestavbu BCL2.
Pacientce bylopo ¢tyfech cyklech chemoterapie (R-CODOX-M/R-IVAC)
nalezeno nové lozisko ve sténé Zaludku. Nésledovaly tfi cykly
R-EDHAP a autologni transplantace krvetvornych bunék. Na
kontrolnim PET/CT (leden 2022) 63. den po transplantaci byla
prokdzéna nova nadorovéd loziska v nékolika lokalizacich. Klinicky
pacientka vykazovala zhorseni stavu a znamky postizeni CNS. Biopsie
loziska klize potvrdilo infiltraci HGBL. Cytogenetické vysetieni a FISH
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provedené z kozniho bioptického vzorku prokazala komplexnizmény
karyotypu a pfitomnost prestaveb gent MYC a BCL2. Ve srovnani
s predchozim vysetfenim (KD) doslo ke klonalnimu vyvoji karyotypu,
ve kterém byla navic detekovana dal$i nadpocetna prestavba genl
MYC a IGL a tvorba subklonu. Po provedeni array komparativni
genomové hybridizace byla detekovdna mald homozygotni delece
v oblasti 9p21 o velikosti K300 kb zahrnujici geny CKDN2A a CKDN2B.
Vzhledem ke Spatné odpovédi na terapii, Casné progresi po autologni
transplantaci a infiltraci CNS je onemocnéni hodnoceno jako
primarné chemorefrakterni bez dalsich moznosti Ié¢by s kurativnim
efektem.

Zavér: Uspésnost lé¢by HGBL je i pfes pouziti intenzivnich rezim(
vysocedavkované chemoterapie casto nizkd a mlze vyustit
v chemorefrakterni onemocnéni. Podil genetickych zmén na vyvoji
chemorefrakterniho onemocnéni je zatim nejasny, nicméné precizni
charakteristika genetického pozadi nddoru a porovnavani lé¢ebnych

strategii je zékladnim kamenem k jejich poznani.

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

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

Navratilova M.}, Flodrova P.!, Holub D.2, Pika T.3, Dzubék P.2,Flodr P

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

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

> Department of Hemato-Oncology, University Hospital Olomouc

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

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

POSTEROVA SEKCE

were diagnosed due to characteristic morphology (HE, PAS, Giemsa),
immunoprofile (primary antibodies with appropriate dilution - CD3, CD5,
CD10, CD20, CD21, CD23, CD30, CD138, Bcl-2, Bcl-6, MUM1/IRF4, PAX5,
cyclin D1 and/or SOX11, c-Myc, Ki67) and detected clonal rearrangement
of IgVH (PCR, BIOMED-2).

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

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

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

U HODGKINOVA LYMFOMU TECHNOLOGII
DIGITALNI PCR

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

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: HodgkinGv lymfom (HL) je lymfoproliferativni nadorové
onemocnéni postihujici zejména mladé dospélé. Pres relativné
vysokou Uspésnost chemoterapeutické |é¢by stale u 10-20 %
nemocnych dochazi k ¢asnym relapsiim onemocnéni. V soucasnosti
se lécebna odpovéd pacientd s Hodgkinovym lymfomem sleduje
pomoci technologie PET/CT, ktera je schopnd zachytit rezidudlini
nadorovou masu. Toto vysetieni ma své technické limitace amulze vést
ke vzniku fale$né pozitivnich/faleSné negativnich vysledkd. Z tohoto
divodu je pfedmétem zajmu identifikace novych molekuldrnich
markerd vhodnych pro sledovani minimalni rezidudlni nemoci,
které by v kombinaci se zhodnocenim vysledk(l zobrazovacich
metod |épe charakterizovaly aktudlni stav onemocnéni a mohly
slouzit jako presnéjsi prediktor lé¢ebné odpovédi a relapsu
choroby.

Cile: Technologii digital PCR (dPCR) jsme u tfi vybranych pacientd
s HL, u nichz jsme na zadkladé NGS analyzy detekovali mutace
v genech STAT6 (p.N417Y) a XPO1 (p.E571K), sledovali pfitomnost
téchto mutaci ve vzorcich z pribéhu Ié¢by (diagndza, interim PET,
final PET).

Metodika: dPCR byla provedena na pfistroji QlAcuity Digital PCR
System (Qiagen) s vyuzitim cipu QlAcuity Nanoplate 26K 24-well.
Vysledky: Vstupné méli vsichni tfi pacienti pokrocilou chorobu (Il1A-
IVB). U jedné pacientky s mutaci XPO157'K byl diagnostikovén casny
relaps, druha pacientka s mutaci ve STAT6M7Y méla primarné rezistentni
onemocnéni. Treti pacient s mutaci XPO157™ dosahl kompletni
remise lymfomu a mutace u néj nebyla prokdzana. U pacientky
s rezistentnim onemocnénim jsme detekovali stabilni hladinu mutace
ve viech vzorcich, vymizela az po ukonceni radioterapie. Pacientka
s prokédzanym relapsem dosahla prvni kompletni remise, kdy mutace
ve vzorcich nebyla detekovana. Znovu byla prokézana v dobé relapsu
onemocnéni, na jehoz zdkladé podstoupila zadchranou chemoterapii
a autologni transplantaci. V téchto odbérech jiz mutace nebyly
detekovany.

Zavér: Digitalni PCR se u pacientd s HL ukazuje jako vhodny
pfistup pro sledovani minimalni reziduédlni choroby v prabéhu
|é¢by a v kombinaci s vysledky PET/CT Iépe popisuje aktudlni stav
pacientd a muze tak slouzit jako prediktor dlouhodobé Iécebné

odpovédi.

Prdce je podporovdna granty IGA_LF_2022_001 a MZ CR - RVO (FNOI,
00098892).
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P12. CHEMOREZISTENTNI MYELOSARKOM
REAGUJICI NA ZACHRANNOU

TERAPII KOMBINACI AZACITIDINU

A VENETOCLAXU

Hisemova M.

Klinicky usek, UHKT Praha

Kazuistika pojednava o pacientce s multifokalnim myelosarkomem
v mékkych tkéanich, kGzi a lymfatickych uzlinach v ptitomnosti
konkomitantniho myelodysplastického syndromu, ktery ani po
dvou sériich induk¢ni chemoterapie (mitoxantron, vysocedavkovany
cytarabin tzv. protokol HAM), za téméF 3mésicni hospitalizace,
nenavodil kompletni remisi a vymizeni extramedularnich lozisek.
Ukazuje potencidl kombinované ambulantni terapie azacitidinem,
hypometylac¢ni latka, s venetoclaxem, bcl-2 inhibitor, pfekonat
chemorezistenci nddoru. Efekt salvage kombinacni terapie azacitidin
a venetoclax Ize dokumentovat zobrazovacim vysetienim FDG-

PET/CT a fotodokumentaci zhojeného kozniho defektu.
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P13. VENETOKLAX V KOMBINACI

S AZACITIDINEM NEBO LD-ARAC

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

Minafik L."?, Stopka T.>!, Zemanova Z.3, Jonasova A

"I.Interni klinika 1. LF UKa VFN v Praze

2 BIOCEV, 1. LF UK Vestec

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

Uvod:
myelodysplastickym syndromem (HR-MDS) nebo akutni myeloidni

Progndza starsich pacientd s vysoce rizikovym
leukemii (AML), netdnosnych intenzivni terapie nebo progredujicich
na lé¢bé hypometyla¢nimi agens (HMA) je bezutésna. Slibné
vysledky klinickych studii VIALE-A a VIALE-C s vyznamnym
prodlouzenim medidnu celkového preziti (OS) a dosazenim casnych
remisi v |é¢ebnych ramenech standardni terapie v kombinaci
s venetoklaxem (VTX) u AML a dalsi studie zahrnujici 78 pacientt
s HR-MDS (Garcia JS et al., 2020), nebo podobné studie se 44 pacienty
(Zeidan AM et al. 2020) pfinesly novou nadéji pro pacienty. Tato prace
pfiblizuje zkudenosti naseho centra s podavanim VTX v kombinaéni
terapii u pacientll s HR-MDS nebo AML. Cilem je sledovat toxicitu
|é¢by, komplikace v¢. nutnosti preruseni terapie z divodu cytopenie
a identifikovat markery spojené s horsim prezivanim.

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

Vysledky: VTX byl poddvan v kombinaci s azacitidinem v rezimu
5-2-2 (75 mg/m?, interval 28 dn0) nebo LD-AraC (standardni davkovani,
interval 28 dnt). Median celkové davky VTX byl 1 500 mg na jeden cyklus.
Primérna davka byla 53 mg/den, coz je nizsi v porovnéni s terapeutickou
davkou pouzivanou pfi lé¢bé jinych hematologickych malignit vzhledem
k riziku cytopenie. Ve skupiné pacientd s de novo AML jsme pozorovali
ORR 67 % (CR =33 %, PR = 17 %, HI = 17 %) s medidnem OS na lé¢bé
6,5 mésice. Ve skupiné pacientli s MDS/AML jsme pozorovali ORR
57 % (CR=29 %, PR =21 %, HI =7 %) s medidnem OS na terapii 5,4 mésice.
Soucasti sledovani je rovnéz 13 pacientt (59 %) po selhani AZA jako prvni
linie lé¢by, u kterych vedlo pfidéni VTX k pfechodné remisi.

Zavér: VTX v kombinaci s azacitidinem nebo LD-AraC je ucinnd lé¢ba
pro pacienty s de novo AML, MDS-AML v 1. linii terapie, nicméné jsou
pozorovany remise i po pfidani VTX k selhavajici terapii azacitidinem.
Celkova davka podavaného VTX je nizsi z divodu cytopenie. Nutnost
redukovat dévky azacitidinu béhem prvnich dvou cykll bylo spojeno
s horsim celkovym prezitim (p = 0,0191). Mutace TP53 byla spojena
s horsim celkovym pfrezitim (p = 0,0184). Dosazeni HI-P béhem prvnich
dvou cykld bylo spojeno s lepsim celkovym prezitim (p = 0,0341).
Selhani kombinované 1écby zUstava nejasné a vyzaduje dalsi studium.
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P14. DLOUHODOBA SPONTANNI
MOLEKULARNI REMISE AKUTNI MYELOIDNI
LEUKEMIE S T(9;11) A PRESTAVBOU

MLL GENU - POPIS PRIPADU

Szotkowski T., Faber E., Cerfian M., Palova M., Hubécek J., Jurafova J.,
Pikalova Z., Holzerova M., Navratilovd J., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

Uvod: Remise akutni myeloidni leukémie (AML) dosazena bez
poutziti protinadorové lécby je fenoménem znamym, nicméné velmi
vzacné se vyskytujicim. Publikovand data jsou proto omezena jen
na ojedinélé popisy pfipadl. Mechanizmus navozeni remise nebyl
objasnén, obvykle je ddvan do souvislosti s excesivni stimulaci
imunitniho systému zavaznou infekci pfitomnou pii stanoveni dia-
gnozy leukémie, pfipadné s podanou transfuzni Ié¢bou. Délka trvani
remise obvykle nepfesahuje nékolik mésica.

Kazuistika: Prace popisuje pfipad 75leté nemocné, kterd byla pfijata
na nasi kliniku koncem ledna roku 2020 s anamnézou 5 dnu trvajici
horecky, které byla pfi vysetieni na oddéleni urgentniho pfijmu
zjisténa levostranna bronchopneumonie a soucasné pancytopenie
s ndlezem 80 % blastu v periferni krvi. P¥i patrani po etiologii febrilif
a pneumonie byla zachycena pozitivita PCR vysetfeni na pfitomnost
RNA viru chiipky A (HIN1). VySetfeni blastl potvrdilo dg. akutni
myeloidni leukémie s t(9;11) s pfestavbou MLL genu a trizomii
chromosomu 8. Nemocnd byla vzhledem k véku a komorbiditdm
indikovéna k paliativni a substitu¢ni 1é¢bé, pro nepfiznivy celkovy
stav byla pfedana do hospicové péce. B€éhem hospitalizace nebyla
podéna jakakoliv cytoredukéni 1é¢ba — nemocna méla leukopenii.
Po 10 tydnech pobytu v hospici byla pfivezena k ambulantni
kontrole, s prakticky normalnimi hodnotami krevniho obrazu v¢.
optického rozpoctu leukocytl, bez nalezu blastl v periferni krvi.
Proto byl 3 mésice od stanoveni diagnézy AML proveden kontrolni
odbér vzorku kostni diené s obrazem kompletni molekuldrni
remise onemocnéni. Nemocnd je pouze sledovana, pfi posledni
kontrole v lednu 2022 byly potvrzeny normélni hodnoty krevniho
obrazu. Kompletni spontdnni remise AML tedy trva jiz déle nez
2 roky.

Zavér: Takto dlouhou dobu trvajici spontanni remise AML jsou
extrémné vzacné. | pfes predpokladany zésadni podil uUcasti
imunitniho systému pacienta na navozeni a udrzeni remise zatim
nebyly objasnény detailni mechanizmy na bunécné ¢i molekuldrni
urovni. Vzhledem k neuspokojivym lécebnym vysledkim této
skupiny onemocnéni, zejména u nemocnych ve véku nad 60 let, by
vysvétleni podrobnosti navozeni spontanni remise a jejich vyuziti
v klinické praxi mohly zadsadné prispét ke zlepseni celkovych vysledki
1é¢by.

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

V PROGNOSTICKE STRATIFIKACI
NEMOCNYCH S COVID-19

Juranova J.!, Cerian M., Kadlecovd J.!, Zapletalova J.2, Zdrdhalova H.,
Konec¢na V., Hrochovéa M., Pikalova Z., Proskova J.3, Slavik L.,
Papajik T

I Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2 Ustav lékarské biofyziky, LF UP a FN Olorouc

 Oddéleni klinické biochemie, LF UP a FN Olomouc

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

Cile: Prace méla za cil posoudit prognosticky vyznam CS na pribéh
infekce u pacienti s onemocnénim COVID-19.

Metody: CS bylo hodnoceno v souboru 129 nemocnych s medidnem
véku 64 (19-93) let s prokazanou infekci COVID-19 (na zékladé
pozitivniho PCR testu) vysetfenych v COVID ambulancich a na
oddélenich ve FN Olomouc v pribéhu prosince 2021 az Gnora 2022.
Z analyzy byli vylouceni nemocni s hematologickou a onkologickou
malignitou tak, aby se eliminoval vliv zdkladniho onemocnéni,
pfipadné jeho l1é¢by na parametry KO. U nemocnych byly hodnoceny
také dalsi laboratorni ukazatele a zavaznost klinického pribéhu
onemocnéni COVID-19. Nasledné byla provedena analyza pro
podskupiny nemocnych s hodnotou CS 0-3, resp. CS 4 a vice.
Vysledky: Ze 129 pacientd mélo 65 (50,4 %) hodnotu CS 0-3
a 64 (49,6 %) pacientli mélo CS 4 a vice. Median ¢asu do hodnoceni
CS od diagnézy COVID-19 byl 3 (0-18) dny. Nemocni s CS 4 a vice
byli signifikantné stars$i nez nemocni s CS 0-3 (medidn 66 vs.
59 let, p = 0,022). Medidn hodnoty D-dimer( a CRP byl vyznamné
vyssi pfi stanoveni diagnézy u nemocnych s hodnotou CS 4 a vice
(1 741,5 vs. 911,0 ug/l, p = 0,0002; resp. 118,8 vs. 45,1 mg/I, p = 0,0001).
U nemocnych s hodnotou CS 4 a vice bylo signifikantné castéji zjisténo
zénétlivé postizeni plicniho parenchymu (90,6 % vs. 58,5 %, p < 0,0001)
a vyznamné castéji vyzadovali arteficialni ventila¢ni podporu (79,7 %
vs. 29,2 %, p < 0,0001). Mortalita nemocnych byla signifikantné vyssi ve
skupiné s CS 4 avice nez ve skupiné s CS 0-3 (26,6 % vs.9,2 %, p=0,010).
Zaveér: Prace prokazala, ze CS muze slouzit spolu s dal$imi
laboratornimi markery ke zlep3eni rizikové stratifikace pacientd

pribéhem onemocnéni.

Podporeno MZ CR - RVO (FNOL, 0098892)

18.2.2026

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

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

Weinbergerova B., Semerdd L., Podstavkova N., Kabut T., Mayer J.,
Jeziskova l.

Internf hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

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

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

Metody a vysledky: Pro vytvoreni univerzalniho NGS systému byl
zvolen pfistup dvoukolové PCR. Gen CEBPA byl rozdélen na sedm
prekryvajicich se Usekl, které jsou amplifikovany jednotlivymi
PCR reakcemi. V prvnim kole PCR probiha amplifikace s lokus
specifickymi primery, v druhém kole dojde k navédzani indexu pro
multiplexovani. Pro dosazeni co nejvyssi citlivosti je v PCR reakcich
maximalizovano vstupni mnozstvi DNA (1 ug DNA/reakci odpovidajici
cca 150 000 bunék), pro snizeni poctu amplifikacnich chyb je
minimalizovano mnozstvi amplifika¢nich cykld (celkem 25 cykld). Po
kazdé PCR reakci jsou ziskané amplikony purifikovany, na zavér pak
kvantifikovany a sekvenovany na NGS analyzatoru NextSeq (Illumina,
USA). Aktudlni citlivost metody dosahuje hodnoty minimélné 0,1 %
VAF v zévislosti na typu mutace. Vysledky NGS analyz byly porovnény
s vysledky qPCR u tfi vybranych dlouhodobé sledovanych pacientt
s AML a mutacemi v genu CEBPA. Vysledky NGS analyz byly ve
vsech analyzovanych odbérech vysetiovanych pacientl ve shodé
s vysledky qPCR.

Zavér: Nové navrzeny NGS systém umoziuje efektivné s citlivosti
minimalné 0,1 % VAF sledovat MRN u vsech CEBPA pozitivnich
pacientd, a to bez ohledu na konkrétni typ a pozici mutace. Navrzeny
pfistup predstavuje vysoce univerzalni nastroj pro MRN monitoring se
srovnatelnou hladinou senzitivity, jakou poskytuji pacient specifické
qPCR CEBPA systémy.
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P17. KVALIFIKACNI PLANY V KLINICKE
CASTI JACIE AKREDITOVANEHO
TRANSPLANTACNIHO PROGRAMU -
ZKUSENOSTI JEDNOHO CENTRA
Dobrovolnd M., Vydra J.'2

' Usek pro akreditace a kvalitu, UHKT Praha

2 Klinicky usek, UHKT Praha

Uvod: Transplanta¢ni centra, dobrovolné pfihlasena k mezinarodnim

standarddm JACIE (The Joint Accreditation Committee ISCT-Europe &

EBMT), se zavazuji v klinické, odbérové i zpracovatelské ¢asti plnit stano-

vené pozadavky. Nékteré z nich odpovidaji legislativnim pozadavkim

& postupdm vyzadovanym regulaénimi organy (SUKL), nékteré je viak

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

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

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

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

fizeni a sluzeb, hospodareni se zasobami a provadéné validace, tak v kli-
nické ¢asti byly vyzvou k zamysleni. Kvalifika¢ni plan v Sir$im slova smyslu

Ize chapat jako odpovéd na otézku,Co je tfeba udélat, kdyz/ aby...?".

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

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

jiz zpracované problematiky odbéru kostni dfené (pozadavek B4.13.1,
7.verze JACIE standardd).

Vysledky: Dikladné zamysleni nad jednotlivymi fazemi TP, od

indikace pacienta a vybéru darce, volbu pfipravného rezimu, pres

podani produktu bunéc¢né terapie (PBT) az po dlouhodobé sledovani
pacienta/darce ukdzalo, Ze existuje fada oblasti, pro které by mohly
byt KP vhodnym nastrojem, jak stanovit kriteria shody na dany proces
nebo ¢innost, coz obdobné plati i pro zavadéni nového lécebného
postupu nebo aplikaci lécivych pfipravki moderni terapie (LPMT).

Jednotlivé polozky KP nasledné umoziuji vytvorfeni pfehlednych

kontrolnich listl slouzicich v rdmci internich auditli k rychlé a presné

identifikaci shody ¢i moznych odchylek od stanoveného planu.

Diskuze: Vytvorené KP jsme zatim vyuzili pro:

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

- institucionalni politiku dlouhodobého skladovani kryokonzervova-
nych PBT (na zékladé doporuceni CHS);

- odbéry kostni dfené zajistované externim zdravotnickym zatizenim;

- ovérovani Uplnosti a spravnosti zdravotnické dokumentace pfijemct
a darct PBT a LPMT.

Zavér: Tvorbu KP planujeme vyuzit vsude tam, kde pracujeme na novych

tématech nebo tam, kde ndm hodnoceni zavedeného managementu

kvality odhalilo vyssi pravdépodobnost odchylek ¢i potenciélnich rizik.

Jasné definovani KP dle nasich zkusenosti umoziuje lepsi pfipravu

novych procestl a postupl, zefektivnéni ¢innosti vnitini kontroly

a lepsi dlouhodobé dodrzovéni kazdodenni praxe s definovanymi

postupy. ZpUsob naplrovani pozadavkd JACIE standardi vzdy zavisi na

podminkach daného zdravotnického zafizeni, a tak vzéjemné sdileni
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ziskanych zkusenosti mGze byt ptinosem pro viechna transplantacni
centra v CR hlasici se k JACIE akredita¢nimu systému.

P18. MOLEKULARNI ANALYZA FAMILIARNICH
HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT - CASE
REPORT

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

2 Deétskd klinika LF UP a FN Olomouc

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

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

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

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

P19. KOMPLEXNI ANALYZA LEUKOCYTU
POMOCI PRUTOKOVE CYTOMETRIE
Rihova L., Bezdékova R., Poldckova P, Suskd R., Kamelander J.,
Romanové G., Smejkal P., Kissova J., Bulikova A., Penka M.
Oddeéleni klinické hematologie, FN Brno

Uvod: Pritokové cytometrie je unikani metodou analyzy bunéénych po-
pulaci v riiznych biologickych materidlech. Jeji vyuziti v hematologii je
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zaméreno zejména na analyzu leukocytd. Polychromatickd analyza lym-
foidni a myeloidni fady umoziuje zachyt pfipadné patologie, coz ji ¢ini
neprekonatelnou v rutinni diagnostice. Vystupy z pritokové cytometrie
pak mohou dale zpfesnit morfologicky nalez a ujasnit diagnézu pacienta.
Cil: Detailni analyza leukocytarnich subpopulaci v periferni krvi
pomoci polychromatické prdtokové cytometrie k vylouceni
hematologické malignity.

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

Vysledky: Pfestoze se zdd nemozné analyzovat 12 znak( pomoci
8barevného pritokového cytometru, diky specifické kombinaci
antigend v LST zkumavce a nésledné reanalyze pomoci specidlniho
SW lze velmi jednoduse identifikovat zdkladni lymfocytarni
subpopulace a odhalit ptipadnou patologii. Naprosta vétsina vzorkd
spadala zastoupenim T, B, NK bunék do normalniho rozsahu. U dvou
pacientl byly nalezena patologickéa populace B lymfocytl (1x B-CLL;
1x jina klonalni subpopulace B lymfocytl). U ¢asti pacientl bylo
nalezeno zvysené zastoupeni LGL lymfocyt(, u jednoho pacienta
velmi vyrazné. V ramci myeloidni fady pak byly jednoznacné odliseny
prolinajici se populace bazofild a CD34* bunék, a také prekurzorové
dendritické buniky (myeloidnia lymfoidni) v¢.identifikace subpopulaci
monocytt lisicich se expresi CD16. Bylo detekovano riizné zastoupeni
nezralé frakce neutrofill, tzv. nizkodenzitnich neutrofild, jejichz
funkce prozatim neni zcela objasnéna. Vyrazna patologie zde nebyla
zachycena.

Zaveér: Spojenim standardizovaného Euroflow piistupu pro analyzu
lymfocytd s vlastnim panelem pro analyzu myeloidni fady lze
dosdhnout komplexni analyzy leukocytarnich subpopulaci. Tento
pristupumoznujejednakodhalitpatologiiadalezpresnitmorfologické
nalezy, navic v krdtkém ¢asovém horizontu, coz je vyhodou pro rychlé
stanoveni diagndzy, resp. vylouc¢eni hematologické malignity.
Podporeno MZ CR - RVO (FNBr, 65269705).

P20. CYTOGENETICKE A MOLEKULARNE
GENETICKE VYSETRENI U PACIENTU S CLL
Rézi¢kova B.!, Rehounkova M.!, Hrochové K.', Rabasova J.2,
BydZovskd L.2, Jochecova M.% Endrychova V.?, Gancarcikové M.

" Ustav klinické biochemie a diagnostiky, FN Hradec Krdlové

2 Oddéleni lékarské genetiky, FN Hradec Krdlové

Chronickd lymfocytarni leukémie (CLL) je lymfoproliferativni

onemocnéni, jehoz podstatou je akumulace monoklonalnich
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B-lymfocyta v periferni krvi, kostni dieni a sekundarnich lymfatickych
organech. Onemocnéni je charakterizované vysokym stupném
molekuldrni heterogenity reflektujici vysoce variabilni klinickou
manifestaci. Vzhledem k variabilité onemocnéni je pro stratifikaci
pacientlklicové stanovenigenetickych prognostickych markerd, mezi
které fadime cytogenetické aberace, mutace v genu TP53 a mutacni
stav genu pro variabilni ¢ast tézkého fetézce imunoglobulinu (IgVH).

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

Ve vysetfované kohorté byl nalezen normalni karyotyp u 33/87 (38 %)
pacientll, aberovany karyotyp byl stanoven u 27/87 (31 %) pacientd,
z nichz ve dvou pfipadech (2 %) se jednalo o komplexni karyotyp. U ostat-
nich nemocnych se nepodafilo karyotyp stanovit z divodu nedostatec-
ného poctu mitos v kulture. Metodou FISH byly prokazany chromozomové
aberace u 67/87 (77 %) pacientd. Nejcastéji byla detekovana mono/biale-
lickd delece lokusu 13q14 (53 %), déle trisomie chromosomu 12 (17 %), de-
lece oblasti 11922 (17 %) a nejméné zastoupenou kryptickou aberaci byla
delece 17p13 (10 %). Priikaz prestaveb IgVH byl z vybraného souboru vyset-
fen u 82 pacientd, pficemz klondlni prestavba Ig receptoru byla prokdzana
u 80/82 (98 %) nemocnych, z nichz u 34/82 (41 %) byl gen pro IgVH muto-
vany a u 42/82 (51 %) nemutovany. U 5/82 (6 %) pacientli se mutacni stav
nepodaifilo ur¢it. Bylo nalezeno také nékolik subsett, CLL#5, CLL#6 (agre-
sivni), CLL#16 (velmi indolentni) a CLL#99 (bez blizsich informaci). V pfi-
padé mutace genu TP53 byla u 76 pacientl osekvenovana oblast exond
4-10. Patogenni varianta byla nalezena pouze u 6/76 (8 %) nemocnych.

Procentualni zastoupeni nalezenych aberaci ve vybraném souboru
je ve shodé s publikacemi. Kombinace cytogenetickych a moleku-
larné genetickych metod je krucialni pro stratifikaci pacientd, urceni
progndzy onemocnéni, diferencialni diagnostiku lymfoidnich malig-

nit a zahajeni vhodné lé¢ebné strategie.

P21. DYSREGULACE EXOZOMALNICH
MIKRORNA V PERIFERNI KRVI PACIENTU

S MNOHOCETNYM MYELOMEM

Vlachova M., Gregorova J.!, Dostélova A.!, Radova L., Jarkovsky J.3,
Bezdékova R.4, Rihova L.4, Almasi M.4, Stork M.5, Pour L.5, Sevéikova S.#
" Babdkova myelomovd skupina, Ustav patologické fyziologie, LF MU Brno

2 Ceitec, MU Brno

7 Institut biostatistiky a analyz, LF MU Brno

# Oddeleni klinické hematologie, FN Brno

* Internf hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) je hematoonkologické

onemocnéni, pfi némz dochdzi k infiltraci kostni dfené plazmatickymi
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bunkami. V ptipadé, ze bunky infiltruji také organy ¢i mékké tkané, je
stav oznacovan jako extramedularni onemocnéni (EMD). MikroRNA
(miRNA) jsou kratké jednoretézcové nekddujici RNA, které regulaci
genové expresi ovliviiuji spektrum fyziologickych i patologickych
procesd. Jsou pfitomny ve tkanich i v télnich tekutindch mj. jako
soucast exozomu.

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

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

Vysledky: S vyuzitim sekvenovani byly identifikovény ¢tyfi odlisné
exprimované miRNA. U miRNA, jejichz relativni exprese byla
signifikantné odlisna, jsme provedli ROC analyzu. Vysledky jsme
korelovali s klinickymi daty.

Zavér: Pomoci uvedenych metod se nam podafilo identifikovat
miRNA, jejichz exprese je odlisnad v séru pacientll s MM a EMD.
V budoucnu by mohly byt vyuzity jako minimalné invanzivni bio-
markery u téchto dvou onemocnéni, kterd stale zlstavaji obtizné
|écitelnd. Je viak nezbytné podpotit praktické vyuziti miRNA dalsim

vyzkumem.

Vyzkum byl podporen grantem NU21-03-00076.

P22. CHROMOZOMOVE ABERACE

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

Rubesovd A., Navratilova J., Holzerova M., Machova R., Raida L., Kuba
A., Balcérkova J., Urbankova H., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Chromozomové zmény detekované u nemocnych s myelo-
dysplastickym syndromem (MDS) a se smiSenymi myelodysplas-
ticko-myeloproliferativnimi syndromy (MDS/MPN) pfispivaji k upres-
néni diagnézy onemocnéni, na zakladé jejich charakteru je mozné
stratifikovat nemocné do prognostickych skupin a dopliuji kritéria
pro vybér odpovidajici 1é¢by onemocnéni, v¢. indikaci k alogenni
transplantaci krvetvornych bunék (TKB).

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

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

Vysledky: V prabéhu 4 let bylo na Hemato-onkologické klinice FN
Olomouc transplantovano 20 pacientli (11 muzd a 9 Zen) s plvodni dia-
gnoézou MDS nebo MDS/MPN. Median véku pfi diagnoze Cinil 48 let
(v rozmezi 33-65 let). Klasickd cytogeneticka analyza (G-pruhovani)
prokdzala v dobé diagnézy onemocnéni chromozomové zmény
u 12 (60 %) nemocnych. Doplnénim metodou FISH byly prokazany
genetické aberace u celkové 15 (75 %) pacientd, kdy u 14 z nich byla
detekovédna chromozomovéd zména v rdmci vy3etfovaného MDS
panelu. Chromozomové zmény s nepfiznivou prognézou (komplexni
karyotyp, 7q-/-7, ptestavba genu MECOM) byly prokazéany u 12 pacientt
(60 %). U péti pacientl nebyla G-pruhovénim ani metodou FISH
detekovéna zddna chromozomova aberace. U ¢tyf pacientl (20 %)
byl pfed TKB prokazan klondlni vyvoj karyotypu a u jednoho pacienta
byl klonalni vyvoj karyotypu prokézén az pfi relapsu onemocnéni
v potransplanta¢nim obdobi. U sedmi nemocnych (35 %) doslo
k transformaci plvodniho onemocnéni do sAML.

Zavér: Cytogenetickd a molekuldrné-cytogenetickd analyza je
dulezitou soucasti diagnostiky MDS, naddle zlstava dllezitym
faktorem pfi zpresniovani prognostickych kritérii, kterd umoznuji
indikovat potenciondlné vysoce rizikové pacienty s timto

onemocnénim v optimalnim ¢ase k alogenni TKB.

Podporeno grantem IGA_LF_2022_001.

P23. MOLEKULARNI PATOBIOLOGIE
DIAMONDOVY-BLACKFANOVY ANEMIE
Jahoda O.', Dobesova D.2, Kurekova S.!, Sochorcova L., Pospisilova D.3,
Divoky V., Friedecky D.?, Horvathova M.

" Ustav biologie, LF UP Olomouc

2 Laborator déedicnych metabolickych poruch, Oddeéleni klinické biochemie,
LF UPa FN Olomouc

? Détskd klinika FN Olomouc

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzacna vrozena
aplazie erytropoézy, kterd je charakterizovdana obvykle zdvaznou
makrocytdrni anémii. Kromé anémie mohou onemocnéni
doprovazet i rizné vrozené vyvojové vady a postizeni jedinci maji
zvysené riziko k rozvoji hematologickych malignit i solidnich tumor.
Genetickou pfi¢inou onemocnéni jsou nejcastéji mutace v genech
pro ribozomalni proteiny (RP), které vedou k jejich haploinsuficienci.
Jeden z hlavnich, ne zcela objasnénych problém0 spocivé ve
vyrazné fenotypové heterogenité onemocnéni i u pacientd se
stejnou RP mutaci. Tato heterogenita zahrnuje nejenom réiznou miru
hematologickych a nehematologickych projevii nemoci, ale i riiznou
odpovéd na lé¢bu.

V nasi recentni studii jsme ukazali podil prozanétovych cytokint
a oxidativniho poskozeni DNA a erytrocytli na patofyziologii DBA.
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Lécba zamérend na potlaceni zanétu, ¢i snizeni miry oxida¢niho
stresu se proto nabizi jako varianta, kterda by mohla v budoucnu
prfispét u pacientd ke zmirnéni projevii onemocnéni. K posouzeni
pfinosu protizanétlivé 1é¢by jsme vyuzili DBA bunéény model
s deficienci Rpl5 a Rps19. Inkubace bunék DBA modelu, v pfitomnosti
inhibitoru prozanétlivych cytokind (pomalidomidu), vedla ke
zmirnéni oxidativniho poskozeni DNA i snizeni aktivace p53. Déle
jsme testovali vliv antioxidantd na erytrocyty DBA pacientl in vitro.
Kratka inkubace erytrocytll s N-acetylcysteinem vedla ke snizeni
hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS). Vyuziti metabolomické
analyzy se jevi jako potencidlné nadéjna cesta, kterd by mohla pfispét
k vétsimu pochopeni patofyziologie onemocnéni a zaroven by mohla
vést k nalezeni novych biochemickych markerd, s moznym vyuzitim
v diagnostice. Slibnost tohoto pfistupu naznacuji i nase predbéznd
data. Analyza metabolomu krevnich sér pacientl s DBA ukazala
vyznamné zmény hladiny nékterych metabolitl. Konkrétné bylo
zjisténo snizeni hladiny kreatininu a guanidinoacetétu v porovnani
se zdravymi kontrolami a u pacientd s mutaci v genu RPL5 bylo
navic stanoveno i vyznamné snizeni hladiny hippuratu. K dalsi
analyze jsme vyuzili vyse zminény DBA bunécny model. Cilend
metabolomickd analyza bunécnych extraktd zahrnujici metabolity
vsech hlavnich metabolickych drah a nasledna statisticka analyza
ukazala jasné oddéleni Rp-deficientnich klon( od bunék kontrolnich.
Vyrazny rozdil mezi Rp-deficientnimi klony a kontrolnimi burikami
se projevil na Urovni mnoha sacharid(i a acylkarnitind. Navic byla
u bunék s deficitem Rpl5 zaznamendéna i vyrazné zvysena hladina
deoxynukleotid(. V neposledni fadé jsme u Rp-deficientnich klond
zjistili zvysenou hladinu redukovaného i oxidovaného glutationu
a meziproduktl pentdzofosfatového cyklu, coz koresponduje
s potfebou bunék se vyporadat se zvysenou mirou oxidac¢niho stresu.

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

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

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

" Department of Hemato-Oncology, University Hospital Olomouc

2 Department of Clinical and Molecular Pathology, Universtiy Hospital
Olomouc

? Departmnet of Imunology, University Hospital Olomouc

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

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

Kupsa T.2, Hora¢ek J. M., Bélohlavkova P2, Stajer M.2, Jebavy L.'2,
74k P2

! Katedra vojenského vnittniho lékarstvi a vojenské hygieny, FV.Z a UO
Hradec Krdlové

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

Cil: Cilem studie bylo zjistit, zda mohou byt cytokiny a adhezni
molekuly vyuzity jako prognostické markery u nemocnych
s myelodysplastickym syndromem (MDS) vyssiho rizika l1é¢enych
azacytidinem.

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

Vysledky: Hladiny sledovanych biomarker( nesouvisely s kategorif
rizika hodnocenou dle IPSS nebo IPSS-R. Skupiny nemocnych
rozdélené do jednotlivych kategorii dle IPSS i IPSS-R se navzajem
nelisily vékem. Pacienti indikovani k alogenni transplantaci byli mladsi
(64,05 + 3,35 vs. 72,23 £ 2,36 let, pX 0,0001) a méli vy3si hladiny E-SEL
(p = 0,0007), IL-8 (p = 0,0047), IFN-y (p = 0,0238) a P-SEL (p = 0,0490).
V této skupiné doslo u tif jedincl k selhani azacytidinu a progresi
do AML jesté pied alogenni transplantaci. Identifikovali jsme
skupinu osmi nemocnych s ¢asnym selhdnim lé¢by azacytidinem.
Tito nemocni se nelidili vékem (p = 0,0999), méli vyssi hladiny
IL-8 (p = 0,0125) a IFN-v (p = 0,0303). Blizko statistické vyznamnosti
byly nizsi hladiny TNF-a (p = 0,0770) a vys$si E-SEL (p = 0,0862). U sedmi
nemocnych presahovalo celkové preziti 18 mésicu. V této skupiné byli
i tfi nemocni, ktefi podstoupili alogenni transplantaci. Vékem se tato
skupina nemocnych neliSila od ostatnich (p = 0,3953). V této skupiné
byly nizsi hladiny IL-1a (p = 0,0432) a ¢etnéjsi vyskyt stfedniho rizika
dle IPSS-R (p = 0,0122).

Zavér: Je ziejmé, ze soucasné prognostické modely u MDS lIze
rozsifit o dalsi faktory. Zda bude ndmi zjistény IL-1a. nebo jiny cytokin
v budoucnu potvrzen jako nezavisly prognosticky faktor bude
predmétem dalSich studii.

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

P26. DETEKCE HLA LOSS RELAPSU

S VYUZITIM HLA GENOTYPIZACE
PROVEDENE POMOCI NGS

Nazarova S., Vrana M., Plachy R., Kuka¢kové P., Cechova H.
UHKT Praha

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

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

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

Pomoci informaci z databaze IMGT, ktera obsahuje vSechny zndmé
alely systému HLA, je mozné teoreticky identifikovat jedine¢né
markery pro viechny mozné kombinace HLA haplotypl pfitomnych
ve vysetfovanych dvojicich pacient — haploidenticky darce.

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

Podporeno MZ CR - DRO (00023736, UHKT).

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

Rehounkovéa M., Kovafikové H.', RGzickova B., Zak P.2, Pali¢ka V.,
Gancarcikova M.

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

2 |V. Department of Internal Hematology, University Hospital Hradec Krdlové

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

Tested group included 20 samples from patients with a proven
BCR-ABL1 fusion gene, who did not reach MMR4 after one year
of TKI treatment or relapsed. As a control group, 7 patients were
chosen with a proven BCR-ABLT fusion gene and achievement of
MMR4.5 response. First, miRNA isolation was performed using
the miRNeasy Mini Kit (Qiagen), library itself was prepared using
aRealSeq’-ACkit (Somagenics) and sequenced on a MiSeq instrument
(Ilumina). The data received has been submitted to the processing
by bioinformatical pipeline to verify the quality of the data. The
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Tab. 1. miRNA with highly-significant difference of expression among tested groups.
Mature Structure Chromosome Sequence P value
hsa-miR-342-3p miRNA chr14 UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU 7,78E-08
hsa-miR-146a-5p miRNA chr5 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU 3,36E-07
hsa-miR-451a miRNA chr17 AAACCGUUACCAUUACUGAGUU 2,36E-06
hsa-miR-28-3p miRNA chr3 CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA 5,92E-06
hsa-miR-148b-3p miRNA chri2 UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU 6,38E-06
hsa-miR-146b-5p miRNA chr10 UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU 1,38E-05
hsa-let-7g-5p miRNA chr3 UGAGGUAGUAGUUUGUACAGUU 1,70E-05
hsa-miR-151a-5p miRNA chr8 UCGAGGAGCUCACAGUCUAGU 3,13E-05
hsa-miR-28-5p miRNA chr3 AAGGAGCUCACAGUCUAUUGAG 4,55E-05
hsa-miR-127-3p miRNA chr14 UCGGAUCCGUCUGAGCUUGGCU 5,33E-05

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

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

P28. DETEKCE MUTACE T3151 V BCR-

ABL1 KINAZOVE DOMENE POMOCI METODY
DIGITALNI PCR

Grohmann J.', Stédra A .2, Navratilova J.!, Faber E.!, Skoumalova |,
Urbénkova H.', Papajik T

" Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2 Prirodovédeckd fakulta, UP Olomouc

Uvod: Mutace v BCR-ABL1 kindzové doméné stale patii mezi nej¢astéjsi
pfic¢inu selhani Ié¢by inhibitory tyrozinkinaz (TKI). V soucasnosti je
popsadno vice nez 90 bodovych mutaci v kindzové doméné genu
ABL1. DigitaIni PCR (dPCR) je povazovana za tieti generaci PCR, jejiz
nespornou vyhodou je vysoka pfesnost a citlivost. Toho se vyuziva pfi
detekci vzacnych mutaci, jejichz koncentrace v biologickém materidlu
je zastoupena v minoritnim mnozstvi. V diagnostice pacientl
s chronickou myeloidni leukémii (CML) a akutni lymfoblastickou
leukémii (ALL) nachazi dPCR uplatnéni v rdmci kvantifikace fuzniho
genu BCR-ABL1, ale i v detekci mutaci zpUsobujicich rezistenci
k TKI.

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

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

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

Cile: Cilem této prace bylo zavést metodu pro detekci mutace T315I
v BCR-ABLT kindzové doméné pomoci technologie dPCR a provedeni
screeningu pacientd, u kterych bylo prokazano selhani 1écby spojené
s narlistem transkriptu fuzniho genu.

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

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

mutované alely).

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

Entrovd A.', Smital J.", Zatloukalova S.2

" Transfuzni oddeéleni, FN Olomouc

2 Ustav vefejného zdravotnictvi, LF UP Olomouc

Uvod: Rekonvalescentni plazma (RP) byla zejména v ranych fazich
pandemie COVID-19 jednou z |écebnych alternativ pro pacienty
s tézkym ¢i stiedné tézkym pribéhem onemocnéni.

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

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

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

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

Transfuzni oddéleni, FN Olomouc

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

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

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

P31. ZACHYT POZITIVNICH
ANTIERYTROCYTARNICH PROTILATEK

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

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

Transfuzni oddéleni, FN Olomouc

Uvod: Nej¢ast&jsim zplsobem zachyceni nepravidelnych tepelnych
antierytrocytdrnich protildtek u pacienta je pfi vysetfeni screeningu,
ktery se provadi jako povinna soucast predtransfuzniho vysetreni.
Specialni laboratof Transfuzniho oddéleni FN Olomouc (TO FNOL)
disponuje Sirokym spektrem metod umoznujicich do3etfeni
a identifikaci téchto protilatek a nasledné nastaveni optimalni
hemoterapie pacienta.

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

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

(papain) testu. U 433 vzorkl se jednalo o nespecifické protilatky
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nebo protilatky, jejichz specificitu nebylo mozno t.¢. urcit, coz ¢ini
46,3 %. V 516 piipadech (55,2 %) byla nalezena specifickd protildtka.
U 155 (19,5 %) vzorkd se jednalo o kombinaci rGznych protilatek. Ve
141 pripadech bylo presetieni s identifikacnim panelem negativni.

Zavér: Pfi zajisténi hemoterapie u pacienta je nutné se vzdy fidit
aktudlnim imunohematologickym nélezem. Pfi prokéazani specifické
aloprotilatky je doporucena aplikace transfuznich ptipravkl (TP) bez
daného antigenu, proti kterému je protilatka namitena, u nespecifickych

protilatek jsou aplikovany TP dle Rh a Kell fenotypu pacienta.




