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I1I. CESKY HEMATOLOGICKY
A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

VYUZITI POKROCILYCH GENOMICKYCH
METOD PRO ANALYZU KOMPLEXNIHO
KARYOTYPU U CHRONICKE
LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

Adamova S.'?, Stranska K3, Svaton J.23, Cernovska K.'3, Porc J.P.3,
Ondrouskova E.2, Kazdova N.2, Zavacka K.*3, Bohunova M.2,

Rausch T.4, Pal K.3, Hynst J.3, Benes V.*, Pospisilové 5.3, Kotaskova J.1-3,
Jarosova M.'?, Plevova K.'-3

1Ustav lékaiské genetiky a genomiky, LF MU, Brno

2Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

?Centrum molekuldrni mediciny, Stredoevropsky technologicky institut
(CEITEC), MU Brno

*Evropskd laborator pro molekuldrni biologii (EMBL), Heidelberg, Néemecko

Uvod: Komplexni karyotyp (CK) patii mezi negativni prognostické
markery u chronické lymfocytarni leukemie (CLL). Moderni
vysokokapacitni technologie, jako jsou sekvenovani s dlouhym
¢tenim (LRS), analyza konformace chromatinu (Hi-C) a optické
mapovani genomu (OGM), nabizeji detailni analyzu genomu
ve vysokém rozliSeni. Mohou prispét k lepsi charakterizaci CK
a porozuméni molekularnich mechanizm@ vedoucich k progresi
onemocnéni a lécebné odpovédi/rezistenci. Nasim cilem bylo
zhodnotit analyticky potencial téchto metod pfi vysetrovani CK.
Metody: CK byl stanoven pomoci karyotypovacich metod a mFISH.
Vysokomolekularni DNA byla sekvenovana na platformé PromethION
(Oxford Nanopore Technologies); data byla analyzovana nastroji SVIM
a Delly. Pro analyzu strukturnich variant (SV) detekovanych OGM
(Bionano Genomics) byl pouzit postup Rare Variant Analysis a pro
detekci aberaci metodou Hi-C byly aplikovény EagleC a NeoLoopFinder.
Vysledky: Rutinni diagnostické metody jsme porovnali
s vysokokapacitnimi technikami u 10 CLL pacientli s CK. Analyza
poctu kopii DNA pfinesla analogické vysledky u vSech zminénych
LRS a OGM. mFISH, OGM a Hi-C efektivné detekovaly reciproké
translokace a jednoduché derivované chromozomy. Naopak LRS
podporené mFISH umoznilo detekci dicentrickych chromozom
a derivovanych chromozom zahrnujicich > 3 chromozomy. LRS
a OGM opakované prokazovaly vys$si komplexitu aberaci, nez
identifikovaly cytogenetické metody.

Zavér: Nase vysledky ukazuji, ze nejvétsi potencidl v feSeni CK ma
kombinace pokrocilé analyzy genomu se standardnimi metodami.
Kazda z metod pfindsi specifické vyhody i nevyhody. Navic nové
technologie pfispivaji k lepsimu porozuméni dopadu SV na fenotyp CLL.

Podpofeno MZCR AZV-NU21-08-00237 a RVO-FNBr65269705, MSMT
MUNI/A/1558/2023 a NPO-NUVR-LX22NPO5102, spolufinancovdno EU —
Next Generation EU.

AUTOMATIZACE V HEMATOLOGICKE
LABORATORI

Bartd I., Lacny P.

Unilabs k.s. Hadovka

V laboratofich Unilabs Hadovka doslo v dubnu 2024 k vyméné
hematologickych analyzatorl. Laboratof denné zpracuje cca
700 krevnich obrazll. Pfechédzelo se ze 3 standalone Advii 2120i
na automatickou linku sysmex XN-9100 MW, ktera je slozena
z 6 analyzatord (XN-10), sorteru a archivatoru (TS-10), natérového
a barviciho automatu (SP-50) a digitalni morfologie (DI-60). Do
dubna se natirdni a barveni mikroskopickych sklicek provéddélo
manuélné a mikroskopicky diferencial se odecital v mikroskopu.
Také tridéni zkumavek na vysetfeni jako sedimentace a glykovany
hemoglobin, které se provddi ze stejné zkumavky, se muselo
provadét ru¢né. K automatickému tfidéni a archivaci bude vyuzit
analyzator TS-10. Byl také zavedeny middleware E-IPU. VSechna
pravidla se nastavovala nové, laboratof zadny hematologicky
middleware do té doby nepouzivala. Probéhla kompletni revize
nastaveni a pravidel automatického uvolnovani a schvalovani
vysledkd. V LIS byla nastavena statistika monitorujici pocet vzork(
podepsanych automatem. Od automatizace se cekalo zrychleni
zpracovani vzork(, zjednoduseni a ulehceni prace a narlst
poctu mikroskopickych diferencialll, které ale budou provadény
automaticky a na zékladé vyhodnoceni middleware. Po prvnich
dnech provozu se pocet mikroskopickych diferencialt ztrojnasobil.
Celkové nastaveni automatizace se planuje prezkoumat po zkusebni
dobé.

HEMATOPOIETIC STEM CELL
TRANSPLANTATION IN APLASIA AFTER
CLADRIBINE AND CYTARABINE BASED
SEQUENTIAL CONDITIONING REGIMEN
Batta N.!, Stastnd Markova M.2, Valkova V.2, Vydra J.2

"1.LF UK, Praha

?Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Introduction: Survival rates of patients with chemorefractory or
high risk acute myeloid leukemia (AML) or myelodysplastic syndrome
(MDS) are poor. Allogenic hematopoietic cell transplantation (HCT)
is reccommended as curative therapy in these patients. Survival is
limited by recurrent malignancy.

Patients and methods: We report a single center retrospective
analysis of therapy outcomes of 55 patients with AML or MDS
refractory to or relapsing after chemotherapy or with persistent
minimal residual disease or other high-risk features, who received HLA

Transfuze Hematol Dnes 2024; 30(Suppl 2)



I1I. CESKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

haploidentical HCT after cladribine/cytarabine-based chemotherapy
between May 2015 and March 2024.

Results: Of all patients who received Cladribine, the one-year overall
survival rate was 48.5%, and the two-year overall survival rate was
40.1%. The one-year survival rate for patients with AML and MDS was
42.9% and 75.0%, respectively. The one-year relapse rate was 43.4%.
The cumulative incidence of non-relapse mortality (NRM) was 19.1%.
Conclusion: Sequential therapy with HCT in aplasia after
cladribine/cytarabine chemotherapy is a viable option for patients
with chemorefractory and high-risk AML or MDS. Relapse of
malignancy in individuals with active disease, however, continues to

be a frequent barrier to improved survival rates.

MOLEKULARNI GENETIKA V DIAGNOSTICE
A LECBE MDS
Belickova M.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Myelodysplastické syndromy/neoplézie (MDS) jsou klonalni
hematopoetické novotvary, u kterych je cytogenetickd abnormalita
zjisténa v poloviné pfipadl a geneticka aberace se nachazi u vice nez
90 % pacientd. Vétsina zjisténych aberaci je ziskaného (somatického)
charakteru, zatimco jen mald ¢ast je vrozeného (germinalniho)
plvodu. Genetické abnormality jsou pfevazné detekovany pomoci
panelového sekvenovéani nové generace (NGS), které zkouma
geny souvisejici s myeloidnimi malignitami. Tyto geny jsou casto
mutované i u ostatnich myeloidnich onemocnéni. Cast genetickych
mutaci pfitomnych u MDS byla také identifikovana i u zdravych
jedincd vyssiho véku. Pokud jsou tyto mutace pfitomny s frekvenci
variantni alely (VAF) = 2 % a nejsou doprovézeny abnormalitami
v krevnim obrazu, jsou klasifikovany jako ,klonalni hematopoéza
s neurc¢itym potencidlem” (CHIP) nebo ,vékem podminéna klondini
hematopoéza” (ARCH). Naopak, pokud jsou detekovény v rdmci
cytopenie, ale bez morfologickych zndmek dysplazie, spliuji kritéria
pro diagnézu klondlni cytopenie neurcitého vyznamu (CCUS). CHIP
a CCUS byly uznény jako predstupen myeloidniho onemocnéni
v ramci 5. vydani klasifikace Svétové zdravotnické organizace (WHO)
z roku 2022. V soucasné dobé existuji dva klasifikacni systémy MDS:
5. vydani WHO a Mezinarodni konsensudlni klasifikace (ICC). Oba
systémy zdlraznuji chromozomalni a genetické aspekty MDS, avsak
se lisi v detailech. Oba systémy zahrnuji deleci dlouhého raminka
chromozomu 5 (5 del(q)), abnormalitu v genu SF3B7 a mutacni stav
v genu TP53. ICC navic definuje kategorii MDS/AML s genovymi
mutacemi souvisejicimi s myelodysplazii (ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2) a MDS/AML s cytogenetickymi
abnormalitami souvisejicimi s myelodyslazii. Konkrétni cytogene-

tické abnormality a molekuldrni nalezy jsou za¢lenény do nového

Mezinarodniho prognostického skoérovaciho systému, ktery
zahrnuje kromé klinickych dat také molekularni udaje (IPSS-M).
Tento systém vyuziva 5 cytogenetickych kategorii, 16 hlavnich gent
a 15 rezidualnich gent. Také nékteré moznosti |é¢by jsou zalozeny
na znalostech genomu. Pacienti s del(5q) se [é¢i lenalidomidem,
pacienti s mutaci v genu SF3B7 luspaterceptem a pacienti s mutacemi
v genech IDHT a IDH2 ivosidenibem, resp. enasidenibem. Byly také
vyvinuty kandidatni |éky, které jsou dosud ve studiich zaméfené
na rlizné bunécné drdhy, jako jsou drahy Ras, drahy ubikvitinace,
inhibice fagocyto6zy, proces obnovy kmenovych bunék, dysfunkce
proteinu TP53 a dalsi. V poslednich letech se stale vice zdUraznuje
dilezita role genomické charakterizace pacientd, nejenom pro dia-
gnostiku a prognozu, ale také pro nové terapeutické moznosti.
Podporeno MZ CR — RVO (UHKT, 00023736).

POUZITI JAK 1/2 INHIBITORU V LECBE
MYELOFIBROZY

Bélohlavkova P.

IV. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Myelofibréza (MF) patii mezi chronické myeloproliferativni neoplazie,
které jsou charakterizovéany konstitutivni aktivaci drahy JAK/STAT a této
skutecnosti bylo vyuzito pii objevu JAK 1/2 inhibitord. Terapeuticky
pristup MF u mladsich pacientl (< 65-70 let) s vysokym rizikem
choroby je zaméren na zlepseni preziti pomoci alogenni transplantace.
U vétsi ¢asti pacientl vsak fesime symptomy onemocnéni a snazime
se oddalit progresi onemocnéni. K nejcastéjsim symptomim
patfi konstitu¢ni symptomy (Gnava, no¢ni poceni, svédéni kdze),
symptomy vyplyvajici ze splenomegalie ¢i anémie. Prvni prepardt
ze skupiny JAK 1/2 inhibitord schvéleny do klinické praxe na zakladé
studii COMFORT a COMFORT-II jiz v roce 2011 byl ruxolitinib, ktery
je indikovan u pacientl s MF a symptomatickou splenomegalii.
Davkovani je individudIni na zakladé parametr krevniho obrazu
a k nejcastéjsim nezaddoucim ucinkdm patfi infekce a zhorSeni anémie.
Dalsi JAK 1/2 inhibitor pro 1é¢bu MF predstavuje fedratinib, ktery je
ucinny jak u naivnich, tak i ruxolitinib - rezistentnich pacientd, jak
dokumentovaly studie JAKARTA a JAKARTA-II. U tohoto preparatu byly
obavy z gastrointestinalni toxicity, ale pfi spravné vedené podpuirné
|é¢bé jsou nezadouci projevy zvladnutelné. Nejnovéjsi inhibitor,
brzy dostupny i v nasich podminkach, pfedstavuje momelotinib,
jehoz vyhoda je v moznosti pfiznivého ovlivnéni anémie u pacientt
s MF. Zkusenosti o 1é¢bé momelotinibem mizeme cerpat ze studii
MOMENTUM a SIMPLIFY-1/2. Pro trombocytopenické pacienty s MF
(plt < 50 000) je v zahranici schvaleny i pacritinib. Novym trendem
bude kombinovand lécba, kdy nejdale jsou studie s kombinaci
ruxolitinib + navitoclax (TRANSFORM-1) nebo ruxolitinib + pelabresib
(MANIFEST-2).
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POROVNANI UCINNOSTI A BEZPECNOSTI
LECBY IMATINIBEM NEBO NILOTINIBEM
V PRVNI LINII U PACIENTU S CHRONICKOU
MYELOIDNI LEUKEMII - ANALYZA DAT

Z REGISTRU INFINITY

Bélohlavkova P!, Zackova D.2, Klamova H.3, Faber E.#,

Karas M.%, Stejskal L., Cmunt E/, Cerna 0.8, Machova Polakova K.,
Jeziskova 1.2, Voglova ).\, Zak P, Jurkova T, Chrapava M.5,

Mayer J.21°

"IV, Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

?Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

3 Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

“Hematoonkologickd klinika LF OU a FN Olomouc

> Hematoonkologickd klinika LF UK a FN Plzen

¢Klinika hematoonkologie FN Ostrava

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

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

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

10Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), MU Brno

Uvod: Imatinib (IMA) a nilotinib (NILO) pfedstavuji [é¢ebnou moznost
prvni linie pro pacienty s chronickou myeloidni leukemii v chronické
fazi (CML-CP). Volba preparétu je ovlivnéna rizikovymi faktory

onemocnéni, komorbiditami a vékem nemocného, v neposledni fadé

Metoda: Z celostatni databaze INFINITY bylo retrospektivné
hodnoceno 984 pacientll s CML-CP, kdy u 821 (83,4 %) pacientl byl
|ékem volby imatinib a u 163 (16,6 %) pacientd nilotinib. K odstranéni
nevyvazenosti charakteristik obou skupin bylo uZito ,propensity
score” parovani (pohlavi, vék, rizikova skupina podle Sokala a ELTS,
ECOG a pfidruzené choroby).
Vysledky:PacientiléceniNILOdosahlirychlejikompletnicytogenetickou
(CCyR) a velkou molekularni odpoveéd (MMR) nez pacienti [é¢eni IMA
(p < 0,001; p < 0,001). Lé¢ba NILO nezlepsila 5leté celkového preziti
(OS) v porovnani se skupinou IMA-parovani nemocni (90,5 vs. 94,4 %;
p = 0,602). Nejhorsi 5leté OS (86,3 %) méli IMA-nepérovani pacienti (viz
obrazek). Lé¢ba NILO neméla vliv na preziti bez progrese (PFS) (NILO
92,9 % vs. IMA-pérovani 88,0 %; p = 0,614), avsak u skupiny NILO bylo
prokazano lepsi preziti bez selhani (FFS) a preziti bez pfihody (EFS) (FFS:
71,7 vs. 54,3 %; p = 0,040 EFS: 71,7 vs. 53,5 %; p = 0,025).

Zavér: Tato retrospektivni analyza neprokazala pfinos 1é¢by NILO
v prvni linii na dosazené OS a PFS, avsak byla potvrzena vyhoda
|é¢by NILO na FFS, EFS a souc¢asné na rychlejsi dosazeni CCyR a MMR.
Analyza potvrdila, ze IMA piedstavuje stale preferovanou a Ucinnou
volbu [é¢by CML-CP v prvni linii.

Prdce byla podpofena projektem MZ CR - RVO (FNHK, 00179906) DRO
(UHHK, 00179906) a projektem Ndrodniho tstavu pro vyzkum rakoviny
(Program EXCELES, ID: LX22NPO5102) — Financovdno Evropskou unii — Next

i [é¢ebnymi cili. Generation EU.
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Obr. 1. Bélohlavkova P etal. Celkové preziti mezi vdemi hodnocenymi skupinami (p = 0,021).
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PREDIKTIVNI VYZNAM SKORE
CAR-HEMATOTOX A VYSKYT
HEMATOTOXICITY PO CAR T TERAPII -
UNICENTRICKA ANALYZA

Benkd F., Janikova A., Salek D., Michalka J., Mayer J., Folber F.
Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: CAR T terapie je rozsifujici se lé¢ebnou modalitou raznych
lymfoidnich malignit nereagujicich na béznou chemoterapii,
s odliSnou akutni i pozdni toxicitou nez po konven¢ni lé¢bé. Grading,
skorovani a doporucené postupy pro feseni téchto komplikaci se
neustale vyvijeji. Nejcastéjsiformou pozdnitoxicity je hematotoxicita,
projevujici se hlavné neutropenii s nebo bez trombocytopenie ¢i
anémie.

Metody: Na zakladé retrospektivni analyzy jsme hodnotili vyskyt
¢asné a pozdni hematotoxicity (pfed a po D+30 od terapie), hodnotu
CAR-HEMATOTOX skére a na ném zavisejici faktory (pozdni cytopenie,
vyskyt infekci a Ié¢ebna odpovéd) u pacienttd lécenych CAR T terapii
na nasem pracovisti.

Vysledky: CAR T terapii bylo Ié¢eno celkem 59 pacient(; 54 pacient(
s non-hodgkinskymi lymfomy, ostatnich 5 tvofili pacienti s akutni
lymfoblastickou leukemii (ALL). Axi-cel (Yescarta) byl podan
u 41 pacientll, 11 pacient(l dostalo tisa-cel (Kymriah), dva pacienti
s mantle cell lymfomem brexu-cel (Tecartus). Dvéma pacientim s ALL
byl podén tisa-cel a tfem brexu-cel. Po terapii axi-celem byla ¢asna
hematotoxicita zaznamenana u 85 % nemocnych, zejména mirné
formy, grade 3 se vyskytl u 7 (18 %) pacient(l. Pozdni hematotoxicitu
mélo 9 (38 %) z hodnotitelnych pacientd, stupen 3 méli tii (13 %).
Ve skupiné pacientl s vysokym CAR-HEMATOTOX skére castéjsi

vznik prolongované cytopenie nebyl prokazan. Lé¢ebnou odpovéd

dosahlo 92 % pacientd s nizkym CAR-HEMATOTOX skore, zatimco
pacienti s vysokym skére pouze v 64 %. Po |é¢bé tisa-celem byla
¢asnd hematotoxicita zaznamendna u 91 %. Zavaznou casnou
formu méli 2 (18 %) pacienti, zavaznou pozdni formu jeden pacient
z 9 hodnotitelnych. Vysoké CAR-HEMATOTOX skére mélo 10 (91 %)
pacientll, z nichz doséhlo lé¢ebnou odpovéd jen 45 %. Vsichni
Ctyti hodnotitelni pacienti s ALL méli jak ¢asnou, tak i pozdni
hematotoxicitu. Jedna pacientka méla zdvaznou casnou i pozdni
formu, ostatni jen mirnou formu i pres vysoké CAR-HEMATOTOX
skore. Vsichni 4 hodnotitelni pacienti s ALL dosahli remisi. V celém
souboru pacientl bylo jen 6 (10 %) zédvaznych pozdnich cytopenii.
Infekéni komplikace jsme zaznamenali u 5 z nich: COVID-19,
cytomegalovirova reaktivace, bakterialni pneumonie a febrilni
neutropenie. Dva tito pacienti zemfeli, jedna pacientka v ptimé
souvislosti s prolongovanou tézkou cytopenii, druhd v ddsledku
toxicity ndsledné alogenni transplantace.

Zavér: Casna hematotoxicita zplisobena prevazné podanou
lymfodepleci je ¢astou, ale obvykle nezdvaznou komplikaci po CART
terapii. Pozdni hematotoxicita je mezi dlouhodobymi nezddoucimi
ucinky nejcastéjsi a je v pripadé tézkych forem spojena s rizikem
infek¢nich komplikaci, které vyzaduji dlouhodoby a Siroky dia-
gnosticko-terapeuticky management. Vysoké CAR-HEMATOTOX

skore, které je primarné urceno pro predikci rizika dlouhodobé
cytopenie, souvisi zaroven s horsim lé¢ebnym vysledkem CAR T
terapie, coz jsme potvrdilii v nasem souboru pacientd.

ANALYZA INCIDENCE SOS/VOD V LETECH
2013 AZ 2023 - VYSLEDKY JEDNOHO CENTRA
Benkd F., Kabut T., Krejci M., Weinbergerova B., Tomiska M., Mayer J.,
Folber F.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Sinusoidalni obstrukéni syndrom (SOS) je jedna z nejzavaz-
néjsich post-transplantac¢nich komplikaci, ¢asto koncici letalné. | pres
pokroky v problematice transplantace je vcasna diagnostika stéle
zavisla na klinickych zkusenostech pracovisté a klicova pro zahajeni
a vysledky lé¢by. Snaha o snizeni rizikovych faktorl, spojenych
s vyskytem syndromu, spolu s ¢asnou Ié¢bou, je zdsadni moznosti
zlepseni preziti pacient(.

Metody: Provedli jsme retrospektivni analyzu viech alogennich
transplantaci, které probéhly na nasem pracovisti za poslednich
11 let, od roku 2013 do 2023 v¢. Analyzovali jsme celkovy vyskyt
a zavaznost SOS, rizikové faktory ovlivnitelné a neovlivnitelné: typ
pfipravného rezimu a darce, preexistujici hepatopatie, predchozi
aplikace gemtuzumabu nebo inotuzumabu ozogamicinu, vstupni
hodnoty ALT/AST a bilirubinu; déle podanou lé¢bu a jeji efekt na tuto
komplikaci.

Vysledky: Od roku 2013 do roku 2023 bylo provedeno celkem
365 alogennich transplantaci krvetvornych bunék. SOS jsme
zaznamenali u 29 (8 %) pacient(, s prevahou tézkych a velmi tézkych
forem. Jedenact pacientl s SOS (38 %) dostalo myeloablativni rezim
(MACQ). Nejcastéji pouzité MAC rezimy CyBu, TBI10/CY a FluBu4 jsme
aplikovali u 29 (8 %), 31 (8 %) a 40 (11 %) transplantovanych pacient(.
Vyskyt SOS pfi srovnani téchto reziml byl 5 (17 %), 4 (13 %) a 1 (2 %)
pfipadl. Mezi rezimy s redukovanou intenzitou (RIC) prevazovala
FLAMSA, kterd byla vyuzita u 168 (46 %) transplantaci, s 10%
vyskytem SOS. Dalsi RIC rezimy jsme podali 88 (24 %) pacientlim,
se vznikem SOS pouze u 2 %. Po zavedeni zmén do pfipravnych
rezim( (nahrazeni peroralniho busulfanu za intravenézni formu,
cyklofosfamidu za fludarabin, snizeni frekvence vyuziti sekvencniho
rezimu FLAMSA) doslo od roku 2019 k poklesu prdmérného vyskytu
SOS ze ¢ty na 1 pripad ro¢né. Nemodifikovatelné rizikové faktory
u pacientt s komplikaci SOS byly pfitomné jen ojedinéle. Vstupné
ALT/AST nad 2,5x horni hranice normy nemél zadny pacient,
bilirubin nad 26 umol/l byl zaznamenédn u jednoho pacienta
s prokdzanym Gilbertovym syndromem, hepatopatie v anamnéze
byla zaznamenana dvakrat, gemtuzumab a inotuzumab ozogamicin
byly pfed transplantaci pouzity kazdy u jednoho pacienta. V 1é¢bé
SOS, kromé symptomatickych postupd, byl defibrotid pouzit u 93 %
nemocnych. Celkem k imrti doslo u dvaceti (69 %) pacientl, SOS byl
kauzalni pficinou umrti u 15. Vsichni méli téZzkou nebo velmi tézkou
formu. Ostatni zemfeli kvali infekci nebo pfi progresi zékladniho

onemocnéni.
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Zavér: Potvrdili jsme ptiznivy toxicky profil a bezpecnost rezimu
FluBu4 s intravendznim busulfanem. Ve skupiné s rezimy RIC jsme
jako nejrizikovéjsi pozorovali sekvencni rezim FLAMSA, ktery jsme,
s vyjimkou aktivniho onemocnéni, nahradili méné toxickymi rezimy.
Vzhledem k vysoké Gmrtnosti SOS tyto zmény prispély ke zlep3eni
vysledkU lécby transplantovanych pacientd.

PILOTNI STUDIE SLEDOVANI ZMEN SLOZENT
STREVNIHO MIKROBIOMU U PACIENTU

S HEMATOLOGICKOU MALIGNITOU
POMOCI NANOPOROVEHO SEKVENOVANI
Bezdicek M."?, Nykrynova M."3, Kabut T."2, Weinbergerova B."?,
Reinerova Z.', Mayer J.'2, Lengerova M.'2

"Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

2LF MU Brno

*Ustav biomedicinského inzenyrstvi, Fakulta elektrotechniky

a komunikacnich technologii, VUT Brno

Uvod:V poslednidekadé byla publikovana fada praci hodnotici Glohu
zmén stievniho mikrobiomu v prabéhu onkologické [é¢by. U pacient
s jeho alteracemi je vyssi riziko infek¢nich komplikaci, rozvoje GvHD
nebo zvyseni mortality. Rada téchto skute¢nosti byla popséna na
velkych souborech pacientl, plné pochopeni komplexnosti téchto

méla za cil zavést metodiku sekvenovani 16S rDNA a popsat vyvoj
zmén stfevniho mikrobiomu v ramci longitudinalniho sledovani
pacientl podstupujicich 1é¢bu AML nebo HSCT pro hematologickou
malignitu.

Materialy/metody: Sbér vzork( stolice probihal v nékolika
¢asovych bodech: pred zahdjenim lécby, tydné béhem hospitalizace
a mési¢né po ukonceni hospitalizace po dobu 6 mésicu. Celkem bylo
analyzovano 138 vzorkd od 12 pacient(. Sekvenovani kompletni 16S
rDNA bylo provedeno pomoci platformy ONT-MinlON a nasledné
zpracovani dat probihalo pomoci softward EPI2ME a Emu. Dale byly
spocitany indexy a-diverzity a p-diverzity.

Vysledky: Ze ziskanych vysledkl byly vytvoreny reporty s cetnosti
jednotlivych bakteridlnich agens s identifikaci na uroven druhu.
Mezi jednotlivymi pacienty byly pozorovany velké rozdily ve spektru
a Cetnosti bakteridlnich druh(, které budou diskutovany z hlediska
vyskytu infekénich komplikaci, antibiotické 1é¢by a klinického stavu.
Zaveér: Z nasich zkusenosti plyne, Ze nanopérové sekvenovani, jakozto
relativné levnd a rychld metoda se schopnosti diskriminace na trovni
druhu, je vhodna pro studium zmén diverzity stfevniho mikrobiomu,
v¢. pfipadného vyuziti pro vcasné intervencni kroky. Pilotni data
ukazuji jedine¢nost kazdého pacienta nejenom ve smyslu kompozice
a diversity stfevniho mikrobiomu, ale také dynamiky jeho zmén.

Podporeno projektem MZCR — koncepéni rozvoj vyzkumné organizace (FNBr,

déjh a jejich vyuziti v klinické praxi zatim chybi. Pilotni faze projektu  65269705).
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Obr. 2. Bezdi¢ek M etal. Ukazka vyvoje zmén stievniho mikrobiomu. Uvedeny druhy s ¢etnosti nad 5 %. (A) Pacient po

alogenni transplantaci. (B) Pacient podstupuijici lé¢bu AML.
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TERAPEUTICKE HEMAFEREZY DLE ASFA
GUIDELINES - ZKUSENOSTI KREVNIHO
CENTRA FN OSTRAVA

Blahutova 5.2, Hrdli¢ckova R.!, Cermakova 7.2

"Krevni centrum FN Ostrava

?LFOU, Ostrava

Uvod: Afereticky Gsek Ambulance Krevniho centra Fakultni
nemocnice Ostrava (KC FNO) poskytuje v souladu s doporucenimi
American Society for Apheresis (ASFA guidelines). Siroké spektrum
terapeutickych aferéz pacientdim napfi¢ medicinskymi obory.

Cil: Zhodnoceni terapeutickych aferéz na KC FNO v letech 2011-2023:
celkem 10 509 vykon( u 1 293 pacientl, pfevazné u pacientd
s autoimunitné podminénymi neurologickymi onemocnénimi.
Metodika: Vyménna lé¢ebnd plazmaferéza (TPE) je extrakorpordlni
lé¢ebnad metoda, pii které dochézi k neselektivnimu odstrariovani
plazmy, plazma je nahrazovédna kombinaci koloidniho roztoku
a krystaloidd nebo plazmou/ Octaplasem LG. Na KC FNO jsou
TPE provadény pomoci centrifugacnich separdtord krevnich
slozek COM.TEC® Fresenius Kabi nebo Spectra Optia® TERUMO
BCT. Imunoadsorpce (IA) je semiselektivni vykon, pfi kterém jsou
extrakorporalné odstrariovany imunoglobuliny po separaci plazmy
s pomoci vysoce afinitniho absorbéru. IA vyuzivd kombinace
centrifuga¢niho separatoru COM.TEC® Fresenius Kabi, pfistroj
ADAsorb® s IA kolony Globaffin® Fresenius Medical Care. Reoferézy
kombinuji separaci plazmy na pfistroji COM.TEC® Fresenius Kabi
s oSetfenim plazmy na filtru MONET® (Membrane Filtration Optimized
Novel Extracorporeal Treatment) firmy Fresenius Medical Care.
Vysledky: Vyhodnoceni poctu vykonl terapeutickych aferéz
a spektrum indikaci. Vybrana kazuistika muze s diagnézou myastenia
gravis, ktery byl kromé klasické imunosupresivni lé¢by zpocatku

|é¢en akutnimi sériemi TPE, dale byl pro nedostate¢nou odpovéd

zafazen do chronického TPE programu a nasledné i do chronického
IA programu s velmi dobrou odezvou.

Zaveér: Terapeutické aferézy mohou vyrazné pozitivné ovlivnit kvalitu
Zivota a prognozu pacientl. Vyznacuji se rychlym efektem a casto
je lze velmi efektivné vyuzit v situacich, kdy nelze farmakologicky
zasahnout ¢i je farmakologicky efekt nedostate¢ny nebo
s opozdénym nastupem.

CAR-T JAKO IMUNOTERAPIE
Blihova R., Hruba A.
Jednotka intenzivni hematologické péce, UHKT, Praha

Cilem mé prezentace je predstavit druhy imunoterapie CAR-T
burikami, sezndmit s procesem vyroby, kontraindikacemi podani,
nezadoucimi Ucinky a s oSetfovatelskou péciv pribéhu hospitalizace.
Tato terapie se uzivd k lé¢bé hematologickych nadorovych

onemocnéni a k lécbé solidnich tumord. U hematologickych
onemocnéni se jedna o diagnozy B-ALL, DLBCL, folikularni lymfom
a MCL. Terapie se na UHKT podava od roku 2019 a za tu dobu byla
na nasem pracovisti lé¢ba aplikovana 92 pacientim. Lé¢ba CAR-T
bunkami je v podstaté autotransplantace, kdy se nemocnému
pacientovi odeberou T-lymfocyty a ty se modifikuji tak, aby nasledné
napadaly a znicily buriky nadorové po jejich navraceni do krevniho
obéhu pacienta. Po aplikaci téchto modifikovanych bunék je potieba
monitorovat u pacienta vznik nezadoucich ucinkd od mirnéjsich jako je
bolest hlavy, zvysena teplota, nevolnost, priijem, az po velmi zavazné,
napt. srdec¢ni selhani, porucha funkce ledvin a dalsi. Ke zmirnéni
nezadoucich ucinkd je mozno podat medikaci. Toto vse je dale
vysvétleno na kazuistice, kterd je v prezentaci predstavena. Vysledky
ucinku Ié¢by na nasem pracovisti jesté nelze zcela vyhodnotit, protoze
dosud nebylo nasbirdno dostate¢né mnozstvi dat.

KOMPLIKACE AFERETICKYCH VYKONU
Béhmova M., Gasova Z., Bouskova S., Bhuiyanova Ludvikova Z.,
Sloukova M.

Ustav hematologie a krevn transfuze, Praha

Uvod: Darcovské a terapeutické hemaferézy jsou bezpe¢né a dobie
tolerované procedury. Mohou ale byt komplikovany nejriiznéjsimi
typy nezadoucich reakci, bud technického nebo zdravotniho razu.
Material a metody: Na Aferetickém oddéleni (AO) UHKT se v letech
2000-2023 provedlo 17 250 hemaferéz, za toto obdobi bylo 2-5 %
nezavaznych komplikaci a 0,01 % zavaznych (krvaceni, anafylaxe).
Vykony se provadély na pfistrojich Spectra Optia, Trima Accel, Amicus
a Adasorb. Nejcastéjsi zdravotni komplikace béhem aferéz jsou
nedostate¢na funkce periferniho nebo centrélniho Zilniho ptistupu,
hypotenze, bolesti hlavy, citrdtova reakce nejcastéji ve formé
parestezie v oblasti obliceje a prstd, horecka, hematomy, nevolnost,
zvraceni, kiece, kolaps (mdloba), kolaps a ruptury odbérovych zil,
exantém, alergické reakce, punkce arterie, iritace nervu, poranéni
Slachy. Technické komplikace souviseji s pouzitou technikou, jde
o selhani pristroje nebo chybu persondlu. Sledované technické
komplikace jsou problémy s antikoagulaci (shluky v koncentratu
trombocytl nebo MNC), zadvada pfistroje nebo odbérové soupravy,
hemolyza uvniti odbérové soupravy, netésnost soupravy, nizky
pratok krve, nemoznost nastaveni AIM rozhrani, zpénéna krev
v pfistroji, problémy s centralnim Zilnim katetrem, nizky pritok krve
béhem vykonu, poskrabani sklicka prstence v centrifuze.

Zavér: Personal AO UHKT sleduje prabéh aferetickych vykona, aktivné
pfedchdzi moznym komplikacim. Zdravotni komplikace nejsou ¢asté
a vétsinou dobre fesitelné. S technickymi komplikacemi se Ize setkat
castéji. S vétsinou z nich si poradi obsluha pfistroje a lékaf, nékteré
musi pfijet vyfesit technik. K zvladani viech typd komplikaci je
zapotrebi jejich bezodkladné feseni a erudovany a zkuseny personal.
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BIOLOGICKY PAS A HEMATOLOGIE -
KAZUISTIKA OBVINENEHO SPORTOVCE
S DOUTNAJICIM HEMATOLOGICKYM
ONEMOCNENIM

Bohonék M.!, Cermék J.2, Kuta¢ D.

'Oddéleni hematologie a krevni transfuze, UVN — VEN Praha

2stav hematologie krevni transfuze, Praha

Uvod: Biologicky pas sportovce (athlete biological passport; ABP)
je jedna z metod antidopingové kontroly, zavedena Svétovou
antidopingovou agenturou (WADA) v roce 2009. Jedna se o databazi
informaci o jednotlivci ziskanou z antidopingovych odbérd a jejich
vysetteniv akreditovanych laboratotich WADA. Sledované parametry
hematologického ABP jsou hodnoty hemoglobinu a retikulocytt
ajejich vykyv je podeziely pro mozné nedovolené uziti erytropoetinu
nebo transfuse a mdze byt dlivodem k zahajeni disciplinarniho fizeni
a potrestani sportovce.

Vlastni kazustika: Nadéjny africky bézec na dlouhé traté, drzitel
svétového rekordu, byl na zékladé sledovani ABP v letech 2019-2022
obvinén z poruseni antidopingovych pravidel, vzhledem k nékolika
vykyvim hodnot hemoglobinu a retikulocyt(i v uvedeném obdobi.
Jednalo se napt. o vzestup Hb na 176 g/l s naslednym poklesem na
1509/l v pribéhu 2 dni, bézné hodnoty Hb se u atleta pohybovaly
v rozmezi 160-166 g/l. Atlet obvinéni odmitl a podstoupil expertni
hematologické vysetfeni v CR, které ¢aste¢né probéhlo na UHKT
a pak zejména v UVN Praha. Vysledkem rozséhlého panelu vysetreni,
v¢. trepanobiopsie, bylo konstatovani hypocelularni krvetvorby
se zmnozenou lymfoidni populaci, svéd¢ici po pocinajici poruchu
krvetvorby s fadou moznych etiologickych pficin ve smyslu NHL
nebo hypoceluldrni MDS. Na druhou stranu nizka hladina sérového
erytropoetinu ukdzala na zvySenou aktivitu endogenni erytropoézy
a vnéjsi podani ristovych faktor( je tak velmi nepravdépodobné.
Dalsim nalezem byl suspektni deficit G-6-PD, nelze tedy vyloucit ani vliv
hemolytickych paroxysmu na vykyvy v ABP. Pfi¢inou nestandardnich
vykyvl hodnot hemoglobinu v ABP je patrné nejspise primarni
hematologické onemocnéni, nikoli vnéjsi zasahy a pacienta je nutné
déle sledovat. Pfes dodand expertni stanoviska disciplinarni fizeni
dale pokracuje a diskuse s World Athletics (Svétova atleticka federace,
ktera proti sportovci vede disciplinarni fizeni) a reflexe odbornych
hematologickych zavérl je velmi komplikovana.

ROPEGINTERFERON V LECBE
POLYCYTHAEMIA VERA V MAXIMALNI

A VMINIMALNI DAVCE - DVE KAZUISTIKY
A DVE ODLISNE CESTY K USPESNE LECEBNE
ODPOVEDI

Bohonék M.

Oddeéleni hematologie a krevni transfuze, UYN — VEN Praha

Uvod: Polycythaemia vera patfi do skupiny Ph negativnich
myeloproliferaci se zvysenou tvorbou erytrocytd, trombocytd

a granulocytl. Hlavnimi diagnostickymi kritérii jsou hodnoty
hemoglobinu, hematokritu, objem erytrocytarni masy, pfitomnost
mutace JAK2 V617F a nalez v trepanobiopsii. Lé¢ba zavisi na véku
a mife trombofilniho rizika a zahrnuje protidestickovou lécbu,
cytodepleci, cytoredukci (hydroxyura, busulfan), interferon alfa,
anagrelid, ruxolinitib.

Kazustika 1: Muz, *1979, dg. 2015, JAK-2 pozitivni, vstupné Le
8,05x10%I, Hb 200g/l, Ht 0,64, Tr 279%x10°%/I. Hodnoty Hb/Ht
upravovany cytodepleci (dvojita erytrotrocytaferéza), nasazena
ASA, postupné se rozvijejici trombocytemie (600-700x10%/1) lé¢ena
anagrelidem, bez odezvy. Pro rezistenci trombocytémie na anagrelid,
rozvijejici se splenomegalii a véku pacienta, 10/2020 zazadano
o schvaleni ropeginterferonu alfa-2b, které opakované zamitnuto,
pres dolozeni stavu opakovanym histologickym vysetieni kostni
diené. 1/2021 nasazen peginterferon alfa-2a, pro ¢etné nezddoucimi
ucinky zahy vysazen a zvolena hydroxyurea. Pro daldi rozvoj
splenomegalie nasazen ruxolinitib. Po snizeni hodnot trombocytt
hydroxyurea nahrazena anagrelidem, pfi kterém ale opét vzestup
trombocytd az na 1 000x10%1. V roce 2022 schvalen ropeginterferon
a postupym navySovanim dévky az na 500mg/2 tydny docileno
|écebné odpovédi s normalizaci krevniho obrazu i velikosti sleziny,
kterd trva od 4/2023, bez cytodepleci a aktualné je dévka snizovana.

Kazuistika 2: Muz, *1997, dg. 12/2021, JAK-2 pozitivni, vstupné Le
7,13x10%/1, Hb 172 g/l, Ht 0,532, Tr 667x10%I, slezina naradzi. Nasazena
ASA, provadény cytodepletece venepukci, 11/2022 dg potvrzena
histologickym vysetienim kostni diené. Vzhledm k véku pacienta
Uspésné zazadano o schvaleni Uhrady ropeginterferonu alfa-2b a od
2/2023 nasazen v dévce 100 mg/2 tydny, pak 150 mg/2 tydny, aby po
dobré |écebné odpovédi a normalizaci KO a Ustupu splenomegalie
snizen zpét na davku 100 mg/2 tydny, kterd trva dodnes.

Zaveér: Popsané kazuistiky jsou pfikladem nutnosti individualni [é¢by,
kde zakladnimi faktory, které ji ovliviuji, je jednak vnimavost pacienta
a individualni [é¢ebna odpovéd na podanou lécbu, ale téz thradova
politika a rGzny pfistup zdravotnich pojistoven pii schvalovéni
vyhrazenych [é¢iv.

STANOVENI TROMBOTICKEHO RIZIKA

U PACIENTU S ANTIFOSFOLIPIDOVYM
SYNDROMEM A POZITIVITOU RUZNYCH
ANTIFOSFOLIPIDOVYCH PROTILATEK
POMOCI MODIFIKOVANEHO TROMBIN
GENERACNIHO TESTU

Bradacova P, Slavik L.2, Ullrychova J.', Jard E.!

'Oddéleni klinické hematologie, Masarykova nemocnice Usti nad Labem
?LF UP. Olomouc

Uvod: Antifosfolipidovy syndrom (APS) je hyperkoagulaéni stav
doprovazeny pfitomnosti heterogennich antifosfolipidovych
protilatek (aPL), které nespecificky ovliviiuji hemostazu. Ackoli
v laboratofi prodluzuji fosfolipid-dependentni koagulacni testy, in vivo
jsou trombogenni. Jednou z moznych teorii, kterd vysvétluje tento
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Obr. 3. Bradacova P etal.

paradox, je inhibi¢ni Uc¢inek protildtek na systém inhibice hemostazy.
Kdy zejména systém aktivace proteinu C (APC) vyzaduje fosfolipidové
povrchy a jeho eliminace mUze vést ke zvyseni trombogenniho
potencialu a pfipadné az ke klinické manifestaci tromboembolie.
Cile: 1) Stanovit trombogenicitu ve skupiné 175 pacientd s APS a se
soucasnou pozitivitou rGznych aPL. 2) Stanovit trombogenicitu
u 85 pacientd lupus antikoagulant pozitivnich (LA) s/bez klinickych
projev( APS.

Metody: Pouzili jsme trombin genera¢ni test (TGA) modifikovany
pridanim APC. TGA byl méfen s pfidanim +APC a bez -APC a poté jsme
vyhodnotili pomér obou méreni pomoci cut-off R < 4,5 (90. percentil).
Vysledky: 1) Zjisténou trombogenicitu jsme sefadili od nejvyssi
(LA/aCL/anti-B2GPl/anti-annexin V/anti-PS/PT); anti-DI se souc¢asnou
pozitivitou dalsi jedné nebo vice aPL (ANOVA p < 0,05, < 0,01, < 0,001).
2) Skupina pacientl (58) s klinickymi projevy APS vykazovala vyssi
trombogenitu u 56,9 % pacient(, zatimco skupina pacientd (27),
u nichz se klinické projevy APS dosud neprojevily, vykazovala vy3si
trombogenicitu u 25,9 % pacient( (Fisher(v test p = 0,0016).

Zavéry: Nami zjisténé udaje naznacuji, ze stanoveni trombogenicity
aPL pomoci testu TGA vede ke zvyseni predikce manifestace
tromboembolické piihody. Nase zjisténi se zdaji byt zvlasté dilezita
pro predikci trombotickych pfihod u pacientd s laboratorné
vyjadienym APS a bez klinickych projevd.

Podporeno grantem Krajské zdravotni a.s., KZ-2023-1-7.

OSETROVATELSKA PECE U PACIENTA PO
PODANI CAR TERAPIE (KAZUISTIKA)
Brojacova D.

V. interni hematologickd klinika, FN Hradec Krdlové

Lécebnd metoda s vyuzitim unikatni technologie CAR-T nabizi novy
a slibny zplsob 1é¢by, a to zejména pacientim s hematologickou
malignitou. Unikatnost technologie diky genetické Upravé T-lymfocytd
umoznuje imunitnim bunkam pacienta |épe bojovat s nddorovym
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onemocnénim, a pfinesla novou nadéji na vyléceninékterym pacienttim,
ktefi nereaguji na standardni [écbu. Nase sdéleni se zabyvd jak
teoretickym popisem metody, tak praktickou ukézkou pribéhu terapie
a zvladani komplikaci na vybranych pacientech formou kazuistiky.

LABORATORNI MANAGEMENT

A STANOVENI ZISKANEHO INHIBITORU
FXIII U KRITICKY NEMOCNEHO PACIENTA
Bultasova L., Bradacova P.2, Kolduskova K.!, Dokoupilova E.',
Korelusova 1!, Slavik L.3, Jard E.

"Ustav klinické biochemie a hematologie, FN Plzer

2Oddeleni klinické hematologie, Masarykova nemocnice v Usti nad Labem
*LF UP, Olomouc

Ziskany deficit koagula¢niho FXIII je velmi vzacny stav. Z tohoto
ddvodu neni metoda stanoveni specifického inhibitoru FXIII
v laboratofich bézné zavedena a provadéna.

V nasi praci popisujeme pfipad pacienta se ziskanym deficitem
FXIII, u kterého byla provadéna laboratorni diagnostika a nasledné
sledovéni 1é¢by ve spolupréci nékolika hematologickych laboratofi,
predeviim na UKBH FN Plzer a na OKH Masarykovy nemocnice v Usti
nad Labem. Klinicky se jednalo o velmi zédvazny stav s recidivujicim
zivot ohrozujicim krvacenim, ktery vyzadoval neprodlené provedeni
diagnostiky. Pacient byl hospitalizovany ve FN Plzen, kterd vsak
v laboratofi nedisponovala pfistrojovym vybavenim pro kvantitativni
stanoveni funkéni aktivity FXIII, ale pouze orienta¢nim stanovenim.

Diagnostika a naslednd monitorace probihala v laboratofi OKH
v Usti nad Labem, kde byla ad hoc zavedena metodika pro stanoveni
inhibitoru FXIIl vychazejici ze znamé a bézné pouzivané metody pro
stanoveni specifického inhibitoru FVIII: Bethesda metoda s Nijmegen
modifikaci. Postupné zde bylo u daného pacienta v obdobi 4. 11.
2023 - 14.12.2023 provedeno 54 vysetieni aktivity FXIll a 33 stanoveni
inhibitoru FXIIl. Béhem nékolika dnl po ziskani pfistrojového
vybaveni ve FN Plzen a kratkém paralelnim vySetfovani v obou

laboratofich probihala jiz kontrolni vysetieni aktivity FXIIl a inhibitoru
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FXIll v reZii laboratofe FN Plzen v¢. nasledného rozpracovani dalsich
moznosti vysetfovacich postupll pro stanoveni inhibitoru FXIII.
Soucdsti nasi prace je porovnani metodik pro stanoveni inhibitoru
FXIIl — screeningu specifického inhibitoru bez i s pouzitim deficitni
plazmy a kvantitativniho stanoveni inhibitoru Bethesda metodou.

NOVE METODY LECBY PACIENTU V UHKT -
LECBA AKUTNICH LEUKEMII POMOCI
NEJNOVEJSICH PREPARATU - PREHLED PRO
SESTRY

Bursova K.

LGzkové oddéleni, UHKT, Praha

Prezentace predstavuje nejnovéjsi pouzivana léc¢iva na lizkovém
oddéleni Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze i s ohledem
na osetrovatelska specifika péce o nase pacienty. Zahrnuje inovativni
|éciva, kterd mohou pacientdm zkvalitnit a prodlouzit zivot. Vhodna
|éciva jsou vybirdna po spole¢né konzultaci |ékafe s pacientem
(pfipadné s jeho rodinou) ,na miru”. Pfi vybéru léciva se fidime:
diagnostickym zafazenim pacientovy choroby; ocekavatelnou
prognoézou nemoci; celkovym stavem pacienta; pfanim pacienta. Né-
ktera 1éciva (infuzni i peroralni) se ptidavaji k chemoterapii. Lé¢ba
probiha za hospitalizace. Pokud je mozné Iécivo podavat peroréing,
je to pro pacienta snazsi, jelikoz mu rezim dovoluje travit vice ¢asu
s rodinou v domacim prostiedi. Na zacatku intenzivni 1é¢by je ve
vétsiné pfipadl nutnd hospitalizace, kdy se u pacienta kontroluje, jak
|écbu toleruje alécise pripadné komplikace. Mezi preparaty, o kterych
budu hovorit, patii Midostaurin, Xospata, Vyxeos, Venclyxto, Blincyto.
Kazuistiky nasbirané za urcité obdobi ndm dévaji ndhled na pribéh,
toleranci a uc¢innost této |écby.

ROBUST ACUTE MYELOID LEUKEMIA
ENGRAFTMENT IN HUMANIZED SCAFFOLDS
USING INJECTABLE BIOMATERIALS AND
INTRAVENOUS XENOTRANSPLANTATION
Busa D.', Herudkova Z.!, Hyl J.", Vlazny J.2, Sokol F.2, Matulova K.2,

Folta A., Hynst J.3, Vojtova L.4, Kren L.2, Repko M.%, Racil Z.5, Mayer J.,
Culen M.

"Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno

2Department of Pathology, University Hospital Brno, Brno

?Central European Institute of Technology, Masaryk University

“Central European Institute of Technology, Brno Institute of Technology, Brno
*Orthopedic Clinic, University Hospital Brno

¢Department of Physiology, Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno

Patient-derived xenografts can be improved by implantation of
a humanized niche. Nevertheless, the overall complexity of the
current protocols, as well as the use of specific biomaterials and
procedures, limits the wider adoption of this approach. Here,

we identify the essential minimum steps required to create the
humanized scaffolds and achieve successful acute myeloid leukemia
(AML) engraftment. We compared 7 biomaterials, which included
both published and custom-designed materials. The highest level
of bone marrow niche was achieved with extracellular matrix gels
and custom collagen fiber, both of which allowed for a simple non-
surgical implantation. The biomaterial selection did not influence the
following AML infiltration. Regarding xenotransplantation, standard
intravenous administration produced the most robust engraftment,
even for two out of four otherwise non-engrafting AML samples. In
contrast, direct intra-scaffold xenotransplantation did not offer any
advantage. In summary, we demonstrate that combination of an
injectable biomaterial for scaffold creation and intravenous route for
AML xenotransplantation provide the most convenient and robust
approach to produce AML PDX using a humanized niche.

Project MUNI/A/1558/2023; The project National Institute for Cancer
Research (Programme EXCELES, ID Project No. LX22NPO5102) - Funded by

the European Union — Next Generation EU.

TRANSKRIPTOM A METYLOM
LEUKEMICKYCH BLASTU PREDIKUJE
SENZITIVITU PACIENTU S AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMII K INDUKCNI TERAPII
Cerovska E., Kundrat D., Krej¢ik Z., Cechova E., Vacek L., Sélek C.,
Belickova M., Remesova H.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: A7 40 % pacientd s AML nedosahne po prvnim cyklu indukéni
chemoterapie 3 + 7 kompletni hematologické remise (CR) a celi
nepfiiznivé prognéze. V soucasné dobé neexistuji zddné markery
chemorezistence, které by se zohlednovaly pfi stratifikaci AML
pacientd do prognostickych skupin nebo pfi volbé terapeutického
pfistupu. Proto jsme provedli komplexni analyzu transkriptomu
a metylomu leukemickych blastl s cilem identifikovat molekularni
faktory predikujici senzitivitu pacientl k indukéni chemoterapii.
Metody: Transkriptom leukemickych blastd separovanych z periferni
krve pacientl pfi diagnéze (n = 35) a myeloblastl zdravych darct
(n = 3) byl osekvenovan na pfistroji NovaSeq (lllumina). Metylace DNA
byla analyzovana v leukemickych blastech 20 pacientl pfi diagndze
avmyeloblastech 4 zdravych darcl pomociInfinium-MethylationEPIC
v2.0 ¢ipC (Ilumina). Analyzovali jsme diferencialni expresi a metylaci
mezi pacienty dosahujicimi (RES) a nedosahujicimi (non-RES) CR po
prvnim cyklu terapie 3 + 7 a mezi pacienty a kontrolami.

Vysledky: Mezi RES (n = 19) a non-RES (n = 16) pacienty bylo
identifikovano 75 diferencialné exprimovanych gen(. U RES pacientd
byla vys$si exprese genu souvisejicich s diferenciaci T lymfocytt
a remodelaci chromatinu, u non-RES pacientl byla vyssi exprese
genl interferonové signalizace, vyvoje lymfocytl a nékterych
protoonkogen( (napf. MN1, SETBP1, LMO2). U RES pacientl (n = 8)
byla zaznamenana vyssi mira metylace DNA oproti non-RES skupiné
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(n = 12). Nejsignifikantnéji diferencialné metylované drahy byly
anotovany k histonovym modifikacim, organizaci chromatinu,
regulaci hemopoézy, apoptdzy a imunitni odpovédi. Celkova mira
metylace u kontrol byla nizsi nez u pacientd.

Zavér: Podafilo se nam identifikovat molekuldrni dréhy a geny, které
pravdépodobné hraji roli pfi vzniku chemorezistence, a mohou
slouzit k odhaleni pacientt s nizsi senzitivitou k chemoterapii.
Podporeno AZV CR (NU20-03-00412), MZCR (00023736, UHKT).

MUZEME PREDEJIT CRS?
Cieslarova H., Gryczové K.
Jednotka intenzivni péce, Klinika hematoonkologie FN Ostrava

Cilem nasi prace je shrnout zékladni informace o cytokine release
syndrome (CRS) a zamyslet se, zdali mu mGzeme predejit, popfipadé
ho zmirnit. CRS je systémova zanétliva odpovéd organizmu, kterd je
vyvolana vystupriovanou aktivaci imunitniho systému v reakci na rlizné
faktory, nejcastéji imunoterapii, chemoterapii ¢i tézké virové infekce.
Klinické pFiznaky jsou obtizné odliSitelné pfedevsim od sepse (Cemusova,
2022). Na Jednotce intenzivni péce Kliniky hematoonkologie (JIP KHO) se
s CRS syndromem muzeme setkat pii podavani moderni cilené terapie
CAR-T cells a pfi imunoterapii bispecifickymi a protildtkami. V praktické
¢asti si na kazuistice pacientky lécené na JIP KHO pfiblizime vznik,
pribéh a 1é¢bu této zivot ohrozujici komplikace.

Kli¢ova slova: CRS - cytokiny — imunoterapie — CAR-T cel

KDYZ DESTICKY NEFUNGUJI - POSTUP PRI
PODEZRENI NA REFRAKTERNOST K PODANI
TROMBOCYTU VE FN BRNO

Cichova N., Lejdarova H., Janku L.

Transfuzni a tkdriové oddéleni, FN Brno

Uvod: Refrakternost k transfuzi trombocytd je charakterizovana jako
opakované neadekvatni odpovéd na podané trombocyty. Jedna se
o zévaznou komplikaci pfi podavani transfuzi trombocyt(, jejiz feseni
vyzaduje specificky pristup.

Cil: Postup pfi zajisténi péce o pacienty s podezienim na refrakternost
k podani trombocytt ve FN Brno.

Metody: Refrakternost k podani trombocytu je nejc¢astéji stanovena
pomoci CCl, pfipadné PPR indexu. Po analyze typu dosud podanych
trombocytl nasleduje doplnéni klinickych informaci k vylouceni
neimunnich pficin. Poté by mél byt co nejdfive odebran vzorek
krve pro HLA vysetieni a do jeho vysledku aplikovéany trombocyty
maximalné stafi 72 hodin, idedIné smésnych. Optimalnim kone¢nym
feSenim je zajisténi HLA shodnych trombocyt(, pfipadné alespon
trombocytll s negativnim vysledkem crossmatch v ptipadech, kdy
HLA shodny dérce neni dostupny.

Vysledky: Za poslednich 5 let bylo v nasi nemocnici evidovano
46 pacientl s podezienim narefrakternost, ztoho se v9 pfipadech jednalo
o imunni typ refrakternosti.V 7 pfipadech se podafilo zajistit HLA shodné
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trombocyty s naslednou adekvatni odpovédi, u zbylych 2 pacientt byly
zajistény trombocyty s negativnim vysledkem crossmatch.

Zavér: Dodrzeni zavedeného postupu pfi podezieni na refrakternost
k podani trombocytl pfispiva k zajisténi optimalni a v¢asné transfuze
témto specifickym pacientdm. Nutnou podminkou je dobie fungujici
mezioborova spoluprace klinikG a transfuziologl a dostate¢né

robustni registr HLA otypovanych dérct krve.

IDENTIFICATION OF CHRONIC MYELOID
LEUKEMIA STEM CELLS AT DIAGNOSIS AND
EARLY FOLLOW-UP

Culen M.!, Romzova M., Smitalova D.3, Loja T.2, Busa D., Venglar O.,
Herudkova Z.', Borsky M., Taus P.2, Reigl T.?, Plevova K.?, Smejkal J.2,
Zackova D, Stejskal L.%, Racil Z.3, Mayer J.2

"Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno

?Central European Institute of Technology, Masaryk University, Brno
*Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, University
Hospital Brno

* Department of Hematooncology, Faculty of Medicine, University of
Ostrava, Ostrava

Leukemic stem cells (LSCs) sit at the top of the chronic myeloid
leukemia (CML) clone and can serve as a source of CML reoccurrence
and mutationacquisition.LSCdescriptionis crucial for prognostication
and therapy targeting. Here, we analyzed the surface expression
of known and prospective LSC markers — CD25, CD26, CD56, CD69,
and IL-TRAP on CD34+CD38- stem cells (SCs) from bone marrow of
45 consecutive CML patients at diagnosis (N = 38), month 3 (M3,
N = 33) and M6 (N = 32). At diagnosis, CD25, CD26, IL-TRAP, together
with a novel marker CD69, identified the most positive cells and also
showed a perfect overlap. Generally, the cells were either positive
for all or no markers. At single cell level, BCR::ABLT RNA expression
matched the LSC phenotype, confirming marker sensitivity (> 79%
for CD26, CD69, and IL-1RAP). At M3 and M6, the LSC load decreased,
and the cells were positive for less markers. The marker sensitivity
dropped below 55%, meaning that the aberrant phenotype was
present on half or less of the BCR::ABL1 cells.Correlation with patient
survival showed prognostic value of LSC detection at follow-up,
but not at diagnosis. At M3 and M6, correlation with survival was
demonstrated for separate markers, as well as their combination in
multivariate analysis. Importantly, the LSC detection demonstrated
added prognostic value to BCR:ABLT quantification. In summary,
a combination of 2-3 markers is sufficient for reliable CML LSC
detection at diagnosis. A wider panel is required for early follow-up,
where the LSC percentage is predictive of patient survival.

MUNI/A/1558/2023. The project National Institute for Cancer Research
(Programme EXCELES, ID Project No. LX22NPO5102) — Funded by the
European Union — Next Generation EU.
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MYELODYSPLASTICKY SYNDROM - VCERA,
DNES A ZITRA

Cermék J.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Lonského roku uplynulo jiz 70 let od prvého popisu pfipadu tzv.
preleukemické leukemie. Systematic¢téji zacaly tyto stavy byt
zkoumaény az v 70. letech minulého stoleti a v roce 1982 byly
preleukemické stavy zahrnuty do skupiny tzv. myelodysplastickych
syndrom( (MDS). V soucasnosti se diagnostika MDS zaméfuje na
dalsi upfesnéni prognostickych kritérii, které by umoznily lepsi
odliseni nemocnych indikovanych k intenzivni [é¢bé v¢. SCT. IPSS-M
je prognosticky systém zahrnujici pfitomnost rliznych somatickych
mutaci jako parametru pro prognézu nemocnych. Tzv. taxonomicka
molekularni klasifikace z roku 2023 jesté blize rozdéluje nemocné
s MDS do 16 podskupin podle kombinace mutaci a zmén karyotypu.
Ukazuje se, Zze molekuldrné genetické zmény mohou vyrazné
modifikovatprognézunemocnychvestejnéskupinédlePSS-R.Dalsimi
faktory, jez mohou vyrazné individualizovat prdbéh a prognézu
onemocnéni, je ovlivnéni genli zprostiedkujicich zanétlivou reakci
a sekreci zanétlivych cytokind coz ma zifejmé vyznam pro udrzovéni
zanétlivého mikroprostiedi favorizujiciho nddorové burky. Rovnéz
mutace postihujici imunitni systém maji vyznam pro individualni
odpovéd na proces rozvoje patologického klonu. Tato zjisténi vyrazné
ovliviuji i 1é¢ebny pfistup k nemocnym s MDS. Jednotlivé Iéky jsou
efektivnivétsinou u jasné definovanych podskupin nemocnych (napf.
luspatercept u nemocnych s MDS/RARS-T). Pfitomnost individualizace
parametrd a pribéhu onemocnéni komplikuje zavadéni novych lékd,
u starsich nemocnych s pokrocilou formou choroby se stale nedafi
efektivné prodlouzit délku preziti kombinacemi azacytidinu s dalSimi
latkami. Transplantace je stale jedinym pfistupem schopnym MDS
vylécit. Jeji moznosti se rozsifily moznosti SCT od haploidentického
darce a zkouma se efektivita podavani hypometylac¢nich latek jako

udrzovaci lé¢by po SCT.

PODAVANI INHIBITORU KOMPLEMENTU
NEMOCNYM S PNH - VYSLEDKY LECBY

V UHKT

Cermak J., Soukupové Maaloufové J., Mastikové L., Lauermannova M.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: Zavedeni inhibitor&i komplementu do lé¢by paroxysmalni
no¢ni hemoglobinurie (PNH) znamenalo zdsadni obrat v moznostech
ovlivnéni choroby a mélo obrovsky vyznam pro zlepseni klinického
stavu, vymizeni komplikaci a prodlouzeni délky pfeziti nemocnych.

Nemocni a metody: Celkem 21 nemocnych s tézkou hemolytickou
formou PNH (12 z nich s anamnézou trombdzy) bylo v letech
2011-2023 Ié¢eno podavanim inhibitoru C5 slozky komplementu
PFi
(Hb > 1009/l + nezavislost na transfuzich) byli nemocni podle

eculizumaben. dosazeni nejméné dobré odpovédi

moznosti prevedeni na ravulizumab (depotni formu C5 inhibitoru),

nemocni, u nichz pretrvaval vyraznéjsi stupen extravaskularni
hemolyzy ovliviujici efekt Ié¢by, byli pfevedeni na inhibitor C3 slozky
pegcetacoplan.

Vysledky: Odpovéd na [écbu s dosazenim Uplné transfuzni nezavislosti
a hladinou Hb > 100g/I byla pfitomna u 17 z 21 nemocnych (80,9 %)
- kompletni 7x, velkd 2x, dobra 8x. Odpovédi bylo dosazeno
u 14 nemocnych po podani eculizumabu (66,6 %) a u 3 nemocnych
po podéni pegcetacoplanu. U 3 ze 4 nemocnych s malou ¢i ¢aste¢nou
odpovédina lé¢bu doslo k prechodu do MDS. Primeérna délka preziti ¢ini
v soucasnosti 78,2 mésice (6,5 roku), déle nez 5 let preziva 12 nemocnych
(57,1 %), déle nez 10 let pak 6 nemocnych (28,5 %), od zacétku lécby
inhibitory zemfela pouze 1 nemocna. U Zddného z nemocnych nebyla
po zahajeni lécby pozorovana recidiva trombotickych komplikaci.
Zavér: Podavani inhibitord komplementu nasim nemocnym s PNH
predstavuje zasadniobrat v Ié¢bé PNH vedouci ke zvyseni hodnot Hb,
transfuzni nezavislosti, vymizeni recidiv trombdzy a vyznamnému

prodlouzeni délky zZivota.

NOVE PRIPRAVKY V LECBE VZACNYCH
ANEMII
Cermak J.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Uvod: Po dlouhou dobu byla Ié¢ba vrozenych korpuskularnich
anemii vyrazné omezena a spocivala v substituci transfuzemi
erytrocytd, splenektomii a odstranovani nadbytecného zeleza.
V poslednich letech se ukazuje korekce anemie mize byt dosazeno
i pripravky, které tlumi vysoky stupen inefektivni erytropoézy ci
zvysuji energeticky potencial buriky. Ve naSem sdéleni prezentujeme
nase zkusenosti novymi Iéky ovliviiujicimi anemii u nemocnych
s deficitem enzymu pyruvat kindzy a u nemocnych s beta talasemii.
Nemocni, lé¢ba a vysledky: Mitapivat stabilizuje enzym pyruvat
kindzu a zvysuje jeho aktivitu. Tim dochazi k vzestupu tvorby ATP
a snizeni energetického deficitu erytrocytu. To vede k prodlouzeni
délky jeho preziti. Mitapivat (Pyrukynd®) byl podavén 2 nemocnym
s anemii pfi deficitu pyruvét kindzy ve stoupajicich davkach 5-50mg
2x denné. U nemocné s tézkym priibéhem choroby doslo k poklesu
poctu transfuzi erytrocytd na 50 % plvodniho mnozstvi.U nemocného
s mirnéjsim prdbéhem choroby doslo k trvalému vzestupu hodnot Hb
nad 1009/l a k dosazeni transfuzni nezévislosti. Luspatercept inhibuje
aberantni aktivaci Smad 2/3 signdlni drahy, jez je spojena s poruchou
maturace, termindlni diferenciace a predc¢asnou apoptézou, coz
ma efekt u nemocnych s MDS a talasémii. Luspatercept (Reblozyl®)
byl podédvén 2 nemocnym s kombinaci heterozygotni mutace pro
B talasemii a HbE s klinickymi projevy thalasemia major ve stoupajici
dévce 50-75mg 1x za 3 tydny. U prvé nemocné nedoslo k poklesu
podanych transfuzi (5 TU vs. 4 TU) za 2 mésice, u druhého nemocného
klesl pocet TU na polovinu (4 TU vs. 2 TU).

Zavér: Podavani mitapivatu ¢i luspaterceptu predstavuje prvni
efektivni 1é¢bu modifikujici pribéh vzacnych onemocnéni cervené
krevni rady.
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KOMPLIKOVANY IMUNOHEMATOLOGICKY
NALEZ PACIENTKY S OBTIZNE
ZAJISTITELNOU HEMOTERAPII

Cerna M., Holuskova 1.2

'Oddeleni laboratorni mediciny, Nemocnice AGEL Prostéjov

2Transfuzni oddeéleni, FN Olomouc

Na krevni bance Nemocnice AGEL Pferov jsme dne 30. 12. 2023 méli
pripravit 5 TU ERD pro pacientku KS B RhD pozit. v hemoragickém
$oku pfi akutnim krvéceni do GIT. Vzhledem k ndlezu nepravidelnych
tepelnych antierytrocytarnich protilatek reagujici v neptimém
antiglobulinovém i v enzymovém (papain) testu bylo provedeno
presetieni na Transfuznim oddéleni ve FN Olomouc s nalezem
aloprotilatek anti-c a anti-Jk(a) a doporu¢enim aplikovat transfuze dle
fenotypu CCD.ee KK Jk(a-). Vzhledem k nedostupnosti nam ,nakfizili”
5 TU ERD dle fenotypu CCD.ee Kk Jk(a-), které byly postupné
aplikovany. Na akutni gastroskopii oSetfili rozsdhlou ulcerace bulbu
duodena a dne 2. 1. 2024 byl opera¢né proveden opich krvacejici
tepny. Pro pretrvavajici anémii byly dovezeny a aplikovény dalsi 4 TU
ERD stejného fenotypu z Transfuzniho a tkanového oddéleni FN
Brno a 1 TU z Transfuzniho oddéleni Fakultni nemocnice Kralovské
Vinohrady. Na UHKT v Praze byl potvrzen genotyp pacientky KK.
Pacientka byla vysetfovana pro suspektnitumor kofrene jazyka a pravé
tonsily. Jeden test kompatibility z déle ptivezenych 2 TU ERD z FN
Ostrava vysel inkompatibilni a nové byla prokédzana na Transfuznim
oddéleni FN Olomouc dalsi aloprotilatka anti-Cw. Vsichni jsme se
velmi obavali imunizace také protilatkou anti-k. Byla snaha vyhledat
vhodné dérce z registru TransReg. Autologni odbér s kryokonzervaci
erytrocytd v Ustfedni vojenské nemocnici v Praze stéle anemické
pacientky nebyl mozny, navic ji byla potvrzend onkologicka diagnéza.

STUDIUM ORGANIZACE CHROMATINU

U CHRONICKE LYMFOCYTARNI LEUKEMIE
Cernovska K.'2, Porc J.P. 2, Zavacka K23, Adamova S.'3, Stranska K.'23,
Ondrouskova E.2, Jarosova M."?, Plevova K."%3

1Ustav lékarské genetiky a genomiky LF MU, Brno

2Centrum molekuldrni mediciny, Stredoevropsky technologicky institut
(CEITEC), MU Brno

*Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Prostorové organizace chromatinu je dilezita pro zékladni
bunécné procesy. Jeji hierarchickou strukturu tvofi kompartmenty,
topologicky asociované domény a smycky. Naruseni organizace
chromatinu mize vést k deregulaci bunécnych pochodl a podpo-
rovat nadorové bujeni. Nasim cilem bylo popsat dopady reorganizace
chromatinu u chronické lymfocytéarni leukemie (CLL). Zaméfili jsme se
na pacienty s komplexnim karyotypem (CK), ktery je u CLL asociovén
s nepfiznivym pribéhem.

Metody: Deset primarnich vzorkd CLL s CK jsme zpracovali
metodou Micro-C pro analyzu konformace chromatinu. Pomoci
bioinformatickych nastrojli jsme vyhodnotili interakce DNA a popsali
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zmény v poctu kopii (CNV) a strukturni varianty (SV). Ziskané vysledky
jsme zhodnotili ve vztahu k vysledkdm rutinnich i vyzkumnych
cytogenomickych a sekvenaénich metod. Dale jsme detekovali vznik
novych chromatinovych struktur, které jsme u vybranych vzorkd
korelovalisezménamigenové exprese stanovené RNA sekvenovanim.
Vysledky: Ve vsech vzorcich jsme popsali specifické strukturni
prestavby a jejich dopad na preusporddani chromatinu. V porovnani
s ostatnimi metodami se Micro-C jevi jako spolehlivé pro detekci
aberaci = 50 kb a pfedevsim translokaci. CNV profily ziskané rdznymi
metodami byly analogické. Déle jsme popsali vznik novych domén
a smycek v dlsledku SV u viech vzork(, které casto korelovaly se
zménou genové exprese.

Zavér: Nadorovy genom podléha rozsahlé reorganizaci nasledkem
chromozomovych prestaveb a zménam v interakcich chromatinu.
Nas vyzkum poukazuje na vyznam studia konformace chromatinu,
které poskytuje poznatky o fungovani a expresi nadorového genomu
a mUze objasnit pficiny biologickych a klinickych projevi nemoci.

Podporeno granty MZCR AZV NU21-08-00237 a RVO FNBr65269705, MSMT
MUNI/A/1558/2023 a NPO-NUVR LX22NPO5102, spolufinancovdno EU —
Next Generation EU.

POROVNANI VYSLEDKU LECBY
PONATINIBEM A ASCIMINIBEM U PACIENTU
S CML PO PREDCHOZIM PODANI ALESPON
2 TKI V PODMINKACH KAZDODENNI
KLINICKE PRAXE - ANALYZA Z DATABAZE
INFINITY

Cieatkova P, HorRdk T, Kvetkova A.', Faber E.2, Klamova H.,
Bélohlavkova P4, Stejskal L.5, Karas M.5, Cmunt E7, Cerna O.8,
Chrapavéa M., Semerad L., Prochazkova J.', Mayer J.°, Z&¢kova D.!
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
?Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

3 Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

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

*Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava
¢Hematologicko-onkologické oddéleni, LF UK a FN Plzer

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

8Hematologickd klinika LF UK a FNKV, Praha

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

10 Stredoevropsky technologicky institut — Masarykova univerzita, Brno

Cil: Retrospektivné porovnat uUc¢innost a bezpecnost ponatinibu
a asciminibu v pozdéjsich liniich u pacientt s CML v kazdodenni praxi
vCR.

Metodika: Kontinudlni parametry byly popsany za pouziti priméru
a medidnu, kategoridlni parametry pomoci absolutnich a relativnich
cetnosti. Celkové preziti (OS) bylo definovano jako ¢as od zahajeni
|écby asciminibem/ponatinibem do Umrti.

Vysledky: V CR bylo v obdobi 1. 1. 2005-1. 3. 2024 51 pacient? s CML
|éceno ponatinibema20asciminibem, v ptipadé obou TKIs medidanem
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Obr. 4. Ci¢atkova P etal.

ve 4. linii (@sciminib u 35 %, ponatinib u 43,1 % pacient(). Nejcastéjsim
ddvodem zahéjeni terapie témito TKI byly nehematologické NU pro
asciminib (40 %) a molekularni rezistence pro ponatinib (29,4 %). Podil
pacientd, ktefi dosahli velké molekularni odpovédi po 12 mésicich
terapie, byl 33,3 % pro asciminib (2 z 6 pacient() a 63,6 % u ponatinibu
(14 z 22 pacientu), blize ukazuje obrazek 1a. Median OS pfi terapii
ponatinibem byl 54,3 mésicQ, pfi terapii asciminibem v dobé analyzy
nebyl dosazen, detailnéji najdete na obrazku 1b. Podavani asciminibu
komplikovaly NU u 8 pacientd (40 %) - infekce (2 pacienti, 25 %),
artralgie, konjunktivitida, zacpa, unava, muskuloskeletalni bolesti
a vyrazka (shodné 1, 12,5 %). Terapii ponatinibem provézely NU
u 21 pacientu (41,2 %) - infekce (6 pacientd, 9,8 %), vyrazka (5, 8,2 %),
bolest zaludku, arteridlni hypertenze, muskuloskeletalni bolesti
(shodné 4 pacienti, 6,6 %).

Zavér: Asciminib se jevil jako slibna alternativa s velmi dobrou
toleranci, ale je dalezité brat v ivahu omezeny pocet pacientl
a krétkou dobu jejich sledovani. Ponatinib potvrdil svou vysokou
ucinnost, avsak s vyssim vyskytem nezédoucich ucinka.

Predklddand prdce vznikla diky podpore grantu MUNI/A/1558/2023
a projektem Ndrodniho Ustavu pro vyzkum rakoviny (Program EXCELES, ID:
LX22NPO5102) - Financovdno Evropskou unii — Next Generation EU.

EFEKTIVNI VYSLEDKY LECBY PONATINIBEM
A VKOMBINACI S VENETOCLAXEM

V PREKLINICKEM MODELU CHRONICKE
MYELOIDNI LEUKEMIE S REZISTENCI

K ASCIMINIBU

Cufik N.'2, Lazni¢ka A.”-3, KFizkova J.!, Polivkova V.', Suchankova P.,
Semerdk P!, Pokorna E.?, Hochhaus A.* and Machova Polakova K.
"Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

2(stav patologické fyziologie, 1. LF UK, Praha

32.LF UK, Praha

*Abteilung Hdmatologie/Onkologie, Klinik fir Innere Medizin I,
Friedrich-Schiller Universitdt Jena, Néemecko

Asciminib vyznamné rozsifil paletu cilené 1écby pacientd s chronickou
myeloidni leukemii (CML) po pfedchozim selhani nékolika linii [é¢by
inhibitory tyrozinovych kindz (TKI). V soucasnosti 1ék prochdzi
klinickym ovéfovanim pro nové diagnostikované pacienty s CML.
Jako urcity problém omezujici terapeuticky potencidl asciminibu
se jevi vznik ziskané rezistence spojeny s mutacemi BCR::ABL1, které
jsou relativné neznamé a tedy neprobadané v souvislosti s citlivosti
k TKI ¢i novym lé¢iviim z fad BH3 mimetik. Cilem prace bylo zjistit

miru citlivosti mutaci rezistentnich k asciminibu a lé¢ebné moznosti.
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Experimentalni Iécbu klondlné heterogenni CML rezistentni
k asciminibu jsme testovali na preklinickém mysim modelu. Vyuzili
jsme nami ustavené klony (n = 5) linie KCL-22 s rdznymi mutacemi
BCR::ABLT (D276G, K294E, A337T, A337V, E509G), které jsme ve smési
subkutanné xenotransplantovali imunodeficientnim mysim. Mysi
(n = 49) byly ndhodné rozdéleny do skupin podle [é¢by (asciminib;
ponatinib; venetoclax, a jejich vzédjemné kombinace) a do kontrolni
skupiny. Lé¢ba byla zahajena v den detekce tumoru a jeji kazdodenni
podavani ukonéeno po jednom tydnu. U¢inek léeby byl posouzen
na zakladé srovnani doby preziti do narustu tumoru = 500 mm? (EFS)
a doby celkového preziti (OS). Ponatinib byl signifikantné ucinny,
avsak v kombinaci s venetoclaxem jesté vyznamnéji zredukoval
nadory pod hranici méfitelnosti (rozmezi dnt 4 a 24). Tato kombinace
signifikantné (p < 0,001) prodlouzila mediany preziti oproti kontrolni
skupiné (EFS: 37 vs. 7 dni; OS: 44 vs. 12 dni) i skupinam lé¢enym
samostatné jednotlivymiléky (p < 0,01). NGS analyza ukazala rozdilné
zastoupeni- a tedy rozdilnou citlivost k [é¢bé - jednotlivych klond,
které proliferovaly a utvérely tumor po zastaveni |écby.

Podporeno EUTOS 2022, MZ CR - RVO (UHKT, 00023736), GA UK 492222,
Andreas Hochhaus a Katefina Machovd Poldkovd obdrZeli podporu od firmy
Novartis prostrednictvim European Treatment and Outcome Study (EUTOS)
2022 pro CML.

SINGLE CELL ANALYZY KLONALNI
KOMPOZICE AKUTNI MYELOIDNI
LEUKEMIE S VYUZITIM PLATFORMY
TAPESTRI S MULTI-OMICKYM PRESAHEM
Drncova M., Folta A., Klemesova |., Weinbergerova B., Mayer J.,
Jeziskova .

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod:Akutnimyeloidnileukemie(AML)jeonemocnénicharakteristické
biologickou heterogenitou a c¢asto slozitou klonalni kompozici.
Technologicky vyvoj poslednich dvou dekad posunul moznosti studia
heterogenity az na uroven individualizovanych bunék. Na rozdil od
konvencnich technik NGS, které poskytuji informaci za celou populaci
(bulk) nddorovych bunék, mohou DNA single cell pfistupy (scDNAseq)
identifikovat kookurenci a vylu¢nost variant, detekovat majoritni
a minoritni klony, urcit jejich velikost ¢i popsat trajektorii vyvoje
v Case. scDNAseq tak predstavuji ndstroj pro presnéjsi prognostiku,
stratifikaci AML ¢i sledovani odezvy na terapii. Jednou z nejnovéjsich
scDNAseq technologii je platforma Tapestri (MissionBio, USA). Spojuje
mikrofluidni dropletovy systém s molekuldrnim barkédovanim a NGS.
Poskytuje tak informaci o genotypu nékolika tisic jednotlivych bunék.
Multi-omické rozsiteni platformy (detekce 45 povrchovych proteind),

umoznuje navic simultanni profilovani imunofenotypu.
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Obr. 5. Drncova M etal. Ukazka klonalni kompozice detekované pomoci scDNAseq analyz u vybranych pacientti s AML.
(A) Linearni kompozice klonti u pacienta VAS75 vs. (B) komplexné kombinovana kompozice klon{i u pacienta BUZ78.
Hodnoty popisuji procentudlni zastoupeni pfislusného subklonu a absolutni pocet bunék subklonu z celkového poctu

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

Metody: U souboru 16 kurativné lé¢enych de novo AML pacientd
s vice¢etnymi mutacemi byly provedeny scDNAseq analyzy z vitalné
kryoprezervovanych leukocytd kostni diené za pouziti platformy
Tapestri (MissionBio, USA) a panell AML a Myeloid. U vybranych
pacientd multi-omické analyzy byl sou¢asné inkorporovan hemato-
logicky proteinovy panel TotalSeq™-D Heme Oncology Cocktail
(BioLegend, USA). Pripravené knihovny byly sekvenovany pomoci
NextSeq (Illumina, USA) a vysledna data hodnocena pomoci softwaru
Tapestri Pipeline, Tapestri Insights a Mosaic (MissionBio, USA).
Vysledky: Na zakladé vysledk( scDNAseq analyz byla u vsech
analyzovanych pacientl presné identifikovana jejich klonalni
kompozice, kterd se interindividualné vyrazné odliSovala (linedrni/para-
lelni/komplexné kombinovand evoluce). U kazdého pacienta byl
popsan jeho mutacni profil, koexistence aberaci a velikost jednotlivych
klond. Kompozi¢ni diferenci bylo mozno pozorovat také napfi¢
nositeli aberaci ve stejnych genech. U pacient(, u kterych konvenéni
sekvenovani neposkytlo jasny molekuldrni marker pro sledovani MRN,
byl tento pomoci scDNAseq dourcen. V pfipadé pacientd podrobenych
multi-omické analyze je navic mozné pozorovat klondlni kompozici
napfi¢ bunécnymi typy a vyvojovymi stadii.

Zavér: Technologie scDNAseq Tapestri je unikatnim nastrojem pro
analyzu a dlkaz interindividudlni heterogenity u pacientl s AML.
Umoznuje vizualizovat diferenci klonalnich evolucnich trajektorii. Pro
rutinni diagnostiku nové otevird moznost urcit marker vhodny pro
sledovani MRN ¢i sledovat odezvu na terapii.

Prdce byla podpofena projektem MSMT MUNI/A/1558/2023 a MZ CR - RVO
(FNBr, 65269705).

MANAGEMENT PACIENTU S CML BEZ
OPTIMALNI ODPOVEDI NA LECBU TKI
PRVNI LINIE

Faber E. a Vrablova L. za Ceskou leukemickou skupinu CELL
Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Evropska komunita expert( vénujicich se CML pfipravuje letos
nova doporuceni, ktera by méla reflektovat vyvoj od posledni edice
z roku 2020. Jednim z diskutovanych bodu je dulezitost dosazeni
optimalni odpovédi v dobé ¢asnych ,milnikd” (ve 3. a 6. mésici) ve
srovnani s jejim pozdéjsim dosazenim (ve 12. a 24. mésici). Vysledky
studii, svéddicich pro vyznam dosazeni ¢asné odpovédi s disledkem
¢asné zmény inhibitoru, byly nedavno relativizovany dvéma velkymi
a jednou mensi studii, ukazujici vyrazné vétsi rozdily preziti pfi
chybéni optimalni odpovédi v pozdéjsich terminech. Obdobné
vysledky byly v roce 2019 zjistény na olomouckém pracovisti, kde se
jako nejdulezitéjsi jevilo dosazeni optimalni odpovédi do 2 let |écby.

Metody: Retrospektivni analyza preziti pacientl s CML z databaze
INFINITY dosahujicich ¢asnou versus pozdni optimalni odpovéd
na lécbu s akcentaci vyznamu ¢asné zmény TKI pomoci klasickych
statistickych postupd i autonomni pocitacové analyzy dat pomoci
sité, vytvorené na zdkladé odpovédi v jednotlivych ,milnicich”.
Vysledky: Do probihajici analyzy bylo zafazeno celkem 580 pacientl
v chronické fazi CML lé¢enych v 1. linii imatinibem diagnostikovanych
v letech 2005 az 2017, u nichz byly dostupné vysledky Q-PCR alespon
ve 3ze 4 ,milnikd”. Autonomni analyza rozdélila pacienty do 5 skupin,
z nichz nejhorsi CML specifické preziti mélo 15 % pacient(, jejichz
odpovéd na lé¢bu se vyznamné lisila v 6., 12. a 24. mésici, ale nikoli
ve 3. mésici.

Zavéry: V prednasce budou prezentovany vysledky dokoncené
analyzy, které budou dokumentovany pfiklady z praxe svédcici
o potiebé kombinovat pfi managementu pacient s CML pribéznou
odpovéd na lécbu s dalsimi parametry.

ZACHYT RODINY S RARITNI FORMOU
HEMOGLOBINOPATIE

Fatorova ', Pilnackova M., Dynterovd A.', Hak J.?

"IV internf hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

?Détskd klinika FN Hradec Krdlové

V soucasnosti se stale castéji setkdvame se s hemolytickymi
anémiemi, které jsou raritni a jejich diagnostika neni v nékterych
pfipadech zcela jednoducha. Jedna se predevsim o raritni vrozené
stavy, které v minulosti nebyly spravné zafazeny nebo dovysetieny
(¢asto diky absenci dostatecné specifickych a senzitivnich testd),
nebo o pfipady zcela nové piipadné, vzhledem k vyznamné
migraci, importované. Mezi takovéto anémie patfi bezesporu
hemoglobinopatie. Jednd se vrozené stavy, kdy dochéazi bodovym
zménam (mutacim) v globinovych fetézcich. Zejména mutace v beta
globinovém fetézci maji za nasledek zmény v molekule hemoglobinu,
které vedou k pfedcasné destrukci ¢ervené krvinky a nasledné
k projevim hemolytické anémie. Nékteré hemoglobinopatie jsou
Casté a pomérné dobie znamé (srpkovita anémie, hemoglobin C,
hemoglobin E aj.), nékteré se vyskytuji vzacnéji. Pravé zachyt takové
raritni hemoglobinopatie budeme v nasi kazuistice prezentovat.

Tato prdce byla podporena programem MZ CR — RVO (FNHK, 00179906).

VLIV PREANALYTICKYCH FAKTORU NA
STABILITU KOAGULACNICH PROTEINU
Fenclova T., Marecek F., Hrachovinova I.

Laboratof pro poruchy hemostdzy, UHKT Praha

Uvod: Chyby v preanalytické fazi pfedstavuji az 70 % vsech
laboratornich chyb a mnoho preanalytickych aspektl méze mit vliv
na vysledky koagulac¢nich vysetteni. Nespravné podminky odbéru,
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transportu, zpracovani a skladovani plazmy pred vysetienim
mohou zplsobit degradaci koagula¢nich proteinl, coz mlze
ovlivnit vysledky testu. Cilem této studie bylo prozkoumat zmény
v koagulacnich parametrech v plazmé pacienta a vnitini kontrole
kvality (1QC) v rdiznych podminkéch skladovani béhem kratkodobého
a dlouhodobého sledovani.

Metody: Bezdestickova plazma byla pfipravena z citratové periferni
krve odebrané od skupiny zdravych darcl. Plazma byla zamrazena
a skladovéna v rdznych podminkdch. Zmény byly monitorovany
pomoci rutinnich koagula¢nich testl a nékterych speciédlnich
vysetteni jako FVIIl a Protein S (PS).

Vysledky: Plazma skladovana v kapalném dusiku nebo v -80 °C
vykazovala dlouhodobé stabilni hodnoty pro rutinni testy po
dobu vice nez 12 mésicd a 6 mésicd pro FVIII. Je zajimavé, ze aPTT
vykazovalo docasné vyznamné prodlouzeni béhem prvnich dvou
tydn(. Plazma zmrazena a skladovana pfi -40 °C neni vhodna pro
testovani aPTT a FVIII, jinak ji Ize pouzit pro ostatni parametry po
dobu az 4 mésicu. PS vykazoval vyznamny nérdst u vsech zmrazenych
vzorkd. Rychlost zmrazovani méa vyznamny vliv na kvalitu plazmy
a konecna skladovaci teplota ovliviiuje dlouhodobou stabilitu.
Zavér: Optimalnimi skladovacimi podminkami jsou velmi nizké
teploty (kapalny dusik nebo -80 °C) a nejvys$si mozna rychlost
zmrazovani. Zmrazena plazma vsak neni Zivotaschopna pro 1QC
aPTT béhem obdobi dvou tydnd po zmrazeni. Tato studie je unikatni
svym pojetim jako prakticky prlivodce pro manipulaci se zmrazenymi
vzorky plazmy v modernich laboratornich podminkach.

KLINICKY VYZNAM HLADINY

CD19 CAR-T LYMFOCYTU

A INTERLEUKINU-6 V PERIFERNI KRVI
Folber F., Hrab¢akova V., Benké F., Janikova A., Borsky M., Mayer J.
Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Mé&Feni hladiny T lymfocytd s chimerickym antigennim
receptorem (CAR-T) a interleukinu 6 (IL-6) se stalo soucasti bézné
praxe. Klinicky vyznam téchto méfeni v3ak zatim stale neni zcela
jasny.

Metody: U vsech pacientl stanovujeme v periferni krvi hladinu
CAR-T lymfocytl pomoci priitokové cytometrie a IL-6 biochemicky.
Do této retrospektivni analyzy jsme zafadili vSechny pacienty
|é¢ené CD19 CAR-T lymfocyty s kostimulacni doménou CD28 (axi-cel
a brexu-cel). Hodnotili jsme vyskyt a zavaznost syndromu z uvolnéni
cytokint (CRS), neurotoxicity (ICANS), miru celkové lécebné odpovédi
(ORR), kompletni remise (CR) a relapsu v zavislosti na hladiné CAR-T
lymfocytd a IL-6 v rliznych ¢asovych bodech.

Vysledky: Do analyzy bylo zatazeno celkem 47 pacientd;
44 s lymfomy a 3 s akutni lymfoblastickou leukemii. U pacientt
s hladinou IL-6 > 7 ng/I v den +1 nebo +2 (vzdy pfed event. podanim
tocilizumabu) jsme zaznamenali ¢astéjsi vyskyt CRS stupné 2-4 (0 vs.
59 %; p=0,01). Pfihladiné IL-6 > 30 ng/I ¢astéjsi vyskyt ICANS, zejména
stupné 2-4 (45 vs. 10 %; p = 0,013). U pacienttd s hladinou CAR-T = 50/pl

v den +7 jsme zaznamenali ¢astéji CRS (stupen 2-4 v 70 vs. 29 %;
p < 0,01). Stejné tak byl v této skupiné castéjsi ICANS, a to celkové
(70 vs. 25 %; p < 0,01) i stupné 2—4 (61 vs. 8 %; p < 0,01). U nemocnych
s hladinou CAR-T < 10/pl v den +14 jsme pozorovali nizsi ORR (58 vs.
93 %; p = 0,01) a CR (50 vs. 85 %; p = 0,02). V pfipadech s maximalni
expanzi CAR-T < 35/pl béhem prvniho mésice jsme zjistili nizsi ORR
(60 vs.91 %; p =0,023), CR (50 vs. 81 %; p = 0,05) a vy3si vyskyt relapsu
(50 vs. 16 %; p = 0,026).

Zavér: U pacientll |é¢enych CD19 CAR-T preparaty s kostimula¢ni
doménou CD28 souvisi hladina CAR-T lymfocyt(i a IL-6 v periferni krvi
s vyskytem specifickych nezadoucich ucink(, |é¢ebnou odpovédi
arizikem relapsu.

PROFYLAXE NEUROLOGICKE TOXICITY
CAR-T POMOCI ANAKINRA - PRVNI
ZKUSENOSTI

Folber F, Sramek J.2, Benkd F., Jindra P2, Mayer J."

"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
?Hematologicko-onkologické oddeéleni, FN Plzen

Uvod: Syndrom neurotoxicity (ICANS) patfi mezi pomérné ¢asté
a navic klinicky nepfijemné akutni komplikace po terapii autolognimi
T lymfocyty s chimerickym antigennim receptorem (CAR-T). V jeho
|é¢bé se uplatnuji kortikoidy, zejména dexametazon. Na zakladé
publikovanych praci ze zahranici jsme na nasich centrech zavedli od
roku 2024 pausalni profylaxi pomoci anakinra, inhibitoru interleukinu
1 (IL-1).

Metody: Anakinra v ramci profylaxe byla viem pacientdim aplikovana
podkozné ode dne podani CAR-T (den 0) v davce 100mg 1-2x
denné (median 1x denné). Pii refrakternim nebo progredujicim
(R/P) syndromu z uvolnéni cytokinG (CRS) nebo ICANS byla dévka
navysena na 100 mg 4x denné. Pokud se neobjevil R/P CRS ani ICANS,
byla profylaxe anakinra ukonc¢ena po 7-14 dnech. Sledovali jsme
vyskyt a zavaznost CRS a ICANS, event. dal$i potencidlni nezddouci
ucinky.

Vysledky: Do doby tvorby tohoto abstraktu (duben 2024) jsme
profylaxi pomoci anakinra pouzili celkem u 10 pacient(; 8 s lymfomy
(6% CAR-T axi-cel, 2x brexu-cel) a dvou s akutni lymfoblastickou
leukemii (2x brexu-cel). CRS se vyskytl u 9 (90 %) pacientq,
zavazné formy (stupen 3 a tézsi) u jednoho (10 %). ICANS se vyskytl
u 4 (40 %) nemocnych, zavazna forma pouze u jednoho z nich (10 %).
Nepozorovali jsme zvyseny vyskyt nezadoucich G¢inkl (zejména
infekci), které by mohly potencialné souviset s podavanim anakinra,
byt skupina pacientl je zatim mald. V historickém srovnani s nasimi
pacienty lé¢enymi preparaty CAR-T axi-cel a brexu-cel doslo po
zavedeni profylaxe anakinra ke snizeni vyskytu zavazného ICANS
z23 % na 10 %.

Zavér: Blokada IL-1 pomoci anakinra pftinasi atraktivni moznost
profylaxe zavaznych neurologickych nezadoucich u¢inkd po terapii
CAR-T lymfocyty, neni finan¢né nakladna a mé dobry bezpecnostni
profil. Tato profylaxe v nasich centrech pokracuje i nadale.
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PROFYLAXE INFEKCI PO TERAPII CAR-T
LYMFOCYTY - PRAXEV CR A SR

Folber F., Pytlik R.2, Polgarova K.?, Belada D.*, Mihalyova J.>, Drgona L.,
Sramek J7, Sramkova L.8, Szotkowski T.%, Weinbergerova B.'"0
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
20ddeéleni bunécné terapie, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha
*[. interni klinika — klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze

“IV. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

*Klinika hematoonkologie FN Ostrava

¢Klinika onkohematoldgie, Ndrodny onkologicky Ustav, Bratislava
’Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzeri

éKlinika détské hematologie a onkologie2. LF UK a FN Motol, Praha
?Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

10Ceskd leukemickd skupina — pro Zivot (CELL)

Uvod: Infekeni komplikace po terapii autolognimi T lymfocyty
s chimerickym antigennim receptorem (CAR-T) patfi mezi pomérné
casté nezadouci Ucinky této 1é¢by. Vyplyvaji z kombinované poruchy
nespecifické i specifické, bunéc¢né i humoralni imunity.

Metody: Na viech 9 certifikovanych center v Ceské republice
a na Slovensku jsme rozeslali dotaznik s otazkami ohledné rediné
pouzivané antiinfekéni profylaxe po [é¢bé CAR-T.

Vysledky: Profylaxe pneumocystové pneumonie je pouzivana ve
vsech centrech, lisi se pouze davkovanim. Antivirova profylaxe je
podévana ve vsech centrech, lisi se typem pouzitého preparatu,
davkovanim i délkou trvani. Metodika a doba monitorace
cytomegalovirové reaktivace neni jednotnd. Antimykoticka profylaxe
pfi neutropenii zahrnuje u rizikovych pacientli posakonazol,
nerizikovi dostavaji v nékterych centrech flukonazol, pediatricti
pacienti mikafungin. Antibakterialni profylaxe ciprofloxacinem je
pouzivana pouze v nékterych centrech, v ramci lokélnich zvyklosti.
Granulocytarni rdstové faktory jsou v nékterych centrech pouzivany
pouze pfi hluboké a dlouhodobé neutropenii, jinde se bere ohled
na rizikovost konkrétniho pacienta podle skére CAR-HEMATOTOX
a jsou podavany i profylakticky. Vakcinace po CAR-T terapii je
velmi nejednotnd, lisi se ockovaci kalendér i typy pouzitych vakcin.
Imunoglobuliny jsou substituovany ve vsech centrech pfi hladiné IgG
pod 4 g/l a soucasné infekci, odlisnosti jsou v davkovani a zplsobu
aplikace.

Zavér: Prestoze existuji recentné publikované mezinarodni
doporucené postupy, antiinfekcni profylaxe je v redlné praxi ceskych
a slovenskych center stéle ponékud heterogenni. Sdileni zkusenosti

mUze vést k Upravé lokalnich postupd, jejich sjednoceni, a tak ke
snizeni rizika infek¢nich komplikaci u nemocnych po terapii CAR-T
lymfocyty.

Tuto prdci podpofila Ceskd leukemickd skupina — pro Zivot (CELL).

JAK SE DARI PACIENTUM PO LECBE CAR-T
LYMFOCYTY

Folber F.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Bunéc¢na terapie pomoci geneticky modifikovanych
autolognich T lymfocytl s chimerickym antigennim receptorem
(CAR-T) je moderni metodou |é¢by pro pacienty s relabovanymi
nebo refrakternimi B lymfomy, akutni B lymfoblastickou leukemii
amnohocetnym myelomem. Po zvladnuti akutni toxicity a propusténi
do doméci péce jsou nemocni dale ambulantné sledovani.
Dlouhodobé sledovani: Pozdni cytopenie zahrnuji neutropenii
a trombocytopenii. Pfic¢iny jsou nejc¢astéji imunitni. V diferenciélni
diagnostice vylucujeme v prvnim kroku zejména infekce, snizenou
rezervu kostni dfené a hemofagocytarni syndrom. Lécba spociva
v podavani rlstovych faktord, transfuzi a feseni pfipadné priciny.
Infekce souviseji se snizenou hladinou a funkci lymfocyt(, imuno-
globulind a neutrofild. Neutropenie predisponuje pacienty
k bakteridlnim a mykotickym infekcim. Narusena funkce lymfocytd
souvisi s virovymi infekcemi a rizikem pneumocystové pneumonie.
Lécba zavisi na prokazani pavodce, dulezité je podavani antibiotik,
antivirotik i antimykotik a substituce imunoglobulind. Pozdni formy
neurologickych nezadoucich ucinkd jsou pomérné vzacné. Az do
konce druhého mésice se mlze objevit neurotoxicita charakteru
ICANS. Po CAR-T preparatech pro mnohocetny myelom se mohou
projevit i parkinsonismus, parézy perifernich nervii nebo zmény
kognitivnich funkci. Lé¢ba spociva v podavani kortikoid(i a podptrné
péci. Relapsem zakladniho onemocnéni jsou pacienti nejvice
ohrozeni v prvnich mésicich po podani CAR-T, je proto nezbytné
peclivé sledovani. Pfedpisy vyzaduji také hlaseni pfipadného
vyskytu sekundarnich malignit, a to po dobu 15 let od podani
CAR-T.

Zavér: V dlouhodobém ambulantnim sledovani po terapii CAR-T jsou
pacienti ohroZeni pozdnimi a chronickymi nezadoucimi tGcinky, na
které je tfeba myslet a které je nutné sledovat.
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CAR-T V CESKE REPUBLICE 2019-2023:
PET LET ZKUSENOSTI A PRAXE

Folber F., Pytlik R.2, Polgérové K.2, Belada D.%, Mihalyové J.5, Sramek J.6,
Sréamkova L., Szotkowski T.8, Trnény M.>°, Mayer J.M'0, Zak P.4"
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
20ddeéleni bunécné terapie, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha
*[. interni klinika — klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze

“IV. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

*Klinika hematoonkologie FN Ostrava

¢Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzeri

’Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha
#Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

?Kooperativni lymfomovd skupina (KLS)

10 Ceskd leukemickd skupina — pro Zivot (CELL)

1" Ceskd hematologickd spolecnost Ceské lékar'ské spolecnosti Jana
Evangelisty Purkyné (CHS CLS JEP)

Uvod: Autologni T lymfocyty s chimerickym antigennim receptorem
(CAR-T) se staly standardni soucasti protinadorové lé¢by v Ceské
republice. V této analyze jsme se zaméfili na celkovy pfehled
dosavadnich zkusenosti a redIné praxe za celé obdobi 2019-2023.
CAR-T v CR: K zagatku roku 2024 je pro terapii CAR-T lymfocyty v CR
certifikovano osm center. V letech 2019-2023 jsme |é¢ili 202 pacientd
s B lymfomy (B-NHL), 28 nemocnych s akutni B lymfoblastickou
leukemii (B-ALL) a 10 pacientt s mnohocetnym myelomem (v klinické
studii). Velkobunéc¢né B lymfomy: Od roku 2019 jsou k dispozici
preparaty tisa-cel (3. a dalsi linie) a axi-cel (3. a dalsi linie, od roku
2023 i ve 2. linii pfi ¢asném relapsu nebo primarni refrakterité).
V celém souboru 185 nemocnych dosahlo lé¢ebné odpovédi 67 %
pacientll, median celkového preziti ¢inil 26 mésicl. Preparat axi-
cel je spojen se statisticky vyznamné lepsi |é¢ebnou odpovédi
(81 %) i prezitim (medidn nedosazen), vysledky ve 2. linii jsou
obdobné jako v pozdéjsich liniich. Lymfom z plastovych bunék: Od
roku 2021 je k dispozici brexu-cel, pro nemocné po 2 a vice liniich
systémové |écby, které zahrnovaly inhibitor Brutonovy tyrosinkinazy.
Odléceno bylo jiz 10 pacientt. Folikularni lymfom: Od roku 2022 jsou
k dispozici tisa-cel (3. a dalsi linie) a axi-cel (od 4. linie). Lécili jsme
zatim 7 pacientd. B-ALL: K dispozici je od roku 2019 tisa-cel (2.
a dalsi relaps, relaps po transplantaci, refrakterni onemocnéni, vék
do 25 let v¢.) a od roku 2023 také brexu-cel (relaps nebo refrakterita,
vék od 26 let). Lécili jsme celkem 13 pediatrickych a 15 dospélych
pacientl. Kompletni remise dosahla vétsina z nich, nasledna alogenni
transplantace byla nezbytnd u méné nez poloviny nemocnych.
Klinické studie: Probihd nébor, 1é¢ba nebo sledovani ve studiich
CARTITUDE-5 (cilta-cel, mnohocetny myelom), UHKT-CAR-19 (CD19.
BBz CAR, Blymfocytarni malignity) a ZUMA-4 (brexu-cel u détis B-NHL
nebo B-ALL).
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STUDIUM KLONALNI HEMATOPOEZY
U PACIENTU S CML ZARAZENYCH DO
CELONARODNI STUDIE HALF

Folta A, Jeziskova |, Zackova D!, Faber E.2, Klamova H.3,
Stejskal L.%, Bélohlavkova P.5, Karas M.5, Cerna 0.7, Cmunt E 8,
Machova Polékova K 3, Ci¢atkova P, Semerad L., Horndk T.,
Kvetkova A', Prochazkova J., Skoumalové 1.2 Zizkova H.3, Srbové D.3,
Sélek C.3, Buffa D.*%, Voglova J.5, Juréek T, Mayer J./10
'Internf hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
?Hematoonkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

3 Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

“Klinika hematoonkologie FN Ostrava

*IV. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové
®Hematoonkologickd klinika LF UK a FN Plzeri

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

1. Interni klinika — klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze
?Klinika hematoonkologie LF OU, Ostrava

10Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), MU Brno

Uvod: Klonalni hematopoéza neur¢itého potencialu (CHIP) je
charakterizovdna expanzi krvetvornych bunék nesoucich somatické
mutace v genech asociovanych s myeloidnimi malignitami u jinak
zdravych jedincl. Detekce mutaci v genech asociovanych s CHIP
v dobé diagnézy CML pacientl je spojovano s horsi prognézou
a maze ovlivnit vybér TKI. Informace o spektru téchto mutaci
u dlouhodobé negativnich pacientt jsou viak omezena.

Cil: Analyza klonalni hematopoézy u pacientd s CML v ramci
akademické multicentrické studie faze Il - HALF ve dni vstupu do
studie (DO).

Metody: DNA izolovana ze vzorkd periferni krve byla vysetiena
NGS panelem VariantPlex Core Myeloid Kit (IDT, USA). Pozitivné byly
hodnoceny varianty s VAF = 2,0 %.

Vysledky: Analyza klondlni hematopoézy byla dosud provedena
u celkem 145 pacientt s CML. Varianty souvisejici s CHIP byly
identifikovany u 28/145 (19,3 %) pacientd, pficemz u 4 pacientl byla
identifikovand koexistence dvou, u jednoho pacienta tii riznych
somatickych variant. Nejfrekventovanéji mutovanymi geny byly:
DNMT3A (12/34, 35,3 % mutaci), TET2 (10/34, 29,4 %) a ASXL1 (9/34,
26,5 %). U jednoho pacienta byla identifikovana patogenni mutace
v genu TP53 - p.(Arg273Cys). Frekvence VAF variant se pohybovala
0d 2,0 % do 41,1 % s medidanem 5,0 %. Identifikovan byl jeden pacient
s pravdépodobné patogenni zdrodecnou variantou v genu DDX41:p.
(Met1lle); varianta neni pfitomna v databazi ACGT.

Zavér: Klonalni hematopoéza byla v nasi kohorté pacientd
identifikovana u necelé pétiny nemocnych. Spektrum mutovanych
genl odpovida vyskytu u zdravé populace. U jednoho pacienta byla
identifikovand pravdépodobné patogenni zérodecnd varianta v genu
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DDX41. Asociace nalezu mutaci k Uspésnosti vysazeni TKI bude
pfedmétem dalSich analyz.

Tato prdce vznikla za financni podpory projektu AZV NU22-03-00136,
projektu A-G-G-T, reg. ¢. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008448 financovaného
ZEFRR a grantu MZ CR - RVO (FNBr 65269705).

EFFICACY OF IXAZOMIB, LENALIDOMIDE,
DEXAMETHASONE REGIMEN IN DARATU-
MUMAB-EXPOSED RELAPSED/REFRACTORY
MULTIPLE MYELOMA PATIENTS:

A RETROSPECTIVE ANALYSIS

Fric D.!, Stork M.!, Boichuk I.!, Sandecka V.", Adam Z.', Krejci M.,
Ondrouskova E., Fridrichova A.', Radova L.?? Knechtova Z.,
Jarosova M.}, Pour L.

'Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, University
Hospital Brno

?Central European Institute of Technology, Masaryk University, Brno
*Department of Medical Genetics and Genomics, Faculty of Medicine,
Masaryk University and University Hospital Brno

We performed retrospective analysis of relapsed/refractory multiple
myeloma (RRMM) patients treated with ixazomib, lenalidomide,
dexamethasone regimen that had been previously exposed to
daratumumab in real clinical practice. Our aim was to evaluate efficacy
of IRdinthese patients and select a subset of patients that would benefit
from this treatment the most. In total, we analyzed 29 daratumumab-
exposed RRMM patients treated in our center. Minimal response or
better was achieved by 55.2% of patients from the cohort. Median
progression free survival was 4.56 months (95% Cl: 2.36-9.77) and
median overall survival was not reached. Next, we described two
subgroups of patients: responders (at least minimal remission) and
non-responders (stable disease or worse) to IRd therapy, with different
PFS (responders vs. non-responders: median 9.63 vs. 1.5 months;
P < 0.001) and OS (median not reached vs. 3.43 months; P < 0.001). The
best survival benefit was observed in patients that were not triple-
refractory or worse and had less than 3 previous lines of treatment.
Overall prognosis of daratumumab refractory RRMM patients remains
poor. According to our results, IRd regimen is efficient in such setting
with acceptable toxicity and added benefit of fully oral administration
and thus provides a valid option in management of these patients.

EXTRAKORPORALNI FOTOCHEMOTERAPIE
ZA POMOCI TECHNIKY OFF LINE A ON LINE
Gasova Z., Bhuiyanové-Ludvikova Z., Bbhmové M., Sloukovéa M.,
Knappova K.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Extrakorporalni fotochemoterapie (ECP) predstavuje ucinny postup
v terapii onemocnéni, na jejichZ patogenezi se podileji T lymfocyty,

napf. u koznich lymfom@ z T lymfocytl, u GVHD a rejekce stépl
po transplantaci srdce a plic. Na Aferetickém oddéleni provadime
metodu ECP ,off line” od roku 1998. Separace a fotomodifikace
mononukledrnich bunék (MNC) probihaji za pomoci nezvislych
zafizeni (Spectra Optia, Macogenic). Ovéfili jsme Gcinnost ECP a zavedli
jido terapie nemocnych s GVHD a s Mycosis fungoides. V roce 2024 jsme
rozsifili ECP o novy postup ,on line” (Amicus Blue, Phelix). Separace,
fotomodifikace a aplikace MNC probihaji v jednom uzavieném systému
ultzka pacienta. Cilem bylo porovnani separa¢nich parametrd, obsahu
MNC a frekvence komplikaci u metod ECP ,off line” (,1“) a ,on line”
(,2"). Hodnotili jsme vysledky 61 ECP (39 ,1” a 22 ,2") u 4 pacientl
s Mycosis fungoides a s chronickou GVHD. Vysledky ukazaly, ze u ECP
1" se zpracuji objemy krve vyssi nez jeden objem krve (TBV) pacienta
a tomu odpovidala i vys$si spotreba ACD-A a ve srovnani s ECP ,2".
Doba vykonu se pohybovala od 5-6 h. U ECP ,2" ¢inila doba vykonu
3 h. V piipravcich MNC se pocet leukocytl pohyboval u ,ECP 1"
od 5-9x10° a u ECP ,2" od 3-6x10°% hodnoty hb v MNC u obou ECP
vyhovovaly a byly v rozmezi 0,6-1,5g. Obsah trombocytl ¢inil u ECP
,1"0,8-2,2x10" a u ,2" 0,3-0,4x10". V prabéhu ECP jsme nepozorovali
zvydeny vyskyt infekci ani jiné zavazné komplikace.

SEPARACE MONONUKLEARNICH BUNEK
PRO PRIPRAVU CAR-T LYMFOCYTU

Gasova Z., Pytlik R., Polgérova K., Bhuiyanova-Ludvikova Z.,
Bohmova M., Sloukova M., Marinov 1.

Ustav hematologie a krevni transfuze, 1. internf klinika VFN a FVL UK, Praha

Terapie za pomoci CAR-T lymfocytl pfedstavuje moderni
individualizovany postup, pfi kterém dochdazi ke genetickému
reprogramovani T lymfocytd pacienta s cilem rozpoznani a eliminace
nadorovych bunék. Systém pfipravy vychazi z uzké spoluprace mezi
zdravotnickym zafizenim (ZZ) a zpracovatelem bunék. V ZZ se provede
technikou leukocytaferézy separace mononukledrnich bunék (MNC),
které jsou surovinou pro zpracovani na lécivy pripravek. Po ,vyrobé”
CAR-T v laboratofi zpracovatele se pfipravek aplikuje pacientovi.
V UHKT jsme pfipravovali MNC pro protinddorovou terapii pomoci
DCVAC. Od roku 2019 pfipravujeme MNC pro CAR-T lymfocyty pro
pacienty s CD 19+ hematoonkologickymi onemocnénimi. Celkem
jsme provedli 169 separaci u 161 pacientll s refrakternim nebo
relabujicim onemocnénim DLBCL, FL, B-ALL a MCL. Cilem prace
bylo vyhodnoceni separa¢nich parametrd, slozeni MNC a sledovani
komplikaci v prlibéhu separaci v roce 2023, kdy jsme u 59 pacient(
provedli 60 separaci (Spectra Optia, Terumo, CMNC). Vysledky jsou
uvedené v medidnech a jejich intervalech. Zpracovali jsme 2,5 (1,6-3,3)
nasobky celkového objemu krve pacientd, které odpovidaly 13 (7-15)1
krve a spotfebé ACD-A 979 (505-1 208)ml. Doba vykonu ¢inila
305 (198-354) min. Pripravky obsahovaly 14 (2-113)x10° leukocytd,
hodnoty htk vyhovovaly s 1,9 (0,9-4,4) % a pocet CD 3 T+ lymfocytl
¢inil 5,4 (0,4-27,9)x10°. Béhem vykon( jsme podavali Ca glukonicum.
| pffi této substituci se snizila hladina iCa o 17 (5-55) %. Parametry MNC
vyhovovaly. Pouze v jednom pfipravku jsme detekovali nizky obsah CD

Transfuze Hematol Dnes 2024; 30(Suppl 2) 2821



I1I. CESKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

3 T+ lymfocytd. Nasledny sbér jiz byl Uspésny. V prabéhu separaci MNC
jsme nepozorovali zdvazné komplikace.

DETEKCE REKURENTNICH SOMATICKYCH
VARIANT VE VOLNE CIRKULUJICI DNA JAKO
NASTROJ PRO SLEDOVANI ONEMOCNENI

U HODGKINOVA LYMFOMU

Grohmann J., Kredatusova A., Navratilova J., Hanackova V.,

Urbankova H., Prochédzka V., Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Velkou vyzvou pfi 1é¢bé klasického Hodgkinova lymfomu
(cHL) je nalezeni optimalni rovnovahy mezi ucinnosti 1écby a rizikem
toxicity. V soucasné dobé neexistuje spolehlivy a presny néstroj pro
hodnoceni lIé¢ebné odpovédi a sledovani MRD vzhledem obtizné
dostupnosti neoplastickych bunék. Volna cirkulujici DNA (cfDNA)
odrazi mutacni profil HRS bunék a mize tak ptispét k diagnostice
a zpresnéni sledovani lécebné odpovédi.

Metody: Pro analyzu cfDNA byl navrzen specificky panel NGS
pokryvajici kédujici sekvence 13 vybranych genl (B2M, CD36,
CIITA, GNA13, HISTTH1E, ITPKB, NFKBIE, PTPN1, SOCS1, SPEN, STAT6,
TNFAIP3 a XPO1). Data byla analyzovana pomoci softwaru SureCall
(Agilent Technologies) s citlivosti 1,0 % VAF. Vybrané varianty byly
déle sledovany pomoci digitalni PCR (QlAcuity Digital PCR System;
Qiagen) s citlivosti 0,1 % VAF.

Vysledky: Celkem byla analyzovana cfDNA u 58 pacient(, z toho
mutace byly detekovany u 33/58 (56,89 %). Nej¢astéji mutovanymi
geny byly SOCST (33,33 %), STAT6 (25,86 %), TNFAIP3 (20,68 %)
a XPOT (13,79 %). Pro monitorovéani MRD pomoci dPCR byly zvoleny
detekované hotspot mutace v genech STAT6 a XPOI. Vysledky byly
nasledné korelovany s klinickymi udaji a udaji z PET-CT.

Zaveér: Rychl3, citlivd a neinvazivni detekce mutaci znamena zasadni
zlepSeni diagnostiky a sledovani pridbéhu onemocnéni u cHL.
Pristup NGS/dPCR by zdsadné zpresnil hodnoceni |é¢ebné odpovédi.
Korelace monitorovéani MRD s prlibéznym PET vysetfenim by snizila
mnozstvi falesné pozitivnich vysledkd a umoznila by nam pouzivat
presnéjsi a bezpecnéjsi deeskalaci |é¢by. DPCR se ukazala jako citliva,
rychla a cenové dostupna technologie pro vysetfeni MRD.

Prdce je podporovdnagranty:IGA_LF_2024_001 a MZ CR— RVO (FNOL, 00098892).

PRUBEH GRAVIDITY U PACIENTKY

S VROZENOU TROMBOTICKOU
TROMBOCYTOPENICKOU PURPUROU
Hajsmanova Z., Kolduskova K., Dokoupilovd E.

UKBH FN Plzeri

Vrozend trombotickd trombocytopenicka purpura (TTP) zndma také
pod nazvem Usphaw-Schulman syndrom patii do skupiny vzacnych
onemocnéni s prevalenci 1 pfipad na milion obyvatel. Kongenitalni
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forma tvofi pouze 5 % z celkového poctu pfipadl TTP. Klinicky se
manifestuje trombocytopenii, mikroangiopatickou hemolytickou anémii
s pfitomnosti schistocytl v krevnim natéru a elevaci LDH. Dédi¢nost je
autozomdlné recesivni a mutace genu (9934) zodpovida za chybéni
metaloproteindzy ADAMTS13, ,stithaciho” enzymu, ktery $tépi ultravelké
vysoce trombogenni multimery vonWillebrandova faktoru (vWF). Na
multimery se lepi krevni desticky a proces konci vznikem mikrotromba
v kapildrnim recisti a ischemii tkani za mistem okluze. Choroba se
muZe u Zen poprvé manifestovat az v gravidité a to typicky kolem
20. gesta¢niho tydne, kdy se prohlubuje nepomér mezi fyziologicky
stoupajici hladinou VWF a setrvale nizkou hladinou ADAMTS13. V nasi
kazuistice popisujeme pribéh 2. gravidity 19leté Zeny ukrajinské
narodnosti, kterd skoncila porodem zdravého ditéte ve 40. gestacnim
tydnu pfi pravidelné substituci VWF formou purifikované plazmy. Ma
prokazany 2 patogenni mutace v genu pro ADAMTS13, bazalni aktivita
ADAMTS13 je 2 % (norma je nad 10 %), inhibitor ADAMTS13 neprokézan.
Jeji prvni gravidita v 18 letech skoncila ve 24. gesta¢nim tydnu porodem
mrtvého plodu s klinickym obrazem HELLP syndromu. Teprve po
porodu ditéte diky pokracujici deterioraci klinického stavu, prohlubujici
se tézké trombocytopenii a zachytu schistocytli v krevnim nétéru byla

diagnostikovana a geneticky potvrzena kongenitalni forma TTP.

PREDIKTIVNI VYZNAM INTERIM

PET/CT VYSETRENI U PRIMARNIHO
MEDIASTINALNIHO VELKOBUNECNEHO

B LYMFOMU

Hanackova V., Polgarova K.3, Henzlova L.?, Buridnkova E.2, Zogala D.4,
Papajik T.!, Trnény M.3, Prochéazka V.

"Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

?Klinika nukledrni mediciny LF UP a FN Olomouc

3 Linterni klinika — klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze

“Ustav nukledrni mediciny, 1. LF UK a VEN v Praze

Uvod: Primérni mediastinalni velkobunéény B-lymfom (PMBCL) je
agresivni nddorové onemocnéni mladsiho véku charakterizované
postizenim lymfatické tkané predniho mediastina. Zakladni metodou
hodnoceni l1é¢ebné odpovédi je v PET/CT vysetieni, prediktivni
vyznam PET/CT pro ¢asnou detekci odpovédi na [é¢bu je nejasny.
Cile: Posouzeni prediktivni hodnoty pribézného (interim) PET/CT
jako nastroje pro ¢asné rozpoznani chemorefrakternich PMBCL.
Metody: Bylo analyzovdno 115 nemocnych s PMBCL [é¢enych
imunochemoterapii od 2005-2022 ve dvou centrech (HOK FN
Olomouc a VFN Praha), z nichz 90 mélo dostupny iPET po 2 anebo
3 cyklu terapie. PET skeny byly znovu nezévisle hodnoceny 2 lékafi
nukledrni mediciny.

Vysledky: V kohorté bylo 30 muzli a 60 zen s medianem véku
37 let. Interim PET/CT bylo negativni (D1-3) u 28 pacienttd (31,1 %)
a pozitivni (D4-5) u 62 pacientl (68,9 %). U pacientl s pozitivnim
iPET/CT bylo vyznamné vice pacient(l indikovédno ke konsolidaci
autologni transplantaci (10 vs. 29 %; p = 0,08) a k radioterapii (4,4 vs.
30 %; p < 0,01). 3leté PFS dosahlo ve skupiné iPET D1-3 92,9 vs. 81,1 %
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Obr. 6. HanackovaV etal.

u D4-5 (p = 0,17), 3leté OS 96,2 % (D1-3) a 88,7 % (D4-5); p = 0,18.
Finalni PET/CT (n = 87): 52 pacientl (57,8 %) dosahlo CR, 33 (36,7 %) PR
au5 (56 %) doslo k progresi choroby. Negativni prediktivni hodnota
iPET dosahla 89,3 %, pozitivni 22,3 %.

Zavér: Dosazeni ¢asné metabolické remise je spojeno s vysokou
pravdépodobnosti vyléceni, pozitivni nalez je nastrojem pro efektivni
intenzifikaci terapie.

Podporeno granty: AZV NU21-03-00411, MZ CR — RVO (FNOI, 00098892),
IGA_LF_2024_001.

JACIE AKREDITACE - ZACILENO NA SESTRY
Hasova K.
Klinika hematoonkologie FN Ostrava

Akreditace je prostfredkem, ktery umoznuje centru prokazat, ze provadi
pozadovanou péci na urovni a v souladu s dohodnutymi standardy
komise. V podstaté umoznuje centru osvédcit, ze provozuje efektivni
systém fizeni jakosti. Kromé toho, vzhledem k vétsimu vyuzivani
nepiibuznych darctd z rdznych zemi, jsou interakce a spoluprace mezi
jednotkami klicové pro Uspéch transplantace kmenovych bunék.
Akreditace JACIE je zarukou, Ze s ddrcem a buné¢nym produktem bylo
zachazeno v souladu se specifickymi bezpecnostnimi kritérii. Ackoli
plvodnim cilem akreditace byl dobrovolny proces, v mnoha zemich
systémy zdravotni péce nebo zdravotnich pojistoven a tkanovych
bank stdle vice povazuji akreditaci JACIE za dlleZitou a pozaduji
akreditaci proto, aby bylo mozné provadét transplantace krvetvornych
kmenovych bunék. Akreditacni proces JACIE zacind, kdyz transplantacni
centrum s podporou managementu nemocnice, kterd se zabyva

transplantacemi, souhlasi se zahajenim prace podle akredita¢niho fadu

JACIE.V klinickém programu pracuji zdravotni sestry, které jsou formalné
vyskoleny a maji zkuSenosti v oblasti péce o pacienty podstupujici
bunécnou terapii. O3etiovatelsky persondl by mél byt nejen dostate¢ny,
ale také kvalifikovany, vyskoleny a kompetentni pro vykon své funkce.
JACIE mUze byt pro sestry vyzvou i pfilezitosti v prezkoumani stavajicich
postupll, zejména téch, které byly provadény automaticky stejnym
zplsobem, prestoze byly neefektivni. Zavadéji se opatieni pro fizeni
klinickych rizik, vénuje se pozornost dlouhodobému planovéni dalsiho
vzdélavani persondlu, postuplm a nastrojm pro monitorovani,
ovérovani a pfi dosahovani udrzovani kompetenci. Dochazi k vyvoji
a zavadéni internich auditli a ukazateld kvality.

Literatura
Kenyon M, Babic A (eds.). The European Blood and Marrow Transplantation
Textbook for Nurses: Under the Auspices of EBMT. 2nd ed. Springer 2023.

MANAGEMENT PECE O PACIENTA S TEZKYM
DEFICITEM FAKTORU XIII A PROKAZANYM
INHIBITOREM FAKTORU XIII

Havlovd E.', HajsSmanova Z.', Bultasova L., Zatloukal J.2, Klimovic¢ A.%,
Benes J.2, Kacer J.2

1Ustav klinické biochemie a hematologie, FN Plzer

?Klinika anestezie, resuscitace a intenzivni mediciny FN Plzen

3| interni klinika FN Plzen

Deficit FXIIl je extrémné vzacné onemocnéni, které je v pfipadé tézké
formy (FXIIl pod 5 %) zatizeno rizikem zivot ohrozujicich krvacivych
komplikaci. Diagnostika mGze byt komplikovana, protoze vysledky
hemokoagulacnich screeningovych testd jsou v normé a metody

stanoveni funk¢ni aktivity FXIIl a inhibitoru FXIIl nejsou bézné dostupné.
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V nasi prezentaci popisujeme pfipad 25letého muze vietnamské
narodnosti se systémovym autoimunitnim onemocnénim, ktery byl
hospitalizovan prokrvacenido retroperitonea. Deficit FXIIl jakoZto pfic¢ina
zivot ohrozujiciho krvaceni byl vstupné prokazéan orientacnim testem,
ktery byl v okamzZiku pfijeti jedinou dostupnou metodou stanoveni
funkeni aktivity FXIII ve FN Plzen. Verifikace deficitu FXIII, stanoveni
farmakokinetiky, specifického inhibitoru FXIIl a ndsledna monitorace
lé¢by probihala v externich laboratofich CR, ptedevsim na OKH Usti
nad Labem. Soucasti komplexni diagnostiky bylo genetické vysetfeni
v UHKT Praha. Lé¢ba pacienta byla vedena multidisciplinarnim tymem
- intenzivista, nefrolog, chirurg a hematolog. Zahrnovala intenzivni
hemoterapii a substitu¢ni 1écbu pdFXIll, vyménné plazmaferézy,
imunosupresivni 1é¢bu, opakované revize dutiny bfisni a lé¢bu
septickych komplikaci. Recidivujici krvacivé komplikace s pfechodnou
hemodynamickou nestabilitou trvaly 4 tydny. Stav vyzadoval intenzivni
monitoraci 1é¢by s co nejkratsi dostupnosti vysledkl. Po zapujceni
laboratorniho vybaveni nase laboratof ve velmi kratkém case zavedla
potiebné metody méreni funkeni aktivity FXIIl a inhibitoru FXIII.
V soucasnosti je pacient v ambulantni péci hematologické ambulance
UKBH. Regrese velikosti hematomd a stabilni klinicky stav umoziuiji
redukci imunosupresivni i substitu¢ni terapie. Inhibitor FXIIl zavedenou
metodou jiZz neprokazujeme, ale dle vysledkd farmakokinetiky FXIII
mame podezieni na pfitomnost protilatky proti FXIIl bez neutraliza¢niho
efektu. Definitivni diagndza neni v dobé odeslani abstraktu stanovena.

STROMAL CELLS ENGINEERED TO EXPRESS
T CELL FACTORS INDUCE ROBUST CLL CELL
PROLIFERATION IN VITRO AND IN PDX
COTRANSPLANTATIONS ALLOWING THE
IDENTIFICATION OF ANTI-PROLIFERATIVE
DRUGS

Hoferkova E."?, Filip D."?, Ondrisova L."?, Seda V.'?, Verner J.!,
MatulovaK.!, Skuhrova Francova H.', Boudny M."?, Vecera J."? Kacz P.2,
Hlavac K.'?, Pavelkova P."?, Kostalova L."?, Michaelou A.?, Pospisilova S.',
Dorazilova J.!, Doubek M., Vojtova L.3, Hampl A.%, Kren L.}, Mayer J.!,
Mraz M.2

"FN Brno

2CEITEC MU, Brno

SCEITECVUT, Brno

“LFMU, Brno

Several invitro models have been developed to mimic CLL proliferation
in immune niches; however, they typically do not induce robust
proliferation. We prepared a novel model based on mimicking T-cell
signals. Six supportive cell lines were prepared by engineering
HS5 stromal cells with stable expression of human CD40L, L4, IL21,
and their combinations. Co-culture with HS5 expressing CD40L and
IL4 led to mild CLL cell proliferation (median 7% at day 7), while the
HS5 expressing CD40L, IL4, and IL21 led to unprecedented proliferation
rate of 44%, which is higher and more reproducible then in other
available models. The co-cultures mimicked the gene expression
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fingerprint of lymph node CLL cells (MYC, NFkB, and E2F signatures; as
defined by Herishanu et al, 2011). The other induced pathways reveal
novel CLL vulnerabilities in context of CLL-T cell-induced proliferation,
and we tested 10 inhibitors based on these data. This revealed for
the first time that RAF inhibitors and FOXOT1 inhibitors block CLL
proliferation. The co-culture model can be downscaled to five microliter
volume for large drug screening purposes or upscaled to CLL PDXs by
HS5-CD40L-IL4+IL21 co-transplantation. We co-transplanted 41 NSG
mice with CLL cells and HS5-CD40L-IL4 or HS5-CD40L-IL4-IL21 using
a subcutaneous scaffold and intraperitoneal injection leading to 47%
or 82% engraftment efficacy, respectively, with ~20% of PDXs being
clonally related to CLL. This shows that CLL cell engraftment in NSG
mice can be supported by engineered HS5 cells, thus bypassing the
need to use primary T cells in PDX (Bagnara et al, 2011).

Ministry of Health of the Czech Rep. grants No. NU23-08-00448, NU22-03-
00117, NW24-03-00369; ERC (n0.802644); NUVR (Programme EXCELES, ID
Project No.X22NPO5102)-Funded by the European Union-Next Generation
EU; MH CZ-DRO (FNB,65269705); MUNI/A/1558/2023.

INTRAUTERINNI TRANSFUZE - ZVLADAME
STALE KREHCI VYZVY?

Hoffmanova H.", Gerychova R.?, Tyle¢kova J.!, Lejdarova H.
"Transfuzni a tkdriové oddeéleni, FN Brno

2Gynekologicko-porodnickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Intrauterinni transfuze (IUT) je mélo frekventni, invazivni vykon
stadoumoznych komplikaci, ktery se provadi pfitézké anémiiplodu. Mize
zménit jinak nepfiznivou prognézu v Gspésné zakonceni téhotenstvi.
Pfedpokladem tohoto dobrého konce/zacatku je vcasna identifikace
rizikovych téhotenstvi, jejich nésledné sledovani adekvatnimi metodami
na specializovaném pracovisti a pfiprava vhodného transfuzniho
pripravku. Ve FN Brno se IUT provadi od roku 2006.

Cil: Statisticky zhodnotit IUT provedené ve FN Brno od roku
2014 a analyzovat aktudlné zavedeny management IUT na prikladu
nedavné kazuistiky.

Metody: Data byla ziskdna z informacniho systému a vyhodnocena
kvantitativné i kvalitativné s ohledem na imunohematologicky
vyznamné skutecnosti. Kazuistika se zaméfuje komplexné na
laboratorni i klinickd vySetfeni a zavedenou organizaci péce
o komplikovand téhotenstvi vyzadujici IUT.

Vysledky: Od roku 2014 bylo ve FN Brno provedeno 65 IUT
u 25 téhotnych. Vétsina plodi anemizovala nasledkem imunizace
matky proti erytrocytlim, v Sesti ptipadech byla pfic¢ina jind. 14 plodd
potfebovalo vice nez jednu IUT vzhledem k anemizaci v ¢asnéjsi
fazi gestace. Kazuistickd ¢ast je vénovana téhotné, u které doslo
k vice¢etné imunizaci, ¢adstec¢né nasledkem opakovanych IUT.

Zavér: FN Brno patfi k nékolika malo centrim v Ceské republice
provadéjicim IUT. Analyzovand data poskytuji prehled o IUT
provedenych v posledni dekddé a spolu s kazuistikou ilustruji
specificnost tohoto lé¢ebného vykonu a jeho aktualni moznosti.
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DLOUHODOBA TOXICITA LECBY CAR-T
LYMFOCYTY U PACIENTKY S MANTLE CELL
LYMFOMEM - POPIS PRIPADU

Holec¢kova V., Benkd F., Salek D., Janikova A., Folber F.

Interni hematologickd a onkologickd klinika, LF MU a FN Brno

Uvod: CAR-T lymfocyty (Chimeric Antigen Receptor) jsou geneticky
upravené bunky, u kterych modifikace T-buné¢ného receptoru
umoziuje cilenou reakci proti ndadorovym burikam. Aktivace
T-lymfocytd mlze ale také vést k akutnim nezadoucim projeviim (CRS,
neurotoxicita), ale i k dosud méné zmapované dlouhodobé toxicité
charakteru protrahované cytopenie nebo hemofagocytéarniho
syndromu (HFS).

Popis pFipadu: Pacientka (61 let) s relabujicim mantle cell lymfomem
(MCL) podstoupila v ¢ervnu 2023 Iécbu CAR-T lymfocyty (Brexu-
cel). Jiz od podéni pfipravného rezimu byla pfitomna pancytopenie
(trc 16, Hb 99, neu 1,44), navzdory remisi MCL byly u pacientky
nezbytné ambulantni substituce transfuznimi pfipravky 1-2x
tydné. V fijnu 2023 byl v kostni dieni zjistén HFS, avsak prekazkou
v zahdjeni imunosupresni terapie byla opakovana reaktivace CMV.
Infekce byla zalécena (gancyklovir, foscavir), ale déle byla dia-
gnostikovana protrahovana COVID-19 pozitivita, kterd vyzadovala
terapii rekonvalescentni plazmou, remdesivirem a molnupiravirem.
HFS byl postupné lécen kortikoidy, anakinrou a ruxolitinibem. Efekt
této lécby byl viak nedostatecny s pretrvavanim hemofagocytézy
v kostni dieni. | pfes hlubokou trombocytopenii se u pacientky
v prosinci 2023 rozvinul ischemicky iktus v pravé predni mozkové
cirkulaci projevujici se zmatenosti, dysartrii a poklesem ustniho
koutku. Imunosupresivni lé¢ba musela byt prerusena a pancytopenie
neumoznovala podéni trombolyzy ani antiagregacni terapie. Situace
vedla k celé fadé komplikaci, které nakonec vyustily v recidivu COVID-
19 s bakteridIni superinfekci a multiorgdnovym selhanim, kterému
pacientka podlehla v inoru 2024.

Zavér: CAR-T terapie je inovativni moznost pfedevsim u rekurentnich
hematoonkologickych onemocnéni, nicméné pfi indikaci CAR-T je
tfeba uvazovat i jeji dlouhodobou a patrné specifickou toxicitu.

INVARIANTNI NKT BUNKY - MALA
POPULACE S VELKYM POTENCIALEM

Holubova M.

Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzeri

Laborator nddorové biologie aimunoterapie, Biomedicinské centrum, LF UK, Plzer

Invariantni NKT buriky (iNKT) jsou diskrétni populaci lymfocyt(, které
vykazuji znaky T lymfocytl (napf. reakce na antigeny) ¢i NK bunék
(napt. rychla cytotoxickd reakce). Jejich unikatni vlastnosti je reakce
na lipidové antigeny navdzana na CD1d molekule skrz invariantni TCR
receptor. Vyznam iNKT bunék byl prokdzan v mnoha patologickych
stavech. U autoimunitnich onemocnéni dochazi k nespravné funkci
iNKT bunék diky patologickému vyvoji B-lymfocytl, které jsou
hlavnimi reguldtory vyvoje iNKT bunék. To ma celkové za nasledek

mnohdy nezvratnou dysfunkci iNKT bunék. U nadorovych pacientt
dochazi ¢asto ke snizeni mnozstvi iNKT bunék, coz byvé spojovano
s horsi prognézou pacient(. Proto se hledaji zpUsoby, jak iNKT burnky
navysit a obnovit jejich funkci. Nejsnazsi cestou se zda byt aplikace
artificialni lipidového ligandu KRN7000, coZ se vsak prokazalo jako
nedostatecné. O néco lepsich vysledkd dosahuje kombinace ex vivo
aktivovanych dendritickych (CD1d+) bunék a KRN7000. Nicméné
nejucinnéjsi se zda byt aplikace ex vivo expandovanych iNKT bunék,
které se daji namnozit do vysokych poctl. Navic, tim ze nezpUsobuiji
alogenni reakce, a naopak aloreaktivitu reguluji, se do popfredi
dostavaji terapie zalozené na aplikaci alogennich bunék. Tyto nasly jiz
uplatnéni u infek¢nich ¢i onkologickych pacientd, u kterych se navic
vyuzivaji také CAR-iNKT bunky. iNKT buriky jsou velmi malou populaci
lymfocytd, nicméné jejich multioborovy potencial a moznost alogenni
aplikaci z nich déla unikatni nastroj pro budouci imunoterapie.

Podporeno projektem instituciondiniho vyzkumu MZCR — FNP,
00669806 a AZV projektem NW24-03-00079.

NOVE MOZNOSTI LECBY AKUTNI
LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE - KAZUISTIKA
Horacek J.M.'2, Stajer M.'2, Zavielovéa A, Visek B, Lanska M.},

Radocha J!, Kupsa T."2, Zak P!

"IV, interni hematologickd klinika LF UK, Hradec Krdlové

2Katedra vojenského vnitiniho lékarstvi a vojenské hygieny, Vojenskd lékarskd
fakulta Univerzity obrany, Hradec Krdlové

Cilem sdéleni je na kazuistice ukazat uspéchy i nezddouci Ucinky
moderni l1écby akutni lymfoblastické leukemie (ALL). Prezentovany
pfipad je v dobé diagndzy 33lety muz s B-ALL standardniho rizika,
ktery byl [é¢en chemoterapii dle protokolu GMALL, pro pozdni relaps
byl alogenné transplantovan. Pfi nasledujicim ¢asném relapsu mu
byla podédna bispecifickdi monoklonalni protilatka blinatumomab
(antiCD19/CD3) a darcovské lymfocyty. Pro nedostate¢nou léc¢ebnou
odpovéd (3. relaps) byl pacient l1é¢en 1 cyklem chemoterapie R-HD-
MTX/AraC a opakované podany dércovské lymfocyty s dosazenim
remise na 2 roky. Pfi 4. pozdnim relapsu jiz byly k dispozici nové lécebné
moznosti, pacient byl lé¢en konjugatem protilatka-cytostatikum
inotuzumab ozogamicinem (antiCD22), ktery byl pouzit jako bridge
k podani autolognich T-lymfocytd s chimerickym antigennim
receptorem (CAR-T) a nésledné alogenné transplantovan od jiného
dérce. Mezi nezadouci ucinky léc¢by blinatumomabem a CAR-T
lymfocyty patii syndrom z uvolnéni cytokinG (CRS, cytokine release
syndrome) a neurotoxicita (ICANS, immune effector cell-associated
neurotoxicity syndrome), které se u pacienta vyskytly v omezeném
rozsahu. Pro sekundarni hypogamaglobulinemii byla pfechodné nutna
substituce IVIG. U pacienta se po prvni transplantaci projevila o¢ni
forma reakce Stépu proti hostiteli (GvHD, graft versus host disease). Po
druhé transplantaci doslo k reaktivace CMV infekce, kterd byla zvlddnuta
valganciklovirem. Jedna se o prvni pfipad podani lécivého pripravku
brexukabtagen autoleucel (Tecartus) u pacienta s ALL v Ceské republice
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(3/2023). V odstupu 5 mésicd byla provedena 2. alogenni transplantace
krvetvornych bunék. Nynije pacient 9 mésicd po 2. transplantaci v trvajici
kompletniremisi onemocnéni.Nezddouci i¢inky modernilécby ALL byly
zvlddnutelné.

AKCELEROVANA FAZE BY MELA BYT
SOUCASTI KLASIFIKACE CHRONICKE
MYELOIDNI LEUKEMIE I V ERE EXISTENCE
INHIBITORU TYROZINKINAZ

Horiék T.*, Mayer J.2*, Ci¢atkova P!, Semerad L., Kvetkova A},
Klamova H.?, Faber E.%, Bélohlavkova P.°, Karas M.6, Stejskal L.”,
Cmunt E2, Cerna 0.1, Srbova D.3, Zizkové H.3, Vrablova L4,
Skoumalova I.#, Voglova J.°, Jurkova T."", Chrapava M."", Jurcek T,
Jeziskova 1., Jaro$ova M., Machova Polékova K 3, Papajik T.4, Zak P>,
Jindra P, Za¢kova D.!

*oba autofi se na vzniku prdce podileli stejnym dilem

"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

I1I. CESKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

2Stredoevropsky technologicky institut — MU, Brno

*Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha
*Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

* V. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové
6Hematologicko-onkologické oddeéleni, LF UK a FN Plzeri
’Klinika hematoonkologie FN Ostrava

8Klinika hematoonkologie LF OU Ostrava

?I. internf klinika — hematologie LF UK a VFN v Praze
"“Hematologickd klinika LF UK a FNKV, Praha

"Institut biostatistiky a analyz, s.r.o.,, Brno

Vychodiska: Nova revize WHO klasifikace z roku 2022 neuvadi
akcelerovanou fazi (AP) CML jako soucast klasifikace tohoto
onemocnéni. Jiné mezinarodni klasifikace a doporuceni (ELN 2020,
ICC 2022) vsak existenci AP stale uznavaiji.

Metodika a cile: Cilem retrospektivni analyzy CML pacientd dia-
gnostikovanychvletech2005-2022 uvedenychvcelondrodnidatabazi
INFINITY bylo stanovit kiivky preziti pacientd diagnostikovanych v AP

0S according to the ELN
1.0

0.8—

&
£
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E
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E CPLR (n=T784)
— - CP IR (n=421)
= 0.2 el i -
= AP [nzdd)
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. Time from diagnosis (moenths)
Number at risk
CP LR: T84 749 679 619 653 482 429 356 306 254 kAl
CP IR 41 399 354 n 265 223 196 164 138 109 a0
CPHR 227 206 187 161 143 123 111 95 85 €9 57
AP 42 34 28 26 21 20 19 19 17 1 9
BC: 14 6 L 4 4 4 3 2 2 2

Table 6: Estimates of overall survival at 5 and 10 years according to the ELN classification and ELTS
(in patients in CP) score

Annual estimates of 05 CPLR CPIR CP HR AP BP

% (93% Cl) N=784 N=421 N=227 N =42 N =26

5-Year Survival 92.5 E3.5 785 592 329
(o0.4—94.3) | (79.4-87.1) | (70.8-825) | (44.0-75.0) | (16.4-58.8)

10-¥ear Survival g7.2 B65.9 65.5 458 325
(84.1-89.9) | (59.9-71.8) | (58.3—727) | (29.366.2) | (16.4-58.8)

Obr. 7. Hornak T et al. Celkové preziti pacienti s CML klasifikovanych podle klasifikace ELN 2020.
AP - accelerated phase; BC - blast crisis; CP — chronic phase; HR - high risk; IR - intermediate risk; LR - low risk
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dle rliznych klasifikaci (WHO 2016, ELN 2020, ICC 2022) a nasledné je
porovnat s pacienty v chronické fazi (CP) stratifikovanych dle ELTS
skdre na nizké (LR), stfedni (IR) a vysoké (HR) riziko.

Vysledky: V ramci klasifikace ELN 2020 byla analyzovéna data
1500 pacientd, z nichz 784 bylo diagnostikovano v LR CP, 421 v IR CP,
227 v HR CP, 42 v AP a 26 v blastické krizi (BC). Celkové preziti (OS)
5a 10 let bylo: 92,5 % a 87,2 % pro LR CP, 83,5 % a 65,9 % pro IR CP,
76,9 % a 65,5 % pro HR CP, 59,2 % a 45,9 % pro AP a 32,9 % pro BC;
p=0,031 pro HR CP vs. AP. Kfivky pro dalsi parametry preziti (PFS, DSS)
i pro jiné klasifikace (WHO 2016, ICC 2022) také vykazuji vyznamné
rozdily mezi pacienty v CP a AP, i mezi pacienty v HR CP a AP.

Zaveér: Vzhledem k prezentovanym vysledkdm se rozhodnuti panelu
WHO vyradit AP z klasifikace CML nejevi jako vhodné. | v éfe TKI maji
pacienti diagnostikovani v AP vyznamné horsi progndzu nez pacienti
v CP.

Tato prdce vznikla za podpory granti MUNI/A/1558/2023, Programu
EXCELES, ID: LX22NPO5102 a MZ CR & 00023736 a 00669806.

SENSITIVITA DETEKCE MYDS88 L265P
MUTACE VE VOLNE DNA Z LIKVORU
PACIENTU S LYMFOMEM CNS A SROVNANI
SE STANDARDNIMI METODAMI PRUKAZU
CNS POSTIZENI

Hricko S.!, Navrkalova V.'-3, Mareckova A.!, Kotaskova J."3, Janikova A
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
2Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), Centrum molekuldrni
mediciny, MU Brno

3 Ustav Iekatské genetiky a genomiky, LF MU a FN Brno

Uvod: Volna DNA (cfDNA) je fragmentovana DNA uvolnéné z bunék
pfi jejich smrti. Volna nadorova DNA (ctDNA) je jeji frakce pochazejici
z nddoru. Analyza ctDNA je pfredmétem zdjmu jako minimélné
invazivni metoda u malignich lymfoma v obtizné bioptovatelnych
kompartmentech, napf. centralni nervové soustavé (CNS). U CNS
lymfom se vyskytuji rekurentni genetické aberace, zejména mutace
genu MYD88 (70-90 % pripadu).

Metody: V obdobi 2021-2024 byl na IHOK FN Brno odebran likvor
pacientlm s nové diagnostikovanym nebo relabujicim primarnim CNS
lymfomem (PCNSL; 14 muz, 9 zen, median 68 let) i sekundarnim CNS
lymfomem (SCNSL; 11 muz(, 10 Zen, median 65 let). Pfi dostate¢ném
mnozstvi vyizolované cfDNA byla provedena NGS analyza pomoci
lymfoidniho panelu LYNX (20/44 pacientd), pfi nizké koncentraci
cfDNA pouze detekce mutace MYD88 L265P pomoci digitalni PCR.
Vysledky: U diagnostikovanych PCNSL byla senzitivita detekce
mutace MYD88L265P vyssi nez senzitivita detekce nadorovych bunék
pomoci pritokové cytometrie (45,8 vs. 25,0 %). Nebyla prokazéana
signifikantni korelace mezi koncentraci cfDNA a postizenim
hlubokych struktur mozku. U jednoho pacienta s primarnim

lymfomem sitnice byla detekovana mutace MYD88 L265P ve
sklivci. U SCNSL potvrzenych magnetickou rezonanci/biopsii byla
senzitivita detekce genetickych aberaci rovnéz vyssi nez detekce
nadorovych bunék pritokovou cytometrii (71,4 vs. 33,3 %).
U jedné pacientky byla CNS progrese prokidzadna detekci mutace
MYD88 L265P pies negativitu magnetické rezonance a pritokové
cytometrie.

Shrnuti: Detekce mutace L265P v genu MYD88 v likvoru/sklivci
je patrné dobrym néstrojem v diagnostice postizeni CNS/oka
lymfomem s nasobné vyssi pravdépodobnosti zéchytu nez pritokova
cytometrie.

Podporeno projekty FNB_65269705, AZV._NU22-08-00227,
MUNI/A/1558/2023, NPO-NUVR LX22NPO5102.

IN VITRO CULTURE OF ACUTE MYELOID
LEUKEMIA: EFFECT OF MEDIA
COMPONENTS, SMALL INHIBITORS, AND
FEEDER CELLS

Hyl J., Buckova V., Slamenikova T., Rokytova M., Mayer J., Culen M.
Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno

Primary acute myeloid leukemia (AML) cells often show
differentiation and poor survival invitro. A standardized protocol
is missing, and very little is known about the phenotype changes
during long-term invitro AML maintenance. Here, we aimed to
establish a method offering improved proliferation and primitive
phenotype retention of primary AML samples invitro. Among
basic conditions, minor improvements were observed with IMDM
as a basal medium, BSA as a serum alternative (bovine serum
albumin), and ITSX as a supplement (insulin- transferin-selenium-
ethanolamine). Significant phenotype retention was achieved with
small molecules SR1, UM729 (aryl hydrocarbon inhibitors), and DMOG
(HIF-1 activator). From the tested feeder layers: MS-5 (mice stromal
cell line) slightly improves phenotype retention; MSC (mesenchymal
stromal cells) support both proliferation and phenotype retention;
while macrophages improve phenotype retention only. In a further
set of tests, we improved macrophage differentiation by adding
hydrocortisone, which in turn (AML co-culture with macrophages)
improved AML proliferation and phenotype retention. In summary,
we demonstrate that combinations of IMDM, BSA, ITSX, HEPES,
SR1, UM729, and DMOG provide significantly improved phenotype
retention and slightly improved cell proliferation. The cultivation may
be furtherimproved by co-cultivating AML cells with hydrocortisone-
differentiated macrophages.

Supported by MUNI/A/1558/2023 and The project National Institute for
Cancer Research (Programme EXCELES, ID Project No. LX22NPO5102) -
Funded by the European Union — Next Generation EU.
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LABORATORNI VYSETRENI PACIENTU
REFRAKTERNICH K PODANI TROMBOCYTU
A VYHLEDAVANI VHODNYCH DARCU

Jankt L."?, Lejdarova H."?

"Transfuzni a tkdriové oddéleni, FN Brno

?Katedra laboratornich metod, LF MU Brno

Uvod: Imunni typ refrakternosti k trombocytlim je nej¢astéji
vyvolan pfitomnosti anti-HLA protilatek, méné casto pfitomnosti
anti-HPA protildtek. V pfipadé laboratorné potvrzenych anti-HLA
protilatek u pfijemce transfuze je zadouci podavat HLA, ABO shodné
trombocytové transfuzni pfipravky nebo transfuzni ptipravky na
zakladé negativniho vysledku kiizové zkousky, tzv. crossmatch testu.
Cil: Vysetieni protilatek u pacient s podezienim na refrakternost
k transfuzi trombocytl ve FN Brno a vybér vhodného darce.
Metodika: Zakladem brnénského registru HLA otypovanych dérct
jsou darci, ktefi vstoupili do nékterého z registri darcd diené a byli jiz
otypovani v této souvislosti. Pribézné dopliovani registru probiha
u vybranych osob pomoci sérologické typizace HLA antigen . tfidy
metodou lymfocytotoxického testu na komercné dostupnych
typizac¢nich plotnach. Nejasné vysledky sérologické HLA typizace
jsou ovérovany metodou PCR. V pfipadé nenalezeni vhodného
dérce trombocytl v registru, se provadi kiizova zkouska metodou
lymfocytotoxického testu mezi vybranymi darci trombocytl a sérem
pfijemce.

Vysledky: V soucasné dobé ma TTO FN Brno k dispozici registr
843 otypovanych darcl krve v lokusech HLA-A, -B.

Zavér: Prestoze ma FN Brno k dispozici nejvétsi registr HLA
otypovanych darct, nelze vzhledem k obrovskému polymorfizmu
HLA antigenl v populaci zajistit HLA, ABO shodné/kompatibiln{
trombocyty pro vsechny refrakterni pacienty, a proto je nutné hledat
dalsi moznosti zajisténi péce o tyto nemocné.

KOSTNI DENZITA U HEMOFILIKU
Janouskové M.!, Hajsmanova Z.', Vyskocil V.2
'Hematologicky tsek UKBH FN Plzert

?Osteocentrum Il IK FN Plzeri

Tvorba kosti je velmi slozity proces. Do hry vstupuji kostni
buriky (osteoblasty, osteocyty, osteoklasty) spole¢né s triddou
RANK/RANKL/OPG. Déle se jedna o souhru nékolika endokrinnich
organd s jejich hormondlni tvorbou (parathormon, vitamin D,
kalcitonin, estrogeny, androgeny, hormony $titné zlazy) ovlivaujici
mimo jiné i homeostéazu kalcia.

Osteoporodza je jednim z nejcastéjSich kostnich metabolickych
onemocnéni.Je charakterizovéna snizenim kostni hmoty a deterioraci
mikroarchitektury kostni tkané, kterda ma za nasledek zvysenou
fragilitu kosti a z toho plynouci zvy3ené riziko zlomeniny. Kostni
mineralni denzita zodpovida za 60-80 % mechanické kostni pevnosti
a je u kazdého jedince dand fadou faktor( zahrnujicich genetiku, ale
i faktory Zivotniho stylu.
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Tézka forma hemofilie je vrozena krvaciva choroba, ktera svymi
komplikacemi na pohybovém aparatu pfinasi fadu rizikovych faktort
pro rozvoj osteoporodzy (redukovana fyzickd aktivita, nasledky
opakovaného krvaceni do kloubu). Od roku 2016 vysetfujeme nase
dospélé pacienty s tézkou formou hemofilie v Osteocentru Il. IK
FN Plzen. Taktéz monitorujeme hladinu vitaminu D s naslednou
substituci. V ramci terciarni profylaxe u spolupracujicich hemofilikd
dochazi prakticky k vymizeni spontanniho krvaceni do kloubt a tim
ivyraznému zlepseni celkové kvality Zivota. Podrobny rozbor souboru
nasich pacientd, jejich rizikovych faktor(, diagnostiky osteoporézy
a efekt 1écby je obsahem posterového sdéleni.

FEKALNI BAKTERIOTERAPIE - FBT
Janstova Z.
Klinika infekcniho lékarstvi FN Ostrava

Na celém svété dochézi k vyznamnému narlstu poctu infekci
vyvolanych Clostridioides difficile v tlustém stfevé, oznacované
jako ,Clostridioides difficile Infection” (CDI). Nejvétsim problémem
jsou opakované rekurence onemocnéni. Ve vyspélych zemich se
zacala vyuzivat FBT. Po fadé klinickych studii a metaanalyz, byla
FBT doporucena, jako standartni terapeutickd metoda, evropskymi
i severoamerickymi odbornymi spole¢nostmi. Prvni FBT byla v CR
provedena v roce 2010 FN Brno. V roce 2014 byla provedena prvni
transplantace ve FN Ostrava na Klinice infek¢niho Iékafstvi. Dnes
je FBT nedilnou soucasti |écby CDI pfi 2. rekurenci, neboli pfi
3. atace onemocnéni. Darcem transplantované stolice je nejlépe
pfimy pfibuzny. Transplantace je provddéna jak za hospitalizace,
tak i ambulantné. Budoucnost patfi s velkou pravdépodobnosti
peroralni formé podani, v podobé individualné pfipravovanych
enterosolventnich kapsli se zamrazenou (i lyofilizovanou stolici
darce, nebo komerc¢né vyrabénym fekalnim derivatim. Mdzeme
ovsem ocekavat i rozvoj instituci fungujicich jako tzv. ,banky stolice”.
FBT - stale doprovazi fada etickych, medicinskych a pravnich
otéazek.

ANALYZA GENOMU NEMOCNYCH S AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMII (AML) METODOU
OPTICKEHO MAPOVANI (OGM)

Jarosova M., Kotaskova J.!, Bezdékova Fillerova R.2, Ondrouskova E.3,
Bohunové M.3, Bryjova L.3, Cabelova K.2, Smejkal J.3, Smuharova P2,
Jeziskova 1.3, Zenatova M.2, Weinbergerova B.%, Pospisilova S.', Mayer J.*
"CMBG IHOK FN a LF MU Brno

?Institute of Applied Biotechnologies, Olomouc

3CMBG IHOK FN Brno

*IHOK FN a LF MU Brno

Cytogenomickd analyza genomu nemocnych s akutni myeloidni
leukemii (AML) se v soucasnosti opird o kombinaci tradi¢nich
metod, které zahrnuji karyotypizaci, fluorescencni insitu hybridizaci
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(FISH) a chromozomové mikrocipy (arrayCGH). Kazdéa technika
ma své specifické omezeni, a proto jsou pouzivany spole¢né.
Novou moznosti pro analyzu genomu poskytujici stejné informace
jako kombinace téchto metod, je metoda optického mapovani
genomu (OGM). OGM je zaloZena na analyze vysokomolekuldrni
nadorové DNA, kdy nechochazi k amplifikaci, ale k pfimé analyze
DNA znacené specidlnimi fluorscenc¢nimi sondami. Rozmisténi
sond cca 5 kbp napfi¢ celym genomem umoznuje urcit jak pocty
kopii, tak strukturni aberace, v¢. problematickych balancovanych
translokaci a ztraty heterozygotnosti (LOH). Cilem nasi prace bylo
ovéfit potencidl OGM pro analyzu genomu pacientli s AML. Testovali
jsme 12 vzorkd a ziskana data jsme porovnali s vysledky klasické
cytogenetiky, FISH a arrayCGH. V souboru bylo 7 nemocnych
s normalnim a 5 nemocnych s abnormalnim karyotypem. DNA
pro OGM byla izolovéna z bunék kostni dfené nemocnych pfi dia-
gnoze (3Z/9M, median véku 70 let). Dle o¢ekavani OGM pfineslo
detailnéjsi pohled na ziskané aberace. Normalni nélez jsme potvrdili
pouze u 3 ze 7 pacientl. U ¢tyf nemocnych OGM odhalilo dalsi
zavazné zmény, které konvencnimi metodami nebyly pozorovany.
Jednalo se o delece, zisky a LOH. U tfi nemocnych s komplexnim
karyotypem byly upfesnény typy translokaci, zlomova mista v¢. gent
v nich lokalizovanych. Tfi nemocni byli na zédkladé vysledkd OGM
prefazeni do nové, prognosticky nepfiznivé kategorie. Nase prace
potvrzuje, ze OGM vyznamné rozsifuje moznosti cytogenomické
analyzy a pfinasi dalsi zkvalitnéni prognostické stratifikace pacientd
s AML.

Prdce je podporovdna grantem MZ-CR RVO 65269705.

TROMBOCYTOPENIE - VYZNAM
PARAMETRU IPF A FRAGMENTOCYTU
Jelinkova M., Vytiskova S.? - prezentujici autorky

Bourkové L., Policarova M.?, Bulikova A.2, Mazének P.! - spoluautofi
'Oddeéleni détské hematologie a biochemie, FN Brno

20ddélenf klinické hematologie, FN Brno

Diferencialni diagnostika a léc¢ba trombocytopenie mohou
byt naroc¢né. Vysetieni poctu trombocytl na hematologickych
analyzatorech mize byt u trombocytopenickych vzorkd zatizené
vysokou mirou neptesnosti. Diky technologickému rozvoji
hematologickych analyzétor( je dnes mozné mimo jiné analyzovat
nadstavbovy trombocytarni parametr nezralé krevni desticky tzv.
retikulované trombocyty neboli frakci nezralych trombocytl (IPF).
IPF predstavuje procento nezralych krevnich desticek z celkového
poctu krevnich desticek a Ize je identifikovat podle jejich velikosti
a vysoké koncentraci RNA v cytoplazmé. Parametr IPF ma cenné
klinické vyuziti v diagnostice, monitorovénialé¢bé trombocytopenie,

jelikoz pocet nezralych trombocytd udava informaci o funkénosti
kostni diené v procesu trombopoézy. Pii nedostatku krevnich
desticek je hodnota tohoto parametru zavisld na vyvolavajici
pomtcka v diferencialni diagnostice trombocytopenii, jelikoz
pomaha rozliSovat mezi konzumpénimi a aplastickymi pricinami
trombocytopenie. Dal$im parametrem, ktery miize hrat vyznamnou
roli nejen v diferencialni diagnostice trombocytopeniijsou fragmenty
erytrocytd (fragmentocyty, FRC). Je to parametr analogicky
k poctu schistocytd, jejichz vysetieni ma hlavni vyznam pfi dia-
gnostice mikroangiopatickych hemolytickych anémii. V soucasnosti
se pocet schistocytd rutiné stanovuje mikroskopickou metodou
v panopticky obarveném natéru periferni krve. Tato metoda je ale
urcitym zplsobem subjektivni, hife standardizovatelna a ¢asové
naroc¢néjsi, coz brani jejimu rychlému, rutinnimu vyuZziti v kritickych
situacich, a proto se hledaji nové moznosti stanovovani. Pfistrojové
stanoveni fragmentocytd oproti mikroskopickému hodnoceni je
rychlejsi a dobfe standardizovatelné, nicméné zatim nedostate¢né
senzitivni a specifické. Cilem nasi spole¢né prezentace bude
zhodnotit pfinos stanoveni parametru IPF a FRC v ramci diferencialni
diagnostiky trombocytopenii détskych i dospélych pacientl
ve FN Brno.

NEZAPOMINAME NA KONECNIKY?
Jenerdlova M., Vranova J., Danisova Z., Koufilova P.
Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Uvod: Alogenni transplantace se stala u hematoonkologickych
pacientd nedilnou soucasti |écby. Po podani vysokodéavkované
chemoterapie dochazi k obdobi neutropenie, kterd s sebou nese
fadu komplikaci, nejcastéji zastoupeny jsou infekéni. Nemalou
pozornost je potieba vénovat oblasti konec¢niku. Zde dochazi
k podrézdénijiz stavajicich defektd nebo vzniku novych a to prevazné
u muzd.

Obsah: Cilem pfispévku je zvysit povédomi o této komplikaci
nejen u pacientq, ale také u osetfujiciho personalu. Zde je potieba
se zaméfit na opakovanou edukaci i dislednost osobni hygieny
u pacientd. Rizikovéjsi skupinu predstavuji muzi a to z vicero davod.
Muze to byt zplsobené neochotou odhalit své pozadi personélu
zenského rodu, pocit ztraty intimity nebo ponizeni. AZ bolestivé
podnéty donuti pacienty svéfit se s problémem.

Zavér: S narGstem poctu alogennich transplantaci se zvysi vyskyt
této komplikace. Vzdy je tieba dbat na dislednou anamnézu, zaméfit
se na prevenci. Pacienty u pfijmu dostatecné a disledné edukovat
o mozné komplikaci. Zistavé otazkou, zda by kratky sledovaci
protokol nezachytil véasné komplikace a nezvysil informovanost jak

pacienta, tak personalu.
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ASOCIACNI ANALYZA ZARODECNE
VARIANTY JAK2:P.R1063H SE SOMATICKYMI
RIDICIMI ONKOGENY U KOHORTY

400 PACIENTU S AKUTNI MYELOIDNI
LEUKEMII Z CESKE REPUBLIKY

Jeziskova 1., Kralova B.2, Folta A.', Weinbergerova B., Pospisilova 5.3,
Mayer J.!, Szotkowski T.%, Hlusickova Kapralova K.?, Janotka L.?,
Kurekova S.? Divokéd M.4, Navratilova J.%, Kofalkové P.2, Horvathové M.?,
Doubek M., Divoky V.>*

'Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

2{Jstav biologie, LF UP, Olomouc

SCEITEC - Stredoevropsky technologicky institut, Brno
“Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Cilem préace bylo ur¢it frekvenci a spektrum zarodeénych
variant v genu JAK2 v kohorté ceskych pacientli s AML, tuto srovnat
s referen¢ni databazi genomovych variant obecné ceské populace,
a dale identifikovat koexistenci variant s fidicimi onkogeny.
Pacientia metody: Analyzovana byla konsekutivnifada 280 pacienttd
s AML diagnostikovana ve FN Brno (v obdobi 6/2013 az 6/2023)
a soubor 120 pacientll s AML diagnostikovanych ve FN Olomouc
(z let 2000-2021). Zarodecné varianty v genu JAK2 byly analyzovany
metodou long-range PCR s naslednym NGS sekvenovéanim, pfip.
PCR s alelové-specifickymi primery (ARMS); koexistence aberaci byla
vysetfena panelem VariantPlex Core Myeloid nebo TruSight Myeloid
Sequencing.

Vysledky: Nejfrekventovanéji byla detekovana slabé aktivujici
varianta JAK2:p.R1063H (18/400; frekvence minoritni alely [MAF]
v analyzovaném souboru byla 2,25 %). Brnénska kohorta obsahovala

jesté tri dalsi pacienty s jinymi JAK2 germinalnimi variantami. MAF pro
JAK2:p.R1063H v obecné populaci CR (dle databaze A-C-G-T) je 1,67 %.
Nejcastéji detekovanym koexistujicim onkogenem s JAK2:p.R1063H
u 18 AML pacientli byly mutace v genech IDH1/2 a prestavba v genu
KMT2A (MLL-r); v obou pfipadech se jednalo o vy3si nez ocekavanou
asocia¢ni frekvenci.

Zavér: Nase analyzy naznacuji, ze zarode¢na varianta JAK2:p.R1063H
ma pouze mirné predispozi¢ni charakter pro vznik AML. Na zékladé
nasich vysledkll predpokladame, ze JAK2:p.R1063H spise predstavuje
rizikovy faktor pro klinicky pribéh a rozvoj AML (leukemogenezi),
pokud se vyskytne v kombinaci s IDH1/2 nebo MLL-r somatickymi
mutacemi.

AZV NU21-03-00338, projekt A-G-G-T, reg. ¢.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008448 financovany z EFRR, IGA_
LF_2024_004 a grant MZ CR — RVO (FNBr 65269705), projekt ERN.

ALOGENNI TRANSPLANTACE (ALOHCT)

U PACIENTU > 70 LET S HEMATOLOGICKOU
MALIGNITOU - ANALYZA CENTRA

Jindra P, Karas M., Lysék D., Steinerova K., Sramek J., Hrab&tova M.,
Kiiz T., Bfizova B., Jungova A., Bergerova V., Dekojova T.
Hematologicko-onkologické oddeéleni, FN Plzeri

AloHCT u starsich nemocnych s hematologickou malignitou je
Casto jedinym kurativnim postupem. Zvlasté nemocni > 70 let jsou
pro obavy z vysoké nerelapsové mortality (NRM) malokdy k aloHCT

referovani.

GYHD Relapse Fres Survival - vikv DRI
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Cile: Analyzou alogenné transplantovanych nemocnych > 70 let
stanovit faktory ovliviujici celkové preziti (OS), NRM, preziti bez
relapsu (PFS), bez zdvazné GVHD (GRFS).

Metody: Retrospektivni unicentricka analyza 32 konsekutivné
transplantovanych pacientl > 70 let s AML (n = 25), MDS (n = 4), ALL,
PMF a CLL (vzdy n = 1) v obdobi 02/2012-10/2023.

Vysledky: Median véku 71 let (70-74), zeny 19 (59 %), darci
nepribuzni (MUD = 19; 59 %) a haploidenticti (HID = 13; 41 %). Index
rizika nemoci (DRI): nizky/stfedni 18 (56 %) nemocnych, vysoky/velmi
vysoky 14 (44 %). Median indexu komorbidity - HCT-Cl byl 2 (stfednfi
riziko, rozmezi 0-8), u 6 (19 %) pacient byl > 3. Median EBMT
skére byl 4 (2-6). 20 (63 %) bylo transplantovano po roce 2018.
S medidanem sledovani 24 mésict (5-78) zije 6 (19 %) nemocnych.
Celkova NRM byla 53 % (17 pacient(), z toho 7 nemocnych (41 %)
zemfielo bez pfimé souvislosti s aloHCT. Pravdépodobnost NRM
v 1 roce 39 %, ve 3 letech 65 %. 10 (31 %) nemocnych zrelabovalo.
Pravdépodobnost OS/GRFS v 1 roce / 3 letech byla 41/29 %, resp.
27/18 %. Univariantni analyza prokazala vysoky/velmivysoky DRI jako
jediny negativni vyznamny faktor pro OS, DFS i GRFS, pro NRM navic
jesté EBMT skore > 4. V multivariantni analyze zistalo vysoké/velmi
vysoké DRI jedinym vyznamnym pro OS (HR 4,4432; 95% ClI
1,616-12,158; p = 0,0038) i GRFS (HR 4,4432; 95% Cl 2,022-14,345;
p =0,0008).

Zavér: Témér 20 % nemocnych > 70 let dosahlo 3letého GRFS.
Zasadni bylo riziko zadkladniho onemocnéni, nikoliv HCT-CI
¢i dalsi faktory. Selektovani nemocni > 70 let by neméli byt
z k aloHCT vylucovani.

NOVINKY V TERAPII
MYELODYSPLASTICKEHO SYNDROMU
(EDUKACNI PREZENTACE)

Jonasova A.

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

V [é¢bé MDS nemocnych se nové terapeutické modality zaméruji
pfedevdim na terapii anemie. V roce 2023 byly publikovany
v Casopisu Lancet vysledky 2 velmi dllezitych studii, a to studie
COMMANDS, kterd doklada pozitivni vliv luspaterceptu v dosazeni
transfuzni nezavislosti (ransfusion independence - TI) u MDS
nemocnych nezavisle na SF3B1 stavu a pfitomnosti véneckovitych
sideroblastd (RS-ring sideroblasts). Druha studie byla studie
IMerge pfedstavujici novy preparat imetelstat-inhibitor telomerazy
s dosazenim az 38 % TI. U pacientl lé¢enych imetelstatem oproti
placebu bylo pozorovano zlepseni miry RBC-TI napfi¢ rdznymi
rizikovymi podskupinami definovanymi podle rizikovych profild
IPSS, IPSS-R, IPSS-R cytogenetického nebo IPSS-M. Novinkou na
poli terapie anemie je roxadustat. An ASH meetingu 2023 Moshe
Mittleman etal. presentoval vysledky studie MATTERHORN, faze IIl.
Roxadustat je prvni inhibitor prolylhydroxylazy indukované hypoxif,
zatim urceny k [écbé anémie pfi chronickém onemocnéni ledvin.

Dalsim nadéjnym lékem je KER-050 obdobné jako luspatercept

inhibitor TGF-B (inhibice vazby aktivinu A, B, GDF 8, 11 na jejich
ligandy). Je hodnocen u onemocnéni s neefektivni krvetvorbou (IH),
v¢. MDS a myelofibrézy. Vedle téchto preparatl v monoterapii se
zd4, jak ukazuji nase data (odeslano k publikaci), ze tak jak je tomu
u lenalidomidu i u luspaterceptu je mozno posilit efekt pfidanim
erytropoetinu u nedostate¢né odpovidajicich nemocnych. Co se
vysoce rizikovych nemocnych tyce vysledky studii poslednich let jsou
vice méné zklamanim a dokladaji, jak zdvazné je toto onemocnéni
ve své progresi. Azacitidin jisté z(stdva zakladem terapie. Ale
bohuzel dosavadni vysledky sdudii s azacitidinem v rozli¢nych
kombinaci jsou vice méné zklaméanim. Vzhledem k podobnosti
starSich AML s MDS s vyssim rizikem netrpélivé proto oc¢ekavame
vysledky studie VERONA tj. randomizované placebem kontrolované
studie faze Il hodnotici kombinaci azacitidinu a venetoclaxu
(Aza + Ven). Bohuzel zcela recentni studie s magrolimabem (Anti
CDA47), eprenatepotem (aktivatorem TP53) byly ukoncéeny bud pro
toxicitu nebo nedosazeni cill studie zvlasté pak efektu na zlepseni
celkového prezivani. Jesté dobiha studie se sabatolimabem (TIM
3 inhibitor), zatim ale pribézné vysledky jsou téz diskutabilni.
Aktualné bézi v CR studie kombinace azacitidinu s tamibarotenem
(RARA inhibitorem) pro nemocné s vys3si expresi RARA, je tedy dal3im
s uvidime, zda nadéjnym prepardtem pro nemocné s vysokym
rizikem. V presentaci zminim nové preparaty pfedstavené na ASH
2023. Neni zde misto na predstaveni vsech dalsich cest terapie u MDS,
sem patfi i dalsi ovlivnéni drahy TGF-beta, zasahu do inflamasomu,
inhibici specifickych mutaci, a to nejen na poli vysoce rizikovych ale
i nizce rizikovych nemocnych jako je inhibice IDH1,2, modulatorech
spliceosomu atd.

ZKUSENOSTI V REALNE KLINICKE

PRAXI S LECBOU LUSPATERCEPTEM
UNEMOCNYCH S MYELODYSPLASTICKYM
SYNDROMEM S NIZKYM RIZIKEM
ZAVISLYCH NA TRANSFUZICH, POZITIVNI
UCINEK KOMBINACE S ERYTROPOETINEM
ALFA

Jonasova A, Bélohlavkova P.2, Sotakova S.!, Minafik L.}, Stopka T.3,
Aghové T4, Zemanova Z.4

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

2|V.interni klinika, hematologie LF UK a FNKV, Praha

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

*Centrum onkocytogenetiky, 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod: Prezentujeme redlné zkudenosti s lé¢bou luspaterceptem
u nizce rizikovych nemocnych s myelodysplastickym syndromem
(MDS) s transfuzni zavislosti (TD)ze 2 hematologickych center v CR
(VFN a FNHK).

Metody: Do ledna 2024 bylo Ié¢eno 54 pacientl (pts) (M/F - 33/21),
medidnem véku 74 let (rozmezi 55-95 let). Medidn sledovani byl
17 mésicl (rozmezi 1-54). 35 (64,8 %) pts patiilo do skupiny s vysokou
transfuzni zatézi (HTB) s > 4TU/8 tydnd, 35,2 % do skupiny s LTB (<
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4TU/8 tydn(). Erytopoetin alfa (EPO) byl pouzit pred luspaterceptem
u 45 pts. Luspatercept v prvni linie byl pouze u 9 pts. Tfetina pts méla
nékolik predchozich linii 1é¢by. 33 (61 %) pts bylo soubézné |é¢eno
EPO + luspatercept.

Vysledky: Hodnoceni byli pts, ktefi dostavali luspatercept = 8 tydn0
(51 pts). Hodnotili jsme dosazeni transfuzni independence (TI) trvajici
8,12,16 a 24 tydn(i béhem 48 tydn(. 32 (62,7 %) dosahlo Tl trvajici
> 8 tydnd, 31(60,7 %) = 12 tydnd, 29 (56,8 %) = 16 tydnu a 25 (49 %)
Tl trvajici = 24 tydnd. Pouze hematologického zlep3eni (HI) dosahlo
6 (11,7 %) pts. HI + Tl dosahlo 38 pts (74,5 %). U 21(41 %) pts vedla
soubézna lécba EPO ke zlepseni odpovédi. Median trvani odpovédi
byl 12 mésicd (rozmezi 5-26). U 14 pacientl byla [écba ukoncena:
5 progrese MDS, 6 umrti z jinych pficin, 2 nova nehematologicka
malignita, 1 non-compliance. Byly rozdily v Tl podle transfuzni
zatéze: u LTB 77 % vs. HTB 53 %. Ve skupiné s nizkym, velmi nizkym
IPSS-M odpovédélo 86 % pts. Z 39 SF3B1+ pts odpovédélo 74,3 %.
Luspatercept byl velmi dobfe tolerovén.

Zaveér: Luspatercept dosahuje vyborné vysledky (TI) u neselektova-
nych, predléc¢enych MDS. Domnivdme se, Ze vysokd mira odpovédi

u nasich pacientl byla ovlivnéna ptidanim EPO.

MZCZ (NU21- 259 08-00312), Grant Agency (24-10353S), MZCR conceptual
development of research organization 00064165.

BMS advisory boards, Abbvie advisory boards, travel expenses, GSK advisory
boards, Novartis advisory boards.

AKUTNI ERYTROIDNI LEUKEMIE -
KAZUISTIKA PACIENTA S RARITNI
DIAGNOZOU

Jurénova ), Cernan M., Flodr P2, Pikalova Z., Holzerova M.!
"Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2Ustav klinické a molekuldrni patologie, FN Olomouc

Kazuistika pfinasi pripad 62letého nemocného dosetfovaného
v prosinci 2023 cestou spadového interniho oddéleni pro
progredujici bicytopenii — normocytarni normochromni anémii
a trombocytopenii. Provedena panendoskopie vyloucila krvaceni do
GIT a nasledné byla zahdjena terapie kortikoidy a IVIG pro podezieni
na imunitni etiologii bicytopenie. Pro dalsi progresi cytopenie
abolesti skeletu byl nemocny prelozen k dosetfenina nase pracovisté.
Na zakladé morfologického a imunohistochemického vysetieni
kostni diené byla stanovena diagnéza akutni erytroidni leukemie.
V lednu 2024 nemocny podstoupil indukéni terapii podle protokolu
.7 + 3" a nasledné v Unoru 2024 pro perzistenci onemocnéni re-
indukci rezimem kombinujicim venetoklax s azacitidinem. V prabéhu
terapie vSak opét u nemocného pozorovana progrese bolesti skeletu,
soucasné verifikovéna refrakterita k transfuzim trombocyt(. Dne
7. 3. 2024 doplnéno CT mozku pro rozvoj somnolence, prokazujici
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subduralni krvaceni do CNS. Nemocny refrakterni ke 2 cykldm
induk¢ni terapie zahy zmira na nefesitelné krvacivé komplikace pfi
tromborefrakterité. Akutni erytroidni leukemie je vzacna a agresivni
forma AML zplsobenéa neoplastickou proliferaci erytroidnich bunék
v kostni dfeni. Prezentovany pfipad doklada vyznam morfologického
aimunohistochemického vysetieni pfi diagnostice vzacnych subtypt
AML. Diagnostika a terapie akutni erytroidni leukemie z{istava nadale
vyzvou pro sou¢asnou hematologii.

Prdce byla podpofena MZ CR - RVO (FNOL, 00098892)
alGA_LF_UP_2024_001.

SLEDOVANI DYNAMIKY KLICOVE MUTACE
T3151 POMOCI DIGITALNI PCR U PACIENTU
S CHRONICKOU MYELOIDNI LEUKEMII
Juréek T, Smitalova D., Jeziskova 1.}, Ci¢atkova P!, Horfak T.,
Semerad L., Kvetkova A, Mayer J."2, Za¢kové D!

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

Uvod: Pfitomnost mutaci v kindzové doméné (KD) fuzniho
genu BCR:ABL1 je jednim z mechanizmi rezistence na lécbu
tyrozinkindzovymi inhibitory (TKI) u pacientd s chronickou
myeloidni leukemii (CML). Jejich detekce, zvlasté pak detekce
klicové mutace T315l, je zcela zasadni pro v¢asnou terapeutickou
intervenci.

Cil: Pomoci nové metody digitalni PCR (dPCR) jsme sledovali
dynamiku mutace T315l u vybrané pacientky s CML lé¢ené pomoci
TKI. Déle jsme porovnali tuto metodu s dvéma dalsimi dostupnymi
metodami pro detekci mutaci v BCR::ABLT KD - sekvenovani dle
Sangera a amplikonové NGS sekvenovani.

Vysledky: Metodou dPCR jsme retrospektivné analyzovali celkem
11 odbérli (05/2020 az 03/2024) pacientky s CML s dfive detekovanou
mutaci T315l. Ve vSech odbérech jsme byli schopni tuto mutaci
detekovat ve dvou analyzovanych paralelach pro kazdy vzorek.
Déle jsme pro porovnani provedli muta¢ni analyzu viech vybranych
odbérl pacientky pomoci dalsich dvou dostupnych metod. Z grafu
v prilozeném obrazku Ize vycist, ze pribéh dynamiky mutace T315l je
srovnatelny u viech tii metod. Nepozorovali jsme signifikantni rozdil
v procentudlnim zastoupeni mutace T315I ziskané pomoci dPCR
v porovnani s metodou Sangerova sekvenovani, resp. metodou NGS
(pSan9er = 0,1016 a pN© = 0,1934). Pomoci dPCR jsme byli také schopni
jiz s predstihem detekovat T315] mutaci oproti standardni metodé,
a to jiz v prvnim analyzovaném odbéru, ktery byl pomoci Sangerova
sekvenovani negativni.

Zavér: Provedeni metody dPCR T315l je v porovnani s ostatnimi
dvéma metodami rychlejsi. Metoda je dostatecné sensitivni pro
detekci T3151 mutace s nizkym zastoupenim mutovanych alel (< 5 %).
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Muze byt tak vhodnym dopliikem v diagnostice CML pro efektivni

sledovani dynamiky této klicové mutace.

Podporena grantem MZ CR - RVO (FNBr 65269705), programem EXCELES, ID:
LX22NPO5102) a projektem ERN.
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Obr. 9. Jucek T etal. Detekce mutace T3151 pomoci digitalni PCR. (A) Sledovani dynamiky mutace T3151 u pacientky

s CML ve vybraném ¢asovém rozmezi tfemi riznymi metodami. (B) Srovnani hodnot mutace T315I stanovenych pomoci
Sangerova sekvenovani, NGS a dPCR z celkem 11 odbért. Signifikance mezi dvéma dvojicemi metod byla urcena
pomoci Wilcoxonova parového testu (p5a"9 = 0,1016 a p"s = 0,1934).

HODNOCENI ETIOLOGIE PLICNICH
INFILTRATU U HEMATO-ONKOLOGICKYCH
PACIENTU S PROVEDENOU
BRONCHOALVEOLARNI LAVAZI:
ZKUSENOSTI JEDNOHO CENTRA

Kabut T., Benké F., Weinbergerova B., Lengerova M., Mayer J.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Plicni infiltraty (PI) jsou vyznamnou pfi¢inou morbidity a mor-
tality uimunokompromitovanych pacientu. Vysetienitekutiny ziskané
bronchoalveolarni lavazi (BAT/BAL) je vyznamnou diagnostickou
metodou, jejiz moznosti zejména s rozvojem molekularné-gene-
Metody: Retrospektivni analyza etiologie Pl na zékladé komplexniho
hodnoceni vysledkl rozboru BAT a dalSich doprovodnych vysetieni
u pacientd podstupujicich BAL od 3/2021 do 3/2024 na Interni
hematologické a onkologické klinice. Ziskand BAT byla u vsech
pacient( dle standardizovaného protokolu vysetiena cytologicky,
biochemicky, flowcytometricky, kultiva¢né, serologicky a Sirokym
spektrem molekuldrné genetickych vy3etreni.

Vysledky: V sledovaném obdobi bylo provedeno celkem 110 BAL
u 86 pacientll (celkem 101 jednotlivych pfipadd). Findlni etiologie byla
stanovena u 74 (73 %) pfipadd, v 18 (18 %) pfipadech byla etiologie
stanovena jako suspektni a v 9 (9 %) pfipadech zlstala neobjasnéna.
V 74 jednoznacné uzavienych pfipadech byl vysledek rozboru BAT
jednoznacny nebo rozhodujici pro diagnézu v 38 (51 %) pfipadech
a v 24 (32 %) se na stanoveni diagnézy spolupodilel. V 13 (18 %)
uzavienych pripadech byla diagnéza stanovena pouze na zakladé
jinych vysetfeni. Z uzavienych pfipad(l 55 (74 %) tvofily infekéni
pficiny — konkrétné infekce mykotické (16; 29 %), virové (16; 29 %),
bakterialni (8; 15 %), pneumocystové (4; 7 %) nebo kombinované (11;
20 %) infekce. Mykotické infekce byly klasifikovany jako prokazané (3),
pravdépodobné (9) a mozné (4). Neinfek¢ni pficina byla stanovena
u 14 (19 %) ptipadd a v 5 (7 %) pfipadech se jednalo o pfic¢inu
kombinovanou.

Zavér: Komplexni hodnoceni pfipadi plicnich infiltratl u pacientt
s provedenym BAL vedlo k vysokému podilu objasnénych pficin.

Podporeno CELL, grantem MZCR-RVO (FNBr 65269705), programem
EXCELES, ID:LX22NPO5102) a projektem ERN.
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USPESNA LECBA KOMBINOVANOU
ANTIMYKOTICKOU TERAPII U PACIENTKY
PO ALO-HSCT S INVAZIVNI PLICNI
ASPERGILOZOU ZPUSOBENOU
MULTIREZISTENTNIM KMENEM
ASPERGILLUS CALIDOUSTUS

Kabut T,, Folber F., Weinbergerova B., Kocmanova |., Lengerova M.,
Mayer J.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Invazivni plicni aspergiléza (IPA) je dlouhodobé nejéast&jsim
typem invazivnich infekci zplsobenych vldknitymi houbami
u pacientl po alogenni transplantaci kmenovych krvetvornych
bunék (alo-HSCT). V souvislosti s rozsifenim antimykotické
profylaxe posakonazolem dochazi k posunu spektra patogent
invazivnich mykotickych infekci smérem k ¢astéjsimu vyskytu infekci
zpUsobenych vzacnymi mykotickymi patogeny a kryptickymi druhy
Aspergillus spp. Aspergillus calidoustus, diive zndmy jako Aspergillus
ustus, patfi mezi vzacné plvodce IPA s narUstajici incidenci
u imunokompromitovanych pacientl a je zndm v souvislosti
s rezistenci k vétsiné dostupnych antimykotik s vysokou mortalitou
nemocnych.

Popis pfipadu: Uvadime piipad prokazané prilomové IPAzpUsobené
kmenem Aspergillus calidoustus u 60leté pacientky s AML po alo-HSCT
od nepiibuzného darce 9/10 po myeloablativni pfipravé. V ¢asném
potransplantacni obdobi byla na zakladé pozitivity sérového
galaktomananu (GM) a pfitomnosti mnohocetnych nodularnich
infiltratd s halé na CT plic stanovena diagnoéza pravdépodobné IPA.
Pacientka byla prevedena z profylaxe posakonazolem na terapii
isavukonazolem s podporou infuzemi granulocytll a G-CSF. Na
terapii doslo nicméné k dalsi progresi IPA a na zakladné PCR vysetteni
séra byla zjisténa pfitomnost kmene Aspergillus calidoustus, jez byl
pozdéji potvrzen i z biopsie plicniho lozZiska. Zavedenad terapie byla
upravena na kombinovanou [é¢bu liposomalnim amfotericinem B,
isavukonazolem, mikafunginem a terbinafinem a podavana celkem
40 dni. Na terapii doslo k poklesu GM a regresi plicniho postizeni,
zaroven se ale rozvinula rendlni insuficience. V dalsim prdbéhu jsme
proto terapii jiz modifikovali na udrzovaci 1é¢bu mikafunginem,
isavukonazolem a terbinafinem. V |é¢bé pacientka pokracuje po
dobu dalsich 5 mésicd s dosazenim parcidlni regrese onemocnéni,
bez klinickych znamek infekce.

Zavér: Pripad zdokumentoval zavaznou IPA Uspésné lécenou
kombinaci antimykotik s podpurnou lé¢bou a frekventni monitoraci.

Podporeno CELL, grantem MZCR-RVO (FNBr 65269705), programem
EXCELES, ID:LX22NPO5102) a projektem ERN.
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HOJENI MALIGNI RANY U PACIENTA

S ANAPLASTICKYM VELKOBUNECNYM
LYMFOMEM

Kalodova Hadacova J., Vecerka R.

IHOK FN Brno

Uvod: Malignirana byvé spojovana s nadorovym onemocnénim a pro
pacienta predstavuje velkou fyzickou, psychickou, ale také socialni
z4téz. Tento typ rany se nejcastéji vyskytuje u pacientt s pokrocilym
nadorovym onemocnénim a u vétsiny z nich nelze ocekévat uplné
zhojeni. Spole¢nym cilem zdravotnikd je zlepsit kvalitu zZivota
nemocného, protoze rana mnohdy silné zapacha, secernuje a boli.
Nejcastéjsim zplUsobem osetieni je pravidelné prevazovani a vyuziti
modernich materidl( podporujicich hojeni maligni rany.

Obsah: Kazuistika popisuje non compliance pacienta s agresivnim
lymfomem, kterému v terénu sekundarné se hojici operacni rany
vznikla i lokalizovand maligni rdna. U pétactyfricetiletého pacienta
byla podéna agresivni chemoterapie, ktera nebyla standardni pro
jeho vék. Bylo nutné nastavit Individualni p¥istup v 1é¢bé lymfomu
a zéroven Setrné a efektivné fesit hojeni ran. Pacient mél mnozstvi
pfidruzenych infekénich komplikaci a nevyhovuijici socialni zazemi
vhodné pro onkologického nemocného.

Zavér: Cilem prispévku je vyzdvihnout naro¢nost péce o maligni
ranu a psychiku nemocného u pacienta s lymfomem. Poukazuje na
nezbytnost souhry celého tymu, ktery se na osetfovani podilel, a také
na material k hojeni, ktery mdze byt vniman jako netradicni.

LEPTOMENINGEALNI LEUKEMICKA
INFILTRACE A PROGRESIVNI
MULTIFOKALNI LEUKOENCEFALOPATIE
U PACIENTA S DOPOSUD NELECENOU
CHRONICKOU LYMFOCYTARNI LEUKEMII -
ZKUSENOST S KOMBINOVANOU LECBOU
IBRUTINIBEM A HAPLOIDENTICKYMI
JCV VIRUS SPECIFICKYMI DARCOVSKYMI
LYMFOCYTY

Kas¢ak M., Koristek Z.!, Mihdlyova J., Lachnit M.", Koutna .2,
Hanzlikova P.3, Horak A.#, Hajek R.!

"Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

2Centrum bunécného a tkdriového inZenyrstvi, FN u sv. Anny v Brné
*Ustav radiodiagnosticky, LF OU a FN Ostrava

*Klinika rehabilitace a télovychovného lékarstvi FN Ostrava

Uvod: Leukemicka infiltrace centrélniho nervového systému (CNSi)
a progresivni multifokdlni leukoencefalopatie (PML) jsou vzacné




I1I. CESKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

komplikace u pacientli s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL).
Reaktivace JC polyomaviru (JCv) mUze vést k devastujicimu a ¢asto
fatalnimu demyeliniza¢nimu onemocnéni CNS v podobé PML.
Neexistuje standardni 1é¢ba pro CNSi nebo PML u pacientd s CLL.
Predstavujeme pfipad pacienta s CLL s leptomeningealni infiltraci
CNS a soucasné PML Ié¢eného ibrutinibem a haploidentickymi JCv-
specifickymi darcovskymi cytotoxickymi lymfocyty (JCv-VSL).
Metody: V Gnoru 2024 byl hospitalizovan 58lety pacient s doposud
nelécenou CLL s postupnym zhorSovanim kognitivnich a pamétovych
funkci. Kontrastni nukledrni magnetickd rezonance (NMRi) hlavy
zobrazila infiltraci mening a demyeliniza¢nimi lozisko frontalniho
laloku. Analyza mozkomisniho moku potvrdila patologickou
populaci CLL fenotypu (239/969 bunék) a JCv pozitivitu. Byla zahajena
lé¢ba CNSi ibrutinibem (480 mg/den). V bireznu 2024 bylo podéno
1,11x10° CD3+IFNgamma+ JCv-VSL od haploidentické sestry.
Vysledky: Pfed podanim VSL doslo k vyrazné regresi lepto-
meningeélniho syceni, pacientzdstal ale nadale tézce encefalopaticky.
Navzdory podani JCv-VSL a pokracujici 1é¢bé ibrutinibem se stav
pacienta progresivné zhorSoval se ztrdtou mobility, hemiparézou
a dysfagii. Testy JCv-VSL byly negativni 1., 2. a 3. tyden po podani.
NMRi 2 tydny po VSL ukazalo supra a infratentoridlni progresi
s edémem mozecku a prodlouzené michy. Intenzivni lé¢ba
dexamethasonem byla bez efektu a po zhorseni stavu byla terapie
ukoncena.

Zaveér: Infiltrace CNS u lymfoproliferativnich onemocnéni je Zivot
ohrozujici komplikace i pres cilenou terapii. Lé¢ba PML pomoci
VSL je omezena dostupnosti vhodného darce. Vyuziti registrd HLA
typizovanych darct trombocytd a opakované podani VSL by mohlo
zlepsit kontrolu JCv infekce a preziti pacientd.

HEPARINEM INDUKOVANA
TROMBOCYTOPENIE Z JINEHO UHLU
POHLEDU

Kavanova M.

Institut klinické a experimentdIni mediciny

Heparinem indukovand trombocytopenie je v posledni dobé
casto skloriované téma. Divodem je predevsim lepsi pochopeni
patofyziologie celého procesu a zlepseni diagnostiky, tedy lepsi
dostupnost a $irsi spektrum pouzitelnych metod s velmi dobrou
senzitivitou a specifitou. Diky témto pokrokdm je laboratorni dia-
jednodussi a lépe dostupna. Pracovisté HTO (Hematologicko-transfuzni
oddéleni) IKEM testuje HIT jiz dlouhou dobu a mélo moznost vyzkouset
a porovnat metody jak z praktického, tak diagnostického uhlu pohledu.

U HIT je dUlezité se nejenom soustiedit na jeji laboratorni testovani, ale
je vhodné se zamyslet nad pfic¢inou vzniku tohoto stavu a zvazit moznost
rozsiteni diagnostiky i u pfipadd, které se v souc¢asné dobé netestuji.

DLOUHODOBE SLEDOVANI UCINNOSTI

A BEZPECNOSTI INTERMITENTNI LECBY CML
Klamova H."2, Srbova D., Stastna Markova M."2, Pecherkova P,
Khaddourova K., Zizkova H., Machové-Polékova K.?

' Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

?Ustav Klinické a experimentdinf hematologie 1. LF UK, Praha

Vysazovani lé¢by inhibitory tyrozinovych kindz (TKI) je jiz mozné
v bézné praxi u pacientl s chronickou myeloidni leukemii (CML).
Existuje vSak skupina pacientd, ktefi splnuji kritéria pro vysazeni,
kterého se viak obdvaji a zastavit |é¢bu odmitaji. Alternativou pro
nezadouci Gc¢inky dlouhodobé [é¢by.

Cil: Zhodnotit efektivitu prerusované 1écby TKI ob mésic s dopadem
na udrzeni velké molekuldrni odpovédi (MMR) a Ustup nezadoucich
ucinkd.

Metody: Soubor pacientd s CML [écenych TKI > 3 roky a sou-
casné > 2 roky v MR4 odpovédi (hladina transkriptu BCR-ABL1 < 0,01%
dle IS). Intermitentni rezim 1é¢by (IR) znamena mésic¢ni stiidani uzivani
a neuzivani TKI. Pravidelné monitorovani hladiny transkriptu BCR-
ABL1 v IS. Pii ztraté velké molekularni odpovédi (MMR), vzestupu
BCR-ABL1 > 0,1 %, opétné zavedeni kontinualniho lé¢ebného rezimu.
Projevy nezadoucich G¢inkd 1é¢by (NU) hodnoceny dle CTCAEv4.03.
Statistickd analyza zahrnovala pouziti Kaplan-Meierovych kfivek
preziti a kumulativni incidence pro vyhodnoceni dat.

Vysledky: Hodnoceno 40 nemocnych v medidnu véku 55 let (28-75),
lé¢enych v UHKT v obdobi 10/2012-3/2024 v IR. Median trvani
kontinualni 1é¢by TKI do zahajeni IR byl 74 mésict (40-195), median
trvani dosazené MR4 46 mésicl (25-174). Po zahdjeni IR zlstalov MMR
53 % nemocnych. Po ztraté MMR a zpétném zavedeni kontinualniho
rezimu zpét dosazeno MMR v medidnu 5,6 mésict (1-21), konkrétné
do 6M: 63 %, 12M: 84 % a 18M: 95 % nemocnych. U 80 % nemocnych
doslo po zavedeni IR k vyrazné redukci NU Ié¢by.

Zavér: Zhruba polovina pacientt sizachovala MMR pfiintermitentnim
vysazovani lé¢by a dlouhodobém sledovani, coz je srovnatelné s daty
pfi trvalém vysazeni |é¢by. IR 1é¢by pacientl s CML v dlouhodobé
DMR je redlnou a bezpecnou alternativou k 1é¢bé kontinualni.
Vyznamné bylo zlepseni kvality Zivota, v souvislosti s minimalizaci
projevi NU lécby.

Podporeno MZ CR - RVO (UHKT - 0003767).
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IN-HOUSE PANEL FOR DETECTION

OF SOMATIC MUTATIONS IN FREE
CIRCULATING DNA OF PATIENTS WITH
DIFFUSE LARGE B-CELL LYMPHOMA USING
NEXT GENERATION SEQUENCING

Klieber R.", Ostasov P.2, Holubova M.2, Macec¢kova D.2, Lysak D.},
Jindra P!

"Department of Hematology-Oncology, University Hospital Pilsen
?Biomedical Center, Faculty of Medicine Charles University in Pilsen

Background: Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most
common non-Hodgkin’s lymphomas in adults. Free circulating
DNA (cfDNA) represents an easily available biological material for
molecular genetic testing of patients in whom tumour cells are
not typically released into peripheral blood and body fluids. In
lymphomas and other diseases, it has been proven that detection of
cfDNA and its concentration correlates with the prognosis and the
cancer state.

Objective: The work focused on the creation of a multiplex panel for
next-generation sequencing (NGS) for identification and monitoring
of somatic mutations in cfDNA in patients with DLBCL.
Methodology: cfDNA of 14 patients with DLBCL was isolated from
whole plasma of non-clotting peripheral blood within two hours
from collection. cfDNA was subsequently amplified using 49 primer
pairs, targeting the coding regions of 9 genes: CDKN2A, BCL6, MYD88,
CD79B, EZH2, BCL2, TP53, CARDI11 and MYC. Magnetically purified
multiplex PCR products were used for NGS library preparation.
Results: Multiplex PCR reactions were optimized and sequencing
data demonstrated sufficient quality and coverage across all loci
(except TP53 exon 5) for subsequent analyses. Examination of the
mutational profile in cfDNA revealed a several-fold decrease in
variants during treatment. The median number of variants detected
at the time of diagnosis was 41 (min = 25, max = 94) out of which only
9 (min = 4, max = 16) were detectable after the first treatment cycle
and 6 (min = 3, max = 14) after the second cycle of treatment.

FNPI 00669806, SVV 260 561, Cooperation — research area ONCO.

DIGITALNI MORFOLOGIE - POMOCNIK

V HODNOCENI PERIFERNI KRVE A KOSTNI
DRENE

Kolafova S., Slégrové D.2

'Ustav laboratorni mediciny LF OU a FN Ostrava

?Nemocnice Jihlava

Digitalni mikroskopie se v dobé svého uvedeni do rutinni praxe
stala pfevratnou novinkou v oblasti automatizace morfologického
hodnoceni natérd periferni krve. Diky fadé charakteristik, napft.
rychlosti analyzy ¢i moznosti skupinového zobrazeni nebo
uchovavéni obrazové dokumentace, pfedstavuje vyznamného

pomocnika pfi analyze krevnich natérd. Nastavenim souboru
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definovanych algoritm prispiva také ke zvyseni efektivity prace,
automatizaci a standardizaci mikroskopické analyzy obecné
zatizené vysokou mirou subjektivity a variability. Automatizované
technologie nachézeji v laboratornich procesech stale vice uplatnéni,
a to nejen v oblasti hodnoceni natérG periferni krve, ale nové také
v oblasti analyzy kostnich dfeni. Pfestoze je vsak digitalni morfologie
na vyrazném vzestupu a preklasifika¢ni moduly jsou jiz nedilnou
soucasti fady hematologickych linek, stale ma své urcitd omezeni
a nemuze vzdy nahradit ulohu zkuseného morfologa. V pfedndsce
budou zhodnocena drivéjsi a aktualné bézna nastaveni digitalni
morfologie se svymivyhodamia nevyhodamiv porovnanis manualni
mikroskopii, rozsifena predevsim v laboratofich mensi velikosti.
Zéroven budou predstaveny novinky v této oblasti jak z hlediska
novych typG analyzatord, tak z hlediska zavadéni umélé inteligence
do digitalni morfologie.

SEXUALITA V PALIATIVNI PECI
Konarik M.
Klinika hematoonkologie FN Ostrava

Lidska sexualita a otazky s ni spojené jsou, resp. mély by byt, nedilnou
soucdsti péce o vsechny pacienty. Vzdyt na zndmé Maaslowové
pyramidé hodnot patii uspokojeni sexualnich potfeb mezi zakladni
lidskou potiebu. Je ziejmé, ze ¢lovék v nemoci casto hierarchii
pfehodnocuje, neznamena to vsak, Ze je sexualita zcela odsunuta
a pro ¢lovéka nedulezita. Na Klinice hematoonkologie FN Ostrava se
tématem zabyvame a jiz vznikl sestersky pilotni projekt ke zjistovani
probléma v intimnich oblastech u nasich pacientd. O tom, jak je toto
téma pro pacienty dllezité svédc¢i fakt, ze z 50 rozdanych dotaznik
se jich 48 vrétilo vyplnénych. Jak dokazuji cetné vyzkumy, sexualita
je dllezita i pro paliativni, nevyléciteIné nemocné. Narazime vsak
na dvojitd az trojita tabu. Neni jim ostych pacientd, ale domnénky,
ze takto nemocny ,ma jiné starosti.” K tabuizované sexualité
a nevylécitelné nemoci se pak pfidava treti faktor, tim je vék a mylné
presvédceni, ze seniofi aktivné sexudlné neziji. Prispévek priblizuje
nejcastéjsi otazky sexuality v paliativni péci, problémy a vyzvy. Cilem
je informovat o tématu odbornou vefejnost a prispét tak k jeho
detabuizaci.

ZAJIMAVE POTRANSFUZNI HEMOLYZY
Kotistka M.
Krevni centrum, LF OU a FN Ostrava

Uvod: Hladeni potransfuzni hemolytické reakce (HTR) vzdy
vzbudi zvy$enou pozornost klinickych 1ékafd a kooperujici krevni
banky. Intravaskularni hemolyza je klinicky ,dramaticka” a ,hrozi”
mortalitou 5-10 %, naopak extravaskuldrni hemolyza je vétsinou
asymptomaticka.

Cil a metodika: Pfipomenuti Uskali diagnostiky HTR cestou analyzy
tfi kazuistik potransfuzni hemolyzy.
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Vysledky: Kazuistika 1: Velmi suspektni akutni potransfuzni
hemolyza (elevace bilirubinu cca o 100 umol/I, LDH nad 4,3 pkat/I,
haptoglobin pod 0,06) nebyla pozdéji potvrzena - opakované
negativni imunohematologické vysetieni a zaroven pretrvava
pozitivni efekt transfuze 2 TU ERD - vzestup hemoglobinu od 19g/1.
Kazuistika 2: Suspektni pozdni potransfuzni hemolyza po 2 TU ERD
(CcD.ee a ccD.Ee) pro klinické projevy 10.-12. den po transfuzi, 13. den
vstupné negativniimunohematologické vysetreni, 28. den prokazana
aloprotilatka anti-E. Kazuistika 3: Pro krvaceni do GIT v prlbéhu
11 dni podéno 9 TU ERD, z toho 5 TU ERD Kk, ale 11. den, kdy podan
posledni ERD Kk, z nového krevniho vzorku detekovana aloprotilatka
anti-K. Pfechodné elevace jen bilirubinu a LDH indikovala ,benigni”
extravaskularni hemolyzu.

Zaveér: Hlaseni suspektni HTR vyzaduje komplexni analyzu klinicko-
laboratornich a imunohematologickych nalez( k potvrzeni ¢i
vylouceni potransfuzni hemolyzy, v pfipadé ,rizikové” hemolyzy
zajisténi pacienta a vzdy doporuceni pro kompatibilni krevni

transfuzi.

VICESLOZKOVE IMUNOMODULACNI
REZIMY V TERAPII ITP

Kostal M.

V. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Terapie ITP je obvykle pojimana jako sekvence jednotlivych terapif
s cilem dosazeni udrzitelné remise onemocnéni. V praxi se ale ¢asto
jednotlivé lé¢ebné komponenty prekryvaji ¢i jsou jako kombinované
cilenézahajovany. Pfikladem muze byt napf. pridani TPOmimetika k jiz
probihajici kortikoterapii, ¢i neddvno publikovana préace pridéavajici
mykofenoldt mofetil ke kortikoterapii u nové diagnostikovanych
pacient(. Pfidani Iéku do kombinace obvykle zvysuje Gc¢innost takové
terapie s ¢asnéjsSim dosazenim a udrzenim lécebné odpovédi. Cenou
za takovou kombinaci mize byt kumulace nezddoucich ucinkd
¢i financni narocnost rezimu. Vhodnym vytipovanim pacient(i na
zékladé prediktivnich faktord (tize trombocytopenie, chronicity,
laboratorni parametry) bude nejspise mozné vybirat vhodné
pacienty pro takovou terapii a dosahovat vyssiho poctu bezlékovych
remisi s ohledem na toxicitu zvolené terapie.

Kli¢ova slova: ITP - kombinované rezimy - prediktivni faktory

ADOPTIVNI BUNECNA TERAPIE
VIROVE SPECIFICKYMI T-LYMFOCYTY:
DOSTUPNOST DARCE

Koutna I., Tapuchova I., Stedanska K., Beranek J.

Ustav histologie a embryologie, LF MU a FN u sv. Anny v Brné

Podani virové specifickych T-lymfocytt (VSL) je Zivot zachranujici
strategii protivirové 1é¢by po alogenni HSCT, a to i v pfipadé, ze
konvencni l1écba selze. Pro vytvofeni produktu VSL jsou casto
vybirani darci tzv. tretich stran. ZpUsobilost darce musi byt testovana

v ramci pfisného screeningu darcd, protoze technologie izolace je
zaméfena pouze na jiz existujici VSL. Otazkou zlstava HLA shoda
darce a piijemce, kterd maze do jisté miry ovlivnit Gspésnost lécby.
Dle kritérii pro vybér darce je nutna shoda aspon v 1 z deseti HLA
znak(. Nékteré zdroje doporucuji shodu alespon ve 4 HLA znacich.
Dalsim a neméné dulezitym kritériem je pocet reaktivovanych virus
specifickych CD3+ lymfocytd. Hlavni otazkou ve vybéru vhodného
darce je, zda uprednostnit vétsi HLA shodu s pfijemcem pred poctem
virus specifickych lymfocyt( darce.

EXPRESE TRANSPOZIBILNICH ELEMENTU
A PIWI-INTERAGUJICICH RNA V CD34+
BUNKACH U MYELODYSPLASTICKYCH
NEOPLAZII

Krej¢ik Z.', Kundrat D.!, Hrustincova A.', Trsova 1."2, Beli¢ckova M.,
Cermak J.3, Jonasova A4, Dostalova Merkerova M.

'0ddsleni genomiky, UHKT, Praha

? Pirodovédeckd fakulta, UK, Praha

3 aborator anémii, UHKT, Praha

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

Uvod a cile: Myelodysplastické neoplazie (MDS) jsou poruchy
hematopoetickych kmenovych bunék (HSC) vyznacujici se
genomovou nestabilitou a tendenci k leukemické transformaci.
Transpozibilni elementy (TE) bézné v lidském genomu mohou
predstavovat jeden ze zdrojl této nestability; soucasné se
predpoklada, ze tyto TE jsou mimo jiné regulovany pomoci malych
nekoédujicich Piwi-interagujicich RNA (piRNA). Ackoli dysregulace
TE/piRNA jiz byla popséna u nékterych hematologickych malignit,
informace o jejich expresi u MDS jsou zatim ojedinélé. Cilem bylo
stanovit expresni profily TE a piRNA v HSC u rliznych subtypd MDS.
Metody: Pomoci NGS byly osekvenovény RNA a small-RNA knihovny
pfipravené z celkové RNA CD34+ HSC u kohorty 80 MDS pacientl
a 19 zdravych kontrol. Pro identifikaci TE byl pouzit néstroj SalmonTE,
pro sekvence piRNA databaze piRNABank.

Vysledky: Celkem bylo identifikovano 689 TE a 257 piRNA molekul.
Zatimco porovnani profild TE/piRNA mezi MDS a kontrolami
identifikovalo pouze nékolik signifikantné deregulovanych TE/piRNA,
vyraznéjsi rozdily byly pozorovany mezi MDS s nizkym (LR) a vysokym
rizikem (HR) dle IPSS-R, a to jak na trovni jednotlivych transkriptd, tak
zejména na urovni celkové TE/piRNA exprese (snizena TE a zvySend
piRNA exprese u HR-MDS). Tato deregulace rovnéz korelovala
s progresi onemocnéni a s prezitim, a také se supresi mnoha procesu
spojenych s aktivitou bunék (bunécny cyklus a déleni, reparace DNA
a OXPHOS).

Zavér: Detekované zvyseni exprese piRNA u HR-MDS muze byt
odpovédné za snizeni exprese TE; toto snizeni mGze byt potencialnim
mechanizmem pro Unik leukemickych bunék pfed imunitni odpovédi

pfi progresi onemocnéni.

AZV CR (NU20-03-00412) a MZ CZ-DRO (UHKT, 00023736).

Transfuze Hematol Dnes 2024; 30(Suppl 2)



I1I. CESKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

VYUZITI ALOGENNICH OFF-THE-SHELF
INKT BUNEK V PREVENCI GVHD

PO ALOGENNI TRANSPLANTACI
KRVETVORNYCH BUNEK - PILOTNI DATA
PRO KLINICKE HODNOCENI FAZE I

K¥iz T."?, Dekojova T."2, Gumova H.!, Klieber R."?, Lysék D.!, Jindra P,
Rotolo A.3, Holubovéa M.'2

"Hematologicko-onkologické oddeéleni, FN Plzen

2Laboratorl nddorové biologie a imunoterapie, Biomedicinské centrum,
LF UK, Plzen

*Department of Pathobiology, School of Veterinary Medicine, University of
Pennsylvania, USA

Uvod: Invariantni NKT bunky (iNKT) reprezentuji subpopulaci
T-lymfocytd s atributy T-lymfocytd a NK bunék, s Sirokym spektrem
plsobeni, zejména pak se zdsadnim imunomodula¢nim potencidlem.
V preklinickych studiich bylo opakované prokazéno, ze vyssi hladiny
iNKT bunék po alogenni transplantaci hematopoetickych bunék
(aloSCT) jsou spojeny s nizsi incidenci reakce $tépu proti hostiteli
(GvHD) a podéni $tépu bohatého na iNKT buriky koreluje s nizsim
vyskytem GvHD.

Cil: V této praci jsme sledovali hladiny iNKT bunék po aloSCT a tyto
korelovali s incidenci GvHD a pouzitou imunosupresi.

Metody: Hladiny iNKT bunék v 1
flowcytometricky stanoveny u 34 pacientd. Zdrojem byly u vsech

mésici po aloSCT byly

pacientl periferni krvetvorné bunky, nejcastéji pochazely bunky od
shodného darce (79 %), v 15 % byl darce neshodny a haploidenticky
dérce byl vyuzit u 6 % pacientd. Potransplantac¢ni cyklofosfamid
(PTCy) v ramci prevence GvHD byl vyuzit u 9 pacientl (27 %),
u ostatnich byl v rdmci prevence GvHD aplikovéan anti-thmyocytarni
globulin a methotrexat.

Vysledky: Median(m) hladiny cirkulujicich iNKT bunék byl
37 bunék/ml krve (rozptyl(r) 0-4 977). Hladiny iNKT bunék byly
1,7% nizsi u pacientd s GvHD (m = 29,6, r = 0-4977) v porovnani bez
(m = 51,7, r = 1,5-6507). Hladina iNKT bunék byla také vyznamné
nizsi u pacientd, u kterych byl vyuzit PTCy (m = 1, r = 0-30; jina
supresem = 89, r = 0-6507).

Zavér: V této pilotni unicentrické studii jsme pozorovali asociaci
vyssich poctd iNKT bunék po transplantaci s nizsim vyskytem
GvHD. Daéle jsme zaznamenali vyznamné nizsi hladiny téchto
bunék u pacientd s PTCy. Vysledky této studie poskytuji referenci
a racionalizuji pfipravované klinické hodnoceni pro vyuziti off-
-the-shelf iNKT bunék u pacientll po aloSCT od neshodného ¢i
haploidentického darce.
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DIFFERENTIAL FREQUENCY OF SOMATIC
MUTATIONS IN CANCER-RELATED

GENES BETWEEN AYA AND ELDERLY
CHRONIC MYELOID LEUKEMIA PATIENTS
AT DIAGNOSIS AND DURING TKI
TREATMENT

Krizkova J.!, Polivkova V., Curik N.!, Laznicka A.", Benesova A.,
Suchankova P.', Klamova H.!, Stastna Markova M.!, Srbova D.,
Zuna J.3, Zaliova M2, Trka J.3, Semerak P, Kalina T.3, Salek C.,
Machova Polakova K."?

'Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague

?Institute of Pathological Physiology, First Faculty of Medicine, Charles
University, Prague

*Department of Paediatric Haematology and Oncology, Second Faculty of
Medicine, Charles University and Univ. hospital Motol, Prague

Studies indicate that chronic myeloid leukemia (CML) patients diag-
nosed aged 18-39 years (adolescent and young adults, AYAs), had
aworse outcome of tyrosine kinase inhibitors (TKI) therapy compared
to elderly patients. We aimed to characterize the mutation landscape
of CML AYAs in chronic phase (CP) at diagnosis and follow-up in
comparison to pediatric and elderly patients, and to track their
clonal evolution. Ph-positive acute lymphoblastic leukemia (Ph+
ALL) patients were included for comparison. Somatic mutations were
analyzed by NGS. Genomic BCR::ABL1 (gBCR::ABL1) and mutations
were quantified using ddPCR in FACS-sorted neutrophils, monocytes,
T- and B-lymphocytes. At diagnosis, a higher frequency of somatic
mutations was detected in CML AYAs (27%, 20/75) compared to elderly
(20%, 18/92), and children (12%, 2/17). The similar trend was observed
in Ph+ ALL patients (8/15 of AYAs, 14/36 of elderly, 7/32 of pediatric).
ASXL1 was the most frequently mutated gene in both CML AYAs and
elderly. AYAs with ASXLT mutations at diagnosis had lower probability
of progression-free survival compared to patients with no mutations.
Additionally, most of them did not acquire mutations during TKI
treatment, unlike elderly patients. Analysis of 12 CML patients
identified 3 patterns of clonal evolution. All mutations were detected
in gBCR::ABL1 positive neutrophiles and monocytes. AYAs had the
highest number of mutations detected at diagnosis with different
spectrumin CML-CPandPh+ALL.Frequently mutated ASXL7in CML-CP
across the age groups suggests disease related event. Clonal analysis
outlined that myeloid, but not lymphoid stem/progenitor cells were
mutated.

MHCZ NU21-07-00225; DRO (IHBT, 00023736), BBMRI.cz no. LM2023033.
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SEROVE HLADINY IL-10 A SOLUBILNTHO
TNFR-RECEPTORU TYPU II SOUVISI

S PREZITIM NEMOCNYCH S MDS
VYSSIHO RIZIKA LECENYCH
AZACYTIDINEM - VYSLEDKY PILOTNI
STUDIE

Kupsa T.2, Horacek J. M.'2, Stajer M.'?, Vanék J.|, B&lohlavkova P2,
74k P2

'Katedra vojenského vnitiniho lékarstvi a vojenské hygieny,

Vojenskd lékarskd fakulta Univerzity obrany, Hradec Krdlové

2|V interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

Vychodiska: Moznosti 1écby MDS vyssiho rizika jsou omezené na
azacytidin, venetoclax a alogenni transplantaci krvetvornych bunék.
Cilem této pilotni studie bylo popsat faktory nddorového prostredi,
které souvisi s prezitim téchto nemocnych.

Metody: Analyzovali jsme 46 nemocnych Ié¢enych azacytidinem.
Median véku skupiny je 71,7 roku. Nemocni byli indikovéni k [é¢bé
dle IPSS a IPSS-R v maximalni ddvce 7x 75 mg/m? v cyklu, s redukci
dle zavaznosti cytopenii a individudlni tolerance. Alogenni
transplantace byla provedena u 7 jedincl v tomto souboru. Séra
nemocnych byla odebréna pfed zahajenim lé¢by, ihned zpracovana,
zamrazena a skladovana pfi -70 °C. Analyzovali jsme panel cytokind
a solubilnich adheznich molekul s vyuzitim Randox proteinovych
biocipl. Analyza zahrnovala interleukiny (IL)-1a, 1B, 2, 4, 6, 8, 10, EGF,
VEGF, IFN-y, TNF-a,, Monocyte Chemotactic Protein-1, E-selectin,
P-selectin, L-selectin, ICAM-1, VCAM-1, solubilni receptory pro IL-2,
IL-6, TNF-a typ | a Il (STNFR-1, STNFR-2) a matrix metalloproteinazu
9. Statistickd analyza byla provedena v R-statistickém prostiedi.
Mezni hodnota pro kazdy faktor byla spocitéana pomoci
ROC analyzy. S timto rozdélenim bylo analyzovédno preziti
nemocnych.

Vysledky: Vék koreloval nejlépe s hladinami MMP-9 (R = -0,53;
p = 0,0928). Neprokazali jsme souvislost cytogenetickych zmén ani
IPSS/IPSS-R se sledovanymi faktory. P-selectin koreloval s pocty
trombocytl (R = 0,667; p = 0,0001). Celkové pfreziti souviselo
s IL-10 (Kaplan-Meier p = 0,0072) a STNFR-2 (p = 0,015).

Zavér: Nadorové mikroprostiedi mlze mit souvislost prezitim
nemocnych s MDS vyssiho rizika. Radi bychom potvrdili nase nalezy
na vétsim souboru nemocnych. Vybrané faktory mikroprostredi
mohou byt cilené ovliviiovany v ramci inovativnich lé¢ebnych
postupt.

Prdce byla podporena z DZRO-FVZ22-KLINIKA Il.

REALNA PRAXE V LECBE CHRONICKE
MYELOIDNI LEUKEMIE V CESKE REPUBLICE -
ANALYZA DATABAZE INFINITY ZA ROK 2023
Kvetkova A.', Klamova H.% Karas M.3, Faber E.*, Bélohlavkova P.°,
Stejskal L.5, Cmunt E7, Cerna 0.8, Ci¢atkova P!, Horfak T.', Semerad L.,
Prochazkova J.|, Stelzelové S, Chrapava M., Mayer )., Za¢kova D!
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

2Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

*Hematoonkologickd klinika LF UK a FN Plzer}

“Hematoonkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

*IV. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

°Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

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

8Interni hematologickd klinika 3. LF UK a FNKV, Praha

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

'0Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), MU Brno

Cil: Analyza reélnych dat pacientl s chronickou myeloidni leukemii
(CML) v CR v databazi INFINITY - projektu Ceské leukemické skupiny pro
zivot (CELL) ve spoluprdci s Institutem biostatistiky a analyz, s.r.o. (IBA).
Metody: Komplexni retrospektivni analyza epidemiologie, volby
terapie, nezddoucich ucink(, efektivity, ddvodd ke zméné terapie
a preziti u pacientl s diagn6zou CML v reédlné praxi.

Vysledky: Analyzovana byla data 1991 (79,4 %) pacientl dia-
gnostikovanych od 1. 1. 2005 z celkového poctu 2 407 pacientl
v databazi. 1 807 (94,6 %) pacientd bylo diagnostikovano v chronické fazi
(CP) a 101 (5,3 %) v akcelerované fazi/blastickém zvratu (AP/BP). V CP byl
v ramci 1. linie terapie volen imatinib u 1434 (80,9 %) pacientd, z cehoz
803 (56,1 %) lécbu ukoncilo z dlivodu rezistence (43,7 %), intolerance
(20,4 %), umrti (17,8 %), cileného vysazeni (8,6 %) a jinych dlivodu (9,3 %).
Nezadouci G¢inky (NU) imatinibu byly pfitomny u 50,1 % pacientt, z toho
grade 3 a vys3si u 17,1 %. Nilotinib byl Iékem volby v I. linii u 217 (12,3 %)
a dasatinib u 24 (1,4 %) pacient. V obou pfipadech byla [é¢ba ukoncena
ve vice nez 50 % pripadd. Kumulativni incidence dosazeni MMR po
2 letech terapie pro pacienty v I. linii dosahovala 59,1 %. Pacienti v AP/BP
dosahuji ve vech parametrech vyrazné horsich 1é¢ebnych vysledki.
Zavér: Databaze INFINITY poskytuje robustni data o pacientech s CML
z redIné klinické praxe. Poskytuje neocenitelné informace zejména
diky dlouhodobému sledovani efektivity a toxicity podavané terapie.
Jejim zékladem je kvalitni centralizovana péce o pacienty s CML v CR.

Prdce byla podpofena projektem Ndrodniho Ustavu pro vyzkum rakoviny
(Program EXCELES, ID: LX22NPO5102) — Financovdno Evropskou unii — Next
Generation EU.

Transfuze Hematol Dnes 2024; 30(Suppl 2) 2839



I1I. CESKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

EXPLORING VENETOCLAX RESISTANCE
MECHANISMS IN AML CELLS THROUGH
GENOME-WIDE CRISPR SCREENS AND DRUG
PROFILING

Ladungovéd A.'2 Stylianou F.'?, Peschelova H."? Lodhi Y.'3,
Dostalova L.'3, Gottumukkala N.V."3, Smida M."#

'Central European Institute of Technology, Masaryk University, Brno
?National Centre for Biomolecular Research, Faculty of Science, Masaryk
University, Brno

*Department of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno
“Department of Internal Medicine — Hematology and Oncology, Medical
Faculty of Masaryk University and University Hospital Brno

Recent studies show promising outcomes for venetoclax in the
treatment of AML patients ineligible for intensive chemotherapy.
Despite its success, up to one third of the patients do not respond
to the therapy, and many experience disease relapse. One of
the factors contributing to its lack of efficacy is alterations in the
apoptotic pathway — mainly overexpression of MCLT or BCL XL genes.
Other factors and their interactions remain unresolved. To address
this problem, our study aims towards revealing and understanding
the key contributors to venetoclax resistance and finding novel
molecular targets to combat the lack of treatment options. In this
project, we generated venetoclax-resistant (VeR) AML cells derived
from the following cell lines: MOLM-13, HL-60 and MV4-11. We then
used RT-PCR and RNA sequencing to reveal the alterations caused
by resistance generation. VeR cells were subjected to drug screening
againsta library of 859 approved drugs and the top performing drugs
were further examined. In parallel, we performed genome-wide
CRISPR/Cas9 knockout screening using the Brunello CRISPR knockout
library on both MOLM-13 wild-type and VeR cell lines. Results from
the CRISPR screen revealed several genes whose loss sensitized the
cells to venetoclax — MCL1, MARCH5, UBE2J2. We also identified genes
whose deficiency may contribute to the venetoclax resistance — BAX,
NOXA, ELAVLI, TP53. We further confirmed the deregulation in the
apoptotic and metabolic pathway through RNAseq and identified
DNA damaging agents, proteasome and HDAC inhibitors as the top
candidates for all VeR cell lines via drug screening.

This project was partly supported by grants OPRDE (No.
CZ.02.2.69/0.0/0.0/19_073/0016943), MUNI/A/1558/2023 and project NICR
(EU program EXCELES, No. LX22NPO5102).

USPESNA LECBA TROMBOTICKE
MIKROANGIOPATIE ASOCIOVANE
S TRANSPLANTACI - KAZUISTIKA
Lanska M., Zavielova A., Radocha J., Visek B., Zak P.
V. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Trombotickd mikroangiopatie asociovana s transplantaci (TA-TMA)
je zavaznou komplikaci po alogenni transplantaci krvetvornych

Transfuze Hematol Dnes 2024; 30(Suppl 2)

bunék. Onemocnéni je bohuzel provazeno vysokou mortalitou. Pfed
objasnénim ulohy dysregulace komplementu v patofyziologickych
mechanizmech vzniku TA-TMA byla |ékem volby i pfes nepfesvédcivé
vysledky vyménnda plazmaferéza. Onemocnéni je zplsobené
mikrovaskularniendotelialnidysfunkciaaktivacikomplementu.Pfic¢ina
byva zpravidla multifaktoridlni, v¢. vrozené predispozice (endotelidlni
dysfunkce a genetické zmény komplementu), dale se na vzniku
podili toxicita pfipravného rezimu transplantace krvetvornych bunék
nebo profylaxe a lé¢ba reakce $tépu proti hostiteli. Objasnéni priciny
onemocnéni vedlo i ke zméné lécebné strategie. V posledni dobé
se objevuji pfipady Uspésné 1écby eculizumabem, humanizovanou
monoklondlni protilatkou proti C5 slozce komplementu, ktera
blokuje terminalni drahu komplementu. V nasi kazuistice bychom
chtéli predstavit 1é¢bu pacienta s TA-TMA. Jednalo se o 43letého
muze, ktery pro akutni myeloidni leukemii podstoupil alogenni
nepfibuzenskou transplantaci krvetvornych bunék. 90. den po
transplantaci doslo ke zhor$eni renalnich funkci a objevily se pfiznaky
mikroangiopatické hemolytické anémie (MAHA) — hemoglobin 82 g/I,
trombocyty 26x10%I, vzestup laktatdehydrogendzy na 10,08 pkat/I,
schistocyty 0,068 a byl nedetekovatelny haptoglobin. Byla postupné
snizovéna imunosuprese (tacrolimus). Pfiznaky MAHA progredovaly,
zhorsovaly se rendlni funkce, proto byla zahajena série vyménnych
plazmaferéz, jako ndhradni tekutina byla pouzita solvent-detergentni
plazma. Celkem byly provedeny 4 plazmaferézy, bohuzel bez
efektu. Proto byla zahajena Iécba eculizumabem ve standardnim
déavkovani. Pii této terapii doslo k normalizaci poc¢tu trombocytd
a pozvolné normalizaci renélnich funkci. Touto kazuistikou jsme
chtéli predstavit nové Iécebné moznosti v 1é¢bé TMA asociované
s transplantaci.

NiZKA AKTIVITA ADAMTS13 NEZNAMENA
VZDY TTP

Lanska M., Zavielova A., Radocha J., Visek B., Zak P.

V. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Kasuistika popisuje pfipad 42letého muze s anamnézou abuzu
alkoholu, ktery byl pfijat na interni kliniku pro hepatorenalni selhani
a mineralovy rozvrat (bilirubin 249 umol/I, kreatinin 2 278 pmol/I).
Patrano poetiologiijaterniho selhani, postupné byly vylouc¢eny znamé
priciny selhani vc. otrav. Dle biopsie jater byl stav uzavien jako akutni
alkoholicka steatohepatitida, zahdjena Iécba kortikoisteroidy. Stav
pacienta progredoval, ptidala se respiracni insuficience. V laboratofi
trval obraz hepatorenalniho selhani a nové se objevila bicytopenie
- anémie s hodnotou hemoglobinu 76 g/I, objem erytrocytt 101,8 fl
a zdvazna trombocytopenie 8x10%I. Byl konzultovan hematolog,
doplnény odbéry k vylouceni hemolyzy, provedena substituce
trombocytd, kterd ale bez efektu. V ramci komplexni diagnostiky
bicytopenie proveden odbér k vysetieni aktivity enzymu ADAMTS13,
kde prekvapivé byla aktivita vyznamné snizena na 7 % (0,07 1U/ml),
antigen ADAMTS13 byl 0,12 1U/ml. Pozdéji bylo dopInéno vysetieni
protilatky, které bylo negativni. VSechny provedené testy vyloucily
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mikroangiopatickou hemolytickou anémii (schistocyty nizké
0,002, haptoglobin v normé). Vyménna plazmaferéza proto nebyla
indikovéna. Byla hledana jina pfic¢ina bicytopenie. Byla doplnéna
sternalni punkce, kterd prokazala vyznamnou hemofagocytézu.
Kromé bicytopenie byla splnéna i dalsi diagnostickd kritéria pro
hemofagocytarni lymfohistiocytézu - hypertriglyceridémie,
zvy$end hodnota ferritinu, teploty. Byla zahdjena Iécba kortikoidy
s rychlou uUpravou hodnot trombocytd. Kontrolni vysetfeni
aktivity ADAMTS13 prokézalo pouze mirné snizeni aktivity
(0,27 1U/ml). Pokles aktivity enzymu ADAMTS13 souvisel se
zavaznou jaterni cirhézou. Snizeni aktivity ADAMTS13 je popisovano
zejména u pacientll se soucasnou encefalopatii, hepatorendlnim
syndromem a refrakternim ascitem, mize byt zndmkou aktivity

onemocnéni.

KDYZ BOLEST NA HRUDI PATRI DO PECE
HEMATOLOGA

Lanska M., Skopal D., Zavielova A., Radocha J., Viek B., Zak P.

V. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Kazuistika popisuje pfipad 47leté Zzeny s nahle vzniklou bolesti na
hrudi. EKG obraz i laboratof odpovidaly akutnimu koronarnimu
syndromu, proto byla pacientka okamzité transportovana na
kardiologickou kliniku. Zde byla provedena urgentni koronarografie.
Koronarni tepny byly ovsem bez stendz, ventrikulografie prokazala
obraz stresové kardiomyopatie s poklesem ejeké¢ni frakce na
35-40 %. Piekvapivym nalezem byla ale zadvazna trombocytopenie
(20x10%/1), ptitom jesté den predtim byla hodnota trombocytd
normalni (237x10%1). Byl konsultovan hematolog. V laboratornim
obrazu dominovala pfitomnost schistocytl, zvysené hodnoty laktat
dehydrogendzy a kreatininu s rychle nastupujici anurii. Vysloveno
podezieni na trombotickou mikroangiopatii (TMA) a neprodlené
zahdjena lécba kortikosteroidy a vyménnou plazmaferézou.
Rendlni insuficience si vyzadala zahajeni intermitentni dialyzy.
Ovsem hladina aktivity enzymu ADAMTS13 nespliovala kritéria pro
trombotickou trombocytopenickou purpuru (0,33 IU/ml). Obraz
TMA, renélniho selhdni s anurii, nepfitomnost prdjmd v anamnéze
nas ved| k diagnéze komplementem mediovaného hemolyticko
uremického syndromu a jiz 2. den hospitalizace byla zahdjena
|é¢ba eculizumabem a ukonceny vyménné plazmaferézy. Pii této
1é¢bé dochazi k postupné normalizaci trombocytl (7. den lécby
168x10%/1), rendlni funkce se také pozvolna reparovaly, po tydnu
jiz baly pacientka bez nutnosti dialyzy. Nemocnd |é¢end nadale
eculizumabem v ambulantnim rezimu, provedeno nezbytné
ockovéni. Nasledné genetické vysetieni prokézalo geneticky podklad
onemocnéni, proto nemocna ponechdana na terapii eculizumabem,
po 6 mésicich prechod na ravulizumab. Pfi této terapii nedoslo
k relapsu onemocnéni, rendlni funkce se normalizovaly, krevni obraz
je normalni. Touto kazuistikou bychom chtéli upozornit na nutnost
rychlé diferencidlni diagnostiky TMA, protoZe jenom véasné zahajeni
spravné lécby mlize vést k zachrané pacienta.

HEMOGLOBINY S VYSOKOU AFINITOU
KE KYSLIKU - VZACNA PRICINA
ERYTROCYTOZY

Lavickova A.', HajSmanova Z.', Belickova M.?

' Hematologicky tsek UKBH FN Plzeri

2Oddeleni genomiky UHKT Praha

Diferencidlni diagnostika polyglobulii je béznou soucasti
kazdodenni praxe hematologa. U vétsiny pacientll se podafi dia-
onemocnéni, nebo nékterou ze sekundarnich pficin, napf. plicni
onemocnéni, syndrom spankové apnoe, AV zkraty nebo tumory
ledvin. Nicméné nékdy mize pfic¢ina zlstat neobjasnéna. V takovych
pfipadech by mély byt vylouceny i vzacné hemoglobinopatie,
coz platilo i pro nékolik pacient(, jejichz nalezy jsou prezentovany
v nasi praci. U prvniho pfipadu familiarni erytrocytézy byl potvrzen
Hemoglobin San Diego (HBB: ¢.328G>A; p.Val110Met), u druhého
pfipadu Hemoglobin Heathrow (HBB:c.312C>G; p.Phe104Leu).
Jedna se o hemoglobinopatie se zvySenou vazbou hemoglobinu
ke kysliku, coZ ma za nésledek snizené uvolfiovani kysliku do tkané.
Hb San Diego a Hb Heathrow jsou pfiklady elektroforeticky tichych
hemoglobinopatii, které nelze odlisit od hemoglobinu A. Dia-
gnostiku je tak nutno provadét metodami molekuldrné genetickymi.
Posterové sdéleni upozoriuje na tyto vzacné pficiny erytrocytozy,
které se projevuji jako izolovana erytrocyt6za u asymptomatickych
jedincd. Podezieni se zvysuje pii nalezu erytrocytézy u vice ¢lend
jedné rodiny. Proto doporucujeme zahrnout vysSetieni vzacnych
hemoglobinopatii do diferencialni diagnostiky polyglobulii
u pacientd, kde pficina zUstava nejasna a vyskyt je familiarni.

DESIGN A VALIDACE HMOTNOSTNE-
CYTOMETRICKEHO APOPTOTICKEHO
PANELU PRO PREDIKCI SENSITIVITY
BUNEK BLASTICKEHO ZVRATU CML K BH3-
MIMETIKUM

Laznicka A3, Vavrova A.24, Cufik N.'3, K¥izkova J.!, Polivkova V.,
Burda P.'3, Smazik T.", Semerak P.4, Kalina T.*4, Kuzilkova D.?*,
Machova Poldkova K."?

"Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

22.LF UK, Praha

*Ustav patologické fyziologie, 1. LF UK, Praha

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

Uvod: Lécba blastického zvratu chronické myeloidni leukemie
zGstava terapeutickou vyzvou, zejména u pacient(, kde selhala l1écba
tyrosinkindsovymi inhibitory (TKI) na podkladé rliznych genetickych
aberaci. BH3-mimetika, inhibitory antiapoptotickych proteinl rodiny
BCL2, se jevi jako potencialné ucinné léky u téchto pacientt. Cilem
prace je optimalizovat apoptoticky panel méfeny pomoci hmotnostni
cytometrie, umoznujici odhaleni molekularnich mechanizmi vedouci

k rezistenci CML blast na BH3-mimetika.
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Metody: Klony bunécné linie KCL-22 zkfizené rezistentni k imatinibu
a ponatinibu (n = 8) byly ustanoveny kultivaci s narustajici
koncentraci TKI. Vybrané protilatky (n = 17) proti proteintim klicovych
pro apoptézu a bunécnou signalizaci byly konjugovény s izotopy
kovl a validovany pozitivnimi a negativnimi kontrolami. Klony byly
analyzovédny pomoci hmotnostni cytometrie pfed a po vystaveni
venetoclaxu.

Vysledky: NGS analyza klonG prokdzala rGzné mutace
v BCR::ABL1 a dalsich genech. Na zakladé hodnot IC50 pro venetoclax
byly klony rozdéleny na senzitivni (< 0,5 uM) a rezistentni. Nizsi
hodnoty IC50 byly v korelaci se zvysenou bazalni expresi BAX
a pomérem BAX/MCLI, vy$si IC50 naopak s poméry MCL1/BAX
a BCL-XL/BAX. Po vystaveni venetoclaxu byla u venetoclax-
senzitivnich klont detekovana zvysena hladina stépené kaspazy 3,
odrazejici apoptoézu, a snizena aktivita BCR::ABL1. U rezistentnich
klond byla naopak pozorovana zvysena exprese antiapoptotického
proteinu MCLT a zvysena aktivita signalnich drah STAT5, AKT a ERK,
pficemz aktivita BCR::ABL1 z(stala nezménéna.

Zavér: Hmotnostné-cytometrickd analyza prokéazala rozdilné
bazalni hladiny protein(i rodiny BCL2 u venetoclax-senzitivnich
a rezistentnich klont a zmény aktivace signalnich drah po vystaveni
venetoclaxu. Apoptoticky panel analyzovany hmotnostnim
cytometrem ma prediktivni potencidl odpovédi na lécbu
venetoclaxem a predpokladéme i jinymi BH3-mimetiky.

Podporeno GA UK 492222, MZ CR - RVO (UHKT, 00023736).

PROGNOSTICKY VYZNAM PATOGENNICH
SOMATICKYCH MUTACI U PACIENTU

S BLASTICKYM ZVRATEM CHRONICKE
MYELOIDNI LEUKEMIE LECENYCH NA UHKT
V LETECH 2004-2024

Laznicka A.-3, KFizkova J.', Suchankova P!, Ransdorfova S, Polivkova V.,
Sélek C.2, Srbova D!, Klamové H."2 a Machova Polakova K.

'Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

?Ustav Klinické a experimentdini hematologie 1. LF UK a UHKT, Praha

32.LF UK, Praha

“Ustav patologické fyziologie 1. LF UK, Praha

Blasticky zvrat chronické myeloidni leukemie (BC-CML) je v éfe
tyrosinkindzovych inhibitord raritni onemocnéni, avsak jeho
|é¢ba zlstava nedostacena a je nutné hledat cile, umoznujici uziti
kombinované terapie pro zlepseni celkového preziti. V praci jsme se
zaméfili na mutacni profil 47 pacient(i s BC-CML lé¢enych na UHKT
v letech 2004-2024 a jeho dopad na Iéc¢bu. 19/47 pacientt bylo
v BC-CML jiz v dobé diagnézy (dBC-CML), 28/47 zprogredovalo na
1é¢bé z chronické faze (pBC-CML). NGS analyza prokazala patogenni
mutace u 4/15 pacientld dBC-CML a 17/23 pBC-CML. U dBC-CML byly
zachyceny mutace v ASXLT (3/4) a RUNXT (1/4), nejc¢astéji mutovanymi
geny v pBC-CML byly BCR:ABL1 (10/23), ASXL1 (5/23) a RUNXT (4/23).
Celkové preziti nebylo ovlivnéno pritomnosti mutaci ¢i high-
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risk pridatnymi cytogenetickymi aberacemi, nicméné u pacientt
s mutaci ASXLT byl medidn doby do umrti 6,6 mésice (0,9-31,9) vs.
14,9 (0,3-181,5) bez mutace. Celkové pfreziti ovliviiovala intenzita
|é¢by (p < 0,001) a vék, kdy pacienti nad 65 let méli pravdépodobnost
preziti signifikantné nizsi oproti dal$im vékovym skupindm (p = 0,003).
Rozdil byl mezi pBC-CML pacienty s mutaci a bez v dobé do progrese,
median 25,1 (4,5-134,3) vs. 34,0 (4,7-105,2) mésicl. U 6/10 pacientl
byla jiz v dobé chronické féze detekovdna mutace BCR:ABLI.
Z 16/27 pacientd, ktefi v pribéhu [é¢by méli trvale vysokou hladinu
BCR:ABLT (> 1 % IS), byla BCR::ABLT mutace pred BC detekovéna jen
u 4/16.V souboru 47 BC-CML pacientd neméla pfitomnost mutaci vliv
na celkové preziti pacientd. Molekuldrné-genetickym indikatorem
rozvoje BC byly trvale vysoké hladiny BCR:ABLT > 1 % IS, tedy
nedosazeni kompletni cytogenetické odpovédi.

Podporeno MZ CR NU21-07-00225, MZ CR — RVO (UHKT, 00023736).

MOLECULAR EVENTS CONTRIBUTING TO
THE IMMUNE-MEDIATED BONE MARROW
FAILURE IN IDIOPATHIC APLASTIC ANEMIA
Lenertova Z.'?, Votavova H.', Kaisrlikova M.}, Kundrat D., Vesela J.!,
Vostry M., Trsova |."3, Ransdorfova S.!, Prochazka T.%, Lysak D.?,
Jonasova A.%, Cermak J.!, Belickova M.

'Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague

2First Faculty of Medicine, Charles University, Prague

*Faculty of Science, Charles University, Prague

“Department of Hematology and Oncology, University Hospital Pilsen
*First Department of Medicine, First Faculty of Medicine, Charles University
and General University Hospital, Prague

¢Institute of Clinical and Experimental Hematology, First Faculty of Medicine,

Charles University, Prague

Idiopathic aplastic anemia (iAA) is a bone marrow failure (BMF)
disorder caused by T cell destruction of early hematopoietic cells.
The molecular events driving the complex pathogenesis of iAA are
still unclear. Our study thus aimed to uncover novel gene variants
and cellular pathways contributing to BMF in iAA. Whole exome
sequencing was performed on bone marrow (BM) and matched
buccal swab (BS) samples from 25 iAA patients. RNA-Seq was done on
peripheral blood CD3+ cells from 10 patients and 6 controls. A total
of 49 pathogenic/likely pathogenic (P/LP; 9/40) somatic variants were
identifiedin BM samples of 19 patients (76%) at variantallele frequency
(VAF) of > 0.10. Recurrently mutated genes were PIGA, and HMCN1.
At VAF of > 0.35, 177 P/LP (49/128) heterozygous germline variants
were found in all BM and BS samples. Recurrent germline variants
were observed in ABCAT, C2, DLD, TGM1, PCDHGAT, and WDR75 genes.
A significant proportion of the mutated genes (25%) was functionally
associated with BMF relevant biological processes such as T cell
response, and DNA repair. T cell transcriptome comparison between
iAA patients and controls determined 202 differentially expressed
genes (|logFC| > 1, FDR < 0.05) that were significantly enriched in
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processes such as inflammatory and interferon-gamma response.
Our study demonstrates that iAA patients harbor multiple germline
variants implicated in adaptive immunity, possibly contributing to
increased susceptibility to immune-mediated BMF. Similarly, acquired
variants accumulate into T cell-mediated cytotoxicity processes.
Transcriptome analysis of patient T cells highlights key dysregulated
immune processes and metabolic reprogramming necessary for

T cell activation.

Podporeno AZV (NU21-03-00565), MH CZ-DRO (UHKT, 00023736).

JAK MUZE DOPADNOUT CAR-T? -
KAZUISTIKA

Linduskové D., Danisova Z., Vranova J., Koufilova P.
Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Uvod: Imunoterapie pomoci T lymfocytd s chimérickym antigennim
receptorem (CAR-T lymfocyty) si postupné buduje své misto v [é¢bé
hematoonkologickych onemocnéni. V oblasti feSeni ¢asnych
nezadoucich Gcinkl byly ziskdny cenné zkusenosti, coz vedlo ke
zméné aktudlnich doporuceni European Society for Blood and Marrow
Transplantation (EBMT) a American Society for Transplantation and
Cellular Therapy (ASTCT). Neurotoxicita nizkého stupné se vyskytuje
casto, aviak méné se setkavame se stupni grade 3-4. NevyreSenou
otazkou zatim nadale zUstava pozdni toxicita.

Obsah: V kazuistice jsou zde popsany oSetfovatelské problémy
spojené s touto lécbou, zaméreny na monitorovani 54leté pacientky
s diagnozou HG-BCL, v ¢ase po podani [écebného pfipravku CAR-T,
u které se vyskytla neurotoxicita vys$siho stupné grade 4. Coz i po
dosazeni kompletni remise nemoci nasledné vyrazné komplikuje
navrat do bézného Zivota. Proto dale pacientka zlistava v nemocni¢ni
péci.

Zavér: S l1écbou CAR-T lymfocyty se pravdépodobné dostane do
vétsiho kontaktu vétsi mnozstvi pacientd a tim i osetfovatelského
personalu. Na zvazeni zGstava nasledna kvalita Zivota pacientd

a jejich navrat ke kazdodennim ¢innostem.

POROVNANI METOD NA VYSETRENI
AKTIVITY METALOPROTEINAZY ADAMTS13
Liskova R., Zemanové M., Svobodova L., Rychetska P., Szeligova H.,
Fenclova T., Hrachovinova I.

Laboratof pro poruchy hemostdzy, Ustav hematologie a krevni transfuize,
Praha

Uvod: Stanoveni ADAMTS13 aktivity je zdkladni vySetfeni pro
stanoveni diagnézy trombotické trombocytopenické purpury (TTP).
Existuje velké mnozstvi metod, kterymi se aktivita ADAMTS13 méfi. Pri
stanoveni diagndzy je kromé presnosti dulezitd i rychlost stanoveni.
Do nedavné doby byla nejrychlejsi metoda HemoslLAcuStar,
chemiluminiscenc¢ni imunometoda. Byly zaznamenany zavazné

rozdily mezi AcuStar metodou a zlatym standardem meéfeni
ADAMTS13, metodou FRETS-VWF73. Obsahem naseho projektu bylo
porovnat vysledky tfech metod stanoveni ADAMTS13.
Metodyavysledky: Metodou FRETS-VWF73 TECHNOZYM ADAMTS13
activity ELISA (FAE) a CEVERON TECHNOFLUOR ADAMTS13 Activity
(FAC), obé Technoclone a metodou HemoslL AcuStar ADAMT513
Activity- Instrumentation Laboratory (HAL), jsme prospektivné
i retrospektivné vysetfili 76 vzorkd. K vysetfeni metodou HAL je
nutny pfistroj BioFlash, metodou FAC koagula¢ni automat Ceveron
a metodou FAE elisa reader s fluorescen¢ni detekci. Provedli jsme
korelace vysledkdl metod FAE vs HAL a FAE vs FAC. Vysledky velmi
dobfie korelovaly (Pearson r = 0,923 a r = 0,969). Neprokazali jsme
popisované nizsi hodnoty u metody HAL. Pouze u 4 vzorkl jednoho
pacienta se vyrazné lisily vysledky FAE od obou ostatnich metod.
Pacient mél v dobé odebrani vzorkd pozitivni protilatky proti
ADAMTS13. Doba vysetfeni metodami FAC a HAL je do 2 h, metodou
FAE je do 3 h.

Zaveér: Prokazali jsme, ze se vysledky ADAMTS13 pfi porovnani tii
metod na stanoveni aktivity ADAMTS13 signifikantné nelisi. Pro vybér
metody stanoveni aktivity ADAMTS13 je tedy nutné zvazit i dalsi
pozadavky, a to na rychlost stanoveni, které spliuji véechny metody,
ale také cenu vysetieni na jednoho pacienta. Velmi pozitivni je, ze je
mozné ADAMTS13 aktivitu vysetfit do 24 h.

DIAGNOSTIKA VROZENYCH
TROMBOCYTOPATII NA UHKT

Louzil J.

Prednosta transfuziologického tseku UHKT a lékar Centra pro trombézu
ahemostdzu UHKT

Cilem mé prace bylo revidovat pfistup k vysSetfovani vrozenych
trombocytopatii (porucha funkce krevnich desticek) v UHKT. Zabyval
jsem se vyzkumem skupiny 120 pacientl s podezienim na vrozenou
trombocytopatii a s krvacivymi pfiznaky. Tito pacienti jsou doposud
vedeni pod diagnézou porucha primarni hemostéazy. Toto oznaceni
je ale pouze syndromologicky popis skupiny patologii a cilem prace
bylo odhalit patofyziologii a geneticky podklad u kazdého pacienta.
Stanoveni pfesné diagnézy je vyznamné nejen pro nasledné vysetieni
¢lend rodiny, ale taktéz pro spravné zacileni |é¢by na zakladé zndamé
patofyziologie. V praci jsem pouzil dostupné vysetfovaci metody,
u kterych jsem sledoval jejich pfinos a zaroven i jejich limity. V préci
jsem vyuzil klasickou morfologii (opticky mikroskop, transmisni
elektronovou mikroskopii (TEM)), svételnou transmisni agregometrii
(LTA), pratokovou cytometrii, analyzator desti¢kovych funkci (PFA)
a genetické vysetieni — sekvenovani dalsi generace (NGS). Jako
klicovou metodu jsem zvolil NGS. Vysledkem préace bylo vytvoreni
naseho vlastniho vysetfovaciho algoritmu, diky ¢emuz doslo
k pfitazeni spravné diagnézy podstatné casti sledovanych pacientd.
U nékterych pacientl jsme se diky NGS spravné diagndze alespon
pfiblizili. Byly zjistény mutace v genech ANKRD26, ITGA2B a F8; dale
suspektni mutace v genech NBEAL2, F2, BLOC1S6, AP3D1, GP1BB, ANO6,
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CD36 a ITGB3; a v neposledni fadé nové suspektni mutace v genech
GFI1B, FGA, GP1BA, a ITGA2B. Vyznamnost pouziti NGS u pacientt
s krvacivymi obtizemi roste, coz se promité i do novych doporuceni
a diagnostickych algoritmd. Nejvétsi nevyhodou NGS, vyjma jeji
ceny, je vyskyt mutaci nejasného klinického vyznamu. Soucasné
byly 1épe definovény role jednotlivych vysetieni v diagnostice,
a u nékterych z nich jsme provedli modifikaci, napf. u pritokové
cytometrie.

POUZITI OCTAPLASU U PACIENTU
LECENYCH VYMENOU PLAZMAFEREZOU SE
ZISKANOU TTP NA UHKT

Louzil J. a kolektiv pracovnikl Centra pro trombo6zu a hemostazu
UHKT pod vedenim MUDr. Salaje

Aferetické oddéleni Transfuziologického Useku UHKT v cele

sdoc. MUDr. Zdentkou Gasovou, Ph.D. a kolektivem jejich pracovniki

Octaplas je kvalitnéjsi a bezpecnejsi, SD oSetfeny pripravek
s minimalnimi nezddoucimi U¢inky a standardizovanym slozenim
v porovnani s cerstvé zmrazenou plazmou. V nasi praci jsme
porovnavali Uc¢innost a bezpecnost pfipravku Octaplas (firmy
Octapharma) v porovnani's FFP u nasich pacientt se ziskanou formou
TTP [é¢enych pomoci vyménné plazmaferézy mezi lety 2011-2023 na
nasem pracovisti. Standardné jsme provadéli série vyménnych
plazmaferéz na pristroji Cobe Spectra (do roku 2016) a Spectra
Optia, oboji firmy Terumo, minimalné s vyménou 1 objemu plazmy.
V daném obdobi jsme provedli celkem 1 515 vykon( u 50 pacient(.
Z toho jsme pouze pomoci Octaplasu Iécili 14 pacientt (354 vykon),
kombinaci FFP a Octaplasu jsme Iécili 8 pacientli a pomoci FFP zbylé
reakce. Popisujeme jednotlivé divody k prechodu ze substituce FFP
na Octaplas u nasich pacientd. Z mé prezentace také vyplyva urcita
zména v |é¢bé nasich pacientl v souvislosti se zafazenim novych
|écebnych postupll. Zhodnotili jsme nase vysledky, bylo provedeno
celkem 354 vykonU pIné hrazenych pfipravkem Octaplas. Béhem toho
jsme nepozorovali zddné zavazné nezadouci reakce a i proto nase
pracovisté v soucasné dobé provadi substituci jiz pouze pfipravkem
Octaplas.

CAR-T TERAPIE U CHRONICKE
LYMFOCYTARNI LEUKEMIE
Lysak D.

Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzeri

Nové léky jako BTK nebo BCL2 inhibitory a anti-CD20 protilatky
vyrazné zlepsily vysledky terapie u chronické lymfocytarni leukemie
(CLL). Pacienti, u kterych tyto terapie selhavaji, maji Spatnou prognézu
a hledaji se pro né dalsi Iécebné postupy. Problematickou populaci je
zejména dvojité refrakterni relabujici CLL pfipadné vysoce rizikova
CLL s nepfiznivymi genetickymi vlastnostmi jako TP53 mutace nebo

komplexni karyotyp. Bunécnd imunoterapie pomoci CART bunék
muze byt u ¢asti téchto nemocnych potencialné kurativni. Efektivita
CART byla u CLL historicky nizsi v porovnani s ostatnimi B-lymfomy.
Postupné se vsak upresnily divody suboptimalni funkce CART u CLL
a objevily se metody pro zlepseni efektivity CART lymfocytl (napf.
kombinaci s BTKi). Aktudlni studie s CART produkty liso-cel a brexu-
cel nabizeji slibné vysledky. Mediadn PFS pro liso-cel dosahl ve studii
Transcend-CLL-004 12 mésicl u dvojité refrakternich pacientl a data
tétostudieumoznilavroce 2024 FDA schvaleniprvniho CART produktu
k 1é¢bé CLL po dvou liniich terapie (Breyanzi). Nejlepsi dlouhodobou
odpovéd po CART maji pacienti v kompletni nebo dokonce uMRD
remisi, u kterych také byva patrna delsi persistence modifikovanych
lymfocytl. Dulezitou cilovou skupinou pro CART terapii jsou také
nemocni s Richterovou transformaci, kde lze dosdhnout témér
50 % CR s medianem trvani 28 mésicl. Nové imunoterapeutické
pristupy v 1é¢bé CLL, jako jsou CART nebo bispecifické protilatky,
lymfocytérni leukemii. Vzhledem k odlisSnym mechanizmdm
ucinku jsou zaroven zkoumany kombinace imunoterapii a cilenych
terapii, a rovnéz ¢ekdme na dlouhodobd data probihajicich
CART studii.

Podporeno projektem instituciondiniho vyzkumu MZCR — FNPI, 00669806.

VEXAS SYNDROM - ZKUSENOSTI
Z KLINICKE PRAXE UHKT
Maaloufova Soukupova J., Belitkova M., Salek C.
UHKT, Praha

VEXAS syndrom (vakuoly, E1 aktivujici enzym, X-vazany, auto-
inflamatorni, somaticky) je klinicky zavazné onemocnéni postihujici
starsi dospélé zplsobené somatickymi mutacemi v genu
UBAT (ubiquitin-like modifier activating enzyme 1) v hemato-
poetickych progenitorovych burikach. Poprvé bylo popsano v roce
2020. Klinické projevy u starsich pacient zahrnuji systémovy zanét
s riznymi projevy na kizi, ocich, chrupavkach a hematologické
symptomy jako je makrocytarni anémie, trombocytopenie a vakuoly
v myeloidnich a erytroidnich prekurzorech, které mohou vést
k vyvoji maligniho hematologického onemocnéni. Pacienti mohou
splnovat diagnosticka kritéria pro rdzna revmatologickd nebo
hematologickd onemocnéni. Tato klinickd heterogenita stézuje dia-
gnostiku a vyzaduje vysoky stupen klinického podezfeni. Syndrom
VEXAS je spojen s vysokou morbiditou a mortalitou. Cilend lé¢ba
dosud neexistuje. U mnoha pacient dochazi k ¢aste¢né odpovédi
na imunosupresivni 1é¢bu, pfi soucasné splnénych diagnostickych

ucinek ruxolitinibu.

Budou prezentovany 3 klinické kazuistiky dokumentujici rzné
klinické projevy, 1écebné pfristupy i terapeutické odpovédi pacientl
s diagnostikovanym VEXAS syndromem a dominantnim postizenim
krvetvorby.
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PRVNI LABORATORNI ZKUSENOSTI

S INHIBITOREM FAKTORU XI

Malikova I., Husakova M., Tepld E., Kvasnicka T.

ULBLD Centrdini hematologické laboratofe a Trombotické centrum VFN

v Praze

Uvod: Antikoagula¢ni lé¢ba hraje velmi ddleZitou dlohu v procesu
krevniho srazeni. Pfi vyvijeni novych antikoagula¢nich preparatd
je dlouhodobé sméfovano k ,idedlnimu antitrombotiku”, a tedy
k uc¢inné a bezpecné antitrombotické 1é¢bé. Kazdé nové antitrom-
botikum by mélo doprovazet doporuceni pro klinickou praxi, vc.
moznosti laboratorniho hodnoceni a feseni urgentnich situaci.

Cil prace: Upozornit na Abelacimab (MAA868), lidskou monoklonalni
protilatku, ktera se aplikuje s.c. v ddvce 150 mg 1x mésicné, a ma
dlouhodoby ucinek 30 a vice dnl. Dale ukdzat, jakou mérou by tato
|é¢ba mohla ovlivnit koagula¢ni vysetreni.

Princip ucinku: Protilatka se vaze na katalytickou doménu faktoru XI
a blokuje ji v konformaci zymogenu, ¢imz bréni jeji aktivaci faktorem
Xlla nebo trombinem.

Vysledky: S uvedenym typem [écby jsme se setkali u tii pacientd.
Aplikované léky vyznamné prodluzuji aktivovany parcidlni
tromboplastinovy test po celou dobu ucinku (R = 2,64 + 0,85), ale
neovliviiuji protrombinovy test (R = 0,96 + 0,12). Uzivani uvedenych
preparatl zplsobi stejné prodlouzeni koagulac¢nich testl jako pfi
deficitu faktord (hladina faktoru Xl = 2,8 + 0,6 %).

Zavér: Lécba Abelacimabem cili na koagulac¢ni faktor XI, ktery je
soucasti vnitini cesty, a mize nabidnout potencial pro Ucinnou
antikoagulaci, kterd neinhibuje hlavni enzymy hemostazy, a tak
pfinasi nizsiriziko krvaceni. Pro laboratorni vysetieni je velmi dulezité,
aby lécba byla uvedena, protoze by mohlo dochazet k chybnym
zavéram pfi hodnoceni hemostazy.

Studie byla podporena RVO-VFN64165.

LABORATORNI SLEDOVANI UCINNOSTI
TERAPIE INHIBITORY KOMPLEMENTU

U PACIENTU S PAROXYSMALNI NOCNI
HEMOGLOBINURIi POMOCI PRUTOKOVE
CYTOMETRIE

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

UHKT, Praha

Prdtokova cytometrie je metodou volby pro diagnostiku paroxysmalni
no¢ni hemoglobinurie (PNH) a sledovani PNH fenotypl u pacientd
s vrozenym ¢i ziskanym syndromem selhani kostni dfené. Kromé
intravaskularni hemolyzy (IVH) kvili alterované farmakokinetice
a farmakodynamice hraje extravaskularni hemolyza (EVH) roli pfi
¢astecné (Hgb 80-1009g/I) nebo slabé (Hgb < 80g/l) odpovédi na
terapii inhibitory C5 slozky komplementu. Pfidanim anti-C3d-APC do
doporuceného panelu pro stanoveni PNH erytrocytt dle ICCS/ESCCA

guidelinesjsmezavedlimetodu nadetekcia sledovani C3b opsonizace
PNH erytrocytt jako biomarkeru pro EVH. U PNH pacient( bez terapie
inhibitory C5 slozky komplementu C3d depozice na PNH erytrocytech
nepresahuje 12 %, zatimco u pacientd na terapii inhibitory C5 slozky
komplementu anémie a retikulocytéza koreluji s opsonizaci
PNH erytrocytll v rozsahu 25-65 %. Pacienti na terapii inhibitory
C3 slozky komplementu nevykazuji znamky EVH a opsonizace PNH
erytrocytl (0 %). Vysledky validace metody v souladu s pozadavky
normy ISO 15189 na klinickou specifitu, senzitivitu, pozitivni
a negativni predik¢ni hodnotu, analytickou a funkéni senzitivitu,
preciznost a nejistotu méfeni potvrzuji vhodnost metody pro
monitorovani lé¢by PNH pacientl inhibitory komplementu nové
generace.

HEMATOLOGIE VIMUNOHEMATOLOGII
Masopust J.

KZ, a.s., Masarykova nemocnice v Usti nad Labem, 0.z.

Hematologickd onemocnéni ¢i jejich 1é¢ba mohou ovlivnit vysledky
imunohematologickych metod.
ABO: zeslabeni antigenu A/B u AML, HL, fale$na pozitivita antigenu
u chladovych autoprotilatek (m. Waldenstrom, MM), ziskand KS
A u MDS, chybéni anti-A/-B u hypogamaglobulinemie (MM, lymfomy,
CLL), fale3né pozitivni reakce anti-A/-B po IVIG, zména plvodni krevni
skupiny po HSCT.
Dalsi antigeny: mozaiky dvou populaci Rh fenotypl
u myeloproliferativnich onemocnéni, oslabeni Jka u myelofibrdz, Yta,
Ytb u PNH ¢i LWa u leukemii ¢i lymfomd.
Vysetieni protilatek: mohou komplikovat autoprotilatky, podani
IVIG, ALG, transfuze lymfocytd.
Ptimy antiglobulinovy test (PAT): ma vyznam pro diagnostiku AIHA.
Diagnostickou komplikacije AIHA s negativnim PAT (fenomén prozoény,
autoprotilatky tfidy IgA a/nebo IgM, autoprotilatky s nizkou afinitou).
FaleSné pozitivni PAT nalézame u antifosfolipidového syndromu, po
IVIG, fludarabinu, interferonu, u hypergamaglobulinemie. Zasadnim
problémem pfi nalezu autoprotilatek je zajisténi hemoterapie
erytrocyty. Obvyklé jsou pozitivni reakce se vsemi darcovskymi
erytrocyty. Fenotypovani je omezeno na pouziti diagnostickych sér
tridy IgM, pfipadné na odstranéni autoprotilatek eluci. Genotypovani
provadi jen maly pocet laboratofi. Vybér erytrocytl bez klinicky
vyznamného antigenu je nékdy slozity, napf. u fenotypu ccEE ¢i CCEE.
Dalsi moznosti je vysyceni plazmy. Nebezpec¢im mUze byt soucasné
vysyceni klinicky vyznamné aloprotildtky.
Léky: Ié¢ba monoklonalnimi protilatkami mudze komplikovat
predtransfuzni vysetieni, napf. u anti-CD38 a anti-CD47 s typickou
pozitivitou se vdemi diagnostickymi i darcovskymi erytrocyty. Existuji
postupy k odstranéni téchto falesnych pozitivit a k odhaleni pfipadné
skryté aloprotilatky.

Dulezité je uzkd mezioborova spoluprace, predevsim dostate¢né
anamnestické Udaje a trpélivost hematologa.
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KLINICKY A PROGNOSTICKY VYZNAM
PRIDATNYCH CHROMOZOMALNICH
ABNORMALIT (ACAS) V DOBE DIAGNOZY
CHRONICKE FAZE CHRONICKE MYELOIDNI
LEUKEMIE (CML): PODROBNA DATA

Z CESKE REPUBLIKY S DLOUHODOBYM
SLEDOVANIM

Mayer JJ, Ci¢atkova P!, Pavlik T.23, Kovacova L3, Jarosova M.,

Karas M., Jindra P4, Klamova H.5, Machova Polékova K.5, Cerna 0.6,
Cmunt E/, Bélohlavkova P8, Zak P.8, Faber E 8, Papajik T., Stejskal L.",
Jeziskova 1!, Weinbergerova B, Jur¢ek T.', Horndk T., Ransdorfové 5.,
Holzerova M.%, Za¢kova D.'

"Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

2Institut biostatistiky a analyz, LF MU Brno

3 Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR
*Hematologicko-onkologické oddeéleni, FN Plzeri

*Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

°®Hematologickd klinika FNKV, Praha

’[.interni klinika — klinika hematologie VFN v Praze

#1V. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové
?Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

"9Klinika hematoonkologie FN Ostrava

Uvod: Néktefi pacienti s CML pfes moderni terapii nedosahuji
dobrych lé¢ebnych odpovédi a choroba u nich nasledné progreduje.
Identifikace takovych pacient(i na zacatku terapie je velmi vyznamna.
Jednim z negativnich prognostickych faktord mohou byt ptidatné
cytogenetické abnormality. Publikované prace na toto téma jsou
vsak pomérné heterogenni a nékdy s konfliktnimi vysledky. Navic
v podstaté neexistuji tzv. real-life data.

Pacienti a metoda studie: Do studie byli zahrnuti viichni pacienti
z Ceské republiky, ktefi zahajili terapii imatinibem nebo nilotinibem
mezi roky 2005-2019. Data byla ziskéna z registru Infinity pracovni
skupiny CELL. Sledovéni pacientl bylo cenzorovano v dobé zdmérného
vysazeniterapie a jako kontrolni skupina byla vzata kohorta pacient(i se
standardni translokaci t(9;22). Pro analyzu cytogenetickych zmén byla
pouzita vlastni exaktni klasifikace, ale testovali jsme také klasifikacni
schémata rady jinych autor( publikovanych drive.

Vysledky: Celkem jsme analyzovali 1 085 pacient(: 939 mélo
standardni translokaci (86,5 %), 44 pacientdl mélo samostatnou
variantnitranslokaci (4 %), 102 pacientt (9,5 %) mélo néjaké ACAs. Jako
signifikantni z hlediska vsech nebo vétsiny sledovanych parametrd
(OS, PFS, DSS, ATFS) se ukazala pfitomnost variantni translokace nebo
major route ACAs. Ztrata chromozomu Y (-Y) byla v signifikantni
negativni korelaci s PFS a ATFS. Naproti tomu komplexni karyotyp,
nebo ACAs jiné nez major route a -Y nebyly v signifikantni korelaci
s prognézou pacientd.

Zavér: Jedna se o nejvétsi svétovy soubor real-life dat o vyznamu
ACAs u nové diagnostikovanych CML pacientd. Kromé naprosto
detailni epidemiologie ACAs diky cisté statistické metodologii a velmi
dlouhému sledovani pacientll pfinasi prace jasny obraz o tom, které
ACAs jsou prognosticky vyznamné v dobé diagnozy CML.
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Podporeno Ministerstvem zdravotnictvi CR - Program rozvoje vyzkumnych
organizaci (FNBr, 65269705). Ndrodni Gstav pro vyzkum rakoviny
(Programme EXCELES, ID Project No. LX22NPO5102) — Funded by the
EuropeanUnion — Next Generation EU.

TERAPIE VENETOCLAX + AZACYTIDIN
U PACIENTU S AKUTNI MYELOIDNI
LEUKEMII (AML) VEDE JEN ZRIDKA

K ELIMINACI LEUKEMICKEHO KLONU,

I KDYZ JE PRITOMNA MORFOLOGICKA
REMISE

Mayer J., Jeziskova I., Semerad L., Klemesova |., Vasikova A., Folta A.,
Drncova M., Podstavkova N., Kabut T., Mrkvova Z., Voldfich J.,
Diatkovad J., Holeckova V., Kvetkova A., Prochazkova J., Borsky M.,
Weinbergerova B.

LFMUaFN Brno

Uvod: Terapie venetoclax + azacytidin je po desetiletich prvni terapii,
ktera urcitym zplsobem méni prognézu pacientd s AML neschopnych
podstoupit intenzivni chemoterapii. Nicméné dosud dostupnd data
ukazuji, ze tato terapie pravdépodobné nepovede k trvalému vyléceni,
velkym problémem zUstévaji relapsy onemocnéni a informace
o minimalni residudlni nemoci (MRN) témér chybi.

Pacienti a metoda studie: Do studie bylo zafazeno 54 pa-
cientd (median véku 70,8 roku), ktefi dosahli po terapii vene-
toclax + azacytidin morfologické remise. Minimalni doba sledovani
byla 6 mésicl, vyjma pacientd, ktefi zemreli dfive nebo podstoupili
transplantaci krvetvornych bunék a soucasné méli méritelny
molekuldrni marker (doba sledovani min. 3,4, max. 25 mésicG;
median 8,8 mésice). Pacienti méli vstupné vysetfeni cytogenetické,
pratokovou cytometrii s cilem najit marker pro sledovani MRN
a NGS vysetteni (VariantPlex Core Myeloid panel; 37 genu). V pfipadé
vhodného standardniho molekuldrniho markeru byl tento marker
vyuzit (translokace, NPMT), v piipadé pozitivity NGS byly mutované
geny sledovany déle pomoci amplikonového sekvenovani se
sensitivitou kolem 0,05 % (52/54 pacientl, 96,3 %). Sledovani
probihalo po dosazeni morfologické remise a poté zhruba ve
3meési¢nich intervalech.

Vysledky: U 5 pacientl (9,3 %) bylo dosazeno prechodné molekularni
negativity, ale presto doslo k relapsu onemocnéni, a u 38 pacientl
(70,4 %) byla i v ptipadé morfologické kompletni remise jednoznacna
molekuldrni pozitivita onemocnéni. Pouze u 11 nemocnych (20,3 %)
doslo k eliminaci leukemického klonu. MRN pomoci pratokové
cytometrie byla falesné pozitivniv 3/72 (4,2 %) pfipadl méfeniafalesné
negativni v 12/72 (16,7 %) piipad(. Ristové faktory byly aplikovany bez
ohledu na molekuldrni ndlezy podle klinického stavu a v 26/41 pfipadd
(63,4 %) byly aplikovény za situace molekuldrni pozitivity v kostni dieni.
V pripadé suprese leukemického klonu dochazi také k reaktivni expanzi
plvodniho klonu klondlni hematopoézy. Celoexomova sekvenace
a vysetieni pomoci single cell analyz u nékterych pacientl v dobé
piipravy abstraktu jesté nebyly k dispozici.
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Zavér: Venetoclax + azacytidin u velké vétsiny pacientd nevede
k eliminaci leukemického klonu, ale pouze k jeho ¢astecnému
potlaceni. To je nepochybné ptic¢inou velkého procenta relapsd po
této terapii a globalné, bohuzel, ne zcela uspokojivych lé¢ebnych
vysledka. Klinicky vyznam aplikace réstovych faktor( do molekularni
pozitivity leukemie v kostni dreni neni zndm, ale intuitivné se Ize
domnivat, ze je negativni. Prace ukazuje extrémni molekularni

komplexitu leukemického klonu a klonaini hematopoézy.

Prdce byla podpofena grantem MZ CR — RVO (FNBr 65269705), programem
EXCELES, ID: LX22NPO5102) a projektem ERN.

NEZADOUCI UCINKY PRED VYSAZOVANIM
AV PRUBEHU VYSAZOVANI LECBY
TYROSINKINAZOVYMI INHIBITORY (TKI)
U PACIENTU S CHRONICKOU MYELOIDNI
LEUKEMII (CML)

Mayer J., Svobodnik A.2, Stépanové R.2 Prochazkova J.', Karas M.,
Jindra P32, Klamova H.%, Cmunt E.5, Cerna 0.8, Z&k P/, B&lohlavkova P/,
Papajik T.%, Faber E.8, Stejskal L.°, Weinbergerova B.!, Semerad L.,
Cicatkova P, Horhak T, Zagkova D!, Kvetkova Al

"FN Brno

2LF MU, Brno

3FN Plzer

“Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

*VEN v Praze

°FN Krdlovské Vinohrady, Praha

’FN Hradec Krdlové

8FN Olomouc

“FN Ostrava

Uvod: Jednim z moznych cilG Gvodni terapie CML je dnes snaha
navodit déletrvajici hlubokou molekuldrni odpovéd a nasledné
terapii vysadit. Hlavni motivaci je eliminovat nezddouci Ucinky
(NU) dlouhodobé terapie TKI. Nicméné skute¢né exaktni, detailni
a kvalifikovana data o kinetice NU po vysazeni TKI nejsou.

Pacienti a metody: Soucasti narodni vysazovaci studie HALF je
monitorace NU pted vstupem do studie a b&hem ni. Analyzuji se
nejen NU bezprostiedné pied vstupem do studie, ale i kdykoliv od
diagnézy CML s cilem vztahnout NU v minulosti k ev. syndromu
zvysazeni. Studie ma originalni design, kdy v prvnim pllroce pacienti
uzivaji polovinu standardni davky TKI a ve druhém pllroce tuto
dévku uzivaji ob den. Teprve potom je terapie vysazena za bedlivé
monitorace BCR::ABL a pfi sledovani fady dalsich laboratornich
(krevni obraz, adiponektin, bilirubin, ALT, AST, GMT, ALP, Ca, P,
amylaza, lipaza, lipidy, glukéza) a klinickych parametrd.

Vysledky: V sou¢asné dobé probiha analyza NU a kinetiky
laboratornich hodnot u 207 nemocnych. Celkem 160 (77,3 %) udavalo
alespon jeden NU (ne laboratorni abnormalita nebo subjektivni
stesk), jejichz celkovy pocet byl ale 664. NU byly kategorizovany
do 24 kategorii (napt. artralgie, prGjem, krvaceni, ischemicka

choroba dolnich konéetin...). Heterogenitu téchto NU dokresluje
to, Ze nejcastéjsi byla kategorie ,jiny typ nehematologické toxicity”
u celkem 46 % nemocnych a tato kategorie musi byt jeSté dale
roz¢lenéna. V prabéhu vysazovani se také nové priznaky objevovaly,
které by mohly souviset se syndromem z vysazeni, napt. artralgie,
bolesti hlavy, bolesti svald a kosti, hore¢ky a dalsi. Kinetiku nékterych
NU v priibéhu studie vyjadiuje elementarné obrazek. Do sympozia
predpokladame dokonceni detailni a extenzivni analyzy.

Zaveér: NU pri terapii TKI jsou velmi frekventni a pleomorfni. Zd4 se, ze
jich ubyva v pribéhu vysazovani, nékteré se ale i objevuji nové. Také
laboratorni hodnoty vykazuji pohyb. Podrobna findIni data budou

prezentovana, analyzy zatim pokracuji.

Podporeno MUNI/A/1558/2023, Programu EXCELES, ID: LX22NPO5102, MZ CR
¢ 00023736 a 00669806, MZ CR NU22-03-00136.
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JAKY JE REALNY OSUD ,,UNFIT“ PACIENTU
S AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMI{ (AML)

V ERE VENETOCLAXU?

Mayer J.!, Podstavkové N., Weinbergerova B!, Diatkovd J., Kvetkova A,
Mrkvova Z.!, Semerdad L., Voldfich J.!, Holeckova V., Svobodnik A.%,
Stépanova R.2, Prochazkova J!, Jeziskova I.!, Folta A, Jaroova M.
'Internf hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

2LF MU Brno

Uvod: Venetoclax (V) nepochybné dramaticky zasahl do jinak
malo ucinnych terapeutickych postupt u tzv. unfit AML pacient(,
zvl. starsich, u kterych se neda vyuzit intenzivni, tzv. kurativni
chemoterapie. Nicméné neexistuji data, jaky je vlastné osud globalné
vsech unfit AML pacientd, nebot ani V nakonec neni z mnoha
medicinskych dlvodd podan vsem.

Pacienti a metody: Jde o soubor viech konsekutivnich AML pacientd
diagnostikovanych v obdobi od 9/21 do 12/23. Pacienti byli [é¢eni
kombinaciV+azacytidin (A), nebo dostali jen symptomatickou ¢i paliativni
terapii. Rozhodnuti podat ¢i nepodat V bylo provedeno po peclivém
zvéazeni celkového stavu nemocnych a také na zakladé sofistikovaného
geriatrického skére (to je analyzovano v samostatném abstraktu).
Vysledky: Jednalo se o 161 nemocnych, pro findlni analyzu bylo
zafazeno 158 pacientl (neuplnd data/jiné divody u 3). 91 pacientd
dostalo terapii V+A (57,6 %, median celkového preziti, OS, 23,6 mésice)
a 67 pacientl dostalo nakonec jen symptomatickou/paliativni
terapii (42,4 %, median OS 1,08 mésice), rozdil v OS: p < 0,0001.
14 pacientt lé¢enych V+A nakonec podstoupilo alogenni transplantaci
krvetvornych bunék a median OS u nich zatim nebyl dosazen, kdezto
u V+A lécenych pacientl bez transplantace byl 20.1 mésice (p = 0,0554).
Zaver: Extrémné kratka doba celkového preziti u nemocnych lé¢enych
pouze paliativné/symptomaticky ukazuje na spravnost medicinského
rozhodovani o zpuUsobu terapie na podkladé celkového stavu
nemocnych. Na druhou stranu, téchto nemocnych je ptes 40 %, umiraji
nakonec vice s AML nez na ni, a Uspéchy v terapii AML mohou stézi
ovlivnit jejich osud. Prognéza nemocnych lé¢enych V+A je relativné
uspokojiva a to zvl. u téch, ktefi nakonec mohou podstoupit alogenni
transplantaci krvetvornych bunék. Nicméné, téch je jen velmi malo.

Podporeno MUNI/A/1558/2023, Program EXCELES, ID: LX22NPO5102 a MZ CR
¢.00023736 a 00669806.

PRAKTICKE ASPEKTY PRUTOKOVE
CYTOMETRIE V DIAGNOSTICE

A MONITORACI HEMATOLOGICKYCH
ONEMOCNENI

Mejsttikova E.

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

Pratokova cytometrie se stala esencidlni metodikou v diagnostice
a monitoraci v hematologii a imunologii. Sledujeme jednotlivé burnky
a expresi antigenli pomoci monoklonalnich protilatek s navazanymi
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fluorescen¢nimi znackami. Mizeme sledovat slozeni subpopulaci,
pfipadné vyvoj a fenotyp. Technologicky rozvoj postupné umoznil
postupné navySovani poctu parametrd, které hodnotime soucasné
na jedné bunce. Obecné je potreba vysetfovat suspenzi a nejcastéjsim
typem materidlu je perifernikrev a kostni dien. Méné Casto se vysetiuje
mozkomisni mok a piipadné tkan, kterou je treba prevést do suspenze.
Vysetteni u periferni krve, resp. kostni dfené je obvykle vhodné
provést do 24 h, maximalné 48 h. U nativniho mozkomisniho moku
je potfeba vysetieni provést do dvou hodin od odbéru. Pfipadné Ize
likvor odebrat do zkumavek s fixacnim cinidlem a vysetienilze provést
do 48 h, nicméné je tfeba vzit do Uvahy, Ze nékteré antigeny nemusi
vazat spravné monoklonalni protilatku a je zpravidla potteba validace
postupu pro fixovany material. Klicovym prvkem je standardizace
cytometrie, jak diagnostiky, tak detekce minimalni rezidualni
nemoci. V roce 2006 vzniklo konsorcium Euroflow, jehoz cilem je
standardizovat diagnostiku a monitoraci hematologickych malignit
a vyvoj inovativnich softwarovych pfistupl v kontextu databaze
referencnich vzorkd. Vyzvou v soucasné dobé je cilena l1é¢ba pomoci
monoklondlnich protilatek, kterd ovliviuje, jak fenotyp vlastnich
nadorovych bunék, tak i kompozici nemalignich populaci. Cytometrie
je stale rozvijejici metodikou s rozsahlymi moznostmi v diagnostice

hematologickych a imunologickych onemocnéni.

Podporeno NU23-05-00353.

DE NOVO AML A LECBA AZA/VEN V UHKT -
VYSLEDKY

Mertova J., Pecherkové P, Vélka J., Salek C., Soukupova J.,
Lauermannova M., Mastikova L., Vydra J.

UHKT, Praha

Cil: Od fijna 2020 jsme zacali pouzivat v 1écbé AML u pacientl
neindikovanych k intenzivni terapii dvojkombinaci [ékd
Azacitidin/Venetoclax. Sledovali jsme dosazeni remise (CR + CRi),
celkové preziti (OS) a event free survival (EFS) u vSech pacientd
a u jednotlivych prognostickych skupin dle ELN 2022. Vysledky OS
a EFS jsme porovnali se studii Viale-A.

Metody: Analyza dat od 10/2020 do 2/2024. Vétsina pacient(l byla
sledovana 24 mésicli, folow-up (doba sledovani) pro sledovani
vyvoje byl tedy stanoven na 24 mésic. Kombinaci AZA/VEN jsme
podali 55 pacientdm. Muzd bylo 31, Zen 24, vék. median 70,0 let.
Rozdéleni do rizikovych skupin dle ELN 2022: ptizniva 13 (23,6 %),
stiedni 15 (27,3 %), nepfizniva 27 (49,1 %).

Vysledky: CR v¢. CRi doséhlo 39 (70,9 %) pacientd, dle ELN 2022:
pfiznivd 13 (100 %), stfedni 10 (66,7 %), nepfizniva 16 (59,3 %)
pacientt. 2lety OS je pro celou kohortu 54 % (median je 24,5 mésice),
pro jednotlivé prognostické skupiny dle ELN 2022: ptiznivéa 82 %,
stfedni 92 % a nepfizniva 24 % (median OS je 11,7 mésice). U skupiny
s pfiznivou a stfedni progndzou pfi sledovani 24 mésicich nebylo
dosazeno medianu. 2lety EFS, kde event je relaps nebo umrti, je
45 % (median 17 mésict). Pro jednotlivé prognostické skupiny dle
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ELN 2022: pfizniva 70 %, stredni 83 % a nepfizniva 15 % (median OS je
8,7 mésice). U skupiny s pfiznivou a stiedni prognézou pfi sledovéni
24 mésicli nebylo dosazeno medianu.

Zavér: Vysledky pacientd lé¢enych v UHKT jsou mirné lepsi oproti
publikovanym vysledkiim studie Viale. Medidn OS v UHKT je
24,5 mésice, median OS studie Viale A je 14,7 mésice, v UHKT je cca
o 10 mésich delsi, median EFS v UHKT je 17 mésic(i, median studie
Viale A je 9,8 mésice, v UHKT je o cca 7 mésict delsi. Tento rozdil
muze byt dan selekci pacientd, individudInim pfistupem ke kazdému
pacientovi (redukce davek, prodlouzeni intervall, podpurna péce).
OprotiViale-A je nas soubor mensiadoba sledovénije kratsi. AZA/VEN
predstavuje novy standard lé¢by AML u starsich a komorbidnich
pacientd. Tato lé¢ba dosahuje vysledkl srovnatelnych s intenzivni
chemoterapii pfi vyrazné nizsi toxicité a pro skupiny pfiznivého
a stfedniho rizika dle ELN 2022 dosahuje statisticky vyznamného
prodlouzeni Zivota oproti dfive pouzivanym lé¢bdm.

AML S DYSPLASTICKYMI RYSY VNOVE WHO
KLASIFIKACI

Mikulenkova D.

Morfologicko-cytochemickd laboratoi, UHKT, Praha

V posledni WHO klasifikaci hematolymfoidnich tumord z roku
2022 je akutni myeloidni leukemie (AML) s dysplastickymi rysy nové
pojmenovana na AML souvisejici s dysplazii (AML-MR) a je fazena do
AML s genetickou abnormitou na urovni cytogenetiky a somatickych
mutaci. Dale u této diagndzy nemusi jiz byt splnéna podminka
pfitomnosti vice nez 20 % blastl v natéru periferni krve ¢i aspiratu
kostni drené; nékteré AML-MR proto mohou byt chybné zarazeny
do MDS do té doby, nez jsou k dispozici genetické vysledky. Pacienti
ale pfijdou k lékafi se stejnymi obtizemi a se stejnymi zménami
v hodnotach krevniho obrazu. Morfologicky vysetfovaci proces je
bez zmény. Zahrnuje vy3etfeni natéru krve, aspiradtu kostni dfené
a natérd barvenych cytochemicky. A stejné tak pozice morfologie
v diagnostice AML-MR je beze zmény, vysledky z morfologického

vysetieni vzdy upozorni na moznou pfitomnost tohoto onemocnéni.

SOUCASNA ULOHA MORFOLOGIE
V DIAGNOSTICE MDS

Mikulenkova D.

Morfologicko-cytochemickd laboratoi, UHKT, Praha

Myelodysplastickd neoplazie (MDS) je z pohledu véku pacientd
a tizi jejich stonani heterogenni skupina onemocnéni. Z pohledu
patofyziologie se jedné o nékolikastupriovy na sebe navazujici proces,
ktery ve svém vysledku vede k poskozeni kmenové bunky. Pficina
onemocnéni je u vétsiny onemocnéni nezndma, i kdyz stejné jako
u akutni leukemie jednim z dlivodu vzniku MDS muze byt predchozi
cytotoxicka ¢i radiacni terapie. Onemocnéni je v hodnotéch krevniho
obrazu charakterizovano rlizné intenzivné vyjadienou cytopenii, kterd

vznikd neefektivni hematopoézou a pfitomnosti dysplastickych zmén
v jedné ¢i vice myeloidnich liniich (v natéru periferni krve a aspiratu
kostni diené). V posledni WHO klasifikaci hematolymfoidnich tumord
z roku 2022 doslo k podstatnym zménam v hodnotdch krevniho
obrazu, pfi kterém by mél lékaf pomyslet na MDS. Déle doslo
k Gpravu ndzvu na myelodysplastickou neoplazii, ale se zachovanim
typické zkratky MDS. Zasadni zménou je ale postaveni morfologie
v diagnostice, kdy je vdha na stanoveni spravné diagnézy na
genetickém vysetieni mutacniho analyzy znamych myeloidnich gend.
Onemocnéni je nyni rozdéleno na skupinu se zndmym genetickym
zdkladem, na MDS definovanou morfologicky a na détské formy MDS.
Vstupni data zhodnot krevniho obrazu a zmorfologického hodnoceni
natéru periferni krve a aspiratu kostni diené v¢. udajli ze zakladnich
cytochemickych metod (vysetieni myeloperoxidazy a vysetieni zeleza
v kostni dieni) nas nyni nové jen nasméruji k mozné diagnéze MDS.
| pfesto je nutné morfologickou diagnostiku ponechat ve stejném
rozsahu, aby nedochdzelo k neindikovanym genetickym vysetfenim.

SROVNANI KOMBINOVANE LECBY

S LENALIDOMIDEM U RELABOVANEHO

A REFRAKTERNIHO MNOHOCETNEHO
MYELOMU POMOCI MATCHING-ADJUSTED
INDIRECT COMPARISON - DATA Z CESKE
MYELOMOVE SKUPINY

Minafik J.', Pour L., Jelinek T.3, Spi¢ka 1.4, Jungové A.5, Radocha J.¢,
Pavli¢ek P/, Pika T., Stork M.2, Straub J.*, Maisnar V.5, Krhovska P!,
Latal V!, Hajek R.2

"Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

?Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

*Klinika hematoonkologie FN Ostrava

*|.interni klinika — klinika hematologie VFN v Praze
*Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzeri

IV, Interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

’Internf hematologickd klinika FNKV, Praha

Cil: Cilem préce bylo srovnani triplett s lenalidomidem (LEN) v 1.-3.
relapsu mnohocetného myelomu (MM) v redIné klinické praxi (RWE)
s ohledem na celkovou odezvu (ORR), > velmi dobrou parcidlni remisi
(VGPR) a dobu bez progrese (PFS).

Pacienti a metody: Hodnoceni byli nemocni |éceni rezimy
daratumumab, lenalidomid, dexametazon (DRD, n = 224), karfilzomib,
lenalidomid, dexametazon (KRD, n = 143) a ixazomib, lenalidomid,
dexametazon (IRD, n = 171). Pacienti Ié¢eni ixazomibem byli rozdéleni
na 104 nemocnych (¢asna IRD, E-IRD) lé¢enych v rdmci ,Named
Patient Program” bez kompetitivnich rezim(; a 67 nemocnych
|é¢enych pozdéji, v konkurenci jinych rezimd (pozdni IRD, L-IRD).
Pro signifikantni rozdily mezi jednotlivymi kohortami byla doplnéna
analyza pomoci Matching-Adjusted Indirect Comparison (MAIC),
s cilem minimalizovat dopad rozdilnych faktor(.

Vysledky: ORR byla nasledujici: DRD 91,4 %, KRD 89,6 %, E-IRD 79,6 %,
L-IRD 70,8 % (p < 0,001). VGPR byla: DRD 67,3 %, KRD 62,3 %, E-IRD 40,8 %,

Transfuze Hematol Dnes 2024; 30(Suppl 2) 2849



I1I. CESKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

L-IRD 25 %. Mediany PFS byly: DRD 23,64 mésice, KRD 16,52 mésice,
E-IRD 19,97 mésice a L-IRD 11,57 mésice (p < 0,001). Pfi vyvézeni souboru
pomoci MAIC na vék, linii 1é¢by, ISS, predlécenost LEN a IMiDy zlstaly
obdobné mediany PFS preferujici rezim DRD; vyvazeni navic na vysoké
cytogenetické riziko vsak snizilo mPFS u vech rezimG: DRD 11,9 mésice,
KRD 17,5 mésice, E-IRD 13,4 mésice, L-IRD 9,6 mésice (p = 0,055).
Zavér:Terapierelapsu MM pomocitripletd s LEN mavyznamny ucinek,
pfesto vysledky z RWE nedosahuji nalez(i z klinickych hodnoceni -
dlvodem je podstatné zastoupeni nemocnych nespliujicich vstupni
kritéria. V nasem souboru se jako nejucinnéjsi rezim jevi DRD, nikoli
viak u nemocnych s vysokym cytogenetickym rizikem.

Za podpory IGA_LF_2024_001 a MZ CR-RVO(FNOI,00098892).

PRIPRAVNY REZIM S TREOSULFANEM

PRED ALOGENNI TRANSPLANTACI
KRVETVORBY U PACIENTU S AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMII - ZKUSENOSTI DVOU
TRANSPLANTACNICH CENTER

Mrkvova Z.', Zavielova A.2, Folber F., Radocha J.2, Weinbergerovd B,
Z&k P2, Mayer J.!

'Internf hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

V. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

Uvod: Jedinou definitivni kurativni terapii akutni myeloidni
leukemie (AML) pretrvava alogenni transplantace krvetvorby

(alloHSCT). Terapeutické moznosti jsou ovsem ¢asto omezené vékem,
komorbiditami a celkovym vykonnostnim stavem.

Metody: Tato prace retrospektivné shrnuje zkusenosti s rezimem
sredukovanouintenzitou (RIC) treosulfan (3x 10-12 g/m?) + fludarabin
(5 30mg/m?) dvou transplanta¢nich center. Sledovana je
charakteristika pacient(, toxicita, odpovéd, komplikace a nasledna
|é¢ba.

Vysledky: Do analyzy bylo zafazeno 16 pacientl primérného
véku 64 let a HCTCI skére 2 s AML prevazné vysokého rizika (50 %),
ktefi byli sledovani po dobu 1 az 16 mésic po alloHSCT. Vétsina
(75 %) byla predlécena neintenzivnimi rezimy (69 % kombinaci
azacitidine + venetoclax), 4 (25 %) intenzivni terapii. Prabéh
alloHSCT byl komplikovan infekcemi (10 pacient(; 63 %), nejcastéji
febrilni neutropenii, mukositidou (9; 56 %), sinusoidalni obstrukéni
syndrom nenastal. Hospitalizace skoncila pradmérné 22. den po
alloHSCT. Potransplantacni obdobi bylo komplikovdno akutni GvHD
(2; 13 %), CMV reaktivaci (3; 19 %), EBV reaktivaci (1; 6 %). V kompletni
remisi (CR) vstupovalo do alloHSCT 14 pacientl (88 %), z nichz
9 (90 %) setrvava v CR, u 1 (10 %) doslo k relapsu po 3 mésicich,
4 nyni nelze hodnotit. Se stabilnim onemocnénim vstupoval jeden
pacient, zrelaboval po 5 mésicich, s extrameduldrnim relapsem
také jeden pacient, doséhl CR. Udrzovaci terapie byla zahdjena jiz
u 7 pacientt (44 %).

Zavér: Treosulfanovy RIC predstavuje Setrnou cestu k provedeni
alloHSCT u pacientl s AML neschopnych podstoupitintenzivni terapii.
Dle nasich dosavadnich zkusenosti vede k dobré Iécebné odpovédi
a nebyva zatizen zavaznymi peritransplantacnimi komplikacemi.
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Obr. 11. Mrkvova Z etal. Kfivka celkového preziti.
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LINEAR DNA PLATFORM ENABLING
POINT-OF-CARE NON-VIRAL PRODUCTION
OF CD123-SPECIFIC CAR-T CELLS FOR THE
THERAPY OPF AML

Mucha M., Kastankova .}, Sroller V!, Stach M., Minafik L.2, Stopka T.2,
Lesny P, Otéhal P

'Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague

2BIOCEV, First Faculty of Medicine, Charles University, Prague

Background: Chimeric antigen receptor-modified T cells are highly
efficient therapeutic products based on gene-engineered T cells.
Despite the clinical success obtained with this novel therapy in
patients with refractory hematological malignancies, a major
limitation to its further development and global availability is its
high cost resulting mainly from the manufacturing process utilizing
lentiviral or retroviral vectors.

Aims: Our main objective here was to develop using piggyBac
transposon a fully synthetic pipeline for rapid and cost-effective
production of clinical-grade CAR-T at an unparallel level compared to
currently available solutions. This process utilizes polymerase-chain-
reaction (PCR) produced linear transposon DNA and in vitro transcribed
(IVT) transposase mRNA. To fully validate this process, we decided to
produce CD123-specific Chimeric Antigen Receptor-T Cells (CAR123)
and initiate their clinical testing in patients with refractory AML.
Methods: The use of plasmid DNA as a transposon delivery vehicle
creates several issues, such as the presence of bacterial DNA in the

plasmid backbone or the complicated process of GMP production
and certification of plasmids produced in E. Coli. To overcome
these caveats, a large-scale PCR using high-fidelity polymerase was
used to produce the linear transposon DNA of approx. 5kb length.
The template for PCR amplification was a piggyBac transposon
plasmid containing a ubiquitin promoter-regulated CD123 CAR
(with 4-1BB-zeta intracellular signaling domain) joined via T2A self-
cleaving motif with CD20 protein. The PCR product was processed
by HPLC, yielding 100% pure DNA, sequencing revealed no
mutations. The transposase mMRNA was synthesized from a plasmid
template using T7 RNA polymerase followed by DNAse treatment
and by precipitation with LiCl. To produce CAR123 T cells, PBMCs
obtained from the blood of healthy donors or patients undergoing
chemotherapy were electroporated with linear DNA and mRNA.
The transfected T cells were then polyclonally activated with
anti-CD3/CD28 antibodies and expanded in the presence of IL-4,
IL-7, and IL-21 to preserve their stem-cell memory phenotype.
Additionally, to improve the efficiency of the manufacture, we
evaluated the effects of the addition of irradiated mixed allogeneic
PBMCs (a “feeder”) during the expansion of CAR-T. Produced
CAR123 T cells were thoroughly analyzed by i) multiparametric
flow cytometry to determine their immunophenotype and identify
cellular subsets in the product, ii) digital PCR (ddPCR) to determine
the vector copy number, iii) invitro cytotoxic test against cell
lines and primary AML cells to determine their biological activity,
iv) in NSG mice transplanted with AML cells to further prove

CO123 CAR Finear DiNA

XD OTK

plasmid template

Large-scale PCR
+ r
Co123 CAR [—EI o promster | o0 | EBRINTAIN - @—]
transpasen plasmid [ =
template
Large-scale in witro transoription
plegyBac transposase

[ﬁrﬁw | mapbu e | o

transposase mRRNA

—— LTI T E

LLTTETT SETT e Ty SSELEE LEERE)

I witro
expansion

Obr. 12. Mucha M etal.
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their invivo antileukemic potency and to demonstrate a basic
safety.

Results: First, linear DNA and mRNA production were feasible, and
no issues regarding identity and purity were noticed. Next, the
production of CAR123 T cells was highly effective as 1 ug of linear DNA
yielded approx. 100-150 million CAR-T cells per one electroporation
of 10 million of PBMCs from healthy donors (N = 5). The median
percentage of CAR+ cells was 31% (range, 23-36%), median
CD4/CD8 ratio was 0.72 (range, 0.64-0.82). Median 68% (range,
54-83%) of CAR+ had central memory phenotype (CD62L+CD45RA+)
and the vector copy number was within 2-5 range. Produced
CAR123 displayed efficient cytotoxicity invitro against target cell
lines THP-1 and SKM-1. Furthermore, CAR123 T cells were effective in
NSG mice transplanted with AML cell line SKM-1. Next, we tested the
manufacture using PBMCs isolated from AML patients undergoing
intensive chemotherapy - they were at least 3 weeks after therapy
and had at least 100 CD3+ T cells per microliter of blood. Although
the expansion of CAR123 was reduced, the addition of the feeder
significantly improved the yield (approximately a 6-fold increase),
and it was possible to produce a dose of 1 million CAR123 T cells
perkg in five out of eight cases.

Summary/conclusions: The linear DNA transposon platform
enables a straightforward GMP certification and is especially
suitable for the rapid and cost-effective production of novel
experimental gene-engineered T-cell therapeutics. The described
CAR123 product is currently being developed and is planned to be
tested in a clinical trial in patients with refractory acute myeloid
leukemia.

KLASIFIKACNI MODEL PRO ROZLISENI
ABC A GCB PODTYPU DLBCL NA ZAKLADE
PROFILOVANI GENOVE EXPRESE A JEHO
VYUZITELNOST V RUTINNI PRAXI

Navrkalova V.3, Mare¢kova A", Radova L.2 Cinatlové K., Janikova A,
Kotaskovad J.-3

'Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
2Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), Centrum molekuldrni
mediciny, MU Brno

3 Ustav lékaiské genetiky a genomiky, LF MU a FN Brno

Pacienti s DLBCL jsou rozdélovani do prognosticky vyznamnych
skupin ABC a GCB na zakladé standardniho imunohistochemického
(IHC) vySetfeni, které ale vykazuje urcité limity. Dal$i moznosti je
profilovéani genové exprese (GEP), které prozatim neni diky své
naro¢nosti na provedeni a analyzu rutinné vyuzivdno. Nasim cilem
bylo zavést jednoduchy a rychly GEP test spolu s automatickym
vyhodnocenim a statistickym klasifikadtorem, ktery bude poskytovat
spolehlivé vysledky. Pomoci qPCR jsme analyzovali 29 peclivé
vybranych gend odlisné exprimovanych u ABC/GCB skupin. Na
zdkladé vysledkl trénovaci skupiny vzorkd (n = 45) se zndmym
zafazenim do podskupiny dle IHC jsme navrhli tfi statistické
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klasifika¢ni modely s rGznymi referen¢nimi geny (GAPDH, B2M, HPRT1).
Validace modelli na nezavislé skupiné vzork (n = 20) ukazala nejvétsi
presnost (75 %) pro model s HPRTT genem. Data pldnujeme zpracovat
jesté pomoci jinych statistickych postupl a zaroven otestovat
i model vytvofeny bez ohledu na skupinu dle IHC pro dosazeni vyssi
spolehlivosti klasifikace. Pomoci nejlepsiho modelu bude nésledné
otestovana experimentalni kohorta vzorkld (n ~15) s nezndmym
subtypem DLBCL. Cely proces zpracovani zdrojovych dat z qPCR
pfistroje v¢. urceni ABC/GCB skupiny planujeme automatizovat,
aby bylo dosazeno rychlé odezvy laboratofe od pfijeti vzorku do
vydani vysledku. Pfinos naseho pfistupu spociva ve stratifikaci DLBCL
pacientd na zékladé kvantitativnich dat s moznosti urcit i pfipady,
které jsou neklasifikovatelné dle IHC, zaroven v case pfijatelném
pro rutinni laboratorni pouZziti. Jednoznac¢né odliseni prognosticky
nepfiznivé skupiny ABC ma klinicky vyznam s potencidlni moznosti
cilené terapie.

Podporeno projekty FNB_65269705, AZV_NU22-08-00227,
MUNI/A/1558/2023, NPO-NUVR LX22NPO5102.

VYBER NEJVHODNEJSITHO NEPRIBUZNEHO
DARCE PODLE PRELIMINARY SEARCH
Nazarova S., Macnerova R., Waldmannova K., Vrana M.

UHKT, Praha

Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék
(alo-HSCT) je jednim ze zpUsobl Iécby hematologickych malignit.
Pro uspésnost alo-HSCT je zasadni shoda v HLA systému (Human
Leukocyte Antigens). Pokud je u pacienta nutné provést alogenni
HSCT, je dobré zacit s vybérem vhodného darce co nejdiive. Nema-li
pacient HLA identického sourozence, zahajuje se vyhledavani
nepfibuzného dérce ve vsech registrech. Z registru je zaslan
preliminary search, ve kterém je uvedena pfedchozi typizace
nepfibuzného dérce. Ne vzdy je vsak typizace provedena na trovni
HR (high resolution). U nékterych darcl je typizace provedena pouze
na urovni LR (low resolution) nebo jen serologicky. Nékdy tyto
typizace neodpovidaji uvedené shodé 10/10 nebo 9/10. Pfesnost
predchozich typizaci z registru usnadnuje vyhledavani nepiibuznych
darcd. V roce 2023 bylo v UHKT provedeno celkem 73 transplantaci,
z toho 55 od nepiibuznych darcl. Z celkového poctu provedenych
transplantaci od nepfibuznych dérct bylo v loriském roce 9 shodnych
12/12, 33 shodnych 10/10 a 13 shodnych 9/10. V pfipadé, Ze byla
shoda mezi pacientem a ddrcem pouze 9/10 hledali se darci s co
nejvice pfesnou HLA typizaci na Urovni HR. U pacientl nebyly
detekovany HLA protilatky. Vzhledem k vysokému polymorfizmu
HLA a nekompletni typizaci nepfibuznych darcl z registru neni vzdy
snadné najit shodného darce. V loriském roce nebyl k transplantaci
vybran darce s horsi shodou nez 9/10 a véem pacientlm indikovanym
k HSCT od nepfibuzného darce byl vhodny dérce nalezen.

Supported by MH CZ - DRO (00023736, UHKT).




I1I. CESKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

MOLECULAR MECHANISM OF NON-GENETIC
ADAPTATION TO BTK INHIBITOR THERAPY
IN CLL

Ondrisova L."?, Seda V."?, Hlavac K."?, Hoferkova E."?, Pavelkova P."?,
Kostalova L."?, Filip D."?, Faria Zeni P.2, Panovska A.', Plevova K.,
Pospisilova S.', Simkovic M.3, Vrbacky F.3, Lysak D.%, Davids M.S.>,
Martin-Subero J.1.5, Brown J. R.%>, Doubek M.}, Forconi F.7, Mayer J.,
Mraz M."?

"FN Brno, CR

2CEITEC MU, CR

3FN Hradec Krdlové, CR

“FN Plzeri, CR

°Dana-Farber Cancer Institute, Boston, USA

¢University of Barcelona, Spain

“University of Southampton, UK

Genetic mechanisms of resistance to BTK inhibitors in CLL have
been described. However, it remains unknown whether non-
-genetic adaptation to BTK inhibitors might exist. We focused on
the possible role of the Akt pathway since, in mouse models, PI3K-
-Akt activation rescues the apoptosis induced by BCR deletion in
mature B cells (Srinivasan etal. Cell, 2009). We show that in ~70%
of CLL cases, ibrutinib increases Akt activity (pAkt>¥?) above pre-
therapy levels (31 patients with 87 samples; P < 0.005). pAkt was also
restored in ibrutinib treated MEC1 cells (P < 0.05). Importantly, CLL
cells obtained during ibrutinib therapy invivo were highly sensitive
(90% apoptosis) to Akt inhibitor MK2206. RNA profiling of paired
CLL samples obtained before and during ibrutinib (N = 22) or single-
agent idelalisib therapy (N = 18) identified 16 differentially expressed
mRNAs (with both drugs) involved in the PI3K-Akt pathway. Rictor
induction was particularly notable since it is an essential assembly
protein for mTORC2, which is known to phosphorylate Akt directly
on S473 (Sarbassov etal. 2005). Analysis of samples obtained during
therapy and genome-editing experiments in MECT cells revealed
that transcription factor FoxO1 is directly responsible for Rictor/pAkt
activation during ibrutinib treatment, and FOXO1 is required for
adaptation to BTK inhibitors. FoxO1 inhibitor (AS1842856) decreased
pAkt levels, induced apoptosis alone (~40% CLL cell killing) or more
potently in combination with ibrutinib (~60% apoptosis; N = 7). In
summary we describe the first non-genetic adaptation to targeted
therapy with BCR inhibitors in CLL.

Ministry of Health of the Czech Rep. grants No. NU23-08-00448,NU22-03-
00117,NW24-03-00369; ERC (n0.802644); NUVR (Programme EXCELES, ID
Project No.X22NPO5102)-Funded by the European Union-Next Generation
EU; MH CZ-DRO (FNBr,65269705); MUNI/A/1558/2023.

POINT-OF-CARE NON-VIRAL PRODUCTION
OF CD19 CHIMERIC ANTIGEN RECEPTOR-T
CELLS WITH ENHANCED TSCM
IMMUNOPHENOTYPE FOR THERAPY OF
REFRACTORY B-CELL MALIGNANCIES -
PRELIMINARY RESULTS OF PHASE

I CLINICAL TRIAL

Otahal P, Vydra J., Stach M., Stastna Markovéa M., Véalkova V., Salek C.,
Petrackova M., Rychla J., Kastankova I., Pytlik R., Lesny P., Cetkovsky P.
Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague

Background: The efficacy of CAR-T therapy is partially influenced
by immunophenotype of the manufactured CAR-T cells. Products
containing higher percentage of less-differentiated, T stem-cell
memory subsets provide longer persisting therapeutic effect. We
developed an alternative production method of non-viral gene
transfer by electroporating non-activated T cells with piggyBac
transposon DNA, followed by expansion in the presence of
IL-21 cytokine to increase the prevalence of CAR-T cells with stem-
cell memory phenotype. The product, designated UHKT CAR19,
expresses a CAR containing a unique CD19-specific scFv and, 4-1BB-
zeta intracellular signaling domain.

Aims: To develop the point-of-care production pipeline of CAR-T
manufacturing and initiate a clinical trial with CD19-specific CAR-T in
patients with B-ALL/B-NHL.

Methods: A phase | study (NCT05054257) was initiated to evaluate
the safety and efficacy of autologous UHKT CAR19 in adult patients
with relapsed or refractory B-ALL or B-NHL who were not eligible
for approved commercial CAR-T therapy. This phase | trial uses
a dose-escalating scheme, where all patients receive 25 mg/m?/d
of fludarabine for 5 days and 500 mg/m 2/d of cyclophosphamide
for 2 days followed by a single infusion of UHKT CAR19. A group of
patients (N = 15) treated with tisa-cel as a standard-of-care was used
to compare the properties of the manufactured product, such as the
immunophenotype, expansion after administration to patients, and
preliminary clinical response in the ongoing clinical trial.

Results: In the pre-clinical studies, the UHKT CAR19 T cells showed
cytotoxic effect ex vivo on CD19 positive tumor cell lines, and
efficiently inhibited tumor growth and demonstrated safe toxicity
profile in NSG mouse models. CAR gene integration sites were
determined by targeted locus amplification method showing equal
distribution throughout the genome without preference for specific
sites. The UHKT CAR19 displayed a higher percentage of stem-
cell memory CAR-T cells compared to with tisa-cel, in both CD4+
and CD8+ CAR+ T cells. The UHKT CAR19 had elevated percentage
of CD45RA+CD62L+ (43 vs. 12%; P = 0.0007; 61 vs. 19%; P = 0.0012),
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CD27+CD28+ (86 vs. 40%; P = 0.0002; 93 vs. 30%; P < 0.0001), and
lower amount of PD-1+ (11 vs. 71%; P < 0.0001; 14 vs. 32%; P = 0.0044)
CART cells (UHKT CAR19, N = 11 vs. tisa-cel, N = 15, CD4+; CD8+ CAR
T cells respectively). So far, 11 patients were treated with a CAR-T
dose up to 1x10e6/kg. We have observed a detectable expansion
of UHKT CAR19 T cells invivo following the treatment in 10 out of
11 patients, even at the lowest administered dose of 0.1x10° CAR-T
perkg, and the kinetics of the expansion reached similar levels as was
observed in patients treated with tisa-cel. There was no occurrence
of non-hematological adverse events above grade 3, CRS was
observed in two patients (grade 1-2). One patient previously treated

with multiple lines of chemotherapy (tisa-cel and two alloHSCTs)
developed a prolonged grade 4 cytopenia due to a secondary graft
failure. Objective response was seen in seven out of eleven patients.
Summary/Conclusions: Infusion of UHKT CAR19 was safe and we
observed clinical anti-tumor effects in seven out of eleven patients so
far included in the trial. The manufacturing method enables efficient
point-of-care production of CAR-T cells with stem-cell memory
phenotype. We are enrolling patients in the high-dose group for the

clinical trial.

Supported by grant AZV NU22-05-00374.
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VYROBA A POUZITI SMESNYCH,
OZARENYCH GRANULOCYTU Z BUFFY
COATU VE FN BRNO

Pacasova R., Polokova N., Varusanikova R., Lejdarové H.

Transfuzni a tkdriové oddéleni, FN Brno

Uvod: Granulocytové transfuzni pripravky jsou indikovany
u pacientl s febrilni neutropenii bez adekvatni reakce na standardni
|écbu. Ve FN Brno se vyuziva i jejich profylaktické podani u pacientt
s diive prodélanou zavaznou bakteridlni nebo plisnovou infekci
nebo u pacientll s pozadavkem na dalsi cyklus chemoterapie nebo
s planovanou transplantaci krvetvornych kmenovych bunék.

Cil: Autofi predstavuji zkusenosti s vyrobou a pouzitim ozafrenych
smésnych granulocytovych pfipravkd z buffy coatu (GO) ve FN Brno.
Metodika: GOjsouve FN Brno pfipravované dle modifikovaného postupu
Bashir etal. (BJH: 140, 2008) bezprostfredné po objednani nebo nejpozdéji
nésledujici den dopoledne. Po smiseni 5 buffy coatl (BC), ve stafi do
18 h od odbéru, s ndhradnim roztokem pro trombocyty a centrifugaci
je provedena separace erytrocytl, supernatantu a vrstvy bohaté na
granulocyty tzv. super BC, ktery po nafedéni ndhradnim roztokem pro
trombocyty predstavuje vysledny trombocytovy pripravek.

Vysledky: V obdobi od srpna 2022 do dubna 2024 bylo ve FN Brno
pfipraveno celkem 276 ozédfenych smésnych granulocytovych
pfipravkd z 5 BC, které byly aplikovany 19 pacientdm IHOK FN Brno
v celkem 69 T.D. Z celkového poctu vyrobenych GO bylo 147 pripravkd
kontrolovéno (53 %) s pramérnymi vysledky pro terapeutickou davku
(pfipravky z 20 BC): obsah granulocytl 15,78%10° a objem 418 ml
a obsah erytrocytl < 1,2x10™2

Zavér: Vysoka dostupnost (vyroba pondéli az sobota), rychlost
dodani (akutné do 4-6 h od objednéani) a pfiprava bez nutnosti
stimulace alogennich dércd, jsou vyhody, které vedou ve FN Brno
k ¢astym aplikacim v indikovanych klinickych pfipadech.

LECIVE PRIPRAVKY PRO MODERNI TERAPII
VE EN BRNO - 8 LET ZKUSENOSTI TTO
Pacasova R., Michlickova S.!, Polokové N.!, Hoffmanova H.,

Lejdarova H.!, Semerad L.2

"Transfuzni a tkdriové oddeéleni, FN Brno

2Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

Uvod: FN Brno sestavé z 56 klinik a oddélenti, z nichz se na pFipravé
lécivych ptipravkl moderni terapie (LPMT) v uplynulych 8 letech
podilelo 8 z nich (14 %). Transfuzni a tkanové oddéleni (TTO) po celé
sledované obdobi zajistovalo odbéry v rezimu ¢innosti ZTS a podilelo
se i na organizaci odbérd lidskych tkani a bunék v rezimu tkarnového
zafizeni (TZ). V poslednich 5 letech se TTO zapojilo i do pfipravy
bunécnych CAR-T pfipravkd v tizké spolupraci s IHOK FN Brno.

Cil: Autoti predstavuji zkusenosti s realizaci odbér( pro vyrobu LPMT
ve FN Brno za obdobi 2015-2024.

Metodika: Mezi odbéry urcené pro vyrobu LPMT jsou ve FN Brno
zatazeny odbéry leukaferetickych produktl na Separacnim stredisku

IHOK a Ambulanci TTO a odbéry chrupavkové, nadorové, tukové,
svalové a o¢ni tkané a tkané pupecniku v ramci vykont na operacnich
a porodnich sélech.

Vysledky: V obdobi 2014-2023 bylo ve FN Brno zahajeno 8 studif
s cilem pfipravy LPMT, u vétsiny (7) se jednalo o pfipravky autologni.
Probihaly i odbéry pro ctyfi registrované, autologni pripravky
moderni terapie. Celkem bylo realizovdno 137 odbér( (autolognich
nebo alogennich) v reZzimu ZTS a vice nez 260 odbér( lidskych tkani
a bunék pro vyrobu LPMT v rezimu TZ. Zahrani¢nim vyrobctdim LPMT
bylo predano 68 autolognich odbérd bunék pro pfipravu bunécnych
CAR-T terapii a 24 autolognich odbéru lidskych tkani.

Zavér: Lécivé pripravky moderni terapie jsou velkym pfislibem pro
rozvoj lé¢ebnych postupll nejen u hematoonkologickych pacientt
a jejich vyuziti v klinické praxi je postaveno na Uzké a dobfe fungujici
mezioborové spolupraci.

SOUCASNE MOZNOSTI LECBY PACIENTU

S CHRONICKOU LYMFOCYTARNI LEUKEMII
A ABERACI GENU TP53

Papajik T.!, Kubova Z.', Kriegovd E."?

' Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2{Jstav imunologie, LF UP a FN Olomouc

Aberace genu TP53 zpUsobend deleci kratkych ramen chromozomu
17, jeho mutaci nebo kombinaci obojiho je patrné nejvyznamné;jsim
a nejsilnéjsim prediktivnim a prognostickym markerem u nemocnych
s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL). Aberace TP53 se vyskytuje
zhruba u 10 % nelécenych jedincd, u 30-40 % pacientl v dobé
relapsu ¢i progrese a az u 50-60 % nemocnych v terminaini fazi
onemocnéni ¢i Richterové transformaci. V éfe imunochemoterapie
byla pfitomnost aberace spojena s vyrazné horsi prognézou a az
Ctyfndsobné zvySenym rizikem umrti oproti ostatnim prognostickym
skupinam. Ve studii CLL8 (FCR) byl pacientl s aberaci TP53 median
PFS a OS pouhych 15, resp. 42 mésicl. U relabovanych a refrakternich
(R/R) nemocnych se lé¢ebné vysledky umérné zhorsovaly. Teprve
s pfichodem inhibitord bunéénych drah se prognéza nemocnych
s aberaci TP53 znatelné zlepsila. Zejména pouziti BTK inhibitord
u dfive neléc¢enych pacientd umoznilo dosahnout dlouhodobou
kontrolu nemoci srovnatelnou s pacienty bez této aberace (4leté
PFS 79 %, OS 88 % pfi 1é¢bé ibrutinibem, 4leté PFS 77 %, OS 89 %
pfi 1é¢bé akalabrutinibem, 18mési¢ni PFS 89 % a OS 95 % pfi |écbé
zanubrutinibem). Nadéjné vysledky pfindsi také casové omezené
podavani kombinace BTK inhibitoru s venetoklaxem. | kdyz 1é¢ba R/R
nemocnych CLL s aberaci TP53 cilenymi inhibitory zlepsila PFS a OS,
vysledky jsou viak vétsinou horsi nez u pacientd bez aberace. Zda se,
ze klonalni vyvoj, pfitomnost dalSich zmén genomu a typ predchozi
|é¢by hraji zasadni vliv. Nové cilené léky a lé¢ebné kombinace,
bispecifické protilatky ¢i bunécna terapie by mohly zlepsit prognézu
R/R nemocnych s CLL a pfitomnosti aberace TP53.

Podporeno IGA LF UP 2024 001 a MZ CR - RVO (FNOL, 00098892).
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MYCOSIS FUNGOIDES - KOMPLIKOVANE
HOJENI

Pégiimkova J.

Klinika hematoonkologie FN Ostrava

Onemocnéni Mycosis fungoides vychazi z T-lymfocytl a pfedstavuje
nejbéznéjsiformu koznich lymfomu. Symptomy se v typickém pfipadé
vyviji i nékolik let. Prvnim pfiznakem byva vznik makularni léze,
poté onemocnéni progreduje do stadia vyvysenych erymatéznich
plosek, tzv. plakl, a do mykotického stadia s tvorbou koznich
tumord. V pokrocilych stadiich postihuje celou kdzi, lymfatické uzliny
anadorové bunky Ize nalézt i v periferni krvi. Ve stadiich limitovanych
na kizi se uplatnuje lé¢ba pomoci UV zéareni (PUVA - psoralen a UVA
zafeni) a radioterapie. V pokrocilych stadiich se pouzivéd systémova
|écba pomoci retinoidl, chemoterapie a cilend léc¢ba. Kazuistika
predstavuje péci o kozni defekty 69letého pacienta s dominujicim
rozsahlym tumordznim loziskem spodni celisti. Prabéh 1écby byl
komplikovan rozvojem superinfekce v misté loZiska a vznikem pistéle
v oblasti doIniho rtu. Béhem nasledujicich 6 mésicl [é¢by bylo nutné
zajistit pacientovi vhodny per os pfijem pomoci PEG, byla zahdjena
radioterapie, chemoterapie a lokalni terapie tumorézniho loziska.
Béhem této doby doslo k vyraznému zlepseni lokalniho nalezu
a zlepseni psychiky a celkové kvality Zivota pacienta.

NOVY GENETICKY PODKLAD FENOTYPU O -
ROZSAHLA DELECE V ABO GENU

Pisacka M.!, Kralova J.!, Kralova M', Hosseini-Maaf B.2, Hult A. K.2,
Hellberg A.2, Olsson M.L.2

"UHKT Praha, CR

?Division of Hematology and Transfusion Medicine, Lund University, Sweden

Uvod: ABO je transfuziologicky nejvyznamnéjsi systém krevnich
skupin, serologicky pomérné jednoduchy, avsak velice komplexni
po strance genetické. Byly dosud popsany stovky réiznych alel. V této
praci popisujeme dalsi, dosud nepopsany mechanizmus vzniku
fenotypu O.
Material a metody: Krevni vzorky téhotné pacientky a tii ¢lentd
rodiny /nepiibuzné s pacientkou/ byly testovany standardnimi
serologickymi technikami a dale technikami priitokové cytometrie
s monoklondlnimi anti-A, -B a -H. ABO lokus byl analyzovan PCR-
ASP/PCR-RFLP genotypovanim a pfimym DNA sekvenovénim vsech
sedmi exond a ¢asti intron(.
Vysledky: Erytrocyty vysetfovanych jedinct vykazovaly negativni
reakci s anti-A diagnostiky. U pacientky a dvou ¢lent rodiny byla
v plasmé pfitomnd nepravidelnd protilatka anti-A1. Pritokova
cytometrie detekovala vétsinové shodu s kontrolou skupiny
O a pouze stopové /méné nez 0,1 %/ velice nizkou hladinu A antigenu.
V plvodnim genotypovacim vysetieni byl ndlez heterozygocie
pro ABO*A1, v kombinaci s ABO*0.01.01 nebo 0.01.02, coz bylo
v diskrepanci se serologickym nalezem. V sekvenacnim vysetieni
vsak byla odhalena rozsahla delece velikosti 2 242 bp, od c.29-177
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v intronu 1 do c.156-241 v intronu 3 - tedy zahrnujici ¢ast intronu 1,
cely exon 2, intron 2, exon 2 a téméf cely intron 3.

Zavér: Byla identifikovana nova O alela u téhotné pacientky a tii ¢lenG
s pacientkou nepfibuzné rodiny. Rozsahla delece v ABO genu pravdépo-
dobné zpusobovala velkou strukturalni zménu A1 glykosyltransferazy
s kompletni absenci jeji transmembranézni domény aa 17-37/, coz vy-
razné snizilo az zcela zamezilo enzymatickou aktivitu. Podobna rozsahla
delece 2 169 bp byla popsana v roce 2016 /Matzold etal., Transfusion/
v rodiné se skupinou O s absenci anti-A v plasmé. Pfedmétem diskuse
muze byt, zda se jedna skutec¢né o O alelu s chybénim anti-A v plasmé,

nebo o A alelu s extrémnim zeslabenim exprese A antigenu.

CHARAKTERISTIKA A VYSLEDKY LECBY
ROPEGINTERFERONEM ALFA-2B

U PACIENTU S PH NEGATIVNIMI
MYELOPROLIFERACEMI

Podstavkova N.", Weinbergerova B.!, Bélohlavkova P.2, Ulmanova L.3,
Cernd 0.4, Stejskal L.>5, Brejcha M./, Kuta¢ D.8, Fenclova Z.%, Kissova J."°,
Cerny F., Ullrychova J.", Vaculové J.2, Caniga M.”%, Buffa D.¢,

Lakoma L.", Lhotanova T.”%, Hlusi A.'¢, Doubek M., Mayer J.""7

'Internf hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

4. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

* Hematologicko-transfuzni oddéleni, Oblastni nemocnice Miadd Boleslav
“Hematologickd klinika FNKV, Praha

°Hematologicko-transfuzni oddélent, Slezskd nemocnice v Opavé

°Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

’Hematologickd ambulance Nemocnice Novy Ji¢in

80ddéleni hematologie a krevni transfuze, UVN, Praha

? Hematologicko-transfuzni oddéleni, Litomysiskd nemocnice, Litomys!
°Oddéleni klinické hematologie, LF MU a FN Brno

""10ddelent klinické hematologie, Masarykova nemocnice Usti nad Labem
2 Oddeleni klinické hematologie a hematoonkologie, Nemocnice Havitov
¥ Hematologickd ambulance, Synlab, Praha

"Hematologickd ambulance, Nemocnice Havlickdv Brod

" Interhema, Ostrava

's Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

”Centrum molekuldrni biologie a genetiky, Interni hematologickd

a onkologickd klinika, LF MU a FN Brno

Uvod: Ropeginterferon alfa-2b (RopeglFN) prokazal v randomi-
zovanych studiich potencidl dosdhnout u Ph-negativnich
myeloproliferaci (Ph-MPN) nejen hematologickou, ale i molekularni
odpovéd, dllezitou z hlediska zpomaleni pfirozené progrese
onemocnéni.

Metody a cile: Retrospektivni analyza klinickych dat pacientd
s Ph-MPN lécenych RopeglFN na 16 ceskych hematologickych
pracovistich v obdobi 1/2020-3/2024. Zdrojové udaje byly cerpény
z databaze Ceské leukemické skupiny pro Zivot (CELL) pro Ph-MPN
(Myeloproliferative Neoplasia Database — MIND).

Vysledky: Ve sledovaném obdobi bylo RopeglFN lé¢eno 66 pacientd,
ztoho 85 % s PV, 3 % s esencialni trombocytémii, 9 % s myelofibrézou
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a 3 % s myeloproliferativnim onemocnénim blize neur¢enym. Median
véku sledovanych byl 55 let. RopeglFN byl nej¢astéji podavan v rdmci
3. nebo vyssi linie terapie (n = 40; 61 %). AZ u 41 % pacientl (n = 27)
byla didvodem zahdjeni toxicita pfedchozi 1é¢by pegylovanym
interferonem alfa-2a (PeglFN). Median délky terapie byl 670 dni.
Hodnota alelické ndloze mutace JAK2"'” byla monitorovana u 41 %
sledovanych (n = 27). Celkovd hematologickd nebo parcialni remise
byla dosazena u 61 % pacientll (n = 40). Median celkové davky
RopeglFN podéavané jednou za 14 dni byl 125 pg. Nezddouci ucinky
byly dokumentovany u 30 pacientd (46 %), v 96 % se jednalo o nizsi
stupen zdvaznosti 1 a 2. Terapie byla ukon¢ena u 6 pacientt (9 %).
Zavér: Nase prace prokazala, na zakladé dat z redlné klinické
praxe, vysokou efektivitu terapie RopeglFN ve smyslu dosazeni
hematologické remise i poklesu alelické naloze mutace JAK2V617F pfi
vyborné tolerancia to i ve skupiné pacient(, u kterych byla predchozi
|é¢ba PeglFN spojend s vyraznou intoleranci.

Prdce byla podporena Ceskou leukemickou skupinou pro Zivot (CELL),
grantem MZ CR - RVO (FNBr 65269705) a projektem Ndrodniho Ustavu pro
vyzkum rakoviny (Program EXCELES, ID: LX22NPO5102) - Financovdno
Evropskou unif — Next Generation EU.

PH-NEGATIVNI MYELOPROLIFERACE

NA CESKYCH HEMATOLOGICKYCH
CENTRECH - REALNA DATA Z MIND
(MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASIA
DATABASE)

Podstavkova N.!, Weinbergerova B., Kissova J.2, Bélohlavkova P23,
Z4&k P23, Buffa D.%, Stejskal L.*%, Palova M.5, Hlugi A.%, Vajdakova M.,
Brejcha M.8, Ulmanova L., Cerna 0., Lakoma L."", Ku¢erova M.”?,
Kuta¢ D., Fenclové Z.%, Kut&jova J.%, Lhotanova 1.6, Cerny F. 7,
Ullrychova J.”, Poul H."%, Vaculova J."%, Caniga M.?°, Doubek M.},
Mayer J.'2!

'Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
2Oddeleni klinické hematologie, LF MU a FN Brno

*4. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

“Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

s Hematologicko-transfuzni oddéleni, Slezskd nemocnice v Opavé
¢Hemato-onkologickd klinika LFUP a FN Olomouc

’Hematologickd ambulance, Zlinskd poliklinika, Zlin

8Hematologickd ambulance Nemocnice Novy Jicin

? Hematologicko-transfuzni oddéleni, Oblastni nemocnice Mladd Boleslav
"9 Hematologickd klinika FNKV, Praha

'"Hematologickd ambulance, Nemocnice Havlickav Brod

? Hematologicko-transfuzni oddéleni, Nemocnice Znojmo

B Oddeleni hematologie a krevni transfuze, UVN, Praha
“Hematologicko-transfuzni oddéleni, Litomysiskd nemocnice, Litomys/
¥ Hematologické a transfuzni oddeéleni, Vsetinskd nemocnice, Vsetin
'sInterhema, Ostrava

Oddeéleni klinické hematologie, Masarykova nemocnice Usti nad Labem,
Usti nad Labem

'80ddeleni hematologie a transftiziologie, Nemocnice Pelhfimov, Pelhfimov
“Oddelenti klinické hematologie a hematoonkologie, Nemocnice Havitov,
Havifov

% Hematologickd ambulance, Synlab, Praha

I CEITEC- Central European Institute of Technology, Masaryk University Brno,

Brno

Cile: Cilem této prace byla analyza redlnych dat pacienti s Ph-
-negativnimi myeloproliferacemi (Ph-MPN) zafazenych do projektu
Ceské leukemické skupiny pro Zivot (CELL)- databaze MIND
(Myeloproliferative Neoplasia Database).

Metody: Retrospektivni analyza epidemiologie, diagnostiky,
|éCby a prezivani ptipadl Ph-MPN na 20 ¢eskych hematologickych
pracovistich zadanych v letech 2013-2023 do databaze MIND.
Vysledky: Celkem bylo analyzovdno 1242 piipadd, nejvice byla
zastoupena prava polycytémie, PV (39 %), primarni myelofibroza,
PMF (26 %) a esencidlni trombocytémie, ET (21 %). Median véku
pacientd v dobé diagnézy byl 58 let. Z doprovodnych symptomd se pfi
stanoveni diagndzy nejcastéji vyskytovala Unava (51 %), no¢ni poceni
(30 %) a snizend aktivita (27 %). Nejcastéjsi komplikace v dobé dia-
gnozy predstavovaly trombotické (24 %) a krvacivé piihody (9 %), bez
signifikantniho rozdilu ¢etnosti mezi typy Ph-MPN (p > 0,05). Vyskyt
krvéacivych i trombotickych pfihod se béhem sledovani snizoval ve
vsech podskupinach Ph-MPN. V 1. linii terapie byla u PV a MF nejcastéji
podavana hydroxyurea (44 a 58 %), u ET anagrelid. Osmnact pacientt
(2 %) s MF podstoupilo alogennitransplantaci krvetvorné tkané. Zemfelo
celkem 15 % piipadd, nejvice PMF (46 %). Median celkového preziti nebyl
dosazen u ET, nejkratsi median byl u sekundarni MF (7,7 roku).

Zavér: Tato analyza dat z klinické praxe potvrzuje, Ze Ph-MPN jsou
nemoci starsich pacientli provazané vysokou cetnosti symptom
zhorsujicich kvalitu Zivota. Trombotické a krvacivé udalosti v dobé
diagnézy provazely PV, ET i PMF bez signifikantniho rozdilu v ¢etnosti.
Nejdelsi prezivani bylo zaznamenano u pacientt s ET na rozdil od

sledovanych s MF s nejkratsi kfivkou prezivani.

Prdce byla podporena Ceskou leukemickou skupinou pro Zivot (CELL),
grantem MZ CR— RVO (FNBr 65269705) a projektem Ndrodniho Ustavu pro
vyzkum rakoviny (Program EXCELES, ID: LX22NPO5102) — Financovdno
Evropskou unii — Next Generation EU.

RUXOLITINIB V TERAPII AKUTNI
STEROIDREZISTENTNI NEMOCI STEPU
PROTI HOSTITELI

Podstavkové N., Folber F., Weinbergerové B!, Krej¢i M., Mayer J.'2
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
?Centrum molekuldrni biologie a genetiky, Interni hematologickd

a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Ruxolitinib pfedstavuje v dne$ni dobé lék volby
steroidrezistentni akutni nemoci Stépu proti hostiteli (aGvHD),
potransplanta¢ni komplikace s vysoce nepfiznivou prognézou.
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Cile a metody: Cilem retrospektivni analyzy bylo zhodnoceni
dat pacientl po alogenni transplantaci krvetvorby (alo-HSCT)
se steroidrezistentni aGvHD |é¢enych ruxolitinibem v obdobi
1/2019-3/2024 na nasem pracovisti.

Vysledky: Ve sledovaném obdobi se na nasem pracovisti
vyskytla aGvHD u celkem 81 pacientl (50 % ze vsech alo-HSCT).
O steroidrezistentni formu se jednalo ve 21 % (n = 17), konkrétné,
v 59 % gastrointestinalni, ve 23 % kozni a v 18 % kombinovana kozni
i gastrointestinalni forma. U 10 pacientl se jednalo o zdvaznost
stupné 2 a u 7 nemocnych o stupen 3 nebo 4. Median véku
v souboru byl 45 let. Pfevazovala nepftibuzenskd transplantace
(59 % darce se shodou 10/10 a 23 % se shodou 9/10). Median vzniku
steroidrezistentni akutni GvHD v souboru byl 37 dni po alo-HSCT.
Po mésici terapie ruxolitinibem byla zaznamenana u 59 % pacientl
kompletni odpovéd a u 29 % c¢astecna odpovéd. U 3 pacientl byl
ruxolitinib pfi trvéni celkové odpovédi ukoncen, pficemz nedoslo
k relapsu GvHD. Nezadouci ucinky byly zaznamenény u 5 pacientl
(29 %), neutropenie a trombocytopenie nejvyse 3. stupné zavaznosti,
u 1 pacienta vedla toxicita k ukonceni [é¢by. Infekéni komplikace
se vyskytly u 71 % nemocnych, dominantné se jednalo o respiracni
infekce s nezdvaznym klinickym pribé&hem.

Zavér: Nase prace zdlraznila na zdkladé dat z realné klinické praxe
vysokou efektivitu a dobrou toleranci ruxolitinibu jako |éku volby
v lécbé steroidrezistentni aGvHD, problémem nicméné zUstava

zvyseny vyskyt infekci.

ROZSIRENA MOLEKULARNI DIAGNOSTIKA
DOSPELYCH PACIENTU S ALL V CR

Polivkova V., Kfizkova J.!, Suchédnkova P., Vrzalova Z.% Laznicka A,
Stika J.3, Halamové H.2 Hrabovsky S.2, Marinov I, Ransdorfova S/,
Horacek J.M.**, Kofistek Z.5, Doubek M.2,

Machova Polakové K. a Salek C!

'Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

?Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

3 Stredoevropsky technologicky institut, Brno

#|V.interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

*Katedra vojenského vnitiniho lékarstvi a vojenské hygieny, Vojenskd lékar'skd
fakulta Univerzity obrany Hradec Krdlové

¢Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

Akutni lymfoblastova leukemie (ALL) pfedstavuje 20 % akutnich
leukemii u dospélych. S vyssim vékem narGstéd podil prognosticky
neptiznivych subtypl jako je BCR::ABL1 pozitivni a BCR:ABLI1-like ALL.
5leté celkové preziti je vyrazné nizsi u dospélych ALL pacientl (50 %)
nez u détskych (90 %). V roce 2023 jsme v ramci Ceské leukemické
skupiny pro zivot zahdjili multicentrickou ¢innost v oblasti rozsifené
molekularni diagnostiky ALL. Moderni genomické metody zalozené
na masivné paralelnim sekvenovani umoznuji spolehlivé stanovit
subtyp B-nebo T-ALL. Transkriptomové sekvenovani poskytuje
data o genovém expresnim profilu, pfitomnych genovych
fuzi a somatickych variantach. Panelové sekvenovani spolu

s celoexomovym sekvenovanim dopliuje informace o vyskytu
somatickych variant asociovanych s jednotlivymi subtypy ALL. Dalsi
pouzivanou metodou je MLPA/digitalni MLPA, ktera detekuje zmény
v poctu kopii DNA segmentu tzn. delece a amplifikace gend nebo
jejich ¢asti s moznosti urcit i pfitomnost profilu IKZF1P', Soucasti
rozsitené diagnostiky je i ex vivo testovani citlivosti primarnich
bunék pacientli s T-ALL k venetoclaxu a dasatinibu. Vystupy téchto
metod spolu se standardni laboratorni diagnostikou (cytogenetické
analyzy, flowcytometrie, myelogram) zpresnuji uréeni subtypu ALL
a stanoveni stratifikacniho rizika. Dosud bylo vysetfeno 26 pacientd
v dobé diagnézy (16 B-ALL; 4 MPAL; 6 T-ALL), kdy se podafilo u viech
B-ALL urcit molekuldrni subtyp (3x ZNF384r; 3x KMT2Ar; 2x BCR::ABL1-
like a dalsi). U vSech T-ALL a 3/4 MPAL pacientl byly detekovany
patogenni somatické mutace. Moznost zafazeni pacientd do
jednotlivych subtyp( ALL podle aktualnich klasifikaci WHO 2022 a ICC
2022 umoznuje intenzifikovat lé¢ebny piistup u pacientl s vysokym
rizikem, a tim zvysit Uspésnost lécby.

Podporeno NU22-03-00210; NUVR (Program EXCELES, ID: LX22NPO5102);
BBMRI.cz no. LM2023033.

KRYOKONZERVOVANE TROMBOCYTY -
VYDEJ A POUZITI - ZKUSENOSTI

VE FN BRNO

Polokova N., Pacasova R., Lejdarova H., Variusanikova R.
Transfuzni a tkdriové oddéleni, FN Brno

Uvod: Kryokonzervované trombocyty jsou pfipravovény zmrazenim pfi
teploté -80 °C za pouziti kryoprotektivnich latek, které brani poskozeni
bunék.Krekonstitucilze pouzit plazmuinahradniroztok. Doba skladovéni
je 2roky. Ve FN Brno je k rekonstituci vyuzivan nahradni roztok. Pfipravky
jsou urceny pro akutni podani u masivné krvacejicich pacientl a také
slouzi jako pohotovostni zaloha pro krizovou krevni politiku.

Cil: Autofi predstavuji zkusenosti s vyrobou, vydejem a pouzitim
kryokonzervovanych trombocytG ve FN Brno.

Metodika: Ke kryokonzervaci jsou ve FN Brno pouzivany smésné
deleukotizované trombocyty (TBSDR) i aferetické trombocyty
(TADR), kryoprotektivni latka 30 % DMSO s vyslednou koncentraci
v pripravku 5 %. Provadéna kontrola kvality umoznuje stanoveni
ztraty trombocyt (maximalné 50 %, limit Guide 21st edition). Rutinni
vyroba kryokonzervovanych trombocytt ve FN Brno probiha od roku
2020, vydej a distribuce (prodej) od roku 2021.

Vysledky: V obdobi od ledna 2020 do dubna 2024 bylo ve FN Brno
vyrobeno > 600 T.D. kryokonzervovanych trombocytd, z tohoto
poctu bylo rekonstituovéano > 500 T.D. Primérny obsah trombocyti
po rekonstituci byl 203x10°/T.D., ztrata trombocyt{i < 30 % (n = 215).
V dubnu 2024 byla zahéjena distribuce trombocyt( kryokonzer-
vovanych, zmrazenych externim ZTS.

Zavér: Vyhodou kryokonzervovanych trombocytd v ndhradnim
roztoku je dlouhd doba pouzitelnosti, rychld rekonstituce
a dostupnost (do 7-10 min) a vyssi prokoagulac¢ni aktivita ve srovnani
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s nativnimi pfipravky. Pfi pouziti ndhradniho roztoku k rekonstituci
Ize kryokonzervované trombocyty povazovat za promyté s ohledem
na zanedbatelny obsah zbytkové plazmy.

POMER NEZRALYCH NEUTROFILU

K CELKOVEMU POCTU NEUTROFILU

(I/T POMER) JAKO CASNY INDIKATOR
NOVOROZENECKE SEPSE

Pospisilova S., Sipkova L.2, Vytiskova S.'3, Bourkova L., Bulikova A
'Oddeéleni klinické hematologie, FN Brno

2LF MU Brno

>0ddeéleni klinickych laboratoff, Vojenskd nemocnice Brno

Novorozeneckd sepse (NS) je jednou z nejzdvaznéjsich komplikaci
novorozeneckého obdobi s vysokou mortalitou a zadvaznou
dlouhodobou morbiditou. V roce 2010 pediatricky vybor Evropské
agentury pro lécivé pfipravky publikoval diagnosticka kritéria sepse pro
novorozence, kde je mezi laboratornimi parametry NS uveden i pomér
nezralych neutrofilt (promyelocytd, myelocytl, metamyelocyt a tyci)
k celkovému poctu neutrofilti tzv. I/T pomér, pficemz jeho hodnota
> 0,2 je zndmkou pritomnosti bakteridlni infekce a je povazovana za
vyznamny diagnosticky laboratorni marker NS. Cilem této prace bylo
stanovit I/T pomér u vybrané skupiny novorozenct se suspektni NS
a vyhodnotit jeho diagnostickou vypovédni hodnotu v ramci dia-
gnostiky NS ve Fakultni nemocnici Brno. K vypoctu I/T poméru a ke
statistickému zpracovani dat byly vyuzity Gdaje z morfologického
hodnoceni natérd periferni krve novorozenctli s podezienim na NS. I/T
pomér byl stanoven u celkového poctu 152 vzork( 104 novorozencd,
znichz 15 (9,9 %) pochazelo od pacientt s prokazanou NS a 137 (90,1 %)
od jedincll bez prokazané sepse. Pomoci ROC analyzy byla zjisténa
dobra diagnostickd kvalita I/T poméru (plocha pod kfivkou AUC
0,849; senzitivita 93,3 %, specificita 67,9 %, cut-off hodnota > 0,078)
a velmi vysokd negativni prediktivni hodnota testu 98 %. Ve shodé
s pfedchozimi studiemi bylo prokadzano, ze I/T pomér vykazuje
v porovnani s ostatnimi laboratornimi vysetfenimi pouzivanymi
pro diagnostiku NS dobrou schopnost odhalit i vyloucit pfitomnost
onemocnéni. Zna¢nou vyhodou tohoto parametru je pozadavek
pouze malého mnozstvi vzorku pro vlastni analyzu, dale financni,
¢asova i pfistrojovd nendro¢nost vysetieni, coz z I/T poméru cini
vhodny marker pro rutinni laboratorni diagnostiku NS.

MOLEKULARNI GENETIKA VZACNYCH
PORUCH HEMOSTAZY

Provaznikova D., Radovska A., Simonikova M., Ce$pivova D., LiskovaR.,
Szeligova H., Svobodova L., Rychetska P., Fenclova T., Hrachovinova I.
Laboratof pro poruchy hemostdzy, Ustav hematologie a krevni transfiize,
Praha

Uvod: Vzacna koagulaéni onemocnéni zahrnuji deficit faktord Il, V,
VII, X, XI, XIl a kombinovany deficit téchto faktord. Jde o monogenni

onemocnéni zplisobend kauzalnimi variantami v genech kodujici
uvedené koagulac¢nifaktory dédéndzpravidlaautozomalné recesivné.
Vzhledem k novym diagnostickym moznostem molekularni genetiky
a Uzké vazbé na speciélnivysetieni koagulacnich faktord dosetfujeme
genetickou pricinu téchto vzacnych vrozenych poruch.

Metoda a vysledky: Metodou sekvenovéani nové generace (NGS)
jsme vysetiili 316 pacientd s poruchou hemostazy. U 31 pacienttd
byla identifikovana kauzalni varianta v genech F5, F7, F11, F12,
LMAN1. U 17 pacientd z 12 nepfibuznych rodin s deficitem FVII bylo
nalezeno 10 rliznych variant, z nichz tfi nebyly doposud popsany
v mezindrodni databazi. U nékterych pacientd se deficit FVII vyskytl
spole¢né s deficitem FV spojenym s variantou, kterd rovnéz nebyla
doposud popsana. U 11 pacientll z 10 nepfibuznych rodin s deficitem
FXI bylo nalezeno 8 riiznych variant, z nichz vsechny byly jiz uvedeny
v databazi. U 6 pacientC s deficitem FXII byly identifikovany 3 rizné
varianty. Potvrdili jsme klinicky vyznam varianty v promotorové
oblasti F12, kterd je vedena v databazi se spornym patogennim
vysledkem. U 4 pacientll ze 2 nepfibuznych rodin s kombinovanym
deficitem FV+FVIII byly v genu LMANT nalezeny 3 rdzné varianty,
z nichZ jedna nebyla popsana v zddné databdzi. Nové varianty byly
analyzou in silico a vy$etfenim fenotypu urceny jako patogenni.
Zavér: Prokazali jsme, Ze genetickd analyza je dulezita pro potvrzeni
nebo vylouceni dédi¢nych pfricin deficitu vzacnych koagula¢nich
faktor(i, protoze deficit faktord je zpravidla pouze mirny nebo

hrani¢ni a neumoznuje jednozna¢nou diagnézu.

VYUZITI PARAMETRU DISTRIBUCNI SIRE
MONOCYTU (MDW) PRI DIAGNOSTICE
ZAVAZNOSTI SEPSE

Pulcer M.'2, Stverakova V.3, Sadilek P.>4, Kolafova S.!, Maca J.5,
Strakova H.%, Pulcerova S.7, Komérkova H.%, Buffa D.%, Stejskal D.2"°
10ddéleni klinické hematologie, Ustav laboratorni mediciny, FN Ostrava
2stav laboratorni mediciny, LF OU, Ostrava

*Farmaceutickd fakulta, UK Praha

“IV. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

5Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny, Ustav laboratorni
mediciny, FN Ostrava

°Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny, LF OU, Ostrava

7 Katedra matematickych metod v ekonomice, Ekonomickd fakulta, VS8 — TU
Ostrava

8Klinickd hematologie, Méstskd nemocnice Ostrava

?Klinika hematoonkologie FN Ostrava

19Ustav laboratorni mediciny, FN Ostrava

Uvod: Sepse je Zivot ohrozujici organové dysfunkce zpdsobend
dysregulovanou odpovédi hostitele na infekci. Celosvétové je stéle
jednou z hlavnich pfi¢in umrti na jednotkach intenzivni péce. Vedle
standardné pouzivanych biochemickych parametrd (CRP, IL-6,
Presepsin, Prokalcitonin) se v posledni dobé vysetiuji pfi diagnostice
sepse i hematologické parametry. Mezi ty patii napt. pomér neutrofild
a lymfocytt (NLR), dale ICIS skére a distribucni $ite monocytd (MDW).
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Cile prace: Porovnat vybrané laboratorni markery pro ¢asny zachyt
sepse a vyhodnotit jejich kinetiku v zavislosti na klinickém stavu
pacientq.

Metodika: Parametr MDW byl méfen na analyzdtoru Beckman
Coulter DxH 900 a ostatni hematologické parametry na analyzatoru
Sysmex XN-9000 (S-Monovette® 2,6 mL K3EDTA). Biochemické
markery CRP, PCT a IL-6 byly vySetfeny na biochemické lince Atellica
CH 930 a IM 1300 (S-Monovette® 2,7 mL Z-Gel). Biomarker presepsin
byl analyzovén na pfistroji Pathfast (S-Monovette® 4,9 mL LH-Gel+).
Celkem bylo vyhodnoceno 36 septickych pacientl a 48 zdravych
darca.

Vysledky: Vysledky byly hodnoceny pomoci ROC analyzy. Jako
nejvice presny se ukazal parametr MDW (AUC = 0,976) v porovnani
s ICIS (AUC = 0,975) a NLR (AUC = 0,950). Vypoctena cut-off hodnota
21,01 se nachazela blizko cut-off 21,5 doporucované vyrobcem. Na
vybrané kazuistice byla ukdzana kinetika jednotlivych parametrd
sepse v zavislosti na klinickém stavu pacienta.

Zavér: Novy hematologicky parametr MDW se v nasi studii osvédcil
jako velmi senzitivni a specificky marker pfi zdchytu sepse. Ziska se
zmérenim KO+DIFF na analyzatoru Beckman Coulter DxH 900 a je
schvéleny FDA pro diagnostiku sepse. Kombinace MDW s dal$imi
markery mé velky potencidl pro ¢asnou diagnostikua predikci
prognozy sepse.

Klicova slova: sepse - MDW - zanétlivé markery - Beckman Coulter
DxH 900 - Sysmex XN-9000

MYELODYSPLASTICKE NEOPLAZIE (MDS)
S IZOLOVANOU DELECI 5Q

Radové A., Navrétilova J., Holzerova M., Urbankova H., Machova R.,
Papajik T.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Pacientisizolovanoudel(5q)-v¢. 1 pfidatnéaberacevyjmachromozomu
7 (dale 5g-) vykazujidobrou prognézu dle cytogenetického skérovaciho
systému (Schanz etal., 2012). Rozsah del(5q) je variabilni a podle
literatury maji pacienti s aberaci telomerické oblasti 5q agresivnéjsi
pribéh nemoci. Chovani onemocnéni muize byt ovlivnéno i dalSimi
faktory (mutace TP53 nebo SF3B1). Cilem této studie bylo analyzovat
soubor MDS pacientl s 5g-. Ur¢it pfidatné chromozomové aberace,
zmapovat rozsah del(5q) a vysetfit varianty v kandidatnich genech.
Vzorky kostni dfené byly vysetfeny G-pruhovanim, FISH (MetaSystems)
a arrayCGH (Agilent), pro detekci variant ve 45 kandidatnich
genech pouzita technologie MPS (lllumina). Celkem bylo béhem
21 let (2002-2023) diagnostikovano 328 MDS pacient(. Aberace
chromozomu 5 detekovéna u 111 pacientd (34 %). U 44 pacientd
prokazan 5g- (13 %), telomericka del(5q) nalezena u jediné pacientky.
ArrayCGH byla provedena u 44 pacient(, nebalancované aberace 5q
byly nalezeny u 42 pacientd. Metoda umoznila urceni CDR o velikosti
1,8 Mb v oblasti 5g32.1 (obsahuje 39 gend). Nejvétsi deletovana oblast
zaujimala 86,13 Mb. Nélezy dal3ich pfidatnych aberaci vedly k vyfazeni
2 pacientl ze souboru 5g-. Pomoci MPS bylo vysetifeno 42 pacientd,

ztoho 29 pacientll mélo alespon jednu mutaci ve sledovanych genech.
Nejcastéji se vyskytovala mutace SF3B7 (14 pacient(), zejména varianta
K700E. U jednoho pacienta byla nalezena varianta DDX41 s nejistym
vyznamem, u 5 pacientl mutovan TP53. U 13 pacientd doslo k progresi
do sAML, ale nepodafilo se identifikovat zadné jasné prediktory.
Kombinace cytogenomickych a molekularné-biologickych metod je
piinosnd pro pfesnou diagnostiku a stratifikaci pacientt s MDS.

Podporeno IGA_LF_2024_001.

ZISKANA HEMOFILIE A VE FAKULTNI
NEMOCNICI OSTRAVA

Recova L., Zeisbergerova J.2, Pulcer M.

'0ddglent klinické hematologie, Ustav laboratorni mediciny, FN Ostrava
2LFOU Ostrava

Uvod: Ziskana hemofilie A (AHA) je vzacné hemoragické autoimunitni
onemocnéni vyvolané produkci neutraliza¢nich autoprotilatek
proti endogennimu koagula¢nimu faktoru VIII (FVIII). Tyto protilatky
inhibuji aktivitu FVII, coz vede ke klinickému obrazu podobnému
vrozené hemofilii A. Krvaceni je ¢asto spontanni a zavazné az zivot
ohrozujici. Lé¢ba AHA spociva v rychlé diagnostice, zvladnuti krvéceni
a eradikaci inhibitoru pomoci imunosuprese.

Cile prace: Zaznamenat pocet pfipadl ziskané hemofilie A dia-
gnostikované ve Fakultni nemocnici Ostrava na Oddéleni klinické
hematologie Ustavu laboratorni mediciny od roku 2012 do konce
roku 2023. Data pacientl vyhodnotit se zaméfenim na vyvoj hodnot
aktivity FVIII a titru ziskaného inhibitoru FVIII (IFVII) v pribéhu
|écby AHA. Stanovit dobu eradikace IFVIII jednotlivych pacientid
a prdmérnou dobu souboru pacientl a popsat vybrané kazuistiky
pacientl s AHA.

Metodika: Diagnoza ziskané hemofilie A u pacienta bez pfedchozi
osobni nebo rodinné anamnézy krvaceni je zalozena na pocatecni
detekci izolovaného prodlouzeni aktivovaného parcidlniho
tromboplastinového ¢asu (APTT), které nelze korigovat smésnymi
testy a nasledna identifikace snizené aktivity FVIIl s prikazem
inhibitoru FVIII. Méfeni probihalo na koagula¢nich analyzatorech
Sysmex CN-6000 a Sysmex CS-5100. Celkem bylo zaznamenéano
21 pacientl s AHA za dané obdobi. Kazuisticky byly popsany a graficky
vyhodnoceny vysledky aktivity FVIII a titru IFVIIl u dvou pacientd.
Vysledky: Na zakladé ziskanych dat byla stanovena pfiblizna doba
eradikace IFVIIl kazdého pacienta s AHA. Primérny pocet dnu
eradikace IFVIII v souboru byl 110. Na vybranych kazuistikach pacientd
s AHA byla prokazana zavislost aktivity FVIII na titru inhibitoru FVIII.
Zavér: Laboratorni diagnostika ziskané hemofilie A je zalozena
na vysetfeni APTT, smésnych test(, stanoveni aktivity FVIII a titru
IFVIIl. VEasna diagnostika AHA je velmi dllezitd a neméla by byt
podcenovéna. U nékterych pacientd s AHA v dobé stanoveni dia-
gnoézy nemusi byt pritomny krvacivé projevy.

Klicova slova: ziskand hemofilie A - aktivovany parcialni trombo-
plastinovy ¢as — smésné testy — faktor VIII — inhibitor faktoru VIII
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CYTOGENOMICKA ANALYZA ABERACI
CHROMOZOMU 7 U MYELOIDNICH MALIGNIT
Rochlové K., Valerianova M.}, Mendlikova I.', Lizcova L., Pavlistova L.2,
Cermak )., Valka )., Jonasova A%, Zemanova Z.2 a Ransdorfova S!
'Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

2Centrum nddorové cytogenomiky, Ustav lékaiské biochemie a laboratorni
diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze

*1.internf klinika-klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze

Aberace chromozomu 7 patfi mezi rekurentni chromozomové zmény
u myeloidnich malignit, jako jsou myelodysplastické syndromy (MDS)
a akutni myeloidni leukemie (AML). Jejich studium ptispiva k rozsiteni
znalosti o etiologii a progresi nadorovych onemocnéni.

Cilem studie bylo mapovanizlomovych mist aaberaci chromozomu
7 pomoci cytogenomickych a molekularné cytogenetickych metod.
Vletech 2017-2024 jsme vysetiili celkem 177 vzork( kostni diené nové
diagnostikovanych dospélych nemocnych s MDS/AML, u kterych jsme
nalezli aberaci chromozomu 7. U 24 pacientt (14 %) jsme detekovali
izolovanou monozomii chromozomu 7. Samostatnou deleci dlouhych
ramen chromozomu 7 jsme prokazali u 6 nemocnych (3 %). Alteraci
chromozomu 7 v kombinaci s dal$i zménou mélo 29 nemocnych
(16 %). 118 pacientt (67 %) mélo aberace chromozomu 7 jako soucast
komplexniho karyotypu. U 92 nemocnych jsme prokazali deleci 7q,
z toho u 44 pacientl doslo ke ztraté tumor supresorového genu
EZH2(7936.1).Zmény nakratkych ramenech jsme nejcastéjilokalizovali
v oblasti 7p12, kde se nachazi gen IKZF1, jehoz deleci jsme potvrdili
u 21 pacientl. U 13 nemocnych jsme zaznamenali deleci vsech nami
vysetfovanych oblasti 7922, 7931 i 7q36. Alterace chromozomu 7 se
nejcastéji objevovala jako sou¢ast komplexnich prestaveb. Souc¢asné
jsme potvrdili zna¢nou heterogenitu zlomovych mist, a to jak na
kratkych, tak dlouhych ramenech. Viechny tyto zmény jsou spojeny
se $patnou prognoézou a rychlou progresi onemocnéni. Jejich véasna
detekce je proto zasadni pro spravné vyhodnoceni prognostického
rizika nemocnych a vybér odpovidajici terapie.

Podporeno projekty MZCR00023736 a RVO-VFN64165.

SROVNANI EFEKTU LECBY SHL A EHL

U DOSPELYCH PACIENTU S HEMOFILII A A B
PO DOBU 12 MESICU: ZKUSENOSTI Z FN
BRNO

Romanova G.', Smejkal P, Prudkova M."?, Zavielova J.!, Penka M.,
Bulikova A.'?

'Oddéleni klinické hematologie FN Brno

?Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Preparaty s prodlouzenym polo¢asem (EHL) pfedstavuji
vyznamny pokrok faktorové Ié¢by u pacientt s hemofilii A a B.

Cil: Porovnat spotiebu a pocty krvaceni celkovych (ABR) a kloubnich
(AjBR) a snizeni intravendznich aplikaci u pacientd s HA a HB pfi 1é¢bé
standardnimi preparaty (SHL) a poté po prevedeni na EHL.

Metodika: Soubor zahrnoval 24 dospélych pacientl s HA
a 5 pacientl s HB (FVIII/FIX < 2 %) lécenych 12 mésict jednim z SHL
preparatd a poté prevedenych po stejnou dobu na EHL preparaty.
PFi monitoraci byla pro vsechny SHL FVIII/FIX pouzita jednofazova
koagula¢ni metoda, pro EHL FVIII/FIX byla pouzita jak jednofazova
(OSA), tak chromogenni metoda (CSA).

Vysledky: Priimérny ABR pro SHL FVIII byl 1,46 + 1,02, po pfechodu
na EHL FVIII se snizil na 0,67 + 0,96, AjBR SHL FVIII byl 1,176 + 1,09,
po prfechodu na EHL FVIII klesl na 0,50 + 0,66. Pocet intravendznich
aplikaci se snizil z 2,76 + 0,70 na 1,88 + 0,48 tydné. Spotieba EHL FVIII
se zvysila 0 11 %. Primérny ABR pro SHL FIX byl 2,60 + 3,21 (AjBR
2,20 + 3,50), pfi EHL FIX klesl na 1,40 + 1,52 (AjBR 0,40 * 0,89). Pocet
intravendznich aplikaci se pfi 1é¢bé EHL FIX snizil z 1,8 £ 1,04 na
0,58 £ 0,33. Spotieba EHL FIX se snizila 0 29 %.

Zavér: U pacientl s HA se pii EHL ABR sniZil 2,1x (AjBR 2,4x), u pacient(
s HB se snizil ABR 2x (AjBR 3x). Spotfeba EHL tydné u HA vzrostla
pouze o 11 % se snizenim poctu tydennich intravenéznich aplikaci
(1,5%), u HB se snizila spotfeba dokonce o 29 % s trojndsobnym
snizenim poctu intravendznich aplikaci.

Podporovdno Ministerstvem zdravotnictvi, Ceskd republika-DRO (FNBr,
65269705).

IMUNOSUPRIMOVANY PACIENTU

S ANAMNEZOU NEZAVAZNE POLEKOVE
REAKCE NA KOTRIMOXAZOL: MOZNOSTI
PERORALNI INDUKCE LEKOVE TOLERANCE
Rozsivalova P12, Vedrova J.3, Mikedovéa M., Srotova A4, Maly J.2,
Radocha J.°

'Oddéleni klinické farmacie, Nemocnicni lékdrna, FN Hradec Krdlové
?Katedra socidlni a klinické farmacie, Farmaceutickd fakulta UK v Hradci
Krdlové

3 Oddeleni klinické farmacie, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha
“Ustav Klinické imunologie a alergologie, FN Hradec Krdlové

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

Uvod: Kotrimoxazol (sulfamethoxazol/trimethoprim) je lékem
volby urceny k profylaxi i terapii infekce vyvolané ubikvitarnim
houbovitym patogenem Pneumocystis jirovecii, ktery zplsobuje
tzv. pneumocystovou pneumonii (PCP). Pfi anamnéze nezavazné
hypersenzitivni reakce na kotrimoxazol mize byt pro pacienta
feSenim perordlni indukce lékové tolerance dle jednodenniho nebo
vicedenniho protokolu.

Cil: Definovat moznosti navozeni Iékové tolerance ke kotrimoxazolu
u imunosuprimovanych pacientll s anamnézou nezavazné polékové
reakce.

Metodika: Redersi publikované literatury a faktografickych databazi
a diskuzi s alergologem a klinickym imunologem byla ziskana
informace k hypersenzitivnim reakcim ke kotrimoxazolu a jejich
managementu. Déle byla ve spolupraci s alergologem definovana
moznost navozeni |ékové tolerance ke kotrimoxazolu.
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Vysledky: Jednodenni protokol perordini indukce je vhodny pro
pacienty s anamnézou nezdvazné polékové reakce, kdy se nejcastéji
jedna o izolovany makulopapulézni exantém. Uspéiné byl pouzit
u dvou pacientd. Opatrnéjsi vicedenni protokol je volen v ptipadé
reakce zdvaznéjsi, casné, suspektné IgE-mediované, charakteru
anafylaxe. Desensitizace byla Uspésné realizovana u tii pacientd.
Peroralni indukce je kontraindikovéna v pfipadé hypersenzitivni reakce
pozdniho typu — tzv. SCAR (Severe Cutaneous Adverse reactions),
mezi které patfi |ékova reakce s eozinofilii a systémovymi pfiznaky
(DRESS, Drug Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms),
Stevens-Johnsondv syndrom/toxicka epidermalni nekrolyza ¢i akutni
generalizovana exantematdzni pustuldza (AGEP). V téchto pfipadech je
vhodné zvolit alternativu — pentamidin, dapson, atovaquon.

Zavér: Validita informace o prodélané hypersenzitivni/alergické
reakcivanamnéze nemocnéhoje ¢asto nejista. Prevalence polékovych
reakci na kotrimoxazol je readlné v populaci nizsi, nez je uvadéno.
Multioborova spoluprace alergologa s Iékafem a farmaceutem je
pro pacienty v managementu peroralni indukce 1ékové tolerance
z hlediska racionalni 1écby a ucinné profylaxe PCP infekci nezbytna.

Tato prdce byla podporena grantem Univerzity Karlovy SVV 260665.

CIRCULATING PLASMA CELLS IN MULTIPLE
MYELOMA

Ruzickova T., Vlachova M.', Kotaskova J.2, Almasi M.2, Rihova L.3,
Stork M., Pour L., Sevcikova S

"Babak Myeloma Group, Department of Pathophysiology, Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno

?Central European Institute of Technology, Masaryk University, Brno
*Department of Clinical Hematology, University Hospital Brno
“Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, University

Hospital Brno

Multiple myeloma (MM) is a hemato-oncological disease
characterized by abnormal plasma cell (PCs) proliferation. In MM,
these PCs proliferate within the bone marrow, leading to bone
destruction, bone marrow failure, and the secretion of abnormal
proteins into the bloodstream. However, in some cases of MM, these
PCs can escape from the bone marrow microenvironment and enter
the bloodstream. The presence of circulating PCs (cPCs) in peripheral
blood is considered a sign of advanced or aggressive disease. It may
also indicate disease progression or relapse in patients who have
previously undergone treatment.

We investigated differences in microRNA (miRNA) expression between
bone marrow plasma cells (BMPCs) and cPCs of MM patients. Samples
of BMPCs (N = 33) and cPCs (N = 13) were subjected to next generation
sequencing, enabling comprehensive profiling of miRNA expression
patterns. Our analysis revealed four significantly (P < 0.0000000001)
differentially expressed miRNAs between BMPCs and cPCs. These
findings suggest distinct molecular profiles between BMPCs and
cPCs, indicating potential differences in the regulatory mechanisms
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underlying MM progression at different anatomical sites. Further
exploration of these miRNAs may unveil their roles in MM pathogenesis
and offer new potential therapeutic targets or biomarkers.

This work was funded by the grant of the Ministry of Health AZV NU21-
03-00076, by Conceptual development of a research organization (FNBr
65269705), by Program EXCELLES, ID Project No. LX22NPO5102.

KLONALITA VYBRANYCH
LYMFOCYTARNICH SUBPOPULACI -
TECHNICKE ASPEKTY STANOVENI POMOCI
PRUTOKOVE CYTOMETRIE

Rihova L., Bezdékova R., Véianska P., Machd M., Suska R., AlImasi M.,
Kamelander J., Vytiskova S., Bulikova A.

OKH, FN Brno

Uvod: Stanoveniklonality lymfocyt(i je nepostradatelnym vysetfenim
v diagnostice vybranych hematologickych malignit. Nejcastéjsi
analyzou je povrchova detekce lehkych imunoglobulinovych
fetezcll kappa a lambda (sk/N) u B lymfocytl (Bly) pfip. jejich
cytoplazmaticka detekce (ck/M) u plazmocytd (PC). Dostupnost MoAb
proti TCR (TRBC1 a TRBC2) nové umoznuje také identifikaci klonalnich
T lymfocytd (Tly). Optimalizace nastaveni v¢. vybéru protilatek (Ab) je
pro spravnou flowcytometrickou analyzu nezbytna.

Cil: Detekce a jednoznacné stanoveni klonality Tly a Bly v¢. jejich
diferencovanych forem.

Pacienti a metody: U 27 pacientl byla stanovena klonalita
v periferni krvi ¢i kostni dieni za pouziti vybranych kombinaci Ab:
CD4+CD20/CD45/CD8+sk/CD56+sA\/CD5+CD34/CD19+TCRAS/
CD3/CD38 ptip. CD38/CD45/sk/CD27/CD20/CD19/slgM/sA nb CD
138/CD45/CD38/CD56/CD27/CD19/ck/cA nb CD4/CD45/CD3/CD
56/CD5/TCRAS/TRBC1/CD8.

Vysledky: V ramci Bly, pfi podezieni na lymfoproliferaci, byla
v 6/10 pfipadl patologie zjevna (CD5*, CD20het, CD19het apod.)
s prikazem klonality. U 2/10 ptipadu se jednalo o subpopulaci klonalnich
Bly, kterd by béZnou analyzou nebyla odhalena, u 2/10 pacientl nebyly
identifikovany klonalni Bly. Rlizné typy k al spolu korelovaly.

Klondlni PC byly identifikovany u 5/8 pacientd, u jednoho pacienta
atypicky v rdmci CD19* PC. Probéhlo porovnani fluorochromd u Ab A
(APC-Fire750 vs. APC-H7).

Klondlni Tly byly identifikovény u 7/9 pacientd, a to zejména v ramci
CD56* NKT (LGL) populace, ¢asto bylo pfitomno nékolik klont.
Heterogenita v expresi CD8 se nepojila vzdy s pfitomnosti klonu Tly.
Vzdy se uplatnil specificky SW Infinicyt umoznujici detailni reanalyzu
ziskanych dat.

Zavér: Spravné nastaveni analytickych postupl vedoucich
k identifikaci klonalni populace lymfocytl je nezbytné nejen v dia-
gnostice hematologickych malignit, ale také pro monitorovani stavu

onemocnéni a detekci minimalni rezidualni nemoci (MRD).

Podporeno MZ CR, RVO (FNBr, 65269705).
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RACIONALNI ALGORITMUS PODANI PLNE
KRVE U PACIENTU V KRITICKEM STAVU
Sedldkova G., Krhovska P.

Oddéleni urgentniho prijmu, FN Olomouc

Uvod: PInd krev deleukotizovana je komponent pfipraveny
z odebrané plné krve odstranénim vétsiny leukocytl filtraci
pfes leukocytarni filtr. PInad krev pro transfuzi je 0 RhD negativni.
Pfinosem plné krve je jeji komplexita, slouzi jako nahrada objemu,
transport kysliku a vyznamnd je i jeji prokoagula¢ni a koagulaéni
aktivita.

Cile: Stanovenialgoritmu podaniplnékrve svytipovanim nemocnych,
ktefi budou z tohoto uziti profitovat ve srovnani s nemocnymi u nichz
byla pouzita jen erymasa.

Metodika: Bylo analyzovano celkem 76 pacient(. Z toho 38 nemocnych
dostalo pInou krev, 38 pouze erymasu. Vékovy primér byl 62,8 (57,2 PK,
68,4 ERY) pomér muzi : zeny 1,8 : 1. Primérny systolicky tlak u skupiny
pfijimajici plnou krev je 109 mmHg, po podéni 119 mmHg. Hodnoty
diastolického tlaku pfed podanim 65 mmHg, po podéani 68 mmHg.
U skupiny pfijimajici erymasu je pramérny systolicky tlak pfed podanim
106 mmHg, po podani 119 mmHg. Primérny diastolicky tlak se zménil
ze 60 mmHg na 71 mmHg. Nejcastéjsi diagnézou bylo krvaceni do
gastrointestinalniho Ustroji s rozvijejicim se hemoragickym Sokem,
v obou skupinach.

Vysledky: Priimérny vzestup hemoglobinu po podani pIné krve byl
16,8 g/l, po podanierymasy byl 9,15 g/l. Nejvyssivzestup hemoglobinu
po podani pIné krve byl 74 g/l, po podani erymasy 58 g/I.

Zavér: Podani plné krve pacientdm v kritickém stavu ma za
nasledek vétsi zvyseni hodnot hemoglobinu (g/l) nez u pacientd
pfijimajici pouze erymasu. To viak neplati o hodnotach systolického
i diastolického tlaku krve, ktery se vice zvysil u skupiny pfijimajici
erymasu nez u pacientl pfijimajicich plnou krev.

VYSLEDKY LECBY DOSPELYCH NEMOCNYCH
S AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMII -
ANALYZA DAT Z CESKE NARODNI DATABAZE
DATOOL-AML

Semerdad L., Weinbergerova B., Valka J.2, Szotkowski T.3, Jindra P4,

Z&k P.5, Novak J.5, Kofistek Z.78, Mayer J.

"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

?Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

*Hemato-onkologickd klinika FN Olomouc

*Hemato-onkologické oddeéleni, FN Plzeri

*|V.interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

®Interni hematologickd klinika FNKV, Praha

’Klinika hematoonkologie LF OU, Ostrava

éKlinika hematoonkologie FN Ostrava

Cile: Analyza redlnych klinickych dat nemocnych s AML dia-
gnostikovanych v &eskych centrech spolupracujicich v ramci Ceské
leukemické skupiny pro Zivot (CELL).

Metody: Komplexni retrospektivni analyza dat DATOOL-AML.
Vysledky: Do databdze DATOOL-AML bylo v letech 2007-2013 zafa-
zeno celkem 7021 nemocnych s nové diagnostikovanou AML (v¢.
AML M3). Median véku je 62 let, 51,9 % muzd, 17,0 % sekundarnich
AML. ELN riziko (n = 3 648) bylo: 22,2 % nizké; 43,7 % stfedni a 34,2 %
vysoké. Pro analyzu vysledkl |é¢by bylo vyfazeno 301 AML M3.
62,6 % pacientd bylo Iéceno s kurativnim zamérem, z nichz 27,8 %
intenzivni chemoterapii s nadslednou alogenni HSCT (aloHSCT); 71,1 %
intenzivni chemoterapii bez aloHSCT a 1,1 % venetoclax+azacytidin
s naslednou aloHSCT. Kurativni pfistup vedl ke kompletni remisi
u 65,5 % nemocnych s 3,6 % rizikem ¢asného umrti < 30 dni od
zahdjeni kurativni 1é¢by. Median celkového preziti (OS) u kurativné
|écenych pacientl > 60 a > 60 let byl 28,8 a 12,0 mésic. Kombinaci
venetoclax+azacytidin bez aloHSCT bylo 1éceno 11,6 % nemocnych;
48,3 % nizkodavkovanym cytarabinem nebo azacytidinem, 37,7 %
symptomaticky. Venetoclax+azacytidin v 1. linii [écby AML ved| ke
kompletni remisi u 200 (63,5 %) nemocnych s medidnem OS u viech
takto Ié¢enych nemocnych 15,4 mésicu. Lécba relapsu po prvoliniové
|é¢bé u pacientl < 60 let (n = 745) byla u 86 % kurativni s povsechnou
lé¢ebnou odpovédi (RR) 64,6 %. RR a EFS u relapsu < 1 roku,
1-3 roky, > 3 roky po prvoliniové l1écbé byly: RR - 64,2 %/80,9 %/100 %
a EFS-0,5/1,8/3,7 roku. OS vSech AML ukazuje obrazek.

Zavér: Kvalita pé¢e o nemocné s AML v Ceské republice dosahuje
urovné srovnatelné v mezindrodnim méfitku, ¢emuz odpovidaji

dosahované vysledky lécby.

Podporeno CELL, grantem MZCR-RVO (FNBr 65269705), programem
EXCELES, ID:LX22NPO5102) a projektem ERN.
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Obr. 14. Semerad L et al.Celkové prezivani vsech pacientl
s AML zafazenych v DATOOL-AML podle véku v dobé
diagnézy.

Modré prerusované ¢ary a rdmecky ukazuji mediany
celkového prezivani pacientd.
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OPTIMALIZACE EX VIVO TESTOVANI
CITLIVOSTI PRIMARNICH BUNEK
PACIENTU S NOVE DIAGNOSTIKOVANOU
AKUTNI T-LYMFOBLASTOVOU LEUKEMI{
K VENETOCLAXU A DASATINIBU

Smazik T."2, Cufik N.'3, Salek C.'4, Soukup P/, Valka J."%,

Machova Poldkova K.'3, Laznicka A."**

'Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

21.LF UK, Praha

3 Ustav patologické fyziologie, 1. LF UK, Praha

*Ustav klinické a experimentdini hematologie 1. LF UK a UHKT,

Praha

Uvod: T-akutni lymfoblastova leukemie (T-ALL) dospélych je obtizné
|é¢itelné onemocnéni, jehoz prognézu negativné ovliviiuje absence
dostupnych imunoterapeutickych modalit. Celkové pieziti v CR
dosahuje 56,8 % (Salek 2023). V pfipadé refrakterity ¢i relapsu (R/R)
nebyva zachrannd lécba Ucinna. Recentni prace prokazaly efektivitu
venetoclaxu (inhibitor BCL2) a dasatinibu (inhibitor LCK) jako
potencialnich Ié¢ebnych modalit u téchto pacientd.

Cil: Optimalizovat ex vivo testovani citlivosti primarnich bunék
k venetoclaxu a dasatinibu v ramci rozsifené molekuldrni diagnostiky
ALL jako podklad cilené Ié¢by u R/R T-ALL.

Metody: Optimalizace probéhla na liniich KCL-22 a CML-T1 a linii
odvozené od pacienta s T-ALL. Testovani primérnich bunék bylo
provedeno u 4 pacientd s T-ALL a 2 s akutni leukemii se smisenym
imunofenotypem (MPAL). Buriky byly kultivovany s venetoclaxem
a dasatinibem. Na zékladé zmén apoptézy byla stanovena LC, .
Vysledky: Stanovili jsme vychozi pocet bunék pro testovani
(1x10%/jamku), koncentrace |éciv (venetoclax 0,001-10 puM; dasatinib
0,1-10 000 nM) a dobu kultivace (72 h). Testovani primérnich
bunék prokazalo ex vivo senzitivitu k venetoclaxu u 4/6 pacientd
(LC50 0,002-0,086 puM) a k dasatinibu u 1 pacienta (LCS0 0,09 nM).
Klinicky byl venetoclax nasazen 2 pacientkdm. U pacientky s MPAL
doslovkombinacisazacitidinem po 2. cyklu kdosazenihematologické
remise, odpovéd pacientky s R/R T-ALL zatim nelze hodnotit.

Zavér: Optimalizované ex vivo testovani primarnich bunék pacient(
s T-ALL a MPAL prokazalo jejich rozdilnou citlivost k venetoclaxu
a dasatinibu. V soucasnosti rozsifujeme panel testovanych [éciv
a predpokladame jeho vyuziti jako podklad individualizované terapie
pacientl s R/R T-ALL.

Podporeno MZ CR — RVO (UHKT, 00023736).
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K HETEROGENITE MYELOBLASTU

V ROZTEROVYCH PREPARATECH KOSTNI
DRENE LEUKEMICKYCH NEMOCNYCH

A KOMERCNE DOSTUPNYCH KULTURACH
LEUKEMICKYCH BLASTU (RETROSPEKTIVNI
CYTOMETRICKA A DENZITOMETRICKA
STUDIE)

Smetana K., Mikulenkovd D.', Simec¢kova R, Karban F.2, Trnény M.?
"UHKT, Praha

21.interni klinika VFN v Praze

Jadro-plasmovy pomér je jednim z markrd stupné diferenciace
bunék kdy ubyva velikost jadra (R. Hertwig, 1903). V hematologické
cytologii se vSak ukazalo, Ze toto pravidlo ma omezenou platnost
(kupt. lymfocyty). Na druhé strané odhad velikosti jadra v buné¢ném
prostoru ukazal heterogenitu leukemickych myeloblastd v¢. stavu
kondenzace heterochromatinovych teritorii.

Pro moznost ziskani novych poznatkd byla sledovana velikost
bunécného prostoru s jadrem a stav kondenzace heterochromatinu
v ,blastech” leukemickych nemocnych i dostupnych bunécnych
kulturach leukemickych myeloblasti. Nejvétsipodil jddravbunécném
prostoru byl zachycen u myeloblastd akutnich myeloblastickch
leukemii s minimalni diferenciaci a bez maturace (MO a M1 AML).
V komerc¢né dostupnych leukemickych kulturach (Kasumi 1, HL-
60, K562) jaderny podil v bunécném prostoru myeloblastt byl
signifikantné nizsi. Jaderny podil v buné¢ném prosturu blastd
byl rovnéz nizky v myeloblastech a proerythroblastech CML,
monoblastech M4 a M5 AML, lymfoblastech CLL. Histogramy
pak ukazaly, Ze myeloblasty s jddrem zaujimajicim vice nez 90 %
bunécéného prostoru (typ 1 bezazurofilnich granul) jsou dominantnim
typem u AML MO a M1.U M2 AML, ¢i RAEB jsou méné ¢asté. U ostatnich
typl AML a CML se také vyskytuji, jejich vyskyt je vsak velmi nizky
az vzacny. Kondenzace heterochromatinu, u téchto myeloblastd je
prakticky shodna v centrdlnich i perifernich heterochromatinovych
teritoriich na rozdil od dalsich diferencia¢nich stadii. Nadto
elektronogramy ukazaly, Ze izky lem kolem jadra téchto myeloblastt
neobsahuje zadné struktury charakteristické pro dalsi diferencia¢ni
stadia. Je tedy zifejmé, Ze nejméné diferencovanymi burikami
jsou myeloblasty s jadrem vypliujicim vice nez 90 % bunécného
prostoru bez charakteristickych diferencia¢nich komponent
v cytoplasmé.

Podporeno MZd DRO IHBT 00023736.
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VROZENE TROMBOCYTOPENIE -
ZKUSENOSTI KLINIKY DETSKE
HEMATOLOGIE A ONKOLOGIE FN MOTOL
Smisek P, Sldmova L.'?, Zdrahalova K.

"KDHO FN Motol, Praha

?GENNET, Praha

Vrozené trombocytopenie jsou vzdcna geneticky podminéna
onemocnéni. V soucasné dobé je popsano nékolik desitek gend,
jejichz mutace ma kauzalni souvislost s trombocytopenii. Mutace
nékterych gend mohou byt spojeny s dalsimi symptomy (poruchy
sluchu, katarakta, nefropatie), nebo se zvysenym rizikem nadorovych
onemocnéni (mutace ANKRD26, RUNX, ETV6). Na Klinice détské
hematologie a onkologie FN Motol jsme diagnostikovali vrozenou
trombocytopenii u 21 pacientd (14 chlapct, 7 divek). Molekularné
genetickym vysetfenim jsme prokazali mutace v deseti rdznych
genech asociovanych s vrozenou trombocytopenii. Nej¢astéjsim
nalezem byla MYH9 mutace diagnostikovana u 5 pacient( (23,8 %),
mutaci ANKRD26 jsme prokdazali u 4 pacientd, mutaci WAS ve
tfech pfipadech. Pocet trombocytl u vétsiny pacientd neklesal
pod 50x10%I, hodnoty pod 30x10°/I mélo pouze 6 déti (28,6 %).
Vyznamné hemorhagické komplikace jsme zaznamenali ve tfech
pfipadech (14,3 %) - 1x pourazové krvaceni do CNS a 2x krvaceni do
gastrointestinalniho traktu. Ostatni pacienti méli jen mirné krvacivé
projevy - kozni hemorhagickou diatézu nebo epistaxi. Terapeutické
moznosti u pacientl s vrozenou trombocytopenii jsou limitované. Ve
Ctyfech pfipadech byla nutna substituce separovanymi trombocyty,
trikrat prozavazné krvacenia jednou v rdmci pfipravy pfed opera¢nim
zdkrokem. Lécbu agonisty trombopoetinového receptoru jsme
indikovali u tfech déti. Transplantaci kmenovych bunék krvetvorby
jsme neprovedli u Zzadného pacienta. VSichni pacienti zlstavaji
ve sledovani hematologické ambulance, u pacientl s rizikovymi
mutacemi je doporucovan pravidelny screening onkologickych
onemocnéni. Stanoveni diagnézy vrozené trombocytopenie je
nezbytné pro urceni adekvatniho terapeutického postupu, zaroven
mlize zamezit neindikované |é¢bé imunosupresivy, pfipadné
splenektomii. Dispenzarizace je nutna predevsim u pacientd s vyssim

rizikem malignit.

AKUTNI PROMYELOCYTARNI LEUKEMIE:
SOUCASNA LECBA A RECENTNI VYSLEDKY
V UHKT

Sobotkova M., Schwarz J., Salek C., Soukup P, Vélka J., Pecherkova P,
Vydra J.

Ustav hematologie a krevni transfize, Praha

Uvod: Akutni promyelocytarni leukemie (APL) - onemocnéni
s relativné dobrou prognézou, nicméné urgentni stav v dobé dia-
gnozy, s vysokou mirou pred¢asného umrti ¢asto v disledku krvaceni
pfi charakteristické koagulopatii. V¢asné zahajeni 1é¢by pomoci all-
trans retinové kyseliny (ATRA) + chemoterapie a moznost zaradit

do lé¢by také oxid arsenity (ATO), zvysuje podil pacientd, ktefi se ze
svého onemocnéni vylédi.

Cil: Zhodnoceni sou¢asnych postupd |é¢by APL v UHKT a aktudIni
vysledky uvedené [écby.

Metody: Soubor hodnocenych pacientl stratifikovan do tfi
prognostickych skupin s nizkym, stfednim a vysoky rizikem. Lécba
v rezimu ATRA + chemoterapie a ATRA + ATO. Hodnoceno dosazeni
kompletnihematologické a molekularniremise (CR a CRm), celkové preziti
(0S), preziti po dosazeni CR, preziti bez udalosti (EFS). Byla provedena
statistickd analyza preziti v¢. porovnani metod pomoci log-rank testu.
Vysledky: V obdobi 1/2018-12/2023 bylo v UHKT diagnostikovano
a léceno celkem 39 pacientl s APL, (z toho muzl 59 %), median
véku 45 let (18-85). CR dosazeno v medianu 39 dnli, CRm v medidnu
72 dnd. 4,5 roku od stanoveni diagndzy preziva 87 %, od dosazeni
CR 97 % pacientl. EFS (smrt, relaps) po 4,5 letech od stanoveni dia-
gnozy je 67 %. Diferenciacni syndrom byl zaznamenan u 19 pacientd
v medianu 12 dna (10-19) pfi 1é¢bé ATO+ATRA a v medianu 4 dnt
(2-19) pfi terapii ATRA+chemoterapie. Zemfielo 6 pacientd, z toho
4 v priibéhu indukce, do 15. dne od jejiho zahajeni.

Zavér: Vysoké hodnoty CR, CRm, dlouhodobé OS a EFS jsou
srovnatelné s vysledky velkych, mezindrodnich studii a bylo jich
dosazeno diky pouzité moderni terapii a spravné volbé lé¢ebného
protokolu v¢. moznosti podavat ATO. K dobrym vysledkdm pfispivaji
také pokrocilé moznosti terapie pfi reSeni komplikaci [é¢by.

KOMPLIKACE MODERNI IMUNOTERAPIE
(CAR-T A BSAB) U PACIENTU FNHK
Sokolova, T., Zavielové A., Belada D. Z&k P, Radocha J.

IV. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Uvod: Imunoterapie predstavuje revoluéni terapeuticky pfistup
soucasné éry lécby malignich onemocnéni. Nicméné i tato 1écba
ma sva Uskali, mezi které patfi imunitni komplikace — CRS a ICANS,
imunosuprese a nasledné infekce.

Metodiky: Retrospektivni analyza pacient( IV. interni kliniky FN
Hradec Kralové (01/2021-12/2023), Ié¢enych moderni imunoterapii.
Vysledky: Ve sledovaném obdobi bylo moderni imunoterapii [é¢eno
81 pacientd. 18 l1éceno CAR-T ((14/18) 77,8 % s dg. non-Hodgkinova
lymfomu (NHL), (4/18) 22,2 % s dg. mnohocetného myelomu (MM))
a 63 pacientl [é¢eno BsAb ((38/63) 60,3 % s dg. NHL, (25/63) 39,7 %
MM). Celkova incidence CRS dosahla 63 %, s maximalni zavaznosti
grade 2 u 21 % pacient(l, s nejvyraznéjsim zastoupenim u CAR-T,
Z 94,5 %. Vyskyt ICANS byl zjistén u 38,9 % pacient(, vyhradné pfi
CAR-T terapii B-NHL. Infekéni komplikace byly pozorovany u 74,1 %
pacientl, s medidnem vyskytu 79 dni od terapie. Nej¢etnéjsi typ
infekce byl COVID-19 (44 %). U obou skupin BsAb (antiBCMA/GPRC5D
a antiCD20) byl pozorovén vyskyt infekce nejvyssiho stupné
s celkovou porci infekenich komplikaci (88 vs. 81,6 %) a obdobnym
zastoupenim jednotlivych grad( (gr. 3-5: 32 vs. 31,6 %). Median
koncentrace IgG ve 3 mésicich po 1écbé byl detekovan pod hodnotou
doporucenou pro substituci u antiBCMA/GPRC5D BsAb a CAR-T.
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Zavér: Infekcni komplikace zlstavaji signifikantnim zdrojem
morbidity a mortality u pacientd Iécenych moderni imunoterapii.
Pacienti Iéceni rdznymi skupinami BsAb vykazovali odlisnou hladinu
IgG, nicméné pozorovana incidence infek¢nich komplikaci byla
obdobna.

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

THE EFFECT OF BCMA AND GPRC5D
TARGETED BISPECIFIC ANTIBODIES ON B
CELL MATURATION IN MULTIPLE MYELOMA
PATIENTS

Soucek O.' Venglar O.%%, Radova E.2, Murorova L.%, Popkova T.2,
Mihélyova J.2, Plonkova H.?, Broskevi¢ova L.%, Hajek R.2,

Radocha J.2 a Jelinek T.?

*These two authors contributed equally to this work

'Ustav klinické imunologie a alergologie, LF UK a FN Hradec Krdlové
?Klinika hematoonkologie FN Ostrava

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

Objective: Treatment of multiple myeloma (MM) using bispecific
monoclonal antibodies (bsAbs) is a modern therapy with promising
results. Infections represent an important toxicity associated with the
use of bsAbs. There are several underlying causes: i) exhaustion of
T lymphocytes, ii) humoral deficit due to depletion of B lymphocytes
and plasma cells and iii) concomitant neutropenia. However, the
incidence as well as the severity of infections depends on the type
of target molecule to which the therapy is directed. The aim of the
study was to compare the state of the B lymphocyte population
after treatment using bsAbs targeting BCMA and GPRC5D
molecules.

Methods: 14 MM patients treated with anti-BCMA bsAbs (tecli-
stamab or elranatamab) and 8 patients treated with anti-
GPRC5D (talquetamab) therapy were included in the study. Using
multicolor flow cytometry, B cell maturation was monitored
through the detection of individual developmental stages, using
antibodies against TdT, IgM, CD10, CD19, CD20, CD22, CD34, CD38
and CD45.

Results: Treatment of MM with bsAbs targeting the BCMA
molecule is accompanied by a higher proportion of the least
mature Pre-B-I lymphocytes (P < 0.0001) and very immature Pre-
B-1/Pre-B-1l lymphocytes (P = 0.016) within the B lymphocyte
population. B lymphocytes in this cohort represent only immature
cells (P = 0.0002). In patients treated with anti-GPRC5D bsAbs, all
developmental stages of B cells were detected, including mature
B cells, which were not present in patients on anti-BCMA treatment
(P < 0.0001). In the group of patients with anti-GPRC5D therapy were
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also detected low levels of IgM whereas in patients treated with anti-
BCMA bsAbs IgM levels were below the limit of detection (P =0.0005).
Conclusion: The use of bsAbs against different molecular targets
has a different effect on B cell compartment despite the same
mechanism of action due to the different immunobiological
properties of the given molecule. Thus, anti-GPRC5D treatment,
which has been shown to have a lower incidence of infections, is
accompanied with full B-cell maturation and detectable levels of
IgM in serum, while treatment targeting the BCMA molecule is
associated with blocking B-cell maturation before the cell enters
the fully mature phase and there is also a visible accumulation of the
most immature subsets. Thus, a sensitive perception of the biological
nature of the target molecule can reveal more about the effect of the
given treatment on the state of the immune system and the risk of
infection.

KOINCIDENCE CML A PH-NEGATIVNIHO
MYELOPROLIFERATIVNIHO ONEMOCNENT{
Srbova D., Schwarz J., Zizkové H., Machova-Polakova K.,
Ransdorfova S., Simec¢kova R., Campr V., Klamova H.

Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

Uvod: Soucasny vyskyt (pfitomnost) dvou klonalnich myeloproli-
ferativnich onemocnéni (MPO) u jednoho pacienta neni situaci
castou, nicméné moznou. Ne vzdy je vsak tato koincidence odhalena,
obé onemocnéni v¢as a spravné diagnostikovana a pacient dobre
|écen.

Cil: Upozornit na moznost soucasné pfitomnosti dvou MPO
u pacienta jak z pohledu diagnostiky, tak také optimalni, efektivni
1é¢by.

Metody: Popis 3 konkrétnich pfipadl - pribéhl onemocnéni
z pohledu diagnostiky a [é¢by vzdy CML + soucasné probihajiciho
dalsiho MPO, kterym byla polycytemie vera (PV), esencidlni
trombocytémie (ET) a primarni myelofibréza (PMF).

Vysledky: Pacient 1: 2014 ET, 6/2023 post-ET myelofibréza. Terapie
thromboreductin + ASA. 8/2023 CML Ph+ terapie imatinib, pro
neoptimélni odpovéd nyni dasatinib. Pacient 2: 7/2010 PV, terapie
hydoxyurea, poté interferon-alfa (IFN), nasledné ruxolitinib.
9/2021 + CML lé¢ba imatinibem, nasledné dasatinib. Docileno MMR.
Pacient 3: diagnostikovana CML Ph+ v chronické fazi. Po cytoredukci
zahdjena terapie imatinibem. Dle histologického vysetfeni KD
soucasné zjisténa primarni myelofibréza (PMF-1). Lécba rozsifena
o IFN-alfa. Dosazeno optimalni Ié¢ebné odpovédi i dobré tolerance
1é¢by.

Zavér: Potvrdili jsme jak soubéh vzdy dvou MPO u jednoho pacienta,
tak také moznosti |é¢by, kterd byla Gcinnd a dobfe tolerovand,
vyzaduje viak dostate¢nou zkuSenost a individudlni pfistup
lékare.
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MORPHOGO: ZAPOJENI UMELE
INTELIGENCE JAKO REVOLUCE

V CYTOMORFOLOGII KOSTNI DRENE
Starostka D.!, Dolezilek R.?, Kvasnicka H. M., Kudélka M.*, Wu Q.3
Miczkova P.', Juranova J.5, Kolafova S.7, Chasékova K.', Anlauf T4,
Sotkovska B., Paprota M.8, Buffa D.%, Kovac P2

"Laboratof hematoonkologie a klinické biochemie, Nemocnice Havitfov
20ddéleni patologie, Nemocnice Havifov

3 Ustav patologie a molekuldrni patologie, Univerzitni klinika Wuppertal,
Némecko

“Katedra informatiky, Fakulta elektrotechniky a informatiky, Technickd
univerzita Ostrava

5Hangzhou ZhiWei Information Technology Co, Ltd, Cina
¢Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

’Oddéleni klinické hematologie LF OU a FN Ostrava

¢0ddéleni klinické hematologie a hematoonkologie,

Nemocnice Havitov

?Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

Uvod: Cytomorfologie kostni dfené (KD) zGstava zékladem dia-
gnostické hematoonkologie. MORPHOGO je unikatni automaticky
pfistroj s certifikaci CE-IVDR, ktery je vybaven skenovacim hardwarem
a softwarem fizenym umélou inteligenci, ktery dokéaze lokalizovat,
zaznamenat a predbézné klasifikovat jaderné buriky KD a kompletovat
tak myelogram (automaticka digitalni morfologie, ADM).

Metody: Retrospektivni soubor zahrnoval 350 rutinnich natérd KD
(median véku 71 let, pfevaha muzi): reaktivni krvetvorba (30 %),
hematolymfoidni novotvary (60 %), jiné poruchy (10 %). ADM byla
provedena pfistrojem MORPHOGO ve Wuppertalu v Némecku
a porovnana s konvenc¢ni metodou. Stanoveni klasifika¢ni
konzistence bylo zaloZzeno na expertnim posouzeni a konzisten¢ni
analyze. Celularni konzistence byla urcena z konfuzni matrix; pro
kazdy bunécny typ byl vypocten Matthews(v korela¢ni koeficient
(MCQ). Klinicka konzistence byla vypoctena z klasifika¢ni konzistence
jednotlivych pfipadi s pfihlédnutim k irelevantnim misklasifikacim.
Ptipady s relevantni klinickou konzistenci < 90 % (fatalni
misklasifikace < 80 %) byly podrobné analyzovany. Pro kvantifikaci
numerickychrozdilimezikonven¢nimaautomatickymmyelogramem
byly pouzity sofistikované modely vyuzivajici multivaria¢ni similaritni
sité.

Vysledky: Kvalita obrazu byla vynikajici a mezi laboratofemi
srovnatelna. Relevantni relativni ¢etnost spravné klasifikace bunék:
95 %; vynikajici prdmérna hodnota MCC0,73276, silnd shoda > 0,7 u 72,
0% vysledkd ve. > 0,9 u 40,0 %, neuspokojivé shoda < 0,4 u 12,0 %
vysledkd (lymfoblast, prolymfocyt, promonocyt). Relevantni
klinicka konzistence: 97 % (median), relevantni klinickd konzistence
pod 90 % u 9,7 %. 5,7 % fatalnich misklasifikaci (11x B-lymfocytarni
neoplazie, 5x mnohocetny myelom, 5x AML v¢. 2x APL, 1x T-ALL);
nejcastéjsimi klasifika¢nimi chybami byly zdmény atypického
lymfocytu/blastu, plazmocytu/blastu, myeloblastu/lymfocytu
a lymfoblastu/lymfocytu. Multivariacni similaritni sité identifikovaly

3 klinicky vyznamné clustery numerické inkonzistence

konvenc¢niho a ADM myelogramu korespondujici s diagnozami
AL/CMML (klicovy atribut: myeloblast), B-lymfocytarnich neoplazii
(klicovy atribut: lymfocyt) a mnohocetného myelomu (klicovy
atribut: plazmocyt). Numerickd inkonzistence byla diagnosticky
neutrdlni, excelentni diagnostickd konkordance numerického
ADM myelogramu: 92,9. Nejcastéjsi diagnostickd diskordance
numerického myelogramu (5,7 %) se vyskytla u mnohocetného
myelomu.

Zavéry: ADM s pouzitim MORPHOGO ma obrovsky potencial pro
inovativni diagnostickou transformaci minimalizujici subjektivitu
a variabilitu hodnoceni. Metoda, ktera predstavuje zasadni zménu
diagnostického paradigmatu, je pfipravena k rutinnimu pouziti
s pfihlédnutim k definovanym limitacim. DalSi trénink Al zaméreny na
cilové typy bunék zlepsi klasifika¢ni konzistenci. Metoda poskytuje
netradi¢niainovativni komplementarni pohled na cytomorfologii KD
zvysujici kvalitu tohoto vysetieni.

Interni grant Nemocnice Havifov 2023.
Dr. Qian Wu je zaméstnancem vyrobce pfistroje Hangzhou Zhi\Wei
Information Technology Co.,, Ltd, Cina. Ostatni autofi nemayji stiet zdjmd ve

vztahu k publikaci.
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Stary J.!, Domansky J.2, Novdk Z.3, Zemanova Z.%, Zdradhalova K.,
Janotové I, Hrusak O., Frofikova E.', Trka J.!, Sramkova L., Sedlacek P.,
ZunaJ!

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

’Klinika détské onkologie MU a FN Brno

3 Détskd klinika UP a FN Olomouc

*Centrum nddorové cytogenomiky, Ustav lékarské biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. LF UK a VFN v Praze

Akutnilymfoblasticka leukemie s Filadelfskym chromozomem (Ph+ALL)
je u déti vzacnou formou leukemie s nepfiznivou prognézou. Fuzni
protein BCR::ABL, produkt translokace t(9;22) ma konstitucni tyrosin
kindzovou aktivitu, kterou Ize blokovat pfidanim tyrosin kinazovych
inhibitorl k chemoterapii. Poc¢inaje rokem 2003 jsme se zucastnili
tii mezindrodnich studii 1é¢by Ph+ALL s intermitentnim podénim
imatinibu zahdjenym po skonceni indukce ¢i jeho kontinudlnim
podanim zahajeném jiz v jejim prabéhu. Zpocatku byly vsechny
déti indikovény k transplantaci krvetvornych bunék (HSCT) v prvni
remisi (CR1). Po vyhodnoceni vyznamu ¢asné odpovédi na lé¢bu
hodnocené vysi minimalni residudlni nemoci (MRN) detekci pfestaveb
imunoreceptorovych genl byla indikace HSCT omezena pouze na
pacienty s MRN = 5x10™* 3 mésice od diagnézy. Do analyzy bylo
zafazeno 37 diagnostikovanych pacient(i do 18 let véku lécenych ve
trech pracovistich (Praha, Brno, Olomouc) v obdobi 2003-2022. Jedno
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dité mélo T lymfoblasticky lymfom, ostatni leukemii. VSech 37 déti
dosahlo kompletni remisi. 12 déti (32 %) podstoupilo HSCT v CR1.
12 déti absolvovalo indukéni 1é¢bu bez imatinibu, 4 z nich nedoséhly
remise D+33, coz nepostihlo Zaddné z 25 déti [é¢enych imatinibem
od D+8-D+15. Vysokou MRN = 5x10~* po skonceni konzolidace mélo
5 déti (vSechny bez imatinibu v indukci). Kumulativniincidence relapsu
byla 36,9 %, kumulativni incidence toxickych smrti 8,4 %. Sestilety
EFS/OS ¢inil 54,7/68,1 %. Imatinib v kombinaci s chemoterapii zlepsil
vysledky lécby déti s Ph+ALL. Nadale se ale pro zvyseny vyskyt
relapst a toxicitu 1écby jedna o onemocnéni se zdvaznou progndzou.
Kontinudlni 1é¢ba imatinibem zahdjenym jiz v indukci vyznamné
zlepsila inicidlni 1écebnou odpovéd a omezila indikaci k HSCT v prvni

remisi.

DEL(1P32) IS AN EARLY AND HIGH-

RISK EVENT IN RELAPSED MULTIPLE
MYELOMA PATIENTS WITH EXTRAOSSEOUS
PLASMACYTOMAS

Stork M."*, Ondrouskova E."*, Bohunova M.’, Boichuk I,

Fric D.", Adam Z., Krejci M.", Sandecka V., Knechtova Z.,

Radova L.>* Jelinkova Z.4, Adlerova T, Krticka M.*, Nekuda V.5,
Borsky M.!, Kotaskova J.-3, Sevcikova S.7, Jarosova M.!-3, Pour L.
*Contributed equally to this work and are joint first authors.

"'Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, University
Hospital Brno and Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno

2Central European Institute of Technology, Masaryk University, Brno
*Department of Medical Genetics and Genomics, Faculty of Medicine,
Masaryk University and University Hospital Brno, Brno

*Department of Burns and Plastic Surgery, Faculty of Medicine, Masaryk
University Brno

¢ Trauma Surgery Department, University Hospital Brno, Brno

’Babak Myeloma Group, Department of Pathophysiology, Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno

In multiple myeloma (MM), the accumulation of high-risk cytogenetic
aberrations is recognized as one of the key hallmarks related to
disease spread beyond the bone marrow, resulting in extraosseous
plasmacytomas (EMM). We analyzed paired samples of separated
bone marrow plasma cells (BMPCs) and plasmacytoma tissue plasma
cells (TPCs) from 22 EMM patients using interphase fluorescence insitu
hybridization (I-FISH),assessing IGH, t(4;14), t(11;14),t(14;16), hyperdiploidy,
del17p, 13q14, and 1p32/1g21. Moreover, we retrospectively analyzed
I-FISH data from 111 newly diagnosed EMM patients, 56 relapsed EMM
patients, and 243 MM patients without a history of EMM. All patients
were treated at University Hospital Brno between 2015 and 2024.
The 1p32/1g21 aberrations were present in 90.9% (20/22) of the EMM
patients’ paired samples. The incidence of 1p32/1g21 aberrations was
higher in TPCs than in BMPCs (81.8% (18/22) vs. 68.2% (15/22)). Del(1p32)
was found exclusively in relapsed EMM patients (in 27.3% (6/22)), with
83.3% (5/6) of cases shared between BMPCs and TPCs. In the population
study of EMM patients, we found the highest incidence of del(1p32) in
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relapsed EMM patients compared to newly diagnosed EMM patients
or MM patients without EMM (28.6% (16/56) vs. 20.7% (23/111) vs.
11.1% (27/243); P = 0.002). There was negative impact of del(1p32) on
overall survival in relapsed EMM patients (HR: 3.27 [95% Cl: 1.60-6.671;
P = 0.001). The 1p32/1qg21 aberrations are frequent findings in EMM
patients. Del(1p32) is a common and high-risk aberration in relapsed
EMM patients. Del(1p32) may play an important role during the initial
stages of EMM development.

Key words: multiple myeloma - extramedullary plasmacytomas
- cytogenetics

NU21-03-00076, Conceptual development of research organization
(FNBr 65269705), Program EXCELLES, ID Project No. LX22NPO5102;
LM2023067 funded by MEYS CR).

CIRCULATING TUMOR CELLS HAVE HIGH
PROGNOSTIC SIGNIFICANCE IN NEWLY
DIAGNOSED MULTIPLE MYELOMA
PATIENTS WITH PARASKELETAL OR
EXTRAMEDULLARY PLASMACYTOMAS
Stork M.'*, Kotaskova J.'-**, Borsky M.!, Fidrichova A,

Ondrouskova E. ', Mareckova A.!, Hrabcakova V., Rihova L.4,

Boichuk I', Adam Z., Krejci M.!, Sandecka V., Jelinek T., Popkova T.°,
Knechtova Z., Radova L.?3, Polcerova L.¢, Jarosova M.%3, Sevcikova S.,
Hajek R.%, Pour L.

*contributed equally to this work and are joint first authors

"Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, University
Hospital Brno and Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno

’Central European Institute of Technology, Masaryk University, Brno

* Department of Medical Genetics and Genomics, Faculty of Medicine,
Masaryk University and University Hospital Brno

“Department of Clinical Hematology, University Hospital Brno
*Department of Hematooncology, University Hospital Ostrava and Faculty
of Medicine University of Ostrava

¢Institute of Biostatistics and Analyses, Ltd., Brno

’Babak Myeloma Group, Department of Pathophysiology, Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno

In multiple myeloma (MM), circulating tumor cells (CTCs) can be
detected by flow cytometry in peripheral blood. MM cells can grow
outside of bone marrow forming bone-related paraskeletal (PS) or
soft-tissue extramedullary (EMD) plasmacytomas. We assessed the
prognostic impact of CTCs in 107 newly diagnosed MM (NDMM)
patients with PS (93) or EMD (14) plasmacytomas treated between
2018 and 2023 at University Hospital Brno and University Hospital
Ostrava. We evaluated a subset (N = 45) of patients with Next
Generation Sequencing combined with Interphase Fluorescence
In Situ Hybridization. Elevated CTCs counts were associated with
inferior survival in PS (PFS: HR 1.51 (95% Cl: 1.03-2.20); P = 0.033; OS:
HR 1.71 (95% Cl: 1.12 -2.62); P = 0.013) and EMD PFS: HR 1.81 (95%
Cl: 0.90-3.67); OS: HR 1.81 (95% Cl: 0.90-3.66); both P = 0.098)
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plasmacytomas. In subgroup of PS patients with higher levels
of CTCs (> 0.01%), median PFS was significantly shorter median
PFS (10.5 months (95% Cl: 4.5-18.3) vs. 22.3 months (95% Cl:
13.8-NA); P = 0.029). Additionally, higher CTCs levels correlated
with significant chromosomal and gene alterations. CTCs serve
as strong prognostic markers in NDMM patients with PS or EMD
plasmacytomas. Elevated CTCs levels were associated with
significant genomic changes, related to an aggressive disease

course.

NU21-03-00076; FNBr 65269705, OP JAK SALVAGE, reg.
¢ CZ.02.01.01/00/22_008/0004644

VYUZITI VYSOKOKAPACITNICH
SEKVENACNICH METOD PRO
CHARAKTERIZACI GENOMICKE
KOMPOZICE VICEKLONALNICH
CHRONICKYCH LYMFOCYTARNICH
LEUKEMII

Stranska K.-3, Strignerova J.2, Zavacka K."3, Bruknerova J.23,
Skuhrové Francové H.', Porc J.P.>3, Reigl T.>3, Brychtova Y., Panovska A,
Doubek M3, Navrkalova V.3, Pospisilova 5.3, Plevova K-
"Interni hematologickd a onkologickd klinika, LF MU a FN Brno
2(stav lékarské genetiky a genomiky, LF MU, Brno

3 Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), MU, Brno

U casti pacientl s chronickou lymfocytéarni leukemii (CLL) transfor-
muje soubézné nékolik klonl B lymfocytl s odliSnymi B-bunécnymi
receptory. Kazdy z klont mdze nést odlisné genomické aberace, coz
predstavuje riziko nepfiznivého klonalniho vyvoje. V nasi pfedchozi
praci jsme pozorovali, Ze se pomér klon mize v pribéhu onemocnéni
ménit a mdze dojit i k pfevladnuti plvodné minoritni populace. Dia-
gnostickym vysetfenim mutacniho statusu klonalnich pfestaveb gend
protézky fetézecimunoglobulinu (IGH) jsme v kohorté 3051 CLL pacientd
zachytili 234 pfipadud s vice klondInimi prestavbami. Tyto pfipady
zahrnovaly 209 biklonalnich, 23 triklonélnich a 2 tetraklonalni CLL; ve
160 piipadech byly koexistujici klony konkordantné mutované (105) ¢i
nemutované (55), v 74 pfipadech mély diskordantni mutacni status IGH.
U 97 pacientl bylo vysetieni provedeno opakované v case (median
¢asu mezi prvnim a poslednim vysetienim: 3,6 let). U 51 pacientt doslo
v pozdéjsich odbérech k vymizeni jednoho ¢i vice klond, u 21 pacientt
se objevil novy klon. Ve 4 pfipadech doslo k nahrazeni dominantniho
klonu jinym. Abychom ziskali hlubsi vhled do genomické kompozice
viceklondlnich CLL, analyzovali jsme nddorovou DNA reprezentativni
skupiny viceklonalnich pfipadd NGS panelem LYNX pro stanoveni
markertd nejcastéjsich lymfoidnich neoplazii, ktery umozniuje zachytit
imunoglobulinové prestavby, chromozomové aberace a mutace
vybranych gent. Klonalni proporce jednotlivych klond jsme paralelné
porovnali s vysledky amplikonového NGS pro IGH. Ziskané vysledky

poskytly ucelenou charakterizaci testovanych viceklonalnich CLL a jejich
klonélniho vyvoje.

Podporeno projekty MZ CR AZV NW24-03-00052 a RVO FNBr65269705 MSMT
NUVR LX22NPO5102, spolufinancovdno Evropskou unii — Next Generation EU.

ANALYSIS OF ALTERNATIVE THERAPEUTIC
OPTIONS FOR ACUTE MYELOID LEUKEMIA
PATIENTS RESISTANT TO VENETOCLAX
BASED ON DRUG SCREENING AND
EXPRESSION PROFILING

Stylianou F., Ladungova A, Hyl J.2 Busa D.2, Culen M 2,
Weinbergerova B.2, Mayer J.2and Smida M.'2

"Central European Institute of Technology (CEITEC), Masaryk University, Brno
2Department of Internal Medicine — Hematology and Oncology, Medical
Faculty of Masaryk University and University Hospital Brno

Acute myeloid leukemia (AML) is a poor-prognosis hematological
cancer with heterogeneous genetic aberrations. Although they are
commonly used for disease stratification, they lack the ability to predict
responses to therapy. BCL-2 inhibitor, Venetoclax (Ven), in combination
with the hypomethylating agent, Azacitidine, is recently used as
a standard care for AML patients unfit for chemotherapy. As most of
the patients develop recurrent disease, there is a significant need for
exploring alternative therapies, identifying predictive response bio-
markers and understanding the mechanisms leading to resistance.
To explore the alternative therapies for Ven/Aza resistant patients, we
assembledalargedruglibrary covering 300 clinically relevant oncology-
targeted FDA-approved drugs, including 23 drugs in combination
with Ven. These drugs were screened on a collection of AML primary
samples that failed on Ven/Aza therapy. The top effective compounds
that affected the cell viability of these resistant samples were targeting
proteasome, histone deacetylases and protein translation. In addition,
we utilized quantitative real-time PCR to compare the expression
profile of candidate genes at the time of diagnosis, refractoriness and
relapse. This revealed a deregulation of multiple pro/anti-apoptotic
genes in the resistant cells like BCL2, MCL1, BCL2AT or BIM. Also, bulk
RNA- sequencing was utilized to study the general gene expression
profiles and dysregulation of individual gene sets in Ven-resistant
samples. Finally, we are performing single-cell RNAseq to reveal the
outgrowth of resistant clones in relapsed samples compared to prior
therapy. Dysregulated genes conferring resistance will be validated on
Ven-resistant samples and the top compounds from the drug screening
will be tested on patient-derived AML xenograft mouse models.

Key words: AML - Venetoclax - resistance - refractory - drug
screening — drug libraries

This project was partly supported by grants MUNI/A/1558/2023 and project
NICR (EU program EXCELES, No. LX22NPO5102).
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IMPACT OF AML THERAPY ON NK CELL
CYTOTOXICITY

Szabova J., Kuglerova K.', Feglarové T, Jedli¢cka M."?, Janstovd L."?,
Masinova E.'2, Svubova V.'?, Fri¢ )13

'Department of Modern Immunotherapy, Institute of Hematology and
Blood Transfusion, Prague

?Charles University in Prague, Faculty of Science, Prague

*Cellular and Molecular Inmunoregulation Group, International Clinical
Research Center of St. Anne’s University Hospital Brno

Due to potent anti-cancer activity, NK cells have been tested in clinical
trials treating AML patients at various disease stages. Clinical trial using
adoptively transferred NK cells predominantly administered to patients
who either don’t respond to standard treatments or experiencing
relapse. In order to investigate the best timing of future NK cells
therapy, here we selected six compounds used for AML treatment and
assessed their impact on invitro expanded NK cells. We tested viability
and cytotoxicity of NK cells after exposing them to therapy regimens
and evaluated how these treatments influence sensitivity of targeted
leukemic cells. The goal is to identify the optimal strategy for timing of
clinical NK cell applications aligned with specific conventional therapy.
Materials & Methods: NK cells were expanded over 14 days in the
presence of irradiated K562 feeder cells and cytokines. The target
THP-1 cell line and expanded NK cells underwent a 24-hour treatment
with Cytarabine, Idarubicine, Azacitidine, Venetoclax (consistent
with a patient’s treatment strategy) and Maritoclax, Navitoclax. We
evaluated the effects of treatments using the flow cytometry.
Results and conclusions: We observed that while Azacitidine and
Maritoclax weakened the cytotoxic killing ability of NK cells, while
Venetoclax, Navitoclax, Cytarabine and Idarubicine did not show
significant changes in NK cells cytotoxicity. Our findings defined
potential synergies between therapeutic agents and cellular
immunotherapies and suggests to postpone the supportive NK
cell treatment after Azacitidine and Maritoclax treatments, while
treatment with Cytarabine, Idarubicine, Navitoclax and Venetoclax
combined with NK adoptive NK cells transfer could be beneficial.

Supported by Ministry of Health of the Czech Republic — grant nr. NU22-08-
00287 and conceptual development of research organization (Institute of
Hematology and Blood Transfusion — IHBT, 00023736).
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NETYPICKY PRUBEH ONEMOCNENT

U PACIENTA S PH+ CHRONICKOU
MYELODNI LEUKEMII (CML) S ATYPICKYM
TRANSKRIPTEM E6A2 LECENEHO STAMP
INHIBITOREM ASCIMINIBEM

Szeligova L., Stejskal L."?, Buffa D., Demel I."*, Hajek R."*

"Klinika hematoonkologie FN Ostrava

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

Uvod: CML je charakterizovana pfitomnosti translokace t(9;22)
(934;911) a vzniklym onkogenem BCR/ABL1. U vétsiny nemocnych je
pritomen transkript b2a2 resp.b3a2 (major), méné casty je transkript
ela2 (minor) ¢i e19a2 (micro). Atypické transkripty tvoii < 1 %. Jeden
znich, e6a2, je extrémné vzacny a je asociovan se Spatnou prognézou
i na l1é¢bé inhibitory tyrozinkinaz. Asciminib je prvni zastupce STAMP
inhibitor( inhibujicich kindzovou aktivitu BCR/ABL1 zacilenim na
myristoylovou kapsu.

Popis pFipadu: 62lety muzs leukocytézou s bazofilii a mirnou anémii,
kterému byla v 7/2022 diagnostikovéna Ph+ CML v akcelerované fazi
s pfitomnosti 2 typ0 fuznich transkriptd — minor ela2 a atypicky e6a2.
Lécba byla zahdjena imatinibem, po zachytu transkriptu e6a2 casné
zménéna na TKI 2. generace dasatinib. Pro nezddouci Gc¢inky
(pleuralni vypotek, dusnost) byla nutna ve 3. mésici zména lécby.
Pacient byl pro komorbidity kontraindikovan k provedeni alogenni
transplantace krvetvorby. Ve 3. linii byla zahajena 1é¢ba asciminibem
v ramci Specifického lécebného programu. Doslo k poklesu
transkriptu a bylo dosazeno hluboké molekuldrni remise na Urovni
MR 4.0. Nicméné po 10 mésicich doslo k rozvoji trombocytopenie
gr. 3 a asciminib byl pferusen. Vysetfeni kostni dfené potvrdilo
sekundérni myelodysplasticky syndrom. Po 3 mésicich preruseni
doslo k mirnému nardstu trombocytd a byla znovuzahajena lé¢ba
v redukované davce. Po dalSich 2 mésicich dochazi ke ztraté MMR
a byla zachycena mutace M244l, klinicky je nemocny stabilni. Dalsi
osud nemocného bude prezentovan.

Zaveér: Pfipad naseho nemocného s CML s atypickym transkriptem
e6a2 potvrzuje literarné popisovany agresivni pribéh
onemocnéni i na [é¢bé asciminibem. Podle nasich informaci dosud
nebylo publikovano pouziti asciminibu u CML s transkriptem
eba2.
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MANAGEMENT NEMOCNEHO

S AKUTNI PROMYELOCYTARNI

LEUKEMII, HYPERLEUKOCYTOZOU

A INTRACEREBRALNIM KRVACENIM - POPIS
PRIPADU

Szotkowski T., Cerian M., Skoumalova I., Kredatusova A., Papajik T.
Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Akutni promyelocytarni leukemie (APL) je prognosticky
nejpfiznivéjsim subtypem akutni leukemie u dospélych. Soucasné
je jednim z urgentnich stavd v hematologii, v ddsledku obligatné
pfitomné koagulopatie a s ni spojenym rizikem Zivot ohrozujiciho
krvaceni.Knejrizikovéjsiskupiné patiipacientisinicidlnileukocytézou.
Obava z krvaceni se promitd do platnych doporuceni pro lécbu:
nemély by byt provadény zadné invazivni vykony, v¢. [écebné
leukaferézy pfi hyperleukocytoze. Cilem prezentace je seznamit
zajemce s podrobnostmi protinadorové a zejména podpUrné péce
o konkrétniho pacienta.

Popis pfipadu: 22lety muz byl v bfeznu 2023 vysetfovan pro
febrilie a krvacivé projevy, s nalezem hyperleukocytézy 154x10%/I
se 74 % leukemickych promyelocytl, anémii a trombocytopenii.
Ihned byl pfijat na nasi kliniku, byla zahajena terapie ATRA
v kombinaci s cytoredukéni 1é¢bou, razantni korekce trombopenie
a koagulopatie. BEhem nocnich hodin prvniho dne hospitalizace
doslo k rozvoji kvantitativni poruchy védomi, dysartrie a poruchy
hybnosti pravostrannych koncetin. Laboratorné byl zaznamenan
dalsi narlst leukocytdzy. Stav jsme vyhodnotili jako podezieni na
leukostazu a intracerebralni krvaceni a indikovali provedeni |é¢ebné
leukaferézy. Tato byla realizovéna ve dvou procedurach (2. a 3. den),
bez komplikaci. Jiz béhem prvni leukaferézy doslo ke zlepseni
stavu védomi. Nasledné provedena pocitacova tomografie mozku
prokazala intracerebrdlni hemoragii v oblasti pravé mozeckové
hemisféry, pedikluavermis.Dalsi priibéh indukénilécby nebyl zavazné
komplikovan, pacient dosahl molekularni remise onemocnéni (mCR).
Aktudlné podstupuje udrzovaci terapii, v trvajici mCR, s minimalnim
neurologickym deficitem.

Zavér: Soucasna terapie umoziuje vylécit naprostou vétsinu
nemocnych s APL. Pfipady, kdy je onemocnéni diagnostikovano
v pokrocilé fazi, jsou nadale rizikovou situaci, vyzadujici specifickou
péci.

Podporeno IGA_LF_UP_2024_001 a MZ CR - RVO (FNOL, 00098892).

JEDEN CYKLUS BLINATUMOMABU NASLEDO-
VANY VYSOKODAVKOVANOU CHEMOTERAPII
V INDUKCNI LECBE PH-NEGATIVNI AKUTNI
LYMFOBLASTOVE LEUKEMIE DOSPELYCH -
VYSLEDKY STUDIE BLINA-CELL

Séalek C.'2, Folber F.3, Hrabovsky S.3, Kotistek Z.4, Horacek J.M.5¢,
Fronkova E.7, Cetkovsky P.'2, Trka J.”, Doubek M.2

' Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

?Ustav Klinické a experimentdini hematologie 1. LF UK a UHKT, Praha
?Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

“Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

*|V.interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

°Katedra vojenského vnitiniho lékarstvi a vojenské hygieny, Vojenskd lékarskd
fakulta Univerzity obrany, Hradec Krdlové

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

Blinatumomab je bispecifickd monoklonalni protilatka anti-CD19/
anti-CD3 indikovana v 1é¢bé relabované nebo refrakterni B-ALL a Ph-
negativni B-ALL v kompletni remisi (CR) s pretrvavajici minimalni
rezidudIni nemoci (MRN). Studie Blina-CELL zkoumd ucinek blinatu-
momabu v prvni linii 1é¢by dospélych pacientt s Ph-negativni ALL.
Po osmidenni run-in fazi byla od 12. dne Iécby podana 28denni
infuze blinatumomabu v monoterapii. Nasledovala chemoterapie dle
protokolll pediatrického typu. Primarnim cilem studie bylo dosazeni
kompletni molekularni odpovédi v 11. tydnu. Blinatumomab byl
podan 28 pacientlim s medianem véku 41 let (19-65), z nich bylo
19 muzd a 9 Zen, median poctu leukocytud pfi diagndze byl 6,2x10%I
(0,6-67,7). Jeden pacient nebyl hodnotitelny pro primarni cil z dvodu
absence cile pro sledovani molekularni odpovédi. Na konci prvniho
induk¢niho cyklu, tedy po skonceni infuze blinatumomabu, dosahlo
26/28 (93 %) pacientl CR. Primarni cil studie byl hodnocen po
skonceni 2. indukéniho cyklu: kompletni molekuldrni remise doséhlo
20 z 27 hodnotitelnych pacientt, MRN byla detekovéna u 5 pacientt
(ztohou3 pod kvantifika¢nim prahem metody < 10~#). Medidn sledovani
je 37 mésich. Celkové preziti ve 2 letech ¢itad 86 %, preziti bez udélosti
ve 2 letech je 75 %. Z udalosti bylo zaznamenéno primarné refrakterni
onemocnéni 2x (v obou pfipadech prokazan fenotyp BCR::ABL1-like),
hematologicky relaps 1x, molekularni relaps 3%, relaps v CNS 1x,
sekundarni myelodysplasticky syndrom 2x. Zemrelo 6 pacientd,
z toho jeden v CR na infekci COVID-19. K transplantaci bylo indikovédno
7 nemocnych. Podani blinatumomabu v indukci Ph-negativni B-ALL je
bezpecné a navozuje vysoké procento molekuldrnich remisi.

Transfuze Hematol Dnes 2024; 30(Suppl 2)
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EXPRESSION PROFILING OF MICRORNAS
ENRICHED IN SMALL EXTRACELLULAR
VESICLES ISOLATED FROM PLASMA OF
BONE MARROW OF MULTIPLE MYELOMA
AND EXTRAMEDULLARY DISEASE

Sevcikova S.', Vlachova M.', Ruzickova T., Kotaskova J.2, Almasi M.3,
Rihova L.3, Stork M.%, Pour L.*

"Babak Myeloma Group, Department of Pathophysiology, Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno

2Central European Institute of Technology, Masaryk University, Brno
*Department of Clinical Hematology, University Hospital Brno
“Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, University
Hospital Brno, Brno

Multiple myeloma is the second most common hematological
malignancy of the elderly. It is characterized by bone marrow
infiltration by malignant plasma cells. These cells are heavily
dependent on the bone marrow microenvironment. In certain
cases, these cells lose this dependence and migrate out of the bone
marrow — so-called extramedullary disease (EMD). There is primary
EMD (found at the time of MM diagnosis) and secondary EMD (at
the time of MM relapse). Also, EMD may be divided into paraskeletal
(partial dependence on the bone marrow) and extraskeletal EMD
(independence on the bone marrow). We used next-generation
sequencing to profile microRNA, short non-coding RNA, found in
exosomes of the bone marrow microenvironment in MM vs EMD
patients. We found several microRNAs that are dysregulated in
these two groups of patients and performed correlation with clinical
data.

This work was funded by the grant of the Ministry of Health AZV NU21-
03-00076, by Conceptual development of a research organization (FNBr
65269705), by Program EXCELLES, ID Project No. LX22NPO5102.

FEKALNI MIKROBIALNI TERAPIE

U PACIENTA PO ALOGENNI
TRANSPLANTACI KMENOVYCH BUNEK
Slehofer P, Kabatova Maxova K., Karas M.

HOOALO JIP

Fekalni mikrobialni terapie, fekalni bakterioterapie, nékdy také
transplantace stolice. To vie jsou vyrazy pro podani darcovské
stfevni mikrobioty od zdravého a podrobné vysetfeného jedince
do traviciho traktu pacienta s dysbiézou. Indikaci k FMT je v Ceské
republice prozatim recidivujici infekce zplsobené Clostridioides
difficile, zpUsobujici tézké prijmy a rozsahlé postizeni traviciho
traktu. V soucasné dobé probihd intenzivni vyzkum vyuziti FMT
u pacientl podstupujicich alogenni transplantaci kostni dfené.
Soucasti nasi prace je prezentace kazuistik nékterych nasich pacientt
podstupujicich alogenni transplantaci kostni diené, u nichz z divodi
komplikaci ¢i rizika rozvoje komplikaci transplantacni 1é¢by byla
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provedena FMT. Soucasti prezentace je podrobny popis komplexniho
postupu provedeni FMT, ktery zac¢ina vysetfenim darce, pfipravou
produktu a pokracuje samotnou aplikaci. Dale se zaméfujeme na
samotnou toleranci, pribéh a efekt provedené FMT. Nase zkusenosti
téz porovnavdme s vysledky dosud publikovanych praci zabyvajici
se FMT na poli alogennich transplantaci. Na zakladé publikovanych
dat a nasich zkusenosti se FMT mUze stat vyznamnou léc¢ebnou
modalitou, kterd maze byt vyuzita u nékterych komplikacialogennich
transplantaci krvetvornych bunék.

MYELOPROLIFERACE

V NOVOROZENECKEM VEKU

Sradmkova L., Smisek P, Sukova M.}, Hrusék O.!, Novéakova M.,
Zaliova M.}, Trka J.!, Janotova I, Domansky J.2, Novék Z.3, Timr P4,
Kuhn T.%, Votava T.5, Mourkova H.7, Hak J.8, Stary J.!

"Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha
?Klinika détské onkologie FN Brno

3 Détskd klinika FN Olomouc

“Détskd oddeéleni, Nemocnice Ceské Budéjovice

*Klinika détského lékarstvi FN Ostrava

°Détskd klinika FN Plzeri

7 Détské oddéleni, Masarykova nemocnice, Ustf nad Labem
8Détskd klinika FN Hradec Krdlové

Myeloproliferace v novorozeneckém véku mulze byt spojena
s nehematologickymi pricinami (infekce, hypoxie), transientni
abnormdélni myelopoezou (TAM) u Downova syndromu (DS)
avsak i s nékterymi vzacnymi jednotkami jako je transientni
myeloproliferativni onemocnéni (TMD) u déti bez DS, transientni
juvenilni myelomonocytéarni leukemie (JMML-like) asociovand
s RASopatiemi nebo kongenitdini akutni myeloidni leukemie
(AML).

Hodnotili jsme obdobi 6/2010-12/2023, kdy jsme v Ceské republice
diagnostikovali celkem 32 déti s myeloproliferaci v novorozeneckém
obdobi. TAM jsme potvrdili u 22 déti, JIMML-like u 2, TMD u non DS
pacientl u 4, myelosarkom (klze) se spontanni remisi u 1 ditéte,
a kongenitélni AML u 3 pacientd. Vsichni pacienti s TAM méli blasty
morfologicky a cytometricky typu M6/M7, 18 222 mélo GATAT mutaci.
Léceni byli 3 pacienti, zemfeli 2 pacienti po obrazem multiorganového
selhani. Naslednou AML vyvinulo 7 pacientl, vsichni AML
M7 v typickém véku do 3 let. TMD u non DS bylo zjisténo u 4 pacient(,
vsichni méli normalni karyotyp, u 2 byla prokdzdna GATA1 mutace
(1% s trisomii 21 v myeloidnich prekurzorech), u 1 dosud nepopsana
a pravdépodobné kauzalni PLAGL2::GATAT fuze, u 1 jsme molekularni
podstatu zatim neobjasnili. VSichni pacienti Ziji bez potfeby |écby,
nikdo nevyvinul AML. Kongenitalni AML jsme diagnostikovali
u 3 pacientl ve véku 3-17 dni, morfologicky M4/M5, viichni méli
popsanou rekurentni fuzi (KAT6:LEUTX, MLL::ABI1, MLL::AF9). VSichni
byli 1éCeni intenzivni chemoterapii. Novorozenec s KAT6:LEUTX fuzi
zemfrel kratce po zahdjeni [écby pod obrazem kardidlniho selhani
pfi masivni infiltraci myokardu, obé déti s MLL fuzi ziji v CR1, jedno
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po provedené alogenni transplantaci kostni dfené. Strategie dia-
gnostického algoritmu u novorozence s myeloproliferaci zacina
vzdy morfologii a pritokovou cytometrii periferni krve, urgentnim
stanovenim karyotypu a vysetfenim GATAT mutace i u fenotypicky
nenapadnych novorozencll a pokracuje pfi negativnim vysledku
stanovenim celého panelu genl asociovanych s AML a RNAseq
event. genetickym vysetfenim zaméfenym na RASopatie. Terapie
je pfisné individudlni se zohlednénim klinickych a laboratornich
nalez{. U pacientd s TAM/TMD a orgdnovou dysfunci je indikovén
nizkodavkovany cytosinarabinosid, u pacientd s AML intenzivni
chemoterapie, avsak v jejim casovani je nutné zohlednit mozné

spontanni remisi u nékterych AML.

Podporeno MZ CR — RVO, FN v Motole 00064203.

ZHODNOCENI VYSLEDKU

ALOGENNICH TRANSPLANTACI OD
HAPLOIDENTICKYCH DARCU U PACIENTU
S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM
Stastna Markova M., Novakova L., Koubovéa M., Cemusova B.,
Vélkova V., Vitek A., Cermak J., Cetkovsky P., Mertova J., Vydra J.
UHKT, Praha

U myelodysplastického syndromu je alogenni transplantace stale
jedinou léc¢bou s kurativnim potencidlem. Zavedeni potransplan-
tacniho cyklofosfamidu jako profylaxe GVHD umoznilo uziti
haploidentickych darct a dale zpfistupnilo transplantaci. Presto je jeji
Uspésnostlimitovana peritransplantacnimikomplikacemiapredevsim
potransplantacnimi relapsy. Vystava otazka, zda néktery typ dércd
neni lepsi pfi prevenci téchto komplikaci. Zhodnotili jsme vysledky
transplantaci u MDS pacientd mezi lety 2014-2023. Hodnoceno
117 pacient(, 12 shodnym sourozencem (MSD), 77 nepiibuznym
shodnym darcem (MUD) a 28 darcem haploidentickym (HID). Byly
pouzity identické pfipravné rezimy. Myeloablativni: busulfan,
fludarabin, redukované: fludarabin, cyklofosfamid, melfalan ¢i
fludarabin, treosulfan. Pacienti v redukovanych rezimech tvofili
ve vsech skupinach pfiblizné polovinu. Jako GVHD profylaxe
byl pouzit potransplanta¢ni cyklofosfamid (PtCy) u vsech HID
a u 31z MUD transplantaci. U zbylych MUD bylo pouzito ATG. U MSD
pouze kalcineurinovy inhibitor s MMF. Celkové preziti v jednom
roce u MSD, MUD a HID bylo 82 %, 83 % a 93 %, a ve 3 letech 71 %,
72 %, and 73 %, bez vyznamného rozdilu. High-grade MDS (EBT,
EB2), OS v 1 roce 66 % (MSD), 80 % (MUD) a 81 % (HID), ve 3 letech
44 %, 71 % a 69 % s trendem ke statistické vyznamnosti (p = 0,08).
U vysoce rizikovych pacientl podle IPSS-R bylo pozorovéno lepsi
celkové preziti u HID v 1 roce 94 vs. 69 % MSD+MUD a 80 vs. 61 %
ve 3 letech (p = 0,05). Mezi skupinami nebyl pozorovan zadny rozdil
vincidenci GVHD ani relapsu. U MDS pacientt vede HID transplantace
k podobnym vysledkdim jako MSD a MUD. HID transplantace
by mohly mit vyhodu u vysoce rizikovych pacientl podle
IPSS-R.

REDUKOVANY PRIPRAVNY REZIM

S TREOSULFANEM PRED PRVNI

ALOGENNI TRANSPLANTACI U PACIENTU

S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM
(ZKUSENOSTI CENTRA)

Stevkova J.!, Zavielova A, Radocha J.', Visek B, Lanska M., Zibfidova K,
Bélohlavkova P!, Kupsa T, Hora¢ek J.M., Cermakova E 2, Zak P!

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

2(stav lekarské biofyziky, LF UK, Hradec Krdlové

Uvod: Provedenialogennitransplantace perifernich kmenovych bunék
(aloTPKB) je zatizeno peritransplantacni mortalitou, kterou ovliviuje
i toxicita pfipravného rezimu. Proto volime v indikovanych pfipadech
rezimy s redukovanou toxicitou (RTC). V nasi skupiné byl aplikovan RTC
s treosulfanem (Treo). Cilem bylo zhodnoceni jeho ucinku a toxicity.
Metodika: Jde o retrospektivni analyzu vsech pacientd s myelo-
dysplastickym syndromem (MDS) u kterych byla provedena aloTPKB
v letech 2018 az 2023 s RTC s Treo na nasem pracovisti.

Vysledky: V daném souboru bylo 14 nemocnych s MDS (8 s MDS/AML,
z toho 1 s therapy-related, 3 s MDS EB 1, T s MDS/MPU, 2 s MDS, MLD).
Median véku byl 58 let (40-68 let), v souboru bylo 11 Zen a 3 muzi.
U4/14pacientt (29 %) byl darce pfibuzny,u 10/14 pacientl (71 %) byl darce
nepiibuzny. HLA shoda byla u 1/14 pacientt (7 %) 8/10 u 3/14 pacientt
(22 %) 9/10 a u 10/14 pacientl (71 %) 10/10. Pfed podanim RIC bylo
8 /14 pacient( (57 %) v remisi a remise nedosahlo 6/14 pacient( (43 %).
13 pacientm (93 %) byl podan RIC ve slozeni treosulfan, fludarabin,
thymoglobulin, pouze 1 pacientovi (7 %) byl podan PTCY z divodu HLA
shody 8/10. Median doby sledovani byl 18,6 mésice (1,6-25,3 mésice).
Relaps byl prokazan u 1/14 pacientt (7 %). Na transplantacni komplikace
zemreli 3/14 pacientt (21 %) (@GvHD s infekénimi komplikacemi). Median
celkového preziti nebyl dosazen, 1leté preziti je 71 %.

Zaveér: RTC s Treo je bezpecnym a efektivnim rezimem pied aloTPKB
u pacientd s MDS.

Podporeno MZ CR — RVO (FNHK, 00179906) a programem Cooperatio, védni
oblast ONCO.
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VYSETRENI MYDS88 L265P A IL-10

V MOZKOMISNIM MOKU U DIFUZNIHO
VELKOBUNECNEHO B-LYMFOMU

V CENTRALNI NERVOVE SOUSTAVE

Suri A2, Kozak T.2, Kalinova M.2#, Mocikova H.'2
"Hematologickd klinika FNKV, Praha

?3.LF UK Praha

?Laborator genomické mediciny, Centrdini laboratore FNKV, Praha
“Ustav patologie FNKV, Praha

Standardem diagnostiky lymfomového postizeni centralni nervové
soustavy (CNS) je magnetickd rezonance (MR) mozku, biopsie mozku
avysetienimozkomisnihomokupomociprdtokové cytometrieacytologie.
V pripadech, kdy je pfitomna neurologickd symptomatologie, ale biopsii
mozku nelze provést a pritokova cytometrie a cytologie mozkomisniho
moku nejsou vytézné, k prikazu infiltrace CNS difuznim velkobuné¢nym
B-lymfomem je vhodné pouzit kombinaci biologickych markri jako je
piitomnost mutace p.(L265P) MYD88 (myeloid differentiation primary
response 88) azvysené hladiny IL-10 (interleukin-10) v mozkomisnim moku.
Kombinovana analyza mutace MYD88 p.(L265P) a IL-10 v mozkomi$nim
moku ma senzitivitu 94 % a specificitu 98 % v inicialni diagnostice
primarniho CNS lymfomu (PCNSL) a podobnou senzitivitu a specificitu
vrelapsu (Ferreri A, etal. Br JHaematol 2021). Vyznam vysetfeni kombinace
vyse uvedenych markrd v klinické praxi potvrzuje pfipad 74leté
pacientky s se syndromem pontocerebeldrniho koutu, vestibulopatii,
paleocerebelarnim syndromem, dysartrii, dysfagii, poruchou motoriky
a kognitivni poruchou. Infiltrace hlavovych nervi |, 1ll, V., ganglion Gasseri
oboustranné, VIl oboustranné, tvrdé pleny, kiidla kosti klinové vpravo,
hypotalamu a tureckého sedla podle MR mozku neumozriovala provedeni
biopsie. Cytologie a priitokova cytometrie mozkomisniho moku byly
neprikazné z hlediska lymfomové infiltrace. V opakovaném odbéru
mozkomisniho moku byla i pfes pouZziti kortikoterapie prokazana mutace
MYD88 p.(L265P) metodou alelové/mutacné specifické PCR a zvysena
hladinalL-10 (388 pg/ml) metodou CLIA. Tyto nalezy potvrdily lymfomovou
infiltraci CNS a pacientka zahdjila kombinovanou imunochemoterapii
rituximabem, metotrexatem a prokarbazinem.

Zavér: Vysetieni mutace MYD88 p.(L265P) a IL-10 v mozkomi$nim
moku je dostupna, rychla a spolehlivda metoda k prikazu PCNSL
v Uvodni diagnostice a v relapsu.

IMMUNOMODULATORY ENVIRONMENT OF
BONE MARROW NICHE IN ACUTE MYELOID
LEUKEMIA

Svubova V.2, Jedlicka M.'2, Szabova J.2, Feglarova T.2, Janstova L."?,
Masinova E.'?, Trsova |."%, Kundrat D.!, Dostalova-Merklova M.}, Fri¢ J.'-3
"Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague

2Faculty of Science, Charles University, Prague

*International Clinical Research Center, St. Anne’s University Hospital Brno

Introduction: Cellular immunotherapy of acute myeloid leukemia
is a promising future treatment strategy. Specifically, adoptive
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transfer of invitro expanded NK cells is among the investigated
strategies. This project is focused on some limitations of NK cells
efficiency, addressing the immunomodulatory microenvironment
of acute myeloid leukemia. The microenvironment has potential
impact on therapeutically administered effector immune cells. We
are addressing the general effect of the leukemic BM environment
and the influence of transforming growth factor  (TGF-f) on effector
immune cells entering the BM niche. The aim of this study is to
develop arealistic in vitro model of leukemic niche using available cell
lines in order to describe the cytokine profile and general conditions
resembling the situation invivo.

Materials and methods: Leukemic cells as well as MSCs were pre-
cultivated (IMDM/RPMI) before effector NK cells were introduced.
Experiments were performed after a 14-day invitro expansion of NK
cells (X-VIVO media, FBS) acquired via magnetic separation (AutoMacs)
from healthy donors. Cytotoxicity was measured via flow cytometry
(Aurora Cytek). RNA sequencing was conducted on NovaSeq
6000 instrument (Illumina). Human recombinant TGF-f (RnD) was used.
Results and conclusions: Exposure of NK cells TGF-f significantly affects
NK cell expression of genes responsible for cytotoxicity, proliferation
and migration in a time-dependent manner. Leukemic cells in a co-
culture induce increase in TGF-f production in MSCs. Leukemic cells are
effectively protected by BM niche against NK cell-mediated cytotoxic
elimination. 2D invitro model cultures of the leukemic BM niche are
suitable for testing immunotherapeutic products.

Supported by Ministry of Health of the Czech Republic — grant nr. NU22-08-
00287 and conceptual development of research organization (Institute of
Hematology and Blood Transfusion — IHBT, 00023736).

POTRANSFUZNI REAKCE HLASENE
NA TO FN PLZEN V OBDOBI 2014-2023
Tichackova J., Slechtové P, Pechmanova A., Hereinova P.
Transfuzni oddéleni, FN Plzen

Uvod: Potransfuzni reakce (PTR) jsou neocekavané nezadouci G¢inky
souvisejici s podanim transfuznich pfipravkd (TP). LékaF klinického
pracovisté provadéjici transfuzi zaznamendva a hlasi PTR ZTS/KB v¢.
stupné jejich klinické zavaznosti. Cilem prace bylo sledovat vyskyt
vsech nezadoucich reakci u pfijemct TP béhem 10 let a posoudit, zda
zmény ve vyrobé vedly k jejich poklesu.

Metodika: Statistické zpracovani poctu hlasenych PTR na TO FN Plzen
v letech 2014-2023, vyskyt reakci v zavislosti na po¢tu podanych TP
dle typu (erytrocyty, trombocyty, plazma). Analyza jednotlivych typtd
nezadoucich GcinkU transfuze a zastoupeni zavaznych reakci.
Vysledky: Vyskyt PR v zavislosti na po¢tu podanych erytrocytarnich
TP v obdobi 2014-2019 kolisal kolem 0,10-0,14 %, od roku 2020 po
zavedeni 100% deleukotizace erytrocytt doslo k poklesu PTR na cca
0,07%. Po zavedeni 100% deleukotizace a ndhradnich roztokd (roku
2019) je rovnéz evidentni nizky pocet PTR u trombocytl (0-0,09 %).
Cetnost PTR po plazmé se pfilis neménila. Nej¢astéjsim typem PTR
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byly reakce alergické. V obdobi 2013-2022 bylo hldseno 23 zavaznych
PTR (cca 7 %), 1x byla hldsena zdména pacienta na oddéleni a podani
ABO inkompatibilnich erytrocytl (roku 2022). Nebyl zaznamenén
zadny pfipad pfenosu infekénich chorob.

Zavér: Ve sledovaném obdobi doslo k postupnému poklesu
poctu hlasenych PTR po podéni erytrocytarnich i trombocytérnich
pfipravkd predevsim v disledku postupné deleukotizace, u trom-
bocytt i v disledku jejich resuspenze v nahradnich roztocich. Pocty

nezadoucich reakci po plazmé se pfilis neménily.

DULEZITOST POHYBOVE AKTIVITY BEHEM
HOSPITALIZACE NA HEMATOONKOLOGII
Toman D.

Klinika hematoonkologie FN Ostrava

Lécba pacientli s hematoonkologickym onemocnénim predstavuje
fadu dni hospitalizace. Obvykle béhem lé¢by dochazi ke snizeni
fyzické aktivity, necinnosti a zavislosti na pomoci druhych. Fyzicka
aktivita a cvi¢eni maji solidni teoreticky zdklad a existuje silny
dikaz o jejich vlivu na snizeni zatéze symptom? a zlepseni fyzické
funkce u onkologickych pacientd, coz vede ke zlepSeni kvality Zivota
souvisejici se zdravim. Zahrani¢ni ¢lanky dokazuji, ze fyzicka aktivita
hraje dllezitou ulohu pfi Ié¢ebném procesu. American College of
Sports Medicine (ACSM) piimo uvadi doporuceni, ze by tito pacienti
méli cvicit 150 min mirného cvi¢eni nebo 75 min intenzivniho cviceni
kazdy tyden. Na Klinice hematoonkologie FNO bereme cviceni
jako nastroj pro volny cas klientd béhem hospitalizace. Pfi pfijmu
dostavaji klienti edukacni material, jehoz soucasti je zaznam fyzické
aktivity. Podrobné cvicebni ndvody ma kazdy pacient k dispozici
na pokoji. Cvicebni pomucky jsou individuélni, krom recumbentu.
Zaskoleny personal motivuje klienty k pohybové aktivité a pravidelné
za klienty dochazi. Klienti jsou seznameni s vyhodami, které fyzicka
aktivita béhem terapie predstavuje. Sdileni rad mezi fyzioterapeuty
a oSetfovatelskym personalem mulze pomoci vybudovat kvalitn{
odbornost, aby pacienti méli k dispozici individualni plan, davéru
ajistotu, a tim se vice podileli na svém uzdraveni.

Klicova slova: fyzicka aktivita — pohyb - rakovina

VYSETRENI PREDISPOZICE K MYELOIDNIM
MALIGNITAM POMOCI METOD
GERMINALNIHO I SOMATICKEHO
SEKVENOVANI NOVE GENERACE

Trizuljak J."2, Mrkvova Z.!, Kvetkova A.", Semerad L., Vrzalové Z.2,
Jeziskova |.', Folta A.!, Weinbergerova B.!, Doubek M."2, Mayer J.!
'Interni, hematologickd a onkologickd klinika FN Brno

2Stredoevropsky technologicky institut

Uvod: Myeloidni malignity s germinélni predispozici se v roce
2016 staly soucasti WHO klasifikace myeloidnich neoplazii a jejich
vyznamu je od té doby vénovana zvysend pozornost. Projevuji se

Casto jiz pred rozvojem nadorového onemocnéni cytopeniemi,
selhanim kostnim diené, nebo dysmorfickymi rysy. Vrozené
myeloidni malignity zachycujeme cilenym genetickym vysetfenim
zarodecné linie, ale s rozvojem rutinniho NGS somatického castokrat
i jako sporadické pfipady.

Pacienti a metody: V letech 2018-2023 jsme metodou celo-
exomového sekvenovani (WES) vysetfili 22 pacientl z 21 rodin
s podezienim na familidarni MDS/AML. V tomto souboru jsme ve
3 pfipadech odhalili kauzalni mutaci asociovanou se zvy$enym
rizikem MDS/AML. Obdobné mutace jsme odhalili v dalsich
5 rodindch, i kdyz primarni indikace byla jina (familidrni neutropenie,
trombocytopenie aj.). Dale jsme v rozsahlém souboru pacientd,
ktefi byli vstupné vysetieni somatickym NGS panelem, identifikovali
15 pacient( s variantami s vysokou alelovou frekvenci v genech
predisponujicich k MDS/AML, které se v remisnich vzorcich prokazaly
jako germinalini.

Diskuze: Nejcastéji mutovanym genem v nasem souboru byl DDX41,
ktery zpusobuje familiarniMDS/AML s pozdnim nastupem a predilekci
muzského pohlavi. V dalSich pfipadech jsme detekovali mutace
spojené s familidarnim onemocnénim trombocytl a myeloidnimi
malignitami, vrozenou neutropenii ¢i vrozenou plicni fibrézou se
zvydenym rizikem hematologickych malignit, a dalsi syndromy.
Detekce kauzélnich variant v genech pro vrozené myeloidni malignity
vede ke sledovani rodinnych pfislusnikd a zménam managementu
pacient(l, zejména v piipadé vybéru darch krvetvornych bunék pro
alogenni transplantaci krvetvorby.

Projekt byl podporen MZ CR grantem DRO (FNBr, 65269705), MU
grantem MUNI/A/1558/2023, grantovym projektem A-CG-G-T z EFRR
(CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008448) a projektem ERN.

MUTACNI VARIANTY V GENU

SF3B1 U PACIENTU S MDS MAJI SPECIFICKY
TRANSKRIPTOMICKY PROFIL

Trsova 1.2, Hrustincova A", Belickova M., Kaisrlikova M."3,

Lenertova Z.'3, Kundrat D., Krej¢ik Z.', Vesela )., Cermak J.,
Jonasova A.%, Dostélova Merkerova M.

"Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

2Prirodovédeckd fakulta, UK Praha

*1.LF UK Praha

*Prvniinterni klinika, VFN v Praze

Myelodysplastické neoplazie (MDS) je onemocnéni hematopoe-
tickych kmenovych bunék s vysokym rizikem transformace do AML.
Mutace v sestiihovém aparatu najdeme zhruba u 50 % pacientd
s MDS, z nichz 30 % mé& mutaci v genu SF3B1. Tato studie se zabyva
klinickymi a molekuldrnimi charakteristikami MDS s odliSnymi
variantami mutace v genu SF3B1. V ramci studie byl analyzovan
transkriptom 146 MDS pacientl (CD34+ bunky kostni diené) a ¢ty
isogennich vzork( linie NALM6 s odliSnymi variantami mutace v genu
SF3B1 (wildtype, K700E, K666N a H662Q; upravené CRISPR/Cas9).
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Vysledky ukazaly, ze MDS pacienti s variantou K700E preZivaji déle
bez progrese nez pacienti s jinymi variantami mutace. Analyza
sestiihu vypovida o tom, Ze varianta K700E ma podobny profil jako
wildtype, na rozdil od mutaci K666N a H662Q, které sdili podobné
sestfihové charakteristiky. Nejvyznamnéjsi zmény v sestfihovych
udalostech byly nalezeny v kategorii zadrzenych intrond, které
byly ¢astéji nachazeny zejména u K666N/E v porovnani s K700E,
a to jak u NALM6 linii, tak u pacientd. Vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi variantami byly pozorovéany také u genové exprese.
U varianty K700E oproti ostatnim bylo zjisténo nabohaceni gend pro
mitochondridlni elektronovy transport, bunécny cyklus, proliferaci
nebo diferenciaci hematopoetickych kmenovych bunék. Dale
byla u linie NALM6 s K700E variantou zménéna exprese mnoha
mitochondridlnich genl. Nase data podporuji hypotézu, ze na
pozitivni prognézu MDS pacientd s mutaci v SF3BT ma vliv pouze
varianta K700E, zatimco ostatni varianty mohou mit negativni dopad.
Prognosticky vyznam rliznych variant mutaci v genu SF3B7 u MDS by
mél byt podrobnéji studovan.

Podporeno MH CZ-DRO (00023736).

SOUCASNE LABORATORNI MOZNOSTI
STANOVENI ADAMTS13

Ulehlova J., Haninova M., Slavik L., Prochazkova J., Hlusi A.
Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Doba, kdy byla TTP diagnostikovédna hlavné na zakladé
klinické manifestace choroby skoncila implementaci stanoveni
ADAMTS13 aktivity. Hladina ADAMTS13 pod 10 % je v soucasné dobé
jasnym diagnostickym kritériem pro diagnostiku TTP.

V soucasné dobé mame spolehlivé ELISA metodiky jak pro
ADAMTS13 aktivitu, tak pro ADAMTS13 inhibitor, v posledni dobé
mame také nové chemiluminiscen¢ni metodiky (CLIA) a stanoveni
aktivity ADAMTSS13 aktivity pomoci analyzatoru ceveron alpha 100S.
Cil prace: Cilem nasi prace bylo posoudit pouzitelnost metod v readlné
praxi a to jak z pohledu ¢asové naroc¢nosti, tak kvality vysledku.
Metody a soubor pacientii: 50 vzorkd od pacientd s podezienim
na TTP bylo v rdmci diagnostického procesu vysetieno ELISA / CLIA
a fluorescen¢ni metodikou. Metody ELISA jsme pouzili jako zlatého
standardu ke stanoveni ADAMTS13 aktivity a ADAMTS13 inhihibitoru
pro srovndni s CLIA a stanovenim na analyzatoru ceveron alpha 100S
Vysledky: Z hlediska stanoveni diagnézy bylo hodnoceno
50 vysledku. Porovnali jsme u nas dostupné tfi metody na stanoveni
ADAMTS13 aktivity. Z hodnoceni celkového souboru je ziejmé, ze
rozdily kvantitativnich metod jsou minimaini a klinicky nevyznamné.
Prezentace bude doplnéna o dva kazuistické pfipady.

Zavér: Diagnostika TTP pomoci testu aktivity a inhibitoru
ADAMTS13 zlistava narocnym laboratornim problémem a vyzaduje

znacné zkusenosti na pracovisti a zaskoleni personalu. Nové
technologie vsak oteviraji moznost diagnostikovat TTP na Sirokém
spektru pracovist. Postupy by vsak mély byt podrobné validovany
a diagnosticky postup peclivé vyhodnocen. Stejné tak je velice
dulezita zkusenost laboratorniho personalu.

Podporovdno grantem LF-2024-001.

VLIV NADBYTKU ZELEZA NA BUNKY
PACIENTU S MYELODYSPLASTICKYM
SYNDROMEM

Urbanova Z.'2, Kaisrlikova M.}, Kundrat D.!, Trsova I."3, Dostalova
Merkelova M., Jonasové A.%, Cermék J.!, Belickova M.

"Ustav hematologie a krevn/ transfuze, Praha

21.LF UK Praha

’Plirodovédeckd fakulta, UK Praha

*|.interni klinika - klinika hematologie 1. LF UK a VFN v Praze

Uvod a cile: Z divodu inefektivni erytropoézy a transfuzni
dependence jsou pacienti s nizce rizikovym myelodysplastickym
syndromem (LR-MDS) ohrozZeni negativnimi ddsledky pretizeni
zelezem. Podle soucasnych doporuceni se chelatacni terapie zahajuje
pfi hladiné feritinu nad 1 000 pg/I. Cilem této prace bylo zhodnotit
prognosticky vyznam réznych hladin feritinu pfi diagndze a posoudit
molekularni zmény pii nadbytku Zeleza v kostni dieni.

Metodika: Pro soubor 152 pacientd s LR-MDS se znamou hodnotou
feritinu v dobé diagndzy byla provedena univariantni a multivariantni
analyza pro odhad kfivek pfeziti pomoci Kaplan-Meierovy analyzy
a Coxova modelu proporcionalnich rizik (software MedCalc).
58 vzorkG CD34+ bunék kostni diené bylo RNA sekvenovano
a nasledné analyzovdno pomoci Gene Set Enrichment Analysis
a databaze DAVID.

Vysledky: Pomoci univariantni a multivariantni statistické analyzy
bylo zjisténo kratsi celkové prezivani (OS) a doba do progrese (PFS)
u pacientt s hladinou feritinu nad 500 ug/l (p = 0,009). Tato hladina
byla asociovana se snizenou expresi gen(l Ucastnicich se bunéc¢ného
déleni, coz mize odpovidat vy$si mife inefektivni hematopoézy
u téchto pacientd. Dale byla signifikantné zvysena exprese gent pro
eferocytézu a feroptozu.

Zaveér: Zvysena hladina feritinu ma pravdépodobné prognosticky
vyznam pro OS a PFS. Podkladem inefektivni erytropoézy u pacientt
s feritinem nad 500 pg/l by mohla byt bunécnad smrt spojena
s peroxidaci fosfolipidd na podkladé zvysené hladiny Zeleza
s naslednou fagocytézou apoptotickych bunék. Z toho ddvodu by
pacienti mohli profitovat z chelata¢ni terapie zahajené jiz pfi nizsich
hodnotach feritinu, nez je v soucasnosti doporucovéno.

Podporeno MZ CR - RVO (UHKT, 00023736).
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VARIANTNI TRANSLOKACE

U CHRONICKE MYELOIDNI LEUKEMIE -
CYTOGENOMICKA ANALYZA A HODNOCENT
CYTOGENETICKE ODPOVEDI NA LECBU
TYROZINKINAZOVYMI INHIBITORY

Valerianova M., Rochlova K.!, Mendlikova |.", Zemanova Z.2,

Lazni¢ka A, Klamova H., Ransdorfova S.

'Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

2Centrum nddorové cytogenomiky, Ustav lékarské biochemie a laboratorni
diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze

Variantni Philadelphské (Ph) translokace zahrnujici chromozomy 9,
22 a jeden nebo vice dalSich chromozom se vyskytuji u 5-10 % nové
diagnostikovanych pripadl chronické myeloidni leukemie (CML). Né-
které predchozi studie naznacuji, ze pacienti s variantni Ph translokaci
mohou mit horsi prognézu onemocnéni ve srovnéni s klasickou CML.
Prognosticky dopad partnerskych chromozomovych lokust vsak
z(stava nejasny kvuli nedostate¢nému mnozstvi Udajd. Analyzovali
jsme variantni Ph translokace pomoci cytogenomickych metod s cilem
ur¢it jejich molekuldrni mechanizmy a zhodnotit odpovéd na lé¢bu.
Z 307 pacientd s CML vySetfenych v letech 2013-2023 jsme Zzjistili
variantni Ph translokaci u 21 pacientt v chronické fazi a u dvou pacientt
v blastickém zvratu (tj. 7,5 %). FISH odhalila jednostupriovy mechanizmus
translokace v 13/23 pfipadd a dvoustupriovy nebo vicestupnovy
mechanizmus v 10/23 pfipadi. Cytogenetickou odpovéd na lé¢bu
tyrozinkindzovymi inhibitory (TKI) jsme vyhodnotili u 18/23 nemocnych.
U 13 pacient( vedla lécba ke kompletni cytogenetické remisi. U Ctyf
nemocnych jsme zjistili vysoce rizikové pridatné cytogenetické
abnormality (high-risk ACAs) pfi diagndéze (3x) nebo pfi sledovéni vyvoje
onemocnéni (1x). Tito pacienti nedosahli kompletni cytogenetické
remise a selhali pfi lé¢bé TKI 1. linie. U jednoho nemocného s klonalnim
vyvojem a mutaci v tyrozinkindzové doméné BCR:ABLT (TKD) jsme
zaznamenali nulovou cytogenetickou odpovéd na [é¢bu. Nase studie
naznacuje, ze partnerské chromozomy a transloka¢ni mechanizmy
pravdépodobné pifimo neovliviuji lécebnou odpovéd u CML s variantni
Ph translokaci. Selhani 1é¢ebné odpovédi je spise zplsobeno dalsimi
aberacemi nebo mutacemi v TKD nez typem variantni Ph translokace.
Hlaseni novych pfipad(l variantnich translokaci je nezbytné pro dalsi
objasnéni jejich prognostického vyznamu.

Podporeno projekty: MH-CZ-DRO IHBT00023736 a MH CZ-DRO-0064165.

AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE

S KOMPLEXNIMI ZMENAMI KARYOTYPU
JAKO PROGNOSTICKY NEPRIZNIVY PODTYP
AML - ZKUSENOSTI UHKT

Viélka J., Ransdorfova S., Belickova M., Soukup P.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Akutni myeloidni leukemie s komplexnimi zménami karyotypu (CK-
-AML) plati dlouhodobé za jednu z prognosticky nejhorsich variant

AML. Komplexni karyotyp nachdzime u cca 10-14 % nemocnych
s AML (Klever etal. 2023). S CK-AML se ¢astéji setkdvame u nemocnych
starSiho véku, pfi progresi jiné hematologické malignity a po
predchozi protinddorové |écbé.

Na UHKT jsme od roku 2016 intenzivné lé¢ili 30 nemocnych s CK-
-AML (10 % z celého souboru 301 intenzivné lé€enych). Jednalo se
prevazné o starsi nemocné s medianem véku 59 let (28-65). Polovina
nemocnych méla pfedchozi hematologickou malignitu a dalSich
17 % bylo dfive 1é¢eno pro nehematologickou malignitu. U 67 %
nemocnych jsme prokazali pfitomnost mutace v genu TP53, kterd je
s CK-AML casto spojena. Tato mutace se vétsinou vyskytovala zcela
izolované, a mutace typické pro de novo AML (NPM1, FLT3) nebyly
vlbec zaznamendny. Jako prvni induké¢ni [é¢ba byl v 80 % pripad
zvolen cyklus 3+7, v poslednich letech (13 % pacientll) nahrazovany
nékdy liposomalni formou (CPX-351). Pouze v 1/3 pfipadid se podafilo
prvni indukci dosdhnout kompletni remise (CR), 60 % ze vsech
nemocnych muselo podstoupit druhy indukéni cyklus, nejéastéji
FLA-IDA. Celkové dosahlo CR 73 % nemocnych. Z celého souboru
53 % nemocnych podstoupilo alogenni transplantaci (HSCT), avdak
incidence relapst po HSCT ¢inila 75 % s medidnem 4,34 mésice.
Median celkového preziti Cinil 10,55 mésice; median prezitibezrelapsu
pak 8,84 mésice. Nase data potvrzuji velmi nepfiznivou prognézu CK-
-AML, jen obtizné ovlivnitelnou intenzivni chemoterapii v¢. HSCT. To
ukazuje na nutnost hledani novych terapeutickych pfistupl pro tuto
skupinu nemocnych.

Podporeno projektem MZCR00023736.

AKUTNI MYELOIDNI LEUKEMIE SE
VZACNYMI FUZNIMI GENY V PECI UHKT
Vélka J.2, Ransdorfova S., Markova J.', Soukup P!

1Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

?Ustav experimentdini hematologie 1. LF UK a UHKT, Praha

Retrospektivni analyzou intenzivné léc¢enych pacientll od roku
2017 na UHKT (273 pacientd) jsme patrali po osudu nemocnych s AML
se vzacnymi prestavbami.

Identifikovali jsme 17 nemocnych s piestavbou genu KMT2A, coz
predstavuje 6,23 % ze vsech. Dle morfologie byl vyznamné castéji
zastoupen monoblasticky ¢i monocytarni subtyp AML (53 %).
Podle ocekavani byla nejcastéji (53 % pacientl) zachycena fuze
KMT2A:MLLT3. Kompletni hematologické remise (CR) dosahlo 76 %
nemocnych, v poloviné ptipadl bylo nutno k dosazeni CR podat dva
indukéni cykly. Tfi nemocni (18 %) zemfeli velmi ¢asné, na pocéatku
indukce nebo jesté pred jejim zahajenim. Transplantovano (HSCT)
bylov prvni CR 10 nemocnych, vdruhé CR pak dal3i 2 nemocni. Medidn
celkového preziti (OS) ¢ini 17,9 mésice (0,1-64,1); median preziti
bez relapsu (RFS) 10,3 mésice (0,1-56,5). Dale jsme intenzivné Iécili
8 nemocnych s prestavbou genu NUP98 (3 % ze souboru). Zdaleka
nejcastéjsi (75 %) identifikovanou fuzi byla NUP98::NSD1 a soucasné
u vsech nemocnych s touto fuzi byla pfitomna FLT3-ITD. 75 %
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nemocnych zrelabovalo bud pfed HSCT nebo do jednoho roku
po transplantaci. Median OS aktudlné ¢ini 12,2 mésice (2,4-81,2)
a median RFS 5,3 mésice (2,4-18,0).

Nemocnych s prestavbou genu MECOM jsme intenzivné écili
13 (4,76 %). Nejcastéji s fuzi MECOM::RPN1. Alespon kratké CR doséhlo
pouze 62 % nemocnych z toho pouze jeden pacient nepotfeboval
dva cykly indukce. Po HSCT zrelabovalo 7 z 9 (78 %) pacient(, vsichni
do 12 mésicl. Median OS cini pouze 8,8 mésicu (1,8 - 31,4) a median
RFS 6,1 mésict (1,8-13,0).

Podporeno projektem MZCR00023736.
Astellas — pfedndskovd ¢innost, konzultace; Pfizer — predndskovd ¢innost;
SvixxBioPharma — predndskovd cinnost, konzultace.

ROLE GEMTUZUMAB OZOGAMICINU
V LECBE PROGNOSTICKY PRIZNIVYCH
AML - ZKUSENOSTI Z UHKT

Vélka J., Soukup P.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Na UHKT vyuzivdme gemtuzumab ozogamicin (GO) od roku 2020
k terapii nemocnych s prognosticky ptiznivymi leukemiemi dle ELN
klasifikace. Zaroven podavame GO pouze v prvni indukci, nikoli
v konsolidacich. Retrospektivné jsme analyzovali 21 nemocnych
s mutaci NPM1 a 7 nemocnych s CBF leukemiemi Iécenych GO,
kontrolni skupinu tvofili nemocni bez 1é¢by GO od roku 2017,
26 nemocnych s NPM1 a 16 s CBF. Ve skupiné s NPM1 mutaci doséahlo
po prvniindukci stanoveného cut-off MRD (< 10 kopii) 14 nemocnych
lé¢enych GO proti 2 nemocnym lé¢enym standardni chemoterapii
(p < 0,001). Ve skupiné CBF leukemii dosahli stanoveného cut-
off MRD (< 107%) 4 nemocni v kohorté s GO a 2 nemocni v kohorté
bez GO (p = 0,0249). Dosazeni MRD negativity (NPM1 0 kopii a CBF
fuze < 10-°) po druhém cyklu chemoterapie bylo u obou podtypl
AML castéjsi v kohortach Iécenych GO (p < 0,001), stejné jako po
ukonceni intenzivni terapie po lll. konsolidaci nebo pred HSCT
(p=0,0026 pro NPM1 a p =0,0015 pro CBF). Nemocné s NPM1 mutaci
|é¢ené GO bylo nutno méné casto indikovat k transplantaci v 1. nebo
2. kompletni remisi (p = 0,059) a dosazeni MRD negativity po terapii
zde predstavovalo statisticky vyznamny faktor pro preziti bez relapsu
nebo nutnosti transplantace v 1. remisi (HR = 0,23; p = 0,0004). K¥ivky
OS, RFS a EFS ukazaly trend del3iho preziti u nemocnych lé¢enych
GO. U CBF leukemii 100% celkové preziti a u NPM1 mutovanych 85%
preziti pfi medianu sledovani 20 mésicu.

Nase analyza potvrzuje benefit pfidani GO k chemoterapii u obou
podskupin AML, a to jiz pfi podani pouze v prvni indukci.

Astellas — pfedndskovd ¢innost, konzultace; Pfizer — predndskovd cinnost;

SvixxBioPharma — predndskovd cinnost, konzultace.
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ALOGENNI TRANSPLANTACE U CHRONICKE
LYMFATICKE LEUKEMIE V ERE NOVYCH
LEKU - ZLEPSENI VYSLEDKU V POSLEDNICH
10 LETECH

Valkova V., Vitek A., Stastna Markovéa M., Novakova L., Koubova M.,
Cemusova B., Cetkovsky P, Vydra J.

Ustav hematologie a krevn transfuze, Praha

Hlavni pfekazkou $irSiho vyuziti kurativniho potencidlu alo-SCT
u CLL je vysokd ne-relapsova mortalita. Nas soubor predstavuje
retrospektivni analyzu vysledkd alo-SCT u CLL v letech 2000-2024.
Celkem se jednalo o 63 pacientt (83 % muzl), vékovy median 55 let
(33-66), u 37 % s vysoce rizikovou cytogenetikou. V dobé alo-SCT
mélo 76 % pacientl chemosensitivni onemocnéni, u 52 % byl pouzit
myeloablativni pfipravny rezim, slozeni darcl: shodni sourozeni
(27 %), shodni nepfibuzni (37 %), neptibuzni s 1-2 neshodami (30 %)
a haploidenticti (6 %). Median sledovani byl 65 mésicl (2-276). Akutni
GVHD mélo celkem 59 % pacientt (4x gr 1,31xgr 2, 1x gr 3). Chronickou
GVHD mélo 56 % pacientl (15x mirna, 16x stredné/tézka). V 5 letech
bylo: OS a PFS 56 % a 44 %, Rl 29 % a NRM 34 %. K vyznamnému
zlepseni OS doslo v posledni dekadé (2014-2024) v porovnani s tou
predchozi (5leté OS 75 vs. 48 %; p = 0,01), predevsim v dusledku
snizeni NRM (41 vs. 15 %; p = 0,01), incidence relapst se signifikantné
nelisila (27 vs. 34 %), stejné tak jako GRFS (36 vs. 34 %). U pacient, ktefi
byli v relapsu po alo-SCT léceni novymi Iéky, doslo k vyznamnému
zlepseni celkového preziti (5leté OS 100 vs. 27 %; p = 0,006).

Zavéry: Pouziti modernich pfistupl v profylaxi GVHD, podplrné
péce, pripravnych rezimi a vybéru dércd vedlo zejména v poslednim
desetileti k vyznamnému zlepseni bezpecnosti této metody. Nové
léky rovnéz vedly k vyznamnému zlepseni preziti i u pacientd
s relapsem po alo-SCT. Alo-SCT u CLL je nutno stale povazovat za
vyznamnou, potencidlné kurativni metodu, bude zapotiebi nalézt

jeji optimalni misto v Ié¢ebném algoritmu.

ALOGENNI TRANSPLANTACE
KRVETVORNYCH BUNEK U AKUTNI
LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE DOSPELYCH -
25 LET ZKUSENOSTI JEDNOHO CENTRA
Valkova V., Salek C., Vitek A., Stastna Markova M., Novakova L.,
Koubova M., Cemusova B., Cetkovsky P., Vydra J.

Ustav hematologie a krevnf transfuze, Praha

Cilem bylo porovnat vysledky alo-SCT u ALL v letech 1989-2023 a urc¢it
parametry, které tyto vysledky ovliviuji. Celkem se jednalo
o 183 pacientt, vékovy median 38 let (18-65), 63 % muzd, B-ALL-Ph
pos 37 %, T-ALL 17 %, darci byli shodni sourozenci (26 %), shodni
nepiibuzni (42 %), neptibuzni s 1-2 neshodami (23 %) a haploidenticti
(8 %). Myeloablativni rezim dostalo 86 % pacientd. Pfi alo-SCT bylo
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77 % pacientd v CR1, 17 % v CR2, 6 % s aktivhim onemocnénim.
Z hlediska MRD bylo pfed alo-SCT 60 pacientl negativnich
a 59 pozitivnich. V medianu sledovani 6,5 roku bylo 5leté: OS 56 %
a EFS 49 %, Rl a NRM 30 %, resp. 27 %. Akutni GVHD gr 2-4 se vyskytla
u 23 %, stredné tézka/tézka chronickd GVHD u 11 %. GRFS v 5 letech
bylo 42 %. OS po relapsu bylo 22 % v 5 letech (26 vs. 19 % v poslednim
desetileti vs. dfive; p = ns). V univariantni analyze byly signifikantné
lepsi vysledky preziti pozorovany v posledni dekadé (5leté OS
68 %), optimalni pfipravny rezim se zda byt Vep/TBI, horsi vysledky
byly pozorovany u pacientd starsich 55 let. OS bylo vyznamné lepsi
u pacientd, ktefi pred alo-SCT dosahli MRD neg CR oproti MRD pos
(nebyl rozdil mezi MRD neg CR1 nebo CR2). Multivariantni analyza
potvrdila lepsi OS pro pacienty, ktefi dosahli MRD negativity pred
alo-SCT (p = 0,047), a pro transplantace od shodnych darcl oproti
ostatnim darctm.

Zaveér: Vysledky alo-SCT u ALL se v poslednim desetileti vyrazné
zlepsily, predevsim diky snizeni NRM. Potvrzuji rovnéz zasadni roli
sledovani MRD béhem |écby a zejména dosazeni MRD negativity
pred alo-SCT.

URCENI PROFILU GENOVE

EXPRESE S VYUZITIM PLATFORMY
NCOUNTER®SPRINT (NANOSTRING)

U PACIENTU S DIFUZNIM VELKOBUNECNYM
B-LYMFOMEM - ZKUSENOSTI JEDNOHO
CENTRA

Vatolikova M., Flodr P.2, Prochdazka V., Navratilova J.!, Hanackova V.,
Urbénkova H.!, Papajik T.

"Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

2stav klinické a molekuldrni patologie, LF UP a FN Olomouc

Uvod: Difuzni velkobuné¢ny B-lymfom (DLBCL) piestavuje
heterogenni skupinu lymfomd, kterou Ize podle jejich buné¢ného
puvodu a genové exprese rozdélit do dvou podskupin — GCB
(Germinal Center B-cell) a ABC (Activated B-cell), navzdjem se
lisicich molekularni patogenezi, klinickou prezentaci i prognézou.
Presnd identifikace obou subtyp(l nabyva na vyznamu predevsim
s vyvojem novych terapii, které maji selektivni biologickou aktivitu
v jednotlivych podskupinach.

Cil: Retrospektivné provést u pacientll s DLBCL genové expresni
profilovani, analyzovat ziskana data, posoudit a zavést tuto techniku
do rutinni diagnostické praxe.

Material a metody: RNA byla extrahovana z archivnich biopsii
(formalinem fixované tkané zalité do parafinu) 42 pacientl s DLBCL
(39 de novo, 2 relaps) diagnostikovanych a lé¢enych antracyklinovymi
rezimy v letech 2016-2024. Profilovéni genové exprese vybranych
20 genu zapojenych do patogeneze DLBCL bylo provedeno s vyuzitim
pfistroje nCounter®Sprint (nanoString). Data byla analyzovana
pomoci softwaru nSolver a molekularni subtypy byly urceny testem
Lymph2Cx (Scott et al, 2014).

Vysledky: U vsech 42 vzorkl jsme tspésné urcili profil genové exprese
a rozdélili jsme pacienty do nasledujicich podskupin: 11 pfipad( ABC,
24 CGB a 7 neklasifikovanych DLBCL. Data jsme korelovali s klinickym
prabéhem onemocnéni. ABC podskupina méla signifikantné horsi
preziti bez progrese i celkové preziti ve srovnani s GCB (3leté PFS
20 vs. 65 %; p = 0,01, 3leté OS 50 vs. 74 %; p = 0,03).

Zavér: Nase pilotni data potvrzuji rutinni pouzitelnost platformy
nanoString a algoritmu Lymph2Cx pro analyzu molekuldrnich
subtypl DLBCL. Data mohou byt vyuzita pro v¢asnou identifikaci
pacientl vhodnych pro moderni lé¢ebné modality.

Prdce je podporovdna granty IGA_LF_2024_001 a MZ CR DRO
(FNOI_00098892).

TMAPS: NOVEL SURFACE MARKERS
EVALUATION FOR MINIMAL RESIDUAL
DISEASE MONITORING OF PEDIATRICT
CELL ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA
CELLS

Vavrova A.'?, Kuzilkova D."-3, Reiterova M.'-3, Kalina T.'-3

'CLIP (Childhood Leukaemia Investigation Prague), Prague

2Department of Paediatric Haematology and Oncology, Second Faculty of
Medicine, Charles University, Prague

> University Hospital Motol, Prague

T-cellacute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is an aggressive malignant
disease arising from T-lymphoblasts. While the prognosis at diag-
nosis is comparable to other ALL subtypes, around 30% of patients
experience relapse with a dismal prognosis. The minimal residual
disease (MRD) level remains a key prognostic marker, however its
precise evaluation is still challenging. Therefore, development of new
approaches leading to discovery of potentially targetable molecules
represents a hope for more precise flow cytometry-based MRD
monitoring. Using conventional flow and full-spectrum cytometry,
we mapped surface markers (N = 307) on pediatric (N = 28) dia-
gnostic T-ALL samples and compared their expression to healthy
donors’ (N = 12) T-cells. In an individual analysis we identified from
13 to 39 aberrantly expressed markers for each patient. A set of
markers was shared among patients: CD44, CD226, CD52, CD48,
CD6, CD147, CD38, CD82 and CD26 were aberrantly expressed
in at least 75% of investigated samples. Next, we compared the
expression levels in T-ALL cells to various developmental stages of
T-cells in the thymus (N = 2). Expression levels in patient samples
reflect the most immature population from the thymus (CD82,
CD147) or single-positive stages (CD6, CD44, and CD48). CD226 was
absent in T-ALL samples and all developmental stages in the
thymus. In contrast, we found no physiological subpopulation in the
thymus that would reflect the expression levels of CD26, CD38 and
CD52 in T-ALL samples. In conclusion, we identified nine potential
markers for MRD monitoring feasible for at least 75% of pediatric
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T-ALL patients, with three markers truly aberrant on pediatric
T-ALL samples.

This work was supported by Ministry of Health of the Czech Republic,

grant nr NU23J-03-00026, Charles University Research Centre program No.
UNCE/24/MED/003 and European Union — Next Generation EU — program
No. LX22NPO5102. The PE-conjugated antibodies were kindly provided by
Exbio (Vestec, Czech Republic) and Biolegend (San Diego, California, USA).

ANALYZA TELEFONICKYCH DOTAZU
KLINICKEMU FARMACEUTOVI NA
HEMATOONKOLOGICKYCH PRACOVISTICH
ANEB PROC NAM VOLATE?

Vedrova J.!, Rozsivalova P.%3, Maly J.2

'Oddélent klinické farmacie, Ustav hematologie a krevni transfuze Praha
?Katedra socidlni a klinické farmacie, Farmaceutickd fakulta UK v Hradci Krdlové

3Oddeéleni klinické farmacie, Nemocnicni lékdrna, FN Hradec Krdlové

Uvod: Telefonické konzultace s klinickymi farmaceuty jsou kli¢ové
pro feSeni urgentnich i neurgentnich Iékovych dotazd v rdmci
zdravotnickych zafizeni. Publikované prace ukézaly, ze efektivni
klinickofarmaceutickd podpora v hematoonkologii mlze vyrazné
piispét ke zlepseni lé¢ebnych vysledk(l a bezpecnosti pacientd
a v neposlednifadé i ke snizeni finan¢ni toxicity.

Cil: Cilem této studie bylo analyzovat telefonické lékové dotazy
fesené klinickymi farmaceuty v ramci dvou pracovist a identifikovat
nejcastéjsi problémy, se kterymi se zdravotnici aktivné obraci
v oblasti farmakoterapie v kontextu hematoonkologickych pacient(.
Metodika: Prospektivni sbér telefonickych dotazlG z klinickych
pracovist UHKT v Praze a IV. interni kliniky FN Hradec Kralové za obdobi
bfezen az srpen 2024. Byla provedena deskriptivni analyza z hlediska
tazatele, pracovisté, typu dotazu, kontextu pacienta, dotazovaného
|éciva, urgentnosti, poctu informacnich zdrojd a délky trvanikonzultaci.
Vysledky: Interim vysledky za obdobi 2 mésict ukazuji, ze bylo
evidovano celkem 80 dotaz(, 42 dotaz{i (52,5 %) na UHKT, nej¢ast&ji se
na klinického farmaceuta obraci lékar se specializovanou zpUsobilosti
(62,5 %) kvli predepisovani a Iékovym interakcim. Urgentni dotazy
tvorily 62,5 % z celkového poctu. Primérna doba trvani feseni dotazu
byla 18 min a u vice nez tietiny dotaz( bylo nutné pouzit dva a vice
informacnich zdroj.

Zavér: Vysledky ukazuji, ze klini¢ti farmaceuti mohou pfispét
k racionalni a bezpecné farmakoterapii zejména pfi predepisovani
a feseni lékovych interakci. Multidisciplinarni spoluprace muaze
vyznamné prispét k optimalizaci terapie a bezpecnosti pacient(.

Literatura

Oliveira CS, Silva MP, Miranda [KSPB et al. Impact of clinical pharmacy in
oncology and hematology centers: a systematic review. J Oncol Pharm Pract.
2021,27(3):679-692. doi: 10.1177/1078155220976801.

Tato prdce byla podporena grantem Univerzity Karlovy SVV 260665.
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MONITORING OF ANTI-BCMA CAR-T CELLS
AND NON-CAR-T IMMUNE SUBSETS IN
MULTIPLE MYELOMA PATIENTS

Venglar O."?, Hrabc¢akova V.3, Soucek 0.4, Kutéjova K.>, Mihélyova J.'2,
Muroniova L."?, Popkova T."2. Broskevicova L."2, Hajek R."?, Folber F.3,
Radocha J.¢, Jelinek T."?

"Department of Hematooncology, Faculty of Medicine, University of Ostrava
?Department of Hematooncology, University Hospital Ostrava
*Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, University
Hospital Brno

“Department of Clinical Inmunology and Allergology, Faculty of Medicine,
Charles University and University Hospital in Hradec Kralove

*Department of Flow Cytometry, Spadia Lab PLC, Ostrava

°4th Department of Internal Medicine — Hematology, Faculty of Medicine,
Charles University and University Hospital in Hradec Kralove

Background: Chimeric antigen receptor (CAR) T cells targeting B-cell
maturation antigen (BCMA) represent a groundbreaking therapeutic
option for multiple myeloma (MM). Monitoring CAR-T cell expansion
might play a role in the prediction of treatment efficacy and the
severity of side effects (1-3).

Aims/methods: Peripheral blood (PB) samples (N = 73) from 12 MM
patients in total were assessed at various timepoints starting at day
0 (D0)/day of infusion or D2, with resampling at D7, D10, D14, D21, D28 and
M1-M6 each month. An 8-color flow cytometry panel (CD3, CD4, CD8,
CD19,CD20, CD45, CD16+CD56, BCMA CAR) using dried reagent tubes was
utilized to assess levels of BCMA CAR-T cells and other immune subsets.
Results: Median number of assessed CD45+ leukocytes was 164x10° with
median limit of detection 0.0122%. The presence of CAR-T cells was
first detectable at D7 (median count/ul PB, min-max: 9, 0.55-2,152)
with maximum expansion at D10 (966, 222-11,924). From D14 (937,
219-2,800), the CAR-T cell counts gradually dropped to detectable levels
in 3/5 patients at M1-2 and 1/4 patients at M2-3. The CD4/CD8 ratio
significantly decreased over time from D7 to D28 in the CAR-T cell
compartment (median percentage in CAR-T fraction: CD4+, D7 = 74.20%
vs. D28 = 54.08%; P = 0.0079; CD8+, D7 = 17.50% vs. D28 = 44.89%;
P =0.0016). A similar shift in the CD4/CD8 ratio was also observed in non
CAR T cells between DO and M5-6. B cells were completely depleted
from D7 to D28 with their first considerable reappearance in circulation
at M1-2 in 3/5 patients. The monocyte percentage in the leukocyte
fraction significantly increased from D2 to D7 (median: D2 = 2.15% vs.
D7 = 25.60%; P = 0.0028). NK cell levels in the lymphocyte fraction were
not significantly affected by the therapy in any of the timepoints. The
data obtained from this multicentric collaboration describe the dynamics
of CAR-T cell expansion as well as of non-CAR-T immune subsets

Key words: chimeric antigen receptor — CAR-T cells — B cell maturation
antigen - BCMA - flow cytometry
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VYSLEDKY LECBY PACIENTU S AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMII S MUTACI

FLT3 PODSTUPUJICICH ALOGENNI
TRANSPLANTACI - ZKUSENOSTI CENTRA
Visek B.!, Zavielova A.', Radocha J., Lanska M., Stevkova J.,
Zibtidova K., Horacek J. M.}, Cermakova E.2, Zak P.

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

2Ustav lékarské biofyziky, LF UK v Hradci Krdlové

Uvod: Soucasti 1é¢by pacient(i s akutni myeloidni leukemii s FLT3-
-mutaci (AML-FLT3) jsou kinazové inhibitory (FLT3i) a alogenni
transplantace (aloT). Optimalni 1éCebny pfistup je nejasny.

Cil: Zhodnoceni vyznamu FLT3i a intenzity l1é¢by u pacientd s AML-
FLT3 po aloT.

Vysledky: Retrospektivné bylo analyzovano 49 pacientl (31 zen,
18 muz() a medidnem véku pii diagndze 56,5 let (22-72). Zastoupeni
typl mutacibylo: 45 (92 %), 3 (6 %), resp. 1 (2 %) pro FLT3-ITD, FLT3-TKD,

resp. deleci FLT3. Lé¢bu FLT3i (midostaurin) v ramci indukéni terapie
obdrzelo 21 pacientl (43 %), udrZovaci terapii sorafenibem po aloT
uzivali 4 pacienti (8 %). Konsolida¢ni Ié¢bu absolvovalo 26 pacient(
(53 %). Kompletni remise (CR) pied aloT bylo dosazeno u 40 pacientt
(82 %). Sekvenc¢ni pripravny rezim pred aloT byl pouZit u 25 pacientt
(51 %). Median celkového pfeziti (OS) celé skupiny nebyl dosazen.
Signifikantni rozdil v OS vykazovala kohorta uzivajici midostaurin
v rdmci induk¢ni terapie proti kohorté bez midostaurinu (median
nedosazen vs. 3,7 roku; p = 0,039). Ve skupiné s midostaurinem byl
prokazan rozdil v dobé do relapsu (LFS) mezi pacienty, ktefi dosahli
vs. nedosahli CR pred aloT (median nedosazen vs. 0,3 mésice,
p =0,017). Nebyl prokazan rozdil v OS, resp. LFS mezi pacienty s nebo
bez konsolidacni terapie (p = 0,386, resp. p = 0,219) ani porovnanim
LFS kohort podstupujicich sekvencni vs. nesekvencni pfipravny rezim
(p =0,49).

Zavér: Data prokazuji benefit midostaurinu v |é¢bé AML-
FLT3 a vyznam dosazeni CR pied aloT. Nebyl prokazén pfinos
konsolida¢ni terapie ani negativni dopad sekvencni pfipravy pred
aloT.

Podporeno MZ CR - RVO (FNHK, 00179906) a programem Cooperatio, védni
oblast ONCO.
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Obr. 17. Visek B. Celkové preziti (cely soubor).
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MACHINE LEARNING COUPLED WITH
MASS SPECTROMETRY IN THE ANALYSIS
OF PERIPHERAL BLOOD FROM MULTIPLE
MYELOMA AND EXTRAMEDULLARY
DISEASE PATIENTS

Vlachova M., Pecinka L.2, Moran L.2, Riizickova T., Stork M.3, Havel J.4,
Vanhara P!, Sevéikova 5.6

"Babak Myeloma Group, Department of Pathophysiology, Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno

2Research Centre for Applied Molecular Oncology (RECAMO), Masaryk
Memorial Cancer Institute, Brno

*Department of Internal Medicine, Hematology and Oncology, University
Hospital Brno

“Department of Chemistry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno
°Department of Histology and Embryology, Faculty of Science, Masaryk
University, Brno

¢Department of Clinical Hematology, University Hospital Brno

Multiple myeloma (MM) is characterized by clonal proliferation
of malignant plasma cells in the bone marrow. In case of extra- or
paraskeletal involvement, the condition is referred to as extramedullary
disease (EMD). We sought to develop a method combining MALDI-TOF
MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry) and machine learning algorithms to distinguish between
peripheral blood samples obtained from MM and EMD patients.
Utilizing a two-step protocol for protein and peptide extraction,
we achieved up to 50-fold increase in intensity over them/z range
compared to direct measurement of peripheral blood. Mass spectra
were recorded using a MALDI-7090 TOF-TOF instrument (Shimadzu
Kratos Analytical) equipped with a solid-state UV laser (Nd-YAG: 355 nm)
in the linear positive ion mode and the mass range of 2-20 kDa. Data were
subsequently analyzed in RStudio using principal component analysis
(PCA), partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA), k-nearest
neighbor (k-NN), random forest (RF), decision tree (DT), and artificial
neural networks (ANN), with PLS-DA emerging as the best performing
model. The presented method is able to identify EMD with fairly high
sensitivity while being cost-effective, rapid and minimally invasive.

AZV NU21-03-00076; Programme EXCELES, ID Project No. LX22NPO5102.
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PROJEKT HODNOCENI

GERIATRICKYCH SYNDROMU U STARSICH
PACIENTU S AML - PRVNI VYSLEDKY

Z KLINICKE PRAXE

Voldrich J.", Weinbergerové B.!, Podstavkova N.', Semerad L.,
Kvetkova A, Stépanova R."?, Jadrna J., Prochazkova J.,

Mayer J.!

'Internf hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
?Centrum excelence CREATIC, LF MU Brno

Uvod: Pacienti s AML starsi 60 let pfedstavuji nejpocetnéjsi a pro
onemocnéni a biologickému stavu pacient(.

Cil: Cilem prace bylo optimalné komplexné zhodnotit vstupni télesny
a dusevni stav pacientl pfi diagndze, sledovat jejich vyvoj a vliv
jednotlivych faktor( na celkové preziti (OS) pacientd.

Metody: V souboru bylo zahrnuto celkem 113 pacientl (52 % muzQ)
s nové diagnostikovanou AML (> 60 let), kterym byly pfi zahajeni
terapie, 1. a 6. mésic lécby méreny tyto sledované parametry: CIRS-G,
MoCA, ADL, iADL, TUG test, malnutrice, polyfarmacie a socialni
zdzemi. Model rozfadil pacienty na zékladé nejhorsiho parametru do
skupin: fit - vulnerabilni - kiehka. Signifikantni parametry ovliviujici
preziti byly ur¢eny pomoci mulvariantniho Coxova regresniho
modelu.

Vysledky: Median véku hodnocenych pacientd byl 72,8 roku.
Pacienti byli [é¢eni: venetoclax+azacytidin (75,2 %), LD-ARA-C (7,1 %),
symptomaticky (9,7 %), ostatni (9 %). Median OS byl v celé skupiné
11,1 mésicd, z toho nejlepsi OS byl ve skupiné ,fit” a po allogenni
transplantaci (mediany nedosazeny), u pacientd s normalnim ADL,
iADL, TUG testem a socidlnim zazemim (12,3; 13,0; 12,3 a 12,3 mésice).
Pomoci multiparametrické analyzy bylo zjisténo nejvétsi
ovlivnéni OS vysledkem IADL, TUG, zavaznymi komorbiditami
dle CIRS-G a nepfitomnym socidlnim zdzemim (HR 3,92; 3,48; 3,08
a2,25).

Zavér: Model prokazal funkénost komplexniho zhodnoceni stavu
starsich pacientl s AML a mohl by tak po validaci na vétsim vzorku
pfipadd pomoci v redlné klinické praxi pfi volbé optimalni terapie.
Nejvétsim prediktorem OS byly faktory hodnotici funkéni vykonnost
pacientd.
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Obr. 18. Voldrich J etal.

INTENSIVE CARE INFECTION SCORE
(SYSMEX) - VCASNY UKAZATEL
BAKTERIALNE SEPSE U NEMOCNYCH NA
JEDNOTKACH INTENZIVNI PECE

Vrbacky F., Fatorova 1.}, Blazek M.2, Simova K.3, Peskova E.', Zak P!

"IV, Interni hematologickd klinika FN Hadec Krdlové

?Plicni klinika FN Hadec Krdlové

*Katedra biologickych a lékarskych véd, Farmaceutické fakulta UK v Hradci
Krdlové

Pres veskeré Usilia rozvoj poznanizlistava sepse jednou zvyznamnych
pfi¢in morbidity a mortality nemocnych na jednotkach intenzivni
péce. Je tedy velmi dulezité zahajit v¢as 1écbu. U ¢asti nemocnych
je v3ak vznikly zanét neinfekéni povahy a tyto nemocné nema cenu
zatézovat lécbou antibiotiky, jejichz naduzivani je navic spojeno se
vznikem rezistenci. Z tohoto dlvodu je dllezité nalézt odpovidajici
laboratorni znaky, které by umoznily v¢asné odliseni neinfekénich
zanétlh od bakteridlnich infekci. Jednim z takovych ukazatell by
mohlo byt i ICIS (Intensive Care Infection Score) méfitelné pomoci

analyzator( firmy Sysmex fady XN a XR. Do studie bylo zahrnuto
102 nemocnych, ktefi byli pfijati na jednotky intenzivni péce ve
Fakultni nemocnici Hradec Kralové. U viech z nich bylo v dobé pfijeti
stanoveno ICIS a relevantni biochemické ukazatele (procalcitonin,
C-reaktivni protein a Interleukin-6), které Ize pouzit pro diagnostiku
bakterialni sepse. Bakteridlni sepse byla nasledné diagnostikovana
u 39 nemocnych. ICIS skdre predpovédélo sepsi s nejvétsi plochou
pod kfivkou (AUC = 0,958) ze vsech sledovanych znaku. Nejvhodné;si
hrani¢ni hodnota byla ur¢ena pomoci tzv. Youdenova indexu na
hodnotu 3,5. Pii této hodnoté byla specifita testu 84,2 %, sensitivita
93,3 %, prediktivni hodnota negativniho testu 96,8 % a prediktivni
hodnota pozitivniho testu 71,8 %. Skére ICIS je dle nasich vysledkd
rychly, levny a snadno interpretovatelny v¢asny ukazatel bakteridlni
sepse u nemocnych pfijatych na jednotku intenzivni péce. Pfi nami
zvolené hrani¢ni hodnoté 3,5 detekoval bakteridlni sepsi s vysokou
sensitivitou, specifitou | negativni prediktivni hodnotou.

Prdce byla podporena programem Cooperatio, védni oblast ONCO a MZ
CR - RVO (FNHK, 00179906).
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DESET LET ZKUSENOSTI S PROFYLAXI GVHD
VYSOKODAVKOVANYM CYKLOFOSFAMIDEM
NA UHKT

Vydra J., Valkova V., Vitek A., Novakova L., Stastna Markova M.,
Koubova M., Cemusova B., Cetkovsky P.

UHKT, Praha

Uvod: Profylaxe reakce $tépu proti hostiteli (GvHD) je zésadni
podminkou Uspésného provedenialogenni transplantace krvetvorby
a je obvykle zalozena na kombinaci inhibitoru kalcineurinu,
antimetabolitu a ATG nebo vysokodavkovaného potransplantac¢niho
cyklofosfamidu (ptCy). ptCy je na UHKT pouzivan v profylaxi
GvHD od 2014, zprvu pro transplantace od haploidentickych
dérch (HAPLO), pozdéji u nepfiibuznych s neshodou (MMUD) a od
roku 2019 u transplantaci od HLA shodnych nepfibuznych darct
(MUD). Pacienti s MUD a MMUD dérci byli pfed zavedenim ptCy
transplantovéni s ATG; MSD pouze s TAC+MMF. Tato prace shrnuje
vysledky 770 transplantaci krvetvorby s pouzitim ptCy a bez néj mezi
roky 2014 a 2024 na UHKT.

Vysledky: Celkem bylo provedeno mezi 2014 a 2024 423 transplantaci
s pouzitim ptCy: 180 HAPLO, 161 MUD, 82 MMUD. Ve stejném obdobi
bylo provedeno bez pouziti ptCy 347 transplantaci: 121 od MSD,
201 MUD a 25 MMUD. OS po 5 letech bylo 63 % (60-67 %). V pfipadé
HLA shodnych darct (MUD, MRD) byl OS ve 3 letech (OS-3r) 70 % po
ptCy (62-79 %) a 74% bez ptCy (70-79 %); p = 0,35. V piipadé HLA
neshodnych darcl byl OS-3r 61% (55-67 %) po ptCy. Vysledky byly
potvrzeny multivariacni analyzou. Ve skupiné ptCy byla NRM-3r 11 %
a REL 34 %; bez ptCy 11 a 30%. Incidence a GvHD byla 17-20 % u MRD
a MSD a 32-35 % po MMUD/HAPLO. Incidence cGVHD byla 45 %
a nelisila se vyznamné mezi skupinami.

Zavér: PtCy umoznuje provedeni alogenni transplantace od viech
typG darcd. Vysledky u HLA shodnych nepiibuznych jsou pfi pouziti
ptCY srovnatelné s ATG.

VYUZITI PARAMETRU ICIS (INTENSIVE
CARE INFECTION SCORE) PRO
DIAGNOSTIKU SEPSE

Vytiskova S.2, Lackovéa M.3, Klinerové ), Pospisilova S.', Bourkova L.,
Berlovska M., Bulikova A

'Oddeéleni klinické hematologie, FN Brno

“Oddeéleni klinickych laboratofi, Vojenskd nemocnice Brno
?Prirodovédeckd fakulta, MU Brno

3 Ustav laboratorni mediciny, FN Brno

Sepse je zavazny, Zivot ohrozujici stav, jehoz v€asnd a presnd dia-
gnostika je klicovd pro zahdjeni ucinné terapie a snizeni rizika
mortality. ICIS je novy parametr hematologického analyzdtoru
Sysmex XN a je prozatim vedeny v rezimu ,pro védecké ucely”. Je
povazovan za ¢asny marker sepse, ktery dokaze rychle a spolehlivé
odlidit sepsi a neinfekeni systémovou zénétlivou reakci organizmu

(SIRS) v prvnich kritickych 48 h. ICIS skére je vypocteno kombinaci
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nasledujicich péti parametrd: pocet neutrofilnich segmentd (sN#),
intenzita fluorescence neutrofilll (sNFI), pocet nezralych granulocytt
(1G), pocet plazmatickych bunék (ASL), rozdil hemoglobinu
v retikulocytech a erytrocytech (AHgb). ICIS mUze nabyvat hodnot
0-20, pficemz hodnoty vétsi nez 4 jsou spojeny s vyssim rizikem
rozvoje sepse. Klinické vyuziti tohoto parametru se jevi velmi uzite¢né
zejména pfi vyhodnoceni rizika pocinajici sepse, jelikoz ICIS dokaze
reflektovat zvysené naroky imunitniho systému na kostni dien pfi
zanétlivém procesu. Cilem této prace bylo vyhodnotit korelaci mezi
vysokym ICIS a rizikem vyvoje sepse a mortality pacientl. Parametr
ICIS byl v prabéhu roku 2022 opakované vysetien u 284 pacient(i na
analyzatoru Sysmex XN na Oddéleni klinické hematologie FN Brno.
Z 284 pacientl byla hodnota ICIS nad 4 potvrzena u 86 pacientd.
U 84 % z nich byla potvrzena infekce, u 40 % pacientl byla prokazana
sepse, mortalita v tomto souboru dosahla 34 %. ICIS je mozné
pouzit v rdmci diagnostiky sepse jako dalsi laboratorni marker jiz na
pocatku klinické rozvahy. Dokaze odhalit infek¢ni sepsi a napomaha
tak k véasnému zahdjeni terapie. Navic toto vysetteni je velmi rychlé
a finan¢né nenakladné.

PROGNOZA PACIENTU S AML NA LECBE
VENETOCLAX+AZACYTIDIN PODLE
VYSKYTU PRIZNAKU ONEMOCNENI V DOBE
DIAGNOZY

Weinbergerova B.!, Mertové J.2, Kofistek Z.34, Novék J.5, Sramek J.5,
Cernan M., Visek B.2, Jonasova A.°, Valka J.2, Szotkowski T7, Jindra P,
74k P8, Nekvindova L."°, Stépanova R.", Svobodnik A.", Mayer J.!
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

?stav hematologie a krevni transfuze, Praha

*Klinika hematoonkologie LF OU, Ostrava

*Klinika hematoonkologie FN Ostrava

*Oddéleni klinické hematologie, 3. LF UK a FNKV, Praha
¢Hematologicko-onkologické oddéleni LF UK a FN Plzeri
’Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

8|V. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

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

"ANOVA CRO, s.r.o, Brno

""Centrum excelence CREATIC, LF MU Brno

Uvod: Akutni myeloidni leukemie (AML) mGze byt az u ¢tvrtiny
pacientd diagnostikovana ndhodné, bez ptiznakd onemocnéni.
Doposud viak nebyla publikovana prace hodnotici prognézu této
skupiny nemocnych.

Cile: Srovnani progndzy pacientll s bezpfiznakovou a pfiznakovou
AML.

Metody: Retrospektivni analyza DATOOL-AML tykajici se pacientd
s nové diagnostikovanou primarni AML s porovnanim kohorty bez
pfiznakd (bezpftiznakova, n = 47; 28 %) a s priznaky (pfiznakova,
n = 119; 72 %) onemocnéni v dobé diagnozy 1écenych v 1. linii na
Ceskych centrech venetoclaxem + azacytidinem (VEN+AZA) béhem
2020-2024.
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Obr. 19. Weinbergerova B et al. Kaplan-Meyerovy kfivky celkového prezivani v pfiznakové a bezptiznakové kohorté.

Vysledky: Celkem bylo analyzovéano 166 pfipad( (58 % muz(;
median véku 71 let). ELN riziko 2022 bylo ve 12 % nizké, 16 % stiedni,
53 % vysoké a 20 % nehodnotitelné. Obé kohorty byly bez rozdilu
v zastoupeni podle pohlavi, véku, ELN rizika, doby od diagnézy do
zahdjeni VEN+AZA a alogenni transplantace. Bezpfiznakova kohorta
méla signifikantné nizsi ECOG a vyssi median poc¢tu podanych cykld
VEN+AZA oproti pfiznakové kohorté (4 vs. 1).

Kompletni remise dosahlo 53 a 30 pacientl v pfiznakové vs.
bezptiznakové kohorté (65 vs. 83 %; p = 0,041). Zemrelo celkem
30 a 8 pacientll v pfiznakové a bezpriznakové kohorté (25 vs. 17 %;
p =0,258). Odhad poméru rizika Umrti v pfiznakové vs. bezptiznakové
kohorté byl 1,91 (95% Cl: 0,87-4,18). Zastoupeni Umrti na progresi
AML bylo v obou kohortach bez rozdilu. Celkové prezivani bylo kratsi
v ptiznakové oproti bezptiznakové kohorté (p = 0,099) (Obrazek)
napfi¢ ELN rizikovymi skupinami. Median sledovani do zahdjeni
jiné lé¢by/posledniho kontaktu byl kratsi v pfiznakové oproti
bezpfiznakové kohorté (22 vs. 37 tydn(; p = 0,005).

Zavér: Nase analyza prokazala lepsi prognézu pacientd bez
pfiznakd AML v dobé diagnézy. Bezpftiznakovost mlze odpovidat
¢asnému zachytu nemoci a lepsi toleranci [é¢by, pficemz pravidelny

screening parametr( krevniho obrazu starSich pacientd by mohl
prispét.

Podporeno CELL, grantem MZCR-RVO (FNBr 65269705), programem
EXCELES, ID:LX22NPO5102) a ERN.

GEMTUZUMAB OZOGAMICIN

S MIDOSTAURINEM V INTENZIVNI LECBE
CD33/ FLT3+ AML - AKTUALIZOVANA
DATA

Weinbergerova B., Cerfian M 2, Szotkowski T.2, Semerad L.!, Kabut T.,
Navratilova J.2, Podstavkova N.', Jeziskova I!, Klemesova |, Folta A,
Mayer J.!

"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
?Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: Midostaurin (MIDO) a gemtuzumab ozogamicin (GO)
v kombinaci s intenzivni chemoterapii (IC) predstavuji cilené
preparaty s potencialem zlepseni lé¢ebnych vysledkd u AML.

Transfuze Hematol Dnes 2024; 30(Suppl 2)
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Cile: Zhodnoceni souc¢asného pouziti GO a MIDO se standardni IC
u pacientl s noveé diagnostikovanou AML.

Metody: Retrospektivni analyza rozsiteného souboru dat z DATOOL-
AML hodnotici prognézu pacientl s novou FLT3+/CD33+ AML
v nizkém/stfednim cytogenetickém riziku l1é¢enych na 2 ceskych
centrech kombinaci GO+MIDO+IC béhem 07/2020-03/2024.
Vysledky: Celkem bylo analyzovédno 20 pfipadl (60 % muzd;
median véku 45 let). Median sledovéni od diagndézy byl 50 tydn(.
Zastoupeno bylo 65 % AML s rekurentni genetickou abnormalitou
(NPM1-55 %; RUNX1::RUNXTT1-10%); 20 % AML s mutacemi spojenymi
s myelodysplazii; 15 % AML NOS. 10 % bylo AML ,therapy related”.
FLT3-ITD+ byla u 50 % pacientll, 35 % FLT3-TKD+, 10 % FLT3-
ITD+/FLT3-TKD+. Cytogenetika byla u 90 % stfedni riziko. Vsichni
pacienti zahdjili indukci 3(daunorubicin 60 mg/m?)+7+GO+MIDO,
z toho 85% dosahlo CR/CRi; 20 % MRD negativity z NPM1-AML. 10 %
mélo RD s efektem FLAG+/-IDA/VENE a aloSCT. 1 pacient nemél
zatim hodnocenou odpovéd. Celkem 65 % pacientl pokracovalo
1-2 konsolidacemi+GO+MIDO a 40 % mélo provedenou aloSCT.
6/17 pacientd (35 %) nedostalo GO v 1. nebo 2. konsolidaci pro
nezadouci Gcinky (6 % VOD, 18 % infekce a 12 % hematologicka).
Zemrelo 25 % pacientl (1x progrese AML, 4x umrti v aplazii po
aloSCT). 73 % zijicich pacientl je v CR; z toho viech 7 NPM1-AML je
MRD negativnich. 2 Zijici pacienti zrelabovali. 60denni mortalita ¢inila
0 %.

Zavér: Nase data zdUraznila vysokou miru efektivity a dobrou
snasenlivost bez vyznamného navysenitoxicity pti pouziti kombinace
GO+MIDO+IC u nové diagnostikované FLT3+/CD33+ AML.

Podporeno CELL, grantem MZCR-RVO (FNBr 65269705), programem
EXCELES, ID:LX22NPO5102) a projektem ERN.

VENETOCLAX S AZACYTIDINEM V LECBE
MOLEKULARNIHO RELAPSU AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMIE

Weinbergerova B., Mrkvova Z., Podstavkova N., Semerad L.,
Kvetkova A., Voldrich J., Jeziskova |., Folta A., Mayer J.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod: Venetoclax s azacytidinem (VEN+AZA) prokazal efektivitu
a dobrou toleranci u pacientt s akutni myeloidni leukemii (AML).
Cile: Zhodnoceni lé¢by molekuldrniho relapsu AML pomoci
VEN+AZA.

Metody: Retrospektivni analyza hodnotila efektivitu a bezpec¢nost
VEN+AZA u molekuldrniho relapsu AML [é¢enych na naSem pracovisti
béhem 07/2022-04/2024.

Vysledky: Celkem jsme |é¢ili 9 pacientl pro 7x molekularni relaps
NPM1, 1x CBFB:MYHT1, 1x MLL-PTD (44% muz(; median véku 50 let).
Dva pacienti byli po transplantaci krvetvorby (SCT). Medidn doby
do relapsu od posledni |é¢by byl 6 mésicl (3-62). Median poctu
podanych cykld VEN+AZA byl 3 (1-9). U 5 ze 7 pacientl se vstupné
plnym davkovanim VEN+AZA byla néasledné nutna redukce davek
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pro hematologickou toxicitu a infekéni komplikace. Jeden pacient po
SCT dostaval souc¢asné gilteritinib a DLI. Sest pacient(i podstoupilo
po VEN+AZA nasledné SCT (4x MUD a 2x haploidentickou). Lé¢ebny
efekt VEN+AZA byl: 4x kompletni a 2x parcialni molekuldrni remise,
1x molekuldrni progrese, 1x progrese do hematologického relapsu,
1x molekularni pozitivita (nelze kvantifikovat). U 6 pacientl byla
nasledné provedena SCT (4x MUD, 2x haploidentickd). Medidn doby
sledovani v souboru byl od zahéjeni VEN+AZA 34 tydnG (6-84). Zije
6 pacientd v molekularni remisi a 1 pacient s molekularni pozitivitou.
Zemfeli 2 pacienti (1x progrese a 1x komplikace po SCT v molekularni
remisi).

Zavér: Nase vysledky potvrdily uc¢innost a bezpe¢nost kombinované
|écby VEN+AZA molekularniho relapsu AML.

Prdce byla podpofena grantem MZ CR — RVO (FNBr 65269705), programem
EXCELES, ID: LX22NPO5102) a projektem ERN.

ZMENA SPEKTRA A PROGNOZY
INVAZIVNICH MYKOTICKYCH

INFEKCI NA CESKYCH, SLOVENSKYCH

A CHORVATSKYCH HEMATOLOGICKYCH
CENTRECH V LETECH 2000-2023 - ANALYZA
FIND

Weinbergerova B!, Kabut T.", Kocmanova |.2, Lengerova M.}, Drgona L.3,
Cemusova B.*, Cerfian M.5, Szotkowski T.5, Rivnacova V.5, Haber J,
Ziakova B8, Zavielova A, Karas M.”°, Chrenkova V., Sedlacek P.",
Dusek V.2, Mudry P2, Mallatova N., Navratil M., Zak P2, Mayer J.!
"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

?Ustav laboratorni mediciny, FN Brno

*Klinika onkohematoldgie, NOU a LF UK, Bratislava, SR

*Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

*Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

cQOddelenf klinické hematologie 3. LF UK a FNKV, Praha

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

8Klinika hematoldgie a transfuzioldgie UNB, Bratislava, SR

?IV. interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové
"“Hematologicko-onkologické oddéleni, LF UK a FN Plzeri

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

2 Klinika détské onkologie LF MU a FN Brno

13 Pracovisté parazitologie a mykologie, Nemocnice Ceské Budéjovice
"“Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

Cile: Zmapovat vyvoj spektra a prognézy invazivnich mykotickych
infekci (IMI) diagnostikovanych na ceskych, slovenskych
a chorvatskych hematoonkologickych centrech a zadanych do
databdze FIND.

Metody: Retrospektivni zhodnoceni incidence, diagnostiky
a léc¢by invazivnich aspergiléz (IA), kandiddz (IK) a vzacnych IMI dia-
gnostikovanych 2000-2023.

Vysledky: Celkem bylo zdokumentovano 794 pravdépodobnych
a prokazanych IA, 293 IK (84 % kandidemii) a 138 vzacnych mykoéz
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(62 % invazivnich mukormykéz - IM). Se zavedenim profylaxe
posakonazolem (POSA) u vysokorizikovych AML klesalo v letech
zastoupeni |A a rostl relativni pocet vzacnych mykéz u prdlomovych
infekci na profylaxi vorikonazolem (VORI)/POSA. Priilomové infekce
vedly k vice dmrtim souvisejicim s IMI (43 vs. 28 %; p < 0,001).
Galaktomanan z bronchoalveoldrni lavaze si zachovavéa vysokou
pozitivituzachyt( (86 %), avsak podil pozitivnich zachytd v séru poklesl
vsouvislosti s profylaxi POSA (74%...50%; p < 0,001). U IK se diagnostika
vice opfela o 1,3-beta-D-glukan, u vzacnych IMI o PCR. Efektivita
antimykotik v 1. linii lé¢by IA byla 57 % u VORI+/-echinokandin.
Lécebnd odpovéd se zvysila u IM (29 %...65 %; p = 0,002). Celkova
umrtnost v souvislosti s IMl byla u IA - 37 %, IK- 17 % a IM - 59 %
s klesajicim trendem u IK a IM.

Zavér: Potvrdili jsme zménu spektra kauzalnich patogenl ve
prospéch vzacnych IMI v souvislosti s profylaxi POSA a $patnou
progndzu prilomovych IMI. Galaktomanan, pfevazné z lavazni
tekutiny, zGstava zlatym standardem v diagnostice IA. U IM a IK doslo
ke zlepseni vysledkl 1é¢by dominantné s optimalizaci diagnostiky
a lé¢by. Uprava neutropenie hraje kli¢ovou roli v prognéze.

Prdce byla podporena CELL, grantern MZ CR - RVO (FNBr 65269705),
programem EXCELES, ID: LX22NPO5102) a ERN.

VYSKYT MYKOTICKYCH INFEKCI U AML
LECENYCH VENETOCLAXEM V PRVNI LINII
S OHLEDEM NA POUZITI ANTIMYKOTICKE
PROFYLAXE - PROJEKT CELL

Weinbergerova B., Kabut T/, Sperr W.R.23, Stefkova J.%, Jonasova A5,
Cerfian M.5, Herndlhofer S.2, Oravcova |7, Sramek J.8, Novék J.5,
Szotkowski T., Drgona L/, Valent P.23, Zak P4, Mayer J. '*

"Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
2Department of Internal Medicine |, Division of Hematology &
Hemostaseology, Medical University of Vienna, Vienna, Austria

?Ludwig Boltzmann Institute for Hematology and Oncology, Medical
University of Vienna, Vienna, Austria

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

°[. interni klinika — klinika hematologie VFN v Praze
9Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

’Klinika onkohematolégie LF UK a NOU, Bratislava, SR
8Hematologicko-onkologické oddeéleni, LF UK a FN Plzer

?Oddeleni klinické hematologie, 3. LF UK a FNKV, Praha

Uvod: Venetoclax + azacitidin (VEN+AZA) prodluzuje pfeziti pacient(
s AML nevhodnych k intenzivni chemoterapii s nizsi toxicitou.

Cil: Zhodnoceni vyskytu mykotickych infekci u téchto pacientd
a potreby antimykotické profylaxe (AMP).
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Obr. 20. Weinbergerova B et al.. Celkové prezivani pacientl s nové diagnostikovanou AML lé¢enych venetoclaxem
a azacytidinem podle soucasného pouziti antimykotické profylaxe.
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Metody: Mezinarodni retrospektivni studie analyzovala vyznam
AMP u nové diagnostikovanych (ND) AML [é¢enych v 1. linii VEN+AZA
s ohledem na vyskyt mykéz diagnostikovanych na ceskych,
slovenskych a rakouskych centrech v letech 2018-2023.

Vysledky: Zahrnuto bylo 186 pacientl s AML, z nich 46 % dostalo AMP
a 54 % nemélo AMP. Mykédzy se vyskytly u 6 (3 %) pacientt (1 invazivni
-0,5% a 5 neinvazivnich - 2,5 %). Medidn doby do mykézy od startu
VEN+AZA byl 18 dni (5-20). Jedna invazivni mykotickd infekce (IMI)
plic a spojivek byla zplGsobena Malassezia sympodialis. Neinvazivni
mykdzy pfedstavovaly 3x soor a 2x kandidézu jicnu. Mykéza se
vyvinula u 1/85 (1 %) pacientl s profylaxi a 5/101 (5 %) pacientl bez
profylaxe (p = 0,222). IMI se vyskytla u 0/85 (0 %) pacient(i s profylaxi
a 1/101 (1 %) pacientd bez profylaxe (p = 0,064). Medidn doby
sledovani od zahajeni VEN+AZA byl 140 dni. Zemtelo 76 pacientd
(41 %), z nichz 41 % s AMP a 59 % bez AMP (p = 0,296). Neprokazali
jsme signifikantni rozdil v ¢etnosti umrti (p = 0,296) a celkovém
prezivani (p = 0,844) mezi kohortou s a bez AMP.

Zaveér: Prokazali jsme nizky vyskyt vétSinou nezdvaznych mykéz
vzdy v prabéhu prvniho cyklu u ND AML lécené v 1. linii VEN+AZA
bez rozdilu s ohledem na pouziti ATM a bez vlivu na celkové prezivani

pacienta.

Podporeno Ceskou leukemickou skupinou pro Zivot, grantem MZ CR-RVO
(FNBr 65269705), programem EXCELES, ID:LX22NPO5102) a ERN.

VYSLEDKY LECBY (UCINNOST

A BEZPECNOST) EMICIZUMABEM V CESKE
REPUBLICE

Zapotocka E."?, Smejkal P.>#, Ovesnd P.%, Blatny J."¢

"LF MU Brno

?’Klinika détské hematologie a onkologie FN Motol Praha

*Oddéleni klinické hematologie, FN Brno

“Katedra laboratornich metod, LF MU, Brno

*Institut biostastiky a analyz s.r.o., Brno

¢Oddeéleni détské hematologie a biochemie, FN Brno

Uvod: Emicizumab, pfedstavitel nefaktorové Ié¢by hemofilie A, se
od roku 2018 stal diilezitou souéasti lé¢by v CR. Je indikovén pro
profylaktickou 1é¢bu pacientl s hemofilii A (HA) s i bez inhibitoru
FVII. V nasi analyze hodnotime data tykajici se |é¢by emicizumabem
v realné klinické praxi v CR.

Metody: Jedna se o retrospektivni analyzu dat z registru Ceského
narodniho hemofilického programu (CNHP) a to jak u déti, tak také
dospélych pacientd s hemofilii A. Hodnotili jsme kontrolu krvaceni,
frekvenci podavania ptipadny vyskyt zavaznych nezadoucich pfihod.
Vysledky: Zahrnuto bylo 73 pacientl s tézkou hemofilii A (HA)
s medianem véku 4 roky (min-max, 0-79), ktefi byli do konce roku
2023 |é¢eni emicizumabem minimélné po dobu 6 mésicd. Pro dalsi
stratifikaci byly pouzity dvé vékové skupiny: 0-11 (n = 45, pficemz
40 z nich bylo mladsich 4 let) a 12+ (n = 28) let. U 27 (37 %) pacient( byl
v dobé zahdjeni podavani emicizumabu pfitomny inhibitor FVIIl. Mezi
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pacienty bez inhibitoru byly 4 déti, u kterych byl emicizumab zahdjen
bez predchozi faktorové 1écby (PUP, previously untreated patients)
a u 9 se jednalo o minimalné Ié¢ené pacienty (do 5 expozi¢nich dnd
koncentratu FVIII).

Pro celou skupinu jsme pozorovali po pfechodu na emicizumab
celkové statisticky vyznamny pokles ro¢ni miry krvaceni (ABR)
z primérné 3,44 na 0,46 (p < 0,001), u kloubniho krvéaceni (AjBR)
z 0,7 na 0,27 (p = 0,004) a u spontanniho krvaceni (AsBR) z 1,18 na
0,19 (p = 0,002). Podil pacientd s nulovym krvacenim stoupl z 26,0 %
na 60,3 % (p < 0,001), u kloubniho krvaceni z 64,4% na 82,2%
(p = 0,045). Dalsi subanalyzy ukazaly, ze vyraznéjsi efekt profylaxe
emicizumabem oproti obdobi pred touto 1é¢bou byl sledovén u osob
s inhibitorem. U osob bez inhibitoru pak predevsim u mladsich
pacientt. U zadného pacienta bez inhibitoru na pocatku Ié¢by
emicizumabem nedoslo k jeho rozvoji nebo relapsu. Sledovani
nezadoucich G¢ink neni povinné v registru CNHP zaznamenavano,
ale zadny zavazny nezadouci Ucinek na SUKL nebyl hlasen, ani
nevyplynul ze zdrojovych dat pracovist zadavajicich do registru.
Zavér: Data z CNHP registru podporuji zjisténi, ze emicizumab ma
potencidl snizovat krvécivé stavy u osob s tézkou hemofilii A a u velké
¢asti z nich nabizi moznost dosdahnout bezpecné stavu bez krvaceni.
Emicizumab se stal standardem léc¢by u pacientl s inhibitorem.
U pacientd bez inhibitoru podil takto 1éc¢enych nemocnych narista,
velky podil predstavuji détsti pacienti do 4 let, coz je dano zejména
jednoduchym zplsobem subkutanniho podani, které umozni zahdjit
profylaxi bez dive ¢asto pfitomnych problémd.

KLONALNI KOMPETICE A ALTERACE
MOLEKULARNICH DRAH U CHRONICKE
LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

Zéavacka K2, Porc J.P.23, Tau$ P2, Pal K.2, Pavlova 5.3, Mal¢ikova J.-3,
Stranska K.-3, Zenatova M.}, Tichy B.2 Panovska A.", Doubek M.,
Pospisilova 5.3, Plevové K3

'Internf hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

2Centrum molekuldrni mediciny, Stredoevropsky technologicky institut,
MU Brno

3 Ustav lékarské genetiky a genomiky, LF MU a FN Brno

Uvod: Variabilni klinicky prabéh chronické lymfocytéarni leukemie
(CLL) souvisi se zna¢nou klonalni dynamikou leukemické bunéc¢né
populace v ¢ase. Expanze subklonl nesoucich rizné somatické
genové varianty, z nichz mnoho neni rekurentnich, ovliviuje vyvoj
onemocnéni a odpovéd na lé¢bu. Nasi snahou bylo popsat principy
klondlni evoluce CLL s ohledem na konkrétnilécebné rezimy a odlisna
stadia onemocnéni. Zaméfili jsme se zejména na faktory ovlivnujici
vyvoj subklonli s mutacemi v genu TP53, jehoz defekty vedou
u pacientd k chemorezistenci.

Metody: Pomoci celoexomového sekvenovani jsme vysetfili dva az
Sest odbérud z rdznych stadii CLL u 62 pacientd. Méli jsme k dispozici
podrobné informace o klinickém prlibéhu onemocnéni a vyvoji
TP53 mutaci. Zrekonstruovali jsme klonalni vyvoj onemocnéni v¢.
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narUstu a ztrat jednotlivych nadorovych subklon(i v po sobé jdoucich
odbérech. Néasledné jsme u definovanych skupin pacientt porovnali
abnormélni molekularni drahy a mutacni signatury a sledovali jsme
jejich zmény v case.

Vysledky: Mezi koexistujicimi CLL subklony jsme pozorovali
vyznamnou kompetici. Zaznamenali jsme odlisny vyvoj konkrétnich
genovych mutaci, z nichz nékteré maji tendence k sou¢asnému
vyskytu, jiné naopak k vzdjemné vylu¢nosti. Identifikovali jsme
narusené molekuldrni drahy a odlisné mutacni signatury v souvislosti
s odliSnymi stadii onemocnéni, odpovédi na lécbu a stavem
TP53 mutaci.

Zavér: Nase prace prinasi nové informace o molekuldrnich aspektech
podminujicich klonalni evoluci u CLL. Vysledky napomahaji lépe
pochopit chovani nemoci a naznacuji, kam by v budoucnu mohla
potencialné cilit personalizovana léc¢ba CLL.

Podporeno projekty MZCR AZV NW24-03-00114 a RVO FNBr65269705,
MSMT MUNI/A/1558/2023 a NPO-NUVR LX22NPO5102, spolufinancovdno

Evropskou unii — Next Generation EU.

AFERETICKE ODBERY U DETI

VE FN MOTOL

Zéavadova 7, Linhartova E.', Svojgr K2, Jetabkova V.2, Sedlacek P2,
Sramkova L.2, Keslova P.2

'Oddeéleni krevni banky FN Motol, Praha

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

Oddéleni krevni banky v Motole zahdjilo v roce 2012 aferetické
odbéry v ramci klinické studie pro firmu SOTIO (SCTbio ) ve spolupraci
s Ustavem klinické imunologie 2. LF UK a FN Motol u dospélych
pacientl odbérem mononuklearnich bunék. V roce 2016 rozsitilo
ve spolupraci s KDHO UK 2. LF a FN Motol spektrum své ¢innosti
o odbéry détskych pacientd separacemi perifernich kmenovych
bunék krvetvorby (PBSC) jako metodu ziskani CD34+ bunék pred
transplantaci nebo submyeloablativnimi bloky chemoterapie
u déti se solidnimi nadory Iécenych na Klinice détské hematologie
a onkologie. V roce 2019 jsme zahdjili v ramci spoluprace KDHO
a dalsimi klinikami FN Motol (Pediatricka klinika, Ill. chirurgicka
klinika, Pneumologicka klinika) odbéry mononuklearnich bunék
pro extrakorporalni fotochemoterapii (ECP) u dospélych a détskych
pacientd. Od roku 2020 provadime u déti odbér mononukleédrnich
bunék pro pfipravu individudiniho léc¢ivého pripravku pro moderni
terapii zaloZzeného na autolognich bunkach (CAR-T lymfocyty)
pro firmu Novartis. Celkem jsme provedli do kvétna 2024 u déti
115 odbéra PBPC, 22 odbérd PBMC (CAR-T cells) a opakované cykly
ECP u 3 détskych pacientd pro GVHD reakci po transplantaci kostni
dfené a dva bloky cykll separaci u 1 pacientky po transplantaci
plic a retransplantaci. V nasi pfednasce bychom chtéli shrnout nase
zku$enosti, Uspéchy i komplikace pfi téchto odbérech, podtrhnout
dulezitost spoluprace v ramci pfipravy pred separaci s klinickymi
pracovisti a uvést kazuistiky nékterych pacient(.

VYZNAM DRUHE ALOGENNI
TRANSPLANTACE S TREOSULFANEM

V LECBE RELAPSU U PACIENTU

S HEMATOLOGICKYMI MALIGNITAMI -
ZKUSENOSTI CENTRA

Zavielovéa A.', Radocha J.', Visek B.!, Lanska M.!, Stevkova J.,
Zibtidova K., Horacek J. M.}, Cermékova E.2, Z&k P!

'IV. internf hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

2Ustav lékarské biofyziky LF UK v Hradci Krdlové

Uvod: Pfinos 2. transplantace v relapsu zékladni malignity neni
jednoznacny. Zde ukazujeme vysledky nemocnych, ktefi ji podstoupili.
Pacienti a metoda: Jde o retrospektivni analyzu vsech nemocnych
po 2. alogenni transplantaci provedené na IV. Interni hematologické
klinice v letech 2012-2023.

Vysledky: Bylo identifikovdno 36 nemocnych (25 AML, 7 ALL,
1 myelofibréza, 1 aCML a 1 CLL) s potvrzenym relapsem po 1. ATKB
(alogenni transplantaci kmenovych bunék), ktefi podstoupili 2. ATKB.
Median véku byl 47,5 roku (20-67 let), 27 muzd a 9 zen. Nemocni
byli transplantovani od alternativniho nepfibuzného dérce (shoda
10/10 u 29 (81 %), shoda 9/10 u 7 (19 %)). 19/36 pacientt (53 %) bylo
v remisi pfed 2. ATKB. 16/36 pacientd (44 %) bylo transplantovano
sekvenc¢né. Pfipravny rezim byl u viech nemocnych uniformni:
treosulfan 3x 12 g/m?, fludarabin 4x 40mg/m? a Thymoglobulin
Genzyme 6 mg/kg. Median doby mezi prvniadruhou transplantaci byl
460 dnt (120-4 951 dnll) a median doby sledovéni od 2. transplantace
byl 2 334 dn(i (102-4 307dnd). V tomto obdobi byl prokazan relaps
u 18/36 pacientll (50 %). Na transplanta¢ni komplikace zemfelo
9 nemocnych (25 %) (3x EBV PTLD, 2x GVHD, 1x HHV6 encefalitida, 3%
sepse). Median celkového preziti byl 1,2 roku (95% Cl: 0,9-3,2), 2leté
preziti je 41 % (AML 41 %) a 5leté preziti 31 % (AML 28 %).

Zavér: Druha ATKB je moznou lé¢ebnou alternativou pro terapii

relapsu hematologickych malignit s uspokojivymi dlouhodobymi

vysledky.
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Obr. 21. Zavielova A etal. Celkové preziti v souboru.
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CYTOGENOMIKA V DIAGNOSTICE MDS -
VYZNAM A AKTUALNI TRENDY

Zemanova Z.

Centrum nddorové cytogenomiky, Ustav lékaiské biochemie a laboratorni
diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze

Analyza karyotypu hraje klicovou roli v diagnostice myelodys-
plastickych neoplasii (MDS). Pfindsi informace dulezité pro urceni
diagnézy a prognézy, vybér vhodné terapie a pro sledovani lé¢ebné
odpovédi ¢i progrese onemocnéni. Klondini chromozomové aberace
jsou popisovany u asi 50 % primarnich a 70-90 % sekundérnich
MDS. Nejc¢astéji se jedna o zmény spojené se ztratou genetického
materialu (delece, monosomie). U pfiblizné 20 % MDS detekujeme
komplexni aberace. Naopak trisomie (kromé +8) a balancované
translokace jsou méné casté. Chromozomové aberace u MDS
Uzce koreluji s prognézou. Obecné plati, Ze pacienti s del(5q) jako
samostatnou zménou v karyotypu maji dobrou prognézu, zatimco
nemocni s aberacemi chromozomu 7 nebo komplexnimi karyotypy
maji prognoézu Spatnou.

Zlatym standardem v detekci chromozomovych aberaci je
konven¢ni cytogenetickd analyza. V poslednich desetiletich doslo
k vyznamnému rozvoji modernich genetickych metod (rGzné
modifikace FISH, MLPA, mikrocipové technologie, sekvena¢ni
metody), které umoznuji detekci kryptickych aberaci a genovych
mutaci. Pfesto ma cytogenetické vysetreni v diagnostice MDS stéle
nezastupitelny vyznam, protoze umoznuje detekci Sirokého spektra
chromozomovych aberaci v¢. strukturnich prestaveb a pfindsi
rovnéz informace o klonalni heterogenité a subklonalnich zménach.
V soucasnosti je proto kladen dliraz na komplexni pfistup a cilenou
kombinaci cytogenomickych a molekuldrné genetickych technik.
Vbudoucnosti budou pravdépodobné vyvinuty nové cytogenomické
pfistupy, které umozni detekci chromozomovych abnormalit
s vyssi citlivosti, rozlisenim a efektivitou. Slibné se jevi napf. optické
mapovani genomu (OGM), které umoziuje detekovat soucasné
vsechny strukturni i pocetni varianty a cnLOH v celém genomu. Tyto
pokrocilé techniky predstavuji slibnou perspektivu v diagnostice MDS
a pomohou nam Iépe porozumét biologii onemocnéni a prizplsobit
|écbu individualnim potiebam pacientd.

Podporeno RVO-VFN64165.

NADOR Z BLASTICKYCH
PLAZMOCYTOIDNICH DENDRITICKYCH
BUNEK /BPDCN/ ASOCIOVANY

S MYELODYSPLASTICKYM SYNDROMEM -
KAZUISTIKA

Zuchnicka J., Duras J., Kas¢ak M.

Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

Nador z blastickych plazmocytoidnich dendritickych bunék je
vzacné agresivni hematoonkologické onemocnéni. Postihuje
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kazi, kostni dien, lymfatické uzliny, jatra, slezinu, casta je infiltrace
CNS. Dle WHO klasifikace je fazen k akutnim leukemiim. Jedna se
o nador z myeloidniho prekurzoru s diferenciaci v plasmocytoidni
dendritickou bunku. V normalnim stavu hraji plazmocytoidni
dendritické bunky ulohu v obrané organizmu proti virovym infekcim.
Exprimuji receptory pro nukleové kyseliny, TLR-7 a TLR-9. Stimulaci
téchto receptor(i virovou nukleovou kyselinou se spusti produkce
IFN-a.. Zvy3ena produkce IFN-a zpUsobi aktivaci NK bunék. V nasem
sdéleni prezentujeme pfipad starsiho nemocného s vyznamnymi
pfidruzenymi onemocnénimi, kterému byl v kvétnu 2022 dia-
gnostikovan nizce rizikovy myelodysplasticky syndrom (MDS).
Pacient byl bez potizi, s ohledem na nizké riziko onemocnéni a vék byl
sledovanbezindikaceklécbé.Vice nezrok po stanovenidiagnézy MDS
doslo ke zhorseni stavu, objevily se B-symptomy, kozni eflorescence,
v laboratofi se rozvinula pancytopenie. Z histologického vysetieni
kozniho postizeni bylo vysloveno podezieni na nador z blastickych
plazmocytoidnich dendritickych bunék (BPDCN). Vysetfeni
kostni dfené diagnézu potvrdilo, blastické buriky se shodnym
imunofenotypem byly prokéazany i v liquoru. S ohledem na celkovy
stav, vék a pridruzena onemocnéni je nemocny [é¢en chemoterapii
COP (cyklofosfamid, vincristin, prednison) s intratekdlnim podanim
methotrexatu. V dobé naseho sdéleni dosahl parciadlni remise

onemocnéni.V planu je udrzovaci terapie venetoclaxem.

JAK UCINNE JE VYSAZENI TKI PO
PREDCHOZI DVOUSTUPNOVE REDUKCI
JEJICH DAVKY? ANALYZA DOSAVADNICH
VYSLEDKU CELONARODNI STUDIE HALF
U PACIENTU S CHRONICKOU MYELOIDNI
LEUKEMII

Zé&¢kova D!, Faber E.2, Klamova H.3, Stejskal L.#, B&lohlavkova P2,
Karas M., Cerna O, Cmunt E.8, Machova Polakova K.3, Ci¢atkova P!,
Semerad L., Hornak T, Kvetkova A\, Prochazkova J., Rychlickova J.5,
Skoumalové 1.2 Zizkova H.3, Srbové D.3, Salek C.3, Buffa D., Voglova J.5,
Jeziskova I.!, Jurcek T, Folta A.', Borsky M.!, Wiewiorka O.",
Stépanova RS, Svobodnik A2, Demlova RS, Mayer ).

'Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
2Hematoonkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

3 Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

“Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

* V. Interni hematologickd klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

¢ Hematoonkologickd klinika LF UK a FN Plzer

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

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

10Oddeleni klinické biochemie, FN Brno

" Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), MU Brno

Cil: Ovéfit Uspésnost a bezpecnost vysazeni TKI po pfedchozi
dvoustupriové redukci jejich davky v rdmci celonéarodni studie
HALF.




I1I. CESKY HEMATOLOGICKY A TRANSFUZIOLOGICKY SJEZD

Metody: Pieziti bez molekularni rekurence (MRFS) hodnoceno
pomoci Kaplan-Meier analyzy na celém souboru a u podskupin dle
déavky a typu TKI, pfedchozi [é¢by IFN, vstupni rizikové kategorie
a hloubky molekularni odpovédi v dobé vysazeni TKI. Podskupiny
byly porovnény pomocilog-rank testu.

Vysledky: V obdobi 1/6/2020-29/2/2024 bylo do studie zafazeno
207 pacient(, pfevazné muzi (54 %), medianu véku 61,6 let. Vstupné
bylo 72 % pacientd 1é¢eno imatinibem, 17 % nilotinibem a 9 %
dasatinibem a 36 % pacientd mélo redukovanou davku. V dobé
analyzy postoupilo 169 pacientll do vysazovaci faze. Konfirmovana
molekularni rekurence byla zaznamendna u 51 (24,6 %) pacient(.
Pravdépodobnost MRFS v 6, 12 a 24 mésicich (M) od vstupu do studie
byla100%, 91,4 %a 71,0 %.MRFS ve 12M od vysazenise vyznamné lisilo
dle hloubky Iécebné odpovédi pii vysazeni (MMR 5,2 %, MR4.0 71,2 %

a MR4.5 92,0 %; p < 0,001); u dalSich hodnocenych podskupin (viz
vyse) neukdzalo statisticky vyznamny rozdil. Kumulativni incidence
MMR a DMR v 6, 12, resp. 18M po re-startu TKI v plvodni davce byla
93279 %, 100 a 90 %, resp. 100 a 93 %.

Zavér: Pfedbézné vysledky studie naznacuji vyssi pravdépodobnost
dosazeni TFR nez pfi ndhlém vysazeni. Uspé&snost TFR statisticky
vyznamné koreluje s hloubkou |é¢ebné odpovédi pfi vysazeni.
Bezpecnost zvoleného postupu potvrzuje i rychld obnova MMR
u véech a DMR u vétsiny pacientl s molekularni rekurenci.

Podporeno grantem MZCR & NU22-03-00136, grantem ¢ MUNI/A/1558/2023,
prostrednictvim projektu CZECRIN (LM2023049) a projektem Ndrodniho
ustavu pro vyzkum rakoviny (Program EXCELES, ID: LX22NPO5102) -
Financovdno Evropskou unii — Next Generation EU.
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Obr. 22. Za¢kova D etal.
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