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- Caést 1: Trombédza a hemostaza

Prevence a lécba tromboeembolickych komplikaci v onkologii

Kvasnicka T.
Trombotické centrum ULBLD 1. LF UK a VEN

Aktivni forma nadorového onemoc-
néni patfi mezi nejvyznamnéjsi z per-
zistujicich rizikovych faktor( (RF) pro-
vokované formy zilni tromboembolické
nemoci (VTE). Aktivni malignita je defi-
novana jako onkologické onemocnéni
diagnostikované v poslednich 6 mési-
cich, recidivuijici, lokaIné pokrocilé ¢i me-
tastazujici onkologické onemocnéni,
jehoz1é¢ba probihala v poslednich 6 mé-
sicich, nebo hematoonkologické one-
mocnéni bez kompletni remise. Riziko
VTE u pacientd s karcinomem je 6x vyssi
oproti pacientim bez karcinomu. Riziko
vyznamné zvysuji i dalsi faktory: chirur-
gicky zakrok (velky rozsah, poskozeni
tkani a cév), pooperacni obdobi (¢asto
dlouhodobd imobilizace), podavana
protinddorova lécba zahajena v poope-
ra¢nim obdobi, umisténi centrélniho
Zilniho katetru a eventudlné primarni
trombofilni stav. VTE je &astou a vy-
znamnou komplikaci u pacientl s kar-
cinomem a druhym nej¢astéjsim divo-
dem jejich imrti. VTE ma jako komplikaci
4-20 % pacientl s karcinomem, 20 %
pacientl s VTE ma aktivni formu karci-
nomu a 4-12 % pacientl s idiopatickou
formou VTE ma nerozpoznany karcinom
(paraneoplasticka forma). Incidentalni
(ndhodnad) plicni embolizace (incidental
pulmonary embolism - IPE) je ¢astym na-
lezem rutinni pocitacové tomografie (CT)
hrudniku (1,1 % z provadénych koronar-
nich CT, 3,6 % z onkologickych CT). Dia-
gnoza IPE je pfesnd az po segmentalni
a subsegmentalni tepny. Zvy3ené pou-
zivani pokrocilejsi technologie CT se ca-
sové shodovalo se zvy3enim miry za-
chytu ndhodnych subsegmentélnich PE.
Vybér medikace a délka antikoagula¢ni
|é¢by je stejnd jako u symptomatické PE.
Pacienti s aktivnim nadorovym onemoc-
nénim maji zvysené riziko zavazného kr-
vaceni (cca 2-6x) oproti pacientim bez
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Onkologiéti pacienti se
symptomatickou nebo
incidentalni HZT nebo PE*

Ma pacient:
_| 1) lekové interakce s DOAC; |

“| nebo
2) vysoke riziko krvaceni?

Ne Ano
- - 4 I'4 \
Zahajte antikoagulagni Zahajte antikoagulagni
lécbu s DOAC (edoxaban 1é€bu s LMWH
nebo rivaroxaban)**
g J

Zvazte prodlouzenou antikoagulaéni 1é¢bu delSi nez
6 mésica, pokud je rakovina stale aktivnit

Schéma 1. Navrhovany algoritmus lé¢by symptomatické

a incidentalni HZT nebo PE u onkologickych pacientt (zdroj: Blood 2019;
133(4): 291-298).

* U pacientd s izolovanou jednotlivou subsegmentalni PE bez sou¢asné HZT
zvazte moznost vysazeni antikoagula¢ni 1é¢by; u pacientl s vysokym rizikem
krvaceni.

** Edoxaban je podavan po zahdjeni lé¢by LMWH po dobu nejméné 5 dnd.
1 Rozhodnuti pokracovat v antikoagulacni 1écbé del3i nez 6 mésict by mélo
také vyvazit riziko rekurentniho ZTE a krvacivych komplikaci v kombinaci

s preferencemi pacient(, délkou Zivota a ndklady na lécbu.

Pozn.: Posudte lékové interakce a riziko krvaceni béhem sledovani a podle
toho zmérnite antikoagulacni Ié¢ebny rezim. LMWH je v souc¢asné dobé
upfednosthiovanou moznosti 1écby.

nadorového onemocnéni. Toto riziko se

Vysledky provadénych studii s DOAC (SE-

musi zohlednit pfi vybéru antikoagu-
lacni léCby. V [é¢bé VTE asociované s ma-
lignitou (cancer associated thrombosis)
LMWH stale plati jako preferencni tera-
pie (moznost monitorace anti Xa hladin).

LECT-D [rivaroxaban vs. dalteparin], Ho-
kusai VTE cancer [edoxaban vs. daltepa-
rin], ADAM VTE [apixaban vs. dalteparin]
a CARAVAGGIO [apixaban vs. daltepa-
rin]) vSak naznacuji, Zze DOAC mohou byt




bezpecnou a ucinnou antikoagula¢ni al-
ternativou u nadord mimo gastrointes-
tindlni a urogenitalni trakt a u nemoc-
nych s nizkym rizikem krvaceni, pokud
nehrozi interakce s probihajici onkolo-
gickou lécbou. Terapie s vitamin K anta-

gonisty (warfarin) se u pacientu s aktivni
formou nadorového onemocnéni nedo-
porucuje pro vysoké riziko krvacivych
komplikaci. Volba lé¢by ma byt vzdy indi-
vidualizovana (shared decision making).
Pfi terapii je nutné zohledrovat i prefe-

Cést 1: Trombdza a hemostaza -

rence pacienta (edukace, compliance)
a je nezbytné provadét pravidelné hod-
noceni poméru riziko/prospéch antikoa-
gula¢ni lécby.

Podporeno IPO MZCR RVO-VFN64165.

Trombofilni a tromboembolické stavy v gravidité

Kovarova Kudrnova Z.

Trombotické centrum ULBLD 1. LF UK a VEN

Tromboembolické pFihody patii mezi
nejobavanéjsi komplikace v téhotenstvi
a jsou stale na prednich mistech matef-
ské morbidity a mortality v civilizova-
nych zemich. V gravidité se také casto
poprvé manifestuji dédi¢né i ziskané
trombofilie.

Trombofilie je vrozena ¢i ziskana poru-
cha hemostatického mechanizmu, cha-
rakterizovand zvysenou tendenci ke krev-
nimu srdZzeni a trombotizaci. Pfedchazi
vlastnimu procesu trombogeneze, ktery
je pak vyvolan nékterym ze spoustécich
podnétl (uvolnénim tkanového faktoru
po poranéni, zvysenou viskozitou krve
pfi dehydrataci, zvysenou hladinou es-
trogent vedouci k dilataci cév spojené se
stazou krve a k téhotenské hyperkoagu-
laci, infekci, letem > 4 h, nadorovym bu-
jenim aj.) [11.

V téhotenstvi trombofilie nezvy-
Suje pouze riziko vzniku zilni trom-
boembolické pFihody, ale také riziko
vzniku dalsich chorobnych stavli spoje-
nych s nitrocévni trombogenezi. Setka-
vame se ve vétsi mife i s casnymi opa-
kovanymi potraty, odumfenim plodu in
utero, rlstovou retardaci plodu a pozd-
nimi téhotenskymi komplikacemi
(napt. preeklampsie, abrupce placenty,
HELLP syndromem) [1-3].

Regulace hemostdzy v gravidité je
velmi slozity rovnovazny systém. Fyzio-
logické téhotenstvi je asociovano s pa-
trnymi laboratornimi zménami ve viech
soucastech hemostdzy, zahrnujicimi vze-

stup koncentrace vétsiny koagula¢nich
faktord, pokles koncentrace nékterych in-
hibitort koagulace a ztlumeni fibrinoly-
tické aktivity, coz vede k hyperkoagulac-
nimu stavu. | kdyz tyto zmény, které jsou
zpUsobeny hormonalnimi vlivy, chrani té-
hotnou Zenu pred zdvaznym krvacenim
pfi porodu, jsou zaroven jednou z pricin
zvydené incidence tromboembolické ne-
moci (TEN) v gravidité a Sestinedéli [4].

Podle vyvolavajici pficiny délime kli-
nicky vyznamné téhotenské trombofilie
na dédi¢né a ziskané [1].

ZISKANE TROMBOFILIE
Zvyseni koagulacnich faktoru: FVIII, fibri-
nogenu, inhibitoru PAI-1 a snizeni inhibi-
toru koagulace PS, které je fyziologické
pfi postupné narustajici hladiné estro-
gena v Il. a zejména lIl. trimestru, nebo
vyvolané po podani gonadotropinl pfi
asistované reprodukci.
Antifosfolipidovy syndrom je spo-
jen se zvySenym rizikem hluboké Zilni
trombdzy a téhotenskych komplikaci.
Pro diagndzu antifosfolipidového syn-
dromu je potfeba soucasna pritomnost
klinickych a laboratornich znamek to-
hoto onemocnéni. Mezi sérologicka kri-
téria potvrzujici diagnézu antifosfoli-
pidového syndromu patii pretrvavajici
nalez pozitivnich protilatek lupus an-
tikoagulans (LA) a/nebo IgG nebo IgM
pozitivita antikardiolipinovych protila-
tek (aClL) a/nebo vysoky titr IgG nebo
IgM protildtek proti beta-2-glykopro-

teinu (anti-beta2 GP) 1. Pro diagnézu je
dilezity opakovany prukaz téchto pro-
tildtek v minimalnim ¢asovém odstupu
12 tydnQ, nebot jejich docasné zvyseni
muze byt pozorovéno i u nékterych in-
fekcnich stavid a v souvislosti s podanim
nékterych 1ékd. Mezi klinické zndmky
antifosfolipidového syndromu jsou fa-
zeny opakujici se trombdzy a/nebo opa-
kujici se ztraty téhotenstvi, a to ztrata
plodu po 12. tydnu nebo 3 potraty
v anamnéze [5].

DEDICNE TROMBOFILIE

Zvy3eni koncentrace koagulac¢nich fak-
tor(i: Zvyseni hladiny FIl protrombinu (>
130 %) pfi mutaci genu FIl 20210G > A.
Frekvence této dédi¢né trombofilie v CR je
2,5 % heterozygotu bez rozdild pohlavi [1].

Porucha regulace hemokoagulace: P¥i
mutaci genu FV Leiden (1691G > A), ktera
vede k rezistenci aktivovaného koagulac-
niho faktoru V v{ci Gcinku aktivovaného
inhibitoru koagulace PC (homozygoti OR
34,4; heterozygoti OR 8,32). Frekvence
heterozygott s touto dédi¢nou mutaci je
vCR8,8%a homozygott 0,7 %, opét bez
rozdilu pohlavi [1].

Pfi nedostatku inhibitorl koagulace:
deficit antitrombinu (< 80 % aktivity, OR
4,76) nebo deficit proteinu C (< 70 % ak-
tivity, OR 4,69) a deficit proteinu S (<
55 % hladiny, OR 3,19). Prevalence vy-
skytu téchto trombofilnich stavi je vsak
v populaci nizka, celkem se vyskytuji jen
asiv19%/[1].
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- Caést 1: Trombédza a hemostaza

Tab. 1. Zmény hemostazy v téhotenstvi.
Zmény hemostazy v téhotenstvi Stoupa Klesa Neméni se
koagulacni faktory 1V, VII, VIII, IX, X Xl Il
inhibitory koagulace trombomodulin PS PC
adhezivni molekuly VWF
fibrinolyza PAI-1, PAI-2 t-PA TAFI
mikropartikule a AP protilatky MP APLA
lokaIni zmény v placentdrnim obéhu TF TFPI

INDIKACE VYSETRENT
TROMBOFILNICH STAVU

V GRAVIDITE

Laboratorni vysetreni k zjisténi trombofi-
lie je doporuceno indikovat pouze selek-
tivné, a to u zen po opakovanych 3 potra-
tech v I. trimestru gravidity nebo u kazdé
ztraty plodu po tomto obdobi gravidity;
u téhotnych zen s pozitivni osobni nebo
rodinnou anamnézou prodélaného trom-
boembolizmu nebo s komplikacemi v gra-
vidité (preeklampsie, rlistova retardace
plodu nebo po abrupci placenty) [6].

ANTITROMBOTIKA

V GRAVIDITE

Téhotenstvi je samo o sobé spojeno se
zvy$enym trombofilnim rizikem a pfi pfi-
tomnosti dalSich rizikovych faktord (vro-
zenych ¢i ziskanych) spojenych s trom-
boembolickou nemocije tfebazhodnotit
riziko Zilniho tromboembolizmu a podle

toho zavést adekvatni prenatalni a post-
natdlni preventivni opatfeni. Zhodno-
ceni rizika TEN by mélo byt provedeno
u kazdé téhotné Zzeny v ¢asné gravidité,
optimalné v ramci komplexniho prena-
talniho vysetieni do 14. tydne gravidity.
U zen s vysokym rizikem tromboembo-
lizmu ma byt daldi postup konzultovan
se specialistou (hematolog, trombotické
centrum). Je doporucovan individualni
pfistup ke kazdé téhotné [7].

Lékem volby jsou nizkomolekuldrni
hepariny (LMWH), které jsou bezpecné
v gravidité i pfi laktaci. Laboratorné Ize
ucinnost podéavané davky LMWH posou-
dit podle vyse dosazené inhibice faktoru
Xa v plazmé téhotné Zeny s odbérem krve
po uplynuti 4hodinového intervalu od
jeho subkutanni aplikace. Profylaktické
a terapeutické davky jednotlivych LMWH
jsou uvedeny v jejich SPC [7]. Pfima per-
orélni antikoagulancia - inhibitory faktoru

Xa (rivarixaban apixaban) i pfimy inhibi-
tor trombinu (dabigatran etexilate) - jsou
u gravidnich a kojicich Zzen kontraindiko-
vany. Warfarin, ktery prochazi placentou,
je v gravidité kontraindikovan (vyjimkou
je profylaxe u téhotnych zen s mechanic-
kou chlopenni ndhradou). Nevylucuje se
vsak do materského mléka a kojeni muize
pokracovat i pfi [é¢bé warfarinem [8].
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Podporeno IPO MZCR RVO VFN64165

Trombaza v splanchnické oblasti, diagnostika, terapie

Dulicek P, Ivanova E., Thibaud Z., Sadilek P., Beranek M.

FN Hradec Krdlové

UvoD

Trombdza v splanchnické oblasti (SVT)
patfi mezi trombdzy v tzv. neobvyklé lo-
kalizaci. Zafazujeme sem: Budd-Chiari
syndrom (BCS), trombdzu v. portae,
trombdézu mezenterickych Zil a trom-
bézu splenické Zily. Casto postihuje vice
oblasti, prtbéh je variabilni od forem
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asymptomatickych, incidentalné naleze-
nych az po fulminantni.

Priciny jsou lokalni (nador, cirhéza,

zanét, trauma, operace) nebo celkové
(MPN, PNH, trombofilie aj.). Diagnostika
vétsinou necini potize, jsou detekovany
UZ, angioCT, MRI.

LECBA

1.Léc¢eni induktoru: zdnétu, tumoru,
MPN, vysazeni COC aj.

2. Terapie trombdzy (AKT). Ta neni jed-
notnd, trombdza je variabilni etio-
logie, proto je léc¢ena rdznymi od-
bornostmi. Nejsou jednoznacnd
doporuceni, |é¢ba je nékdy spojena




Cast 1: Trombdza a hemostaza -

] o ] SOUBOR
Tab. 1. Vysledky hodnoceni etiologie SVT. V nagem sdéleni hodnotime etiologii
SVT 80 Muzi (n = 30) Zeny (n =50) SVT soubor 80 jedincu. Vysledky shrnuje
median véku 38 (16-76) 41 (19-52) 36 (16-76) tab. 1.
FV Leid 6 3 3 -
ceen SHRNUTI
FlATZ < z 2 V nasem souboru 80 jedincll se SVT
deficit proteinu C 4 1 3 a s medidnem véku do 40 let jsme vro-
deficit proteinu S 4 1 3 zeny trombofilni stav prokézali u 20 je-
APS 3 5 1 dincd (25 %) a ziskany trombofilni stav
T o , .
JAK2 Kindza ) 5 T u 27 jedincll (38,6 %). V nalezech domi
nuje prikaz JAK-2 kinaza.
ZAVER
s vyssim rizikem krvaceni (jicnové va- je mozno pouzit trombolyzu, u BCSza-  Pfi¢iny SVT jsou variabilni, znalost etio-
rixy, trombocytopenie, hepatopatie). vedeni TIPSu, jinak je vétsina pfipadl  logie je pro dalsi é¢bu klicova. Pausalné
Je i otézkou, zdali 1é¢it asymptoma- IéCena pomoci LMWH s pfevodem na  nelé¢ime incidentdlni nalezy, pokud to
tické formy. U Zivot ohrozujicich stavi Warfarin. neni nezbytné nutné.
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Génova terapia hemofilie

Batorova A.

- Cast 1: Krvaceni

Ndrodné hemofilické centrum, Klinika hematoldgie a tranfuziolégie LF UK a SZU, Univerzitnd nemocnica, Bratislava, Slovensko

UvoD

Posledné desatrocie prinieslo enormné
pokroky v liecbe hemofilie, ktoré viedli
k zvySenej ochrane pred krvacanim
a zlep3eniu kvality Zivota jedincov s he-
mofiliou. Popri dnes uz standardne pou-
zivanej profylaxii u deti i dospelych
k nim prispela nova generacia faktorov
s predizenym biologickym pol¢asom
(EHL FVIHI a FIX) s personalizovanym,
farmakokineticky riadenym pristupom
a neddvne zavedenie profylaxie prvym
nefaktorovym pripravkom, emicizu-
mabom. Ide o bispecificku protilatku,
ktora imituje hemostaticku funkciu FVIII
a umoznuje efektivnu profylaxiu pacien-
tov s hemofiliou A aj v pritomnosti inhi-
bitorov FVIII. Prinosom EHL produktov je
vyznamna redukcia poctu injekcii a udr-
Ziavanie vy$sej minimalnej hladiny fak-
tora oproti Standardnym koncentratom.
Pri hemofilii B touto liecbou dokazeme
zmenit tazky stupen choroby na lahky.
Pre obmedzené predizenie pol¢asu FVIII
vsak takato zmena pri hemofilii A nie je
mozna bez vyznamného nérastu spot-
reby liekov, ¢o limituje dostupnost ta-
kejto liecby. Naopak, pri hemofilii A sa uz
uspesne vyuziva nefaktorové profylaxia
bispecifickou protilatkou, zatial ¢o pre
hemofiliu B nie su zatial nefaktorové pri-
pravky dostupné. Sucasna liecba hemo-
filie je teda stale suboptimalna, lebo je
zavisla na substitucii exogénnych hemo-
statickych pripravkov a uplne neelimi-
nuje vyskyt krvacania ani jeho vplyv na
fyzické a mentalne zdravie a kvalitu zi-
vota jedincov s hemofiliou. Dnes je am-
biciou lie¢cby hemofilie ,nulovy vyskyt”
krvécani a snom kazdého hemofilika vy-
liecenie hemofilie. Z tohto pohladu sa
ako najperspektivnejsia javi génova te-
rapia (GT), ktord ako jedind md potencial
kurativnej lie¢by tohto monogénového
ochorenia.

GENOVA LIECBA HEMOFILIE
Od klonovania génu F9 v roku
1982 a génu F8 v roku 1984 uplynulo
takmer 30 rokov, kym sa vedomosti mo-
lekulovej genetiky transformovali do kli-
nicky prospesného terapeutického vy-
sledku. Rychlost rozvoja GT spociatku
spomaloval maly zadujem farmaceutic-
kého priemyslu o tento spdsob liecby
hemofilie [1]. Okrem poznania génov
F8 a F9 bolo pritom potrebné vyriesit
mnoho problémov, tykajucich sa nie-
len prendsanej genetickej informacie,
najvhodnejsieho cielového tkaniva pre
transfer génu ale aj vyberu optimal-
neho vektora na prenos transgénu do
organizmu prijemcu. Prvy tranfer génu
pri hemofilii B sa v roku 1999 uskuto¢-
nil intramuskuldrnou injekciou [2], ale
prvé skutocne Uspesné pokusy géno-
vej lie¢by sa zaznamenali po vnutroZilo-
vej injekcii transgénu v roku 2011 [3,4]
a neskér, v roku 2014 aj u jedincov s he-
mofiliou A [5]. Na zéklade sfubnych vy-
sledkov klinickych studii v poslednom
desatro¢i mozno ocakavat, Ze v najbliz-
Sich 1-2 rokoch sa doc¢kame registracie
prvého produktu pre GT hemofilie [1],
ktora prinesie zasadnu zmenu stratégie
liecby hemofilie.

PRINCIP GENOVEJ LIECBY
HEMOFILIE A TRANSGENY
FVIII A FIX

Génova lie¢ba hemofilie spociva v apli-
kacii kopie génu pre syntézu FVIII alebo
FIX pomocou vektora (génovy transfer)
formou vnutrozilovej injekcie, pricom
cielovym orgadnom je pecen. Mald vel-
kost cDNA faktora IX 1,5 kb umoznuje jej
lahku uskladnitelnost v celom rade vek-
torov, ktoré dopravia gén do hepatocy-
tov, ktoré su prirodzenym miestom syn-
tézy FIX. Povodne pouzivany ,wild type”

FIX, po ktorom sa dosahovala hladina
FIX 5-7 % [3] sa nahradil variantom co-
-hFIX-R338L, podmienujucim FIX Padua
(Arg38Leu), ktory ma 8x vyssiu aktivitu
FIX. To viedlo k dosiahnutiu terapeutic-
kych hladin FIX s pouzitim stredne vy-
sokych davok vektora [4]. Neddvno opi-
sany novy variant co-hFIX-CB2679d-GT,
ktory ma vyssiu aktivitu ako FIX Padua
vdaka lepsej afinite k FVIIl i vyssej re-
zistencii voci antitrombinu, by mohol
umoznit redukciu davky a zniZenie na
davke vektora zavislej hepatotoxicity [6].
Transfer génu F8 je ovela naroc¢nejsi pre
velkost cDNA (= 9 kb), ktord presahuje
kapacitu klinicky aplikovatelnych vek-
torov 4,7 kb. Stcasné transgénne kon-
Strukcie pouzivaju cDNA, v ktorej je B
doména FVIII nahradend peptidom zlo-
Zenym zo 17 aminkyselin so Siestimi gly-
kozyla¢nymi sekvenciami, ¢o umoziuje
uloZenie genému do vektorovej kapsidy
a zaroven posilfiuje produkciu a sekréciu
FVIII [7]. FVIII sa fyziologicky tvori v en-
dotelovych bunkach sinusoidov pecene,
hepatocyty teda nie su jeho prirodze-
nym producentom a zatial nie je zndma
ich skutoc¢na kapacita pre syntézu FVIII,
od ktorej sa pravdepodobne odvija trva-
nie odpovede na GT hemofilie A.

TRANSGENNE VEKTORY PRE
HEMOFILIU

Vektory pre GT hemofilie sa geneticky
konstruuju z prirodzene sa vyskytuju-
ceho parvovirusu, tzv. adeno-associova-
ného virusu (AAV), ktorého replikacia nie
je autonédmna, ale zavisi na tzv. pomoc-
nom viruse ako je adenovirus alebo virus
herpes simplex. V stcasnosti sa pouzi-
vaju rekombinantné AAV (rAAV), Uplne
zbavené koédujucich virusovych sek-
vencii so zachovanim virusovych ukon-
¢eni, ktoré sluzia ako signaly na zaba-
lenie transgénu do virusovej kapsidy.
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Tab. 1. Aktualne prebiehajuce klinické studie s génovou terapiou pri hemofilii B [upravené podla 1,13].
Nazov Sponzor Vektor Da’v(l:’ ;‘/’::; ora
/ cDNA FIX
1 SPK-9001 Spark&Pfizer AAV5-FIX Padua 5x10"
2 AMT-061 UniQure/ AAV5-FIX Padua 2x10"
HOPE-B CSL Behring
3 FLT 180a Freeline AAVS3-FIX Padua 3,8x10'-1,28%10"?
4 AMTO60 UniQure AAV5-hFIX wild type > gjj
5 SB-FIX Sangamo AAVZ-OZ::O'\II(_:;T2?5:::;%réda neudana
6  YUVA-GT-F9001 SGIMI HSC/MSC-Lentivektor
*po 1. roku sledovania
HSC - hemopoietic stemm cells, MSC - mesenchymal stemm cells, vg/kg — vektorovych genémov/kg

Faza P?cet Hladina FIX
pacientov
x £ SD

3 10 33,7 £ 18,5 %*
3 56 340£19,7%
1.2 10 > 31 %*
12 5 4,40%

’ 5 6,90%
1.2

Rekombinantné AAV su nepatogénne
a neintegruju sa do genému hostitela.
Po vstupe do hepatocytu sa transgén
uvolni z kapsidy a vstupuje do jadra, kde
sa na baze jedno-retazcovej DNA sfor-
muje dvoj-retazcova DNA, ktord vytvori
stabilnd Struktdru v jadre a zaisti syn-
tézu koagula¢ného proteinu. AAV vektor
je destruovany proteazémom, peptidy
kapsidy sa zhromazduju v endoplazma-
tickom retikule a mo6zu sa dostat do kon-
taktu s molekulami triedy HLA 1, ktoré
ich prezentuju na povrchu buniek. Trans-
dukované hepatocyty sa tak stavaju ter-
¢om cirkulujucich CD8+ T lymfocytov
a celuldrna imunita prijemcu méze spd-
sobit ich zanik a teda aj zanik produkcie
koagula¢ného faktora [1,7,8].

Dolezitym faktorom pri GT je aj séro-
typ kapsidy. Dnes sa pouziva cely rad AAV
hepatotropnych sérotypov (AAV2, AAV5,
AAV6, AAV8 a AAV10). Az 30-80 % jedin-
cov beznej populacie ma vsak neutralizu-
juce anti-AAV protildtky, ktorych vazba na
vektorovu kapsidu brani transdukcii he-
patocytov, ¢o predstavuje prekazku gé-
protilatky proti sérotypu AAV5 [8]. Po
systémovej aplikacii obrovského mnoz-
stva vektorovych partikul nastava u pri-
jemcu mohutnd imunologickd odpoved
s tvorbou protildtok proti AAV kapside.
U 7 pacientov s hemofiliou B, ktori dostali

AAV2 vektor v davkach 8x10'°-2x10"? vg
(vektorovych genémov)/kg sa potvrdila
dlhodoba perzistencia vysokého titra
protilatok s multi-sérotypovou skrize-
nou reaktivitou, u 4 pacientov dokonca
aj 12-15 rokov po aplikacii, bez znakov
hepatotoxicity alebo hepatocelularneho
karcinomu [9]. Perzistujuce protilatky
predstavuju prekézku opakovanej aplika-
cie génovej terapie.

Rovnako ako sérotyp, pri GT je do6-
lezita aj velkost davky vektora s kto-
rou suvisi hepatotoxicita, podmienena
imunologicky spdsobenou destruk-
ciou hepatocytov. Rozptyl pouzitych
dévok v klinickych studiach je siroky, od
2x10" vg/kg [3] az po 6x10" vg/kg [5].
Tranzitérne, mierne az stredné zvysenie
ALT (transaminitis), pozorované v 60 %
pripadov za 4-12 tyzdnov po injekcii
vektora, ustlpi po imunosupresivnej
liecbe kortikosteroidmi v davke Tmg/kg
pocas 2-3 mesiacov [1]. Hepatotoxicita
u jedincov s hemofiliou B mdze viest
k strate aktivity FIX, pri hemofilii A je si-
tuacia variabilna [10].

MERANIE EFEKTU

A BEZPECNOSTI GENOVE]
TERAPIE U PACIENTOV

S HEMOFILIOU.

Na hodnotenie efektu génovej terapie sa
vyuzivaju laboratérne a klinické ukazova-

tele. K nim patri spolahlivost a variabilita
odpovede, jej stupeni a trvanie, merané
aktivitou FVIIl alebo IX v plazme, ro¢ny
vyskyt krvacani (ABR), spotreba koncen-
tratov koagula¢nych faktorov na profyla-
xiu a lie¢bu krvacani, stav muskulo-ske-
letdlneho zdravia merany pomocou MRI
a USG, ako aj hodnotenie kvality zivota [1].

Pri hodnoteni bezpec¢nosti GT sa po-
sudzuje vyskyt hepatotoxicity, imunolo-
gickej odpovede na transgén a kapsidu,
vznik inych ochoreni a trombotickych
komplikacii, integracia vektora do ge-
nému hostitela, trvanie vektor neutra-
lizujucich protilatok, vznik inhibitorov,
pripadne Umrtie pacienta.

AKTUALNE KLINICKE
STUDIE GENOVE] TERAPIE
Od roku 2010 prebehol cely rad klinic-
kych studii génovej terapie hemofilie,
z ktorych viak boli mnohé predcasne
ukoncené.

Génova liecba hemofilie B

Aktudlne prebiehajuce studie pri hemo-
filii B demonstruje tab. 1 [1,11]. Dve $tu-
die presli uz Fazou 3 klinickych skusok.
Pri oboch viedlo poutzitie transgénu FIX
Padua k produkcii hemostatickej akti-
vity FIX.V studii SPK-9001 (Spark&Pfizer)
malo az 9 z 10 pacientov ABR 0, 8 pa-
cientov bolo bez potreby substitucie FIX.
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Tab. 2. Aktualne prebiehajtce klinické studie s génovou terapiou pri hemofilii A [upravené podla 1,13].

Davka vektora

Nazov Sponzor Vektor (v/kg) Faza Pac. (n) FVIII
/cDNA FIX (%)
. . 112 1rok: 42,9 %
1 BMN-270 BioMarin AAV5-huFVIII SQ 6x1013 3 17 2 roky: 24,4 %
2 SB-525 Pfizer (Sangamo) AAV2/6hFVIII a.n. 3 20 a.n.
3 SPK-8011 Spark AAV Spark200 6x10"-2x10" 3 12 13-49 %
4 Bay-19429 Bayer AAV hu37F VIl a.n. 1.2 a.n.
5 Spark-8016 Spark AAV Spark200 a.n. 1.2 a.n.
6  Spark-8016 inhib. Spark AAV Spark200 a.n. 1.2 a.n.
7 ET3 Express Th HCC- lentivirus 1
8 Go-8 UCL/St.Jude AAV2/8-HLP-VIII-V 1
9 YUVA-GT-F801 SGIMI HCS / MSCrlenti 1
virus

10 Pleightlet (MUT6) Mcw Autol CD34-lenti- 1

virus

HSC - hemopoietic stemm cells, MSC - mesenchymal stemm cells, G.n. - Gdaj nedostupny, vg/kg — vektorovych genémov/kg

Tab. 3. Nezodpovedané zname i nezname otazky génovej terapie, ktoré vyzaduju pozornost [10].

Otazky neznamej Gcinnosti génovej terapie
1. Nezndma stabilita a trvanie dosiahnutej aktivity faktorov. Su rozdiely v stabilite pre FVIIl a FIX?

2. Ktoré faktory su kritické pre takmer 10-nasobné inter-individualne rozdiely odpovede pri rovnakej davke vektora? Daju sa rozdiely
minimalizovat?

3. Ako liecit pacientov so suboptimalnou odpovedou, ktori vyvinuli vysoké titre anti-AAV protilatok?

4. Ako liecit pacientov po predoslej expozicii AAV, u ktorych protildtkova odpoved blokuje transdukciu hepatocytov a naslednu expresiu
transgénu?

Nezodpovedané otazky bezpecnosti

1. Aké su priciny zvysenia tranzamindz? Ktori pacienti su na tieto zmeny citlivejsi SU zmeny skutocne prechodné? Ako ¢asto sa maju
tranzaminazy monitorovat?

2. Je so zvysenim tranzaminaz spojeny mierny zapal? Moze prispiet k vyvoju fibrézy pecene? Je potrené timit cytotoxicku reakciu T-buniek?
3. Existuju neimunologické priciny hepatotoxicity ?

4. Aka je Uloha steroidov pocas prvého roku po liecbe? Malo by sa vykonévat profylaktické potlacenie imunity? Mali by sa skusat iné
imunosupresivne lieky?

5. Je distribucia hepatocytov tvoriacich FVIIl alebo FIX diftizna alebo koncentrovana v $pecifickych oblastiach pecene? St niektoré bun-
ky pretazené transgénnymi epizomami, zatial co iné bunky ziadne nemaju, a preto neexprimuju ziadny transgénny protein?

6. Ako dlho zostava virusova kapsida v bunkach? Sposobuje to toxicitu v désledku pretazenia mechanizmov na odburavanie bielkovin?
7. Ako mozno zvysit slabu transdukciu a znizit davky virusového vektora?

8. Je mozné medikamentdzne Ucinne a bezpecne podporit proces virusového uvolnenia transgénu a epizomalnej formacie?

9. Kolko transgénnej DNA sa integruje a v ktorej ¢asti gendmu? Aké su bezpecnostné problémy spojené s integraciou a ako by sa mali
monitorovat?

Otazka evidencie neziaducich a vedlajsich Gc¢inkov génovej terapie.
1. Moze jeden globalny register vietkych jedincov s hemofiliou a GT efektivne sledovat tieto nepredvidané udalosti?

Jeden pacient mal pokrocilu artropatiu  u 2 pacientov, s Ustupom po kortikotera-  ukoncilo 54 pacientov, 26 tyzdfov po
a aj u neho sa ro¢nd spotreba FIX znizila  pii, ale u jedného z nich doslo k znizeniu  lie¢be bol FIX 37,2 + 19,6%. Az 23 pa-
az 0 91 %. Zvy$enie ALT sa pozorovalo  aktivity IX [4]. Stadiu AMT-061 (UniQure)  cientov malo pred lie¢bou pritomné
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anti-AAV5 protilatky, ktoré pri titri do
678.2 nemali vplyv na efekt GT, ale pa-
cient s titrom 3212,3 neodpovedal na
liecbu. Profylaxiu mohlo ukoncit az
52/54 pacientov, 39 pacientov malo ABR:
0 a u 15 pacientov vzniklo celkom 21 kr-
vacani. Z vedlajsich tcinkov, ktoré boli
mierne, sa u 7 pacientov vyskytla bolest
hlavy a chripkové tazkosti, 9 pacientov
dostavalo kortikoterapiu pre zvysenie
ALT [12]. Data tejto studie boli predlo-
zené v marci 2021 liekovym agentiram
FDA a EMA.

Génova liecba hemofilie A

U pacientov s hemofiliou A aktualne
prebieha 10 studii (tab. 2), z nich v naj-
pokrogilejSom 3$tadiu pre hodnotenie
ucinnosti a bezpecnosti je Studia BMN-
270 [1,11]. V tejto studii dosalo 1 davku
vektora AAV5-huFVIII SQ s depletovanou
B doménou v mnozstve 6x10'3 vg/kg az
112 pacientov. V 2.-9. tyzdni bola hla-
dina FVIIl > 50 %. Priemernd hodnota
ABR bola u pacientov < 1, GT viedla
k > 90% redukcii krvécani a 97% reduk-
cii spotreby koncentratov FVIII. 1 rok
po GT bol median hladiny FVIII 42,9 %
a u 17 pacientov sledovanych 2 roky
doslo k 50% poklesu hladiny na 24,4 %,
bez pritomnosti hepatopatie [13]. Vy-
svetlenim by mohla byt strata nadroz-
merného AAV transgénu FVIII zadr-
zaného v epizéme transdukovanych
hepatocytov a umlcanie transgénu FVIIL.
Vysledky studie boli predlozené agentu-
ram EMA a FDA uz koncom roka 2019, re-
gistracia sa o¢akavala v roku 2020, posun
udelenia licencie spdsobila pandémia
COVID-19 [14].

Najnovsim experimentom GT je ex
vivo transdukcia génov pre syntézu FVIII
alebo IX pomocou lentivirusového vek-
tora do autolégnych CD34 krvotvor-
nych kmenovych buniek, separovanych
z periférnej krvi. Geneticky ovplyv-
nené bunky sa budu aplikovat pacien-
tovi intravenézne po redukovanom
pred-transplanta¢nom pripravnom re-

zime, ktory ulah¢i ich prihojenie v kost-
nej dreni [1]. V sticasnosti prebieha Faza
1 skusok tohto sposobu GT.

PRIPRAVA NA GENOVU
TERAPIU

Génova terapia hemofilie prvej genera-
cie, ktora sa aktualne podrobuje skiima-
niu regulaénymi autoritami, znizi alebo
eliminuje zétaz choroby u mnohych pa-
cientov, ktori splfiaju kritéria pre jej pou-
Zitie. Tato liecba zasadne zmeni para-
digmu liecby hemofilie a treba sa na nu
dokladne pripravit. Z tohto dévodu sa
uz dnes génovej terapii venuje velka po-
zornost na vsetkych hemofilickych me-
dzindrodnych odbornych podujatiach
a kreuju sa pravidla tejto lie¢by [15]. Pro-
ces prechodu na GT bude vyzadovat do-
kladnu edukaciu zdravotnickeho per-
sondlu ale aj pacientov. GT bude riadit
centrum hemofilickej komplexnej sta-
rostlivosti (HCCC), ktoré bude viest regis-
ter dlhodobej ucinnosti a bezpecnosti
liecby, a s ktorym budu uzko spolupra-
covat vietky hemofilické centrd niz3ej
urovne.

OTVORENE OTAZKY
GENOVE] TERAPIE

V mnohych pripadoch v3ak GT zatial nie
je mozna, vratane pacientov ktori su sé-
ropozitivni alebo maju multi-sérotypovu
reaktivitu, u pacientov s inhibitormi
a komorbiditami a zatial sa GT nesku-
sala u deti, ktoré by z nej mohli najviac
profitovat.

Napriek tomu, Ze sa GT uz vyznamne
priblizuje k uvedeniu do praxe, stale zo-
stava vela otvorenych a nezodpove-
danych otazok tykajucich sa bezpec-
nosti, trvanlivosti a spolahlivosti tejto
liecby, ako ich zobrazuje tab. 3 [10]. Gé-
nova terapia ako paradigma lie¢by na-
stoluje aj dalSie doblezité otazky tyka-
juce sa buducnosti lie¢by a starostlivosti
o hemofiliu, ktoré su zna¢ne rozdielne
v rozvinutych a rozvojovych krajinach
sveta.
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Literatura

1. Batty P, Lillicrap D. Hemophilia gene therapy:
approaching the first licensed product. He-
masphere. 2021;5(3):e540-e548.

2. Kay MA, Manno CS, Ragni MV, et al. Evidence
for gene transfer and expression of factor IX in
haemophilia B patients treated with an AAV vec-
tor. Nat Genet. 2000;24(3):257-261.

3. Nathwani AC, Tuddenham EG, Rangarajan S,
et al. Adenovirus-associated virus vector-media-
ted gene transfer in hemophilia B. N Engl J Med
2011;365,25:2357-2365.

4. George LA, Sullivan SK, Giermasz A, et al.
Hemophilia B gene therapy with a high-spe-
cific-activity factor IX variant. N Engl J Med
2017;377(23):2215-2227.

5. Rangarajan S, Walsh L, Lester W, et al. AAV5-
-factor VIl gene transfer in severe hemophilia A.
N Engl J Med. 2017; 377:2519-2530.

6. Nair N, De Wolf D, Nguyen PA, et al. Gene the-
rapy for hemophilia Busing CB 2679d-GT:a novel
factor IX variant with higher potency than factor
IX Padua. Blood. 2021;137(21):2902-2906.

7. Mcintosh J, Lenting PJ, Rosales C, et al. The-
rapeutic levels of FVIII following a single peri-
pheral vein administration of rAAV vector en-
coding a novel human factor VIII variant. Blood
2013;121:3335-3344.

8. Mingozzi F, High KA. Immune responses to
AAV vectors: overcoming barriers to successful
gene therapy. Blood 2013;122(1):23-36.

9. George LA, Ragni MV, Rasko JE, et al. Long-
-term follow-up of the first in human intravascu-
lar delivery of AAV for gene transfer: AAV2-
-hFIX16 for severe hemophilia B. Mol Ther.
2020;28:2073-2082.

10. Pierce, GF. Uncertainty in an era of transforma-
tive therapy for haemophilia: Addressing the unk-
nowns. Haemophilia. 2021;27(suppl. 3):103-113.
11. Miesbach W, Meijer K, Coppens M, et al.
Gene therapy with adeno-associated virus vec-
tor 5-human factor IX in adults with hemophilia
B. Blood 2018;131(9):1022-1031.

12. Pipe SW, Recht M, Key NS. Efficacy and sa-
fety of etranacogene dezaparvovec in adults
with severe or moderate-severe hemophilia B:
first data from the phase 3 HOPE-B gene therapy
trial. Blood 2020;136:ABS089.

13. Pasi KJ, Rangarajan S, Mitchell N, et al. Mul-
tiyear follow-up of AAV5-hFVIII-SQ gene therapy
for hemophilia A. N Engl J Med 2020;382:29-40.
14. BioMarin Pharmaceutical Inc. BioMarin
Submits Biologics License Application to U.S.
Food and Drug Administration for Valocto-
cogene Roxaparvovec to Treat Hemophilia A.
https://investors.biomarin.com/2019-12-23-Bio-
Marin-Submits-Biologics-License-Application-to-
-U-S-Food-and-Drug-Administration-for-Valoc-
tocogene-Roxaparvovec-to-Treat-Hemophilia-A.
15. Konkle BA, Coffin D, Pierce GF, et al. World fe-
deration of hemophilia gene therapy registry.
Haemophilia 2020;26:563-564.

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)



Novinky v 1é¢bé nejen détskych hemofilika
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- Cast 1: Krvaceni

Souhrn: Vrozena hemofilie A ¢i B jsou v soucasné dobé dobie kontrolovatelné nemoci, a to pomoci koncentratd koagulacnich faktora VIIl a IX
vyrabénych rekombinantni technologii nebo z lidské plazmy, novéji také s vyuzitim nefaktorové [é¢by. Tradi¢ni koncentraty dokdzi zastavit
krvaceni a daji se pouzit i k profylaktické [é¢bé, jejich spole¢nymi nevyhodami vsak jsou kratky polocas ucinku a aplikace vyhradné intravendzni

cestou. Vyzkum a vyvoj lékl na hemofilii Sel jednak cestou prodlouzeni polocasu ucinku koncentratt koagulacnich faktord, jednak u nefaktorové
|é¢by cestou vyuziti jinych principl dosazeni ocekdvané hemostdzy, navic s benefitem odstranéni nutnosti intravendzni aplikace a snizenim
imunogenicity. Soubézné s tim pokracuje intenzivni vyzkum a ptiprava genové [é¢by. Moderni I1é¢ba hemofilie stavi pacienta do centra péce
s maximalnim dlirazem na personalizaci péce, tedy se zohlednénim jeho Zivotniho stylu, fyzické aktivity ¢i jiz pfitomného existujiciho poskozeni
kloubd, u starsich hemofilikd také zohlednénim pfitomnych komorbidit.

Klic¢ova slova: hemofilie — substitucni 1é¢ba — koncentrat faktoru VIIl a IX - polocas Ucinku — prodlouzena doba ucinku - bypassing preparaty —
nefaktorova lé¢ba — genova lécba - personalizace [é¢by

Hemofilie A a B jsou vrozena krvaciva
onemocnéni, jez mohou v nejtézsich
formach vést k vyznamnym krvacivym
projeviim, které pfi nedostatecné lécbé
mohou byt invalidizujici az zivot ohro-
Zujici. Historickym zlomem v péci o he-
mofiliky byla pfiprava koncentrovaného
FVIII a FIX, jez umoznily efektivni 1écbu
krvaceni a také zavedeni tzv. profylak-
tické péce, tedy pravidelného podavani
koncentratl srézlivych faktord s cilem
konvertovat téZkou formu hemofilie na
stiedné tézkou, a timto predchazet radé
spontannich i traumatickych krvéceni.
21. stoleti pfineslo dalsi, az revolu¢ni
[écebné pfistupy, a diky novym tech-
nologiim umoznilo efektivnéjsi dialog
s nemocnymi a soucasné také dalsi vy-
lepseni preventivni péce v ambulancich
hemofilickych specialista.

SUBSTITUCNI LECBA.

Soucasnym pilifem lécby hemofilie jsou
substituc¢ni preparaty, at jiz vyrobené
z krevni plazmy nebo rekombinantni
technologii, se standardnim nebo pro-
dlouzenym polo¢asem G¢inku. V CR
v soucasné dobé pouzivdme u malé &asti
pacientd koncentraty vysoké cistoty, vy-
rdbéné z plazmy, a je registrovana fada
rekombinantnich preparata FVIIl a FIX.
V pfipadé koncentratd vyrabénych re-
kombinantni technologii jsou vyuzi-
vané technologie pfipravy FVIII na ova-
ridlnich burkach ¢inského kiecka ¢i na

tkdnovych kulturach ledvinnych bunék
kiec¢ich mladat, nékteré procesy vyuzi-
vaji humanni embryonalni linie. Bioche-
mické, farmakokinetické a klinické vlast-
nosti takto pfipravenych produktd jsou
prakticky stejné jako u koncentrat( vy-
rabénych z plazmy, specificka aktivita je
vsak mnohonasobné vyssi. Moznost pre-
nosu lidské nebo zvifeci infekce je u no-
véjsich generaci zcela vyloucena. V re-
kombinantni technologii je vyuzivana
celd genova informace FVIII ¢i je odstra-
néna B doména (B-domain-deleted -
BDD).V lé¢bé hemofilie B jsou k dispozici
vysoce (isténé koncentraty FIX v lyofili-
zované podobé a taktéz rekombinantni
koncentraty FIX tieti generace.

Bezpecnost substitu¢nich preparatl
zohlednuje mikrobiologickou bezpec-
nost a imunogenicitu, neboli schopnost
indukovat tvorbu protilatky — inhibitoru.
Z hlediska mikrobiologické bezpecnosti
pfedstavuji vrchol nabidky rekombi-
nantni preparaty, z hlediska schopnosti
indukovat tvorbu inhibitoru probiha $i-
roka diskuze, zda nejsou rekombinantni
preparaty vice imunogenni nez prepa-
raty vyrabéné z plazmy.

Zasadni nevyhodou substitu¢nich
preparatl uzivanych klasicky do druhé
dekady 21. stoleti (tzv. produkty o stan-
dardnim polocasu, standard half life -
SHL) je jejich kratky polocas ucinku -
uFVIIl 8-12 hodin, u FIX 18-24 hodin.
Posledni 2-3 roky jsou v CR k dispozici

také koncentraty FVIII/FIX s prodlou-

zenou dobou ucinku (extended half

life - EHL). Prodlouzeni biologického
polo¢asu lze dosahnout nékolika
zpUsoby:

1. FCfuaze. Fuze biologicky aktivniho pro-
teinu s FC doménou lidského IgG1 je
spojena s ochranou proteinu pred ly-
sozomalni degradaci a prodlouzenim
jeho biologického ucinku. Rekombi-
nantné vyrobeny faktor VIl zbaveny B
domény je kovalentnivazbou navazan
na FC doménu lidského IgG1. Ve stu-
diich s témito preparaty bylo proka-
zano 1,6-1,7x prodlouzeni ¢asu elimi-
nace a polocasu FVIIIFc az na 19 hodin.
Podobné osetiena prirozend molekula
FIX vykazuje vice nez trojndsobné pro-
dlouzeni doby ucinku a prodlouzeni
polocasu az na 82 hodin.

2. Faze s albuminem. Albumin je v krvi
pfirozené se vyskytujici protein a jeho
biologicky polocas zde dosahuje vice
nez 20 dn. Je Siroce pouzivany jako
bilkovinny stabilizator pfi vyrobé fady
[é¢iv. Rekombinantni FIX s navazanym
rekombinantnim albuminem (rIX-FP)
dosahuje polo¢asu cca 4,3x delsiho
nez u béznych preparatl FIX.

3. Pegylace. Pegylace znamena kova-
lentni pfipojeni polyethylen glykolu
(PEG) k proteinu, peptidu nebo malé
lékové molekule. Pegylace prodlu-
Zuje biologicky polocas bilkovin né-
kolika mechanizmy: A) zvétSenim je-
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jich molekuly; B) snizenim jejich
citlivosti k proteolytickému Stépeni
a degradaci a C) zménou vlastnosti
povrchového elektrického néaboje,
¢imz dochazi k interferenci s procesy
clearence. Pegylaci osetfeny FVIII ma
ve srovnani s béznymi preparaty tak-
téz cca 1,8x prodlouzeny biologicky
polocas. V soucasnosti jsou v CR kon-
centraty FVIII & FIX s PEG povoleny
pouze u pacientl starsich 12 let.
4.Polysialyzace (PSA). Vazba koagu-
la¢niho proteinu na kyselinu polysia-
lovou vede k podobnému efektu jako
pegylace a prodluzuje polocas ucinku
FVII/FIX. Mezi novéjsi produkty patfi
také jednoretézcovy (single chain) re-
kombinantni FVIII, tvofeny lehkym a téz-
kym fetézcem spojenymi kovalentni
vazbou. Tento faktor vykazuje zvysenou
afinitu k VWF, coz umoziuje dosazeni
delSiho polocasu ve srovnani s SHL.

Prichod EHL produktd umoznil fadé
pacientu snizit frekvenci profylaktického
podavani FVIII (typicky nyni kazdy 3. den
¢i 2x tydné, u nékterych pacientt i po-
davané 1x za 5 dnd) pfi zachovani stejné
ochrany jako pfi frekventnéjsi profylaxi
s SHL produkty. U jinych nemocnych se
dé vyuzit efektu dosazeni vyssich mi-
nimalnich (trough) hladin, jez jsou pro
fadu aktivit vyhodnéjsi, pfi povétsinou
zachovani stejné frekvence aplikaci jako
pfi lé¢bé SHL preparaty. V pfipadé EHL
produktl FIX bylo mozno dosahnou fre-
kvence aplikace 1x za 7-10 dnl (v né-
kterych pripadech i 14 dn(, popf. méné)
v zavislosti na krvacivych projevech.

Okrajem nutno podotknout, Ze mo-
difikované EHL produkty maji sva labo-
ratorni specifika, pokud jde o stanoveni
hladin faktoru a tato specifika (vybér rea-
gens pro testy) je nutno zohlednit.

Nefaktorova lécba predstavuje zcela
novy pfistup k profylaxi u hemofilie.
Efektivni hemostazy je dosazeno jinym
zplsobem nez podéavanim koncentratd
deficitnich faktord.

- Bispecificka protilatka emicizumab je
namifend proti FIXa na jedné strané
a proti FX na strané druhé, jejich vaz-

bou dojde k prostorovému sblizeni
obou faktorll a nasledné aktivaci FX
na FXa. Bispecificka protilatka zde na-
hrazuje (mimikuje) funkci FVIII jako ko-
faktoru, jeji polocas je 2-3 tydny, apli-
kuje se podkozné a efektivné funguje
u hemofilie A s inhibitorem i bez inhi-
bitoru. Data z klinickych studii ukézala
vyznamné snizeni poctu lécenych krva-
civych epizod ve srovnani s pfedchozi
profylaxi koncentraty srazlivych faktord.
Jejiz v bézném klinickém pouziti a také
data z redlné praxe potvrzuji velmi
dobry potencidl prevence krvéceni.
V piipadé nékterych operacnich vykont
¢i vétdiho krvéaceni je potreba podat
jednorazové ¢i kratkodobé koncentrat
FVIII ¢i u nemocnych s inhibitorem by-
passovy lék. Davkovani emicizumabu
se nelisi napfi¢ vékovymi kategoriemi,
je mozno podavat 1x za 7 ¢i 14 dn(, po-
pfipadé 1x za 28 dn(. Jeho efekt pre-
trvava v téle az 6 mésicll po jeho vysa-
zeni. Emicizumab vyznamné ovliviuje
nékteré laboratorni testy, cozZ je také
nutno drzet v patrnosti.

« Inhibice pfirozenych antikoagulans pfi
deficitu FVIII ¢i FIX navozuje novou rov-
novahu koagula¢niho systému a vede
ke snizeni tendence ke krvaceni. Jednd
se o latky zatim v klinickém vyvoji - in-
hibi¢ni protilatka proti TFPI (tissue fac-
tor pathway inhibitor) concizumab ¢i se
vyuziva kratkych interferujicich RNA (si-
-RNA) k inhibici produkce antitrombinu
(fitusiran). Tyto latky maji potencial fun-
govat v pfipadé hemofilie A i B i pfi pfi-
tomnosti inhibitoru FVIII ¢i FIX. Jejich
podavani je opét subkutanni cestou.

V terapii pacientd s inhibitorem se v sou-
¢asnosti pouzivaji tzv. bypassing prepa-
raty, které aktivuji FX na Xa i bez pfitom-
nosti FVIII/FIX. V klinickém pouziti jsou
v nezménéné podobé jiz fadu let prepa-
raty aktivovaného protrombinového kom-
plexu (aPCC - FEIBA) a rekombinantni ak-
tivovany FVII (NovoSeven). Jsou vyvijeny
nové molekuly rFVlla (vazba s PEG, popfi-
padé vyurziti variant rFVIla).

Genova lé¢ba hemofilie je nadéji pro
vsechny pacienty trpici hemofilii, s cilem
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jednorazového podani a nasledného vy-
[éceni hemofilie. Jiz od prelomu stoleti
probiha intenzivni vyzkum vcetné kli-
nickych studii s rdznymi formami viro-
vych vektor( a vyuzitim rlizné upravené
genové informace FVIII ¢i FIX. Vysledky
vyzkumu i klinickych studii jsou po-
vzbudivé, nicméné pred zavedenim do
klinické praxe je potfeba se vice zamérit
na otazky spojené s managementem sa-
motného podani genové terapie, pretr-
vavanim exprese genu (roky vs. dekady),
moznosti podani genové terapie u he-
mofilikd s inhibitorem, uré¢enim vhod-
ného véku pro jeji podani apod.

PRISTUP K HEMOFILII

VE 21. STOLETI

Moderni [é¢ba hemofilie stavi pacienta
do centra péce, pficemz systém kom-
plexnich center a mensich [é¢ebnych
center umoznuje dobrou spolupraci
a zajisténi optimalni péce, v¢. péce mul-
tioborové. Profylaxe primarni a sekun-
darni je u hemofilikd s krvacivymi projevy
dnes jiz standardem péce, vyznamné na-
rstd podil nemocnych s terciarni pro-
fylaxi. Vedle dostupnosti novych Iékd
a jejich zavadéni do klinické praxe je za-
sadni jejich efektivni podavani a vhodna
indikace. V pfipadé profylaxe koncent-
raty FVIII/FIX se v soucasnosti [é¢ba casto
opira také o farmakokinetické vysetreni
(PK profil), jez je diky nékterym dostup-
nym bayesianskym modeldm (napf. aka-
demicky projekt WAPPs HEMO) dobfre
proveditelné i pfi omezeném mnoz-
stvi odebranych vzorkdl. Cilem je nasta-
vit profylaxi tak, aby co nejlépe vyhovo-
vala zivotnimu stylu daného jedince ¢i
mife poskozeni jeho kloubU, poptipadé
jiz existujicim pridruzenym onemocné-
nim. V dialogu s pacienty mohou pomoci
aplikace do chytrych telefond, jez vyuzi-
vaji PK profil, zlepsuji edukaci hemofilikd
a jejich rodin a soucasné zvysuji v fadé
pfipadl adherenci k l1é¢bé. Detekci Cas-
ného, zatim i subklinického, poskozeni
kloubll pomaha bedside ultrazvukové
vySetfeni v rukou hematologa ¢&i orto-
peda, jeZ je v fadé pracovist v CR jiz také
k dispozici.
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Vsechny pokroky a nové trendy v pfi-
stupu k hemofilii také reflektuji péci
o prenasecky, zajisténi prenatélni a post-
natalni péce o déti s hemofilii, ¢asné
stanoveni diagnézy hemofilie, edukaci
rodin a brzké zahajeni efektivni profy-
laxe u fady déti. Na druhé strané pak
stoji starnouci populace hemofilikl
a hledani optimalniho nastaveni jejich
|écby ve vztahu k chorobdm spojenym
se starnutim.

Treti vydani Doporuceni Svétové
hemofilické federace (WFH) z roku
2020 pak navrhuje novou definici profy-
laxe jako pravidelné podavani hemosta-
tické i jiné latky s cilem prevence krva-
ceni hemofilikd s moznosti pomoci vést
aktivni zivot a dosdhnout kvality Zivota

srovnatelné s lidmi bez hemofilie. Zda
toto bude moznou realitou pro vétsinu
hemofilikt, ukaze blizka budoucnost.
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Antitromboticka 1é¢ba u hemofilika

Smejkal P.
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Se zlepsujici se péci o pacienty s hemofi-
lii se prodluzuje délka jejich Zivota; u pa-
cientu s tézkou formou hemofilie vyrazné
presahuje 60 let [1] a u stfedné tézké
a lehké formy hemofilie se blizi normalni
muzské populaci. V péci o pacienty s he-
mofilii tak vyvstavaji problémy obdobné
nehemofilické starnouci muzské popu-
laci - predevsim kardiovaskularni one-
mocnéni a malignity. O antitrombotické
terapii se prvni systematictéjsi prace v li-
teratufe objevuji od roku 2009. Do té
doby se jednalo jen o publikace kazuis-
tik. Nejcastéji je v literatufe odkazovano
na praci italskych a holandskych autor(
publikovanou v roce 2009 v Blood [1].
V doporucenich Svétové federace he-
mofilie (WFH) se podrobnéjsi doporu-
Ceni pro antiagregacni a antikoagulacni
|é¢bu objevuji az v posledni treti edici
z roku 2020 [2]. V roce 2012 je zminén
jen jeden odstavec o |é¢bé antiagregacni
- v posledni edici se jiz jednd o nékolik
stranek.

Vyskyt idiopatické Zilni trombembo-
lické nemoci (TEN) je u pacientl s he-
mofilii velmi vzacny. Vétsinou se jedna
o Zilni trombembolizmus asociovany se
substituci koagula¢niho faktoru pfi chi-
rurgickych vykonech, pfipadné ve spo-
jeni s l1é¢bou krvaceni. Historicky bylo
riziko TEN vyssi u pacientt s hemofilii B
[é¢enych koncentraty protrombinového
komplexu (PCC), coz jiz neplati. Tito pa-
cienti jsou nyni [é¢eni vylu¢né koncen-
traty koagulacniho faktoru IX (FIX). Pro-
jevy TEN a diseminované intravaskularni
koagulace byly popsany i pfi 1é¢bé vys-
Simi davkami aktivovaného protrombi-
nového komplexu (aPCC) u hemofilie
s inhibitorem a recentné pak pfi pro-
fylaktické lé¢bé emicizumabem a sou-
casné |écbé aPCC [2]. Perioperacni vyskyt
TEN je u hemofilikd sice nizsi, ale neni
nulovy. U ndhrad kycelnich a kolennich
kloub( je popsana incidence symptoma-
tické TEN 0,5 % (vétsinou bez farmakolo-
gické profylaxe TEN) oproti 4,3 % u bézné
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populace [3]. Podle doporuceni WFH je
u chirurgickych vykon( vzdy potieba in-
dividudlné zvazit riziko krvaceni a riziko
TEN a dle toho pouzit profylakticky dav-
kovanou antikoagulaci, coz je v praxi
profylaktickd ddvka LMWH. Toto plati
pro pacienty bez inhibitoru. U pacient
s inhibitorem je antikoagulace v¢. pro-
fylaktické davky povazovana za kontra-
indikovanou [2], a pokud byly popsany
kazuistiky TEN ve spojenis [é¢bou bypas-
sovymi aktivitami, tyto nebyly lIé¢eny an-
tikoagulaci, ale prerusenim podavani by-
passovych aktivit — pro omezeni poctu
citaci je bohuzel zde nelze vyjmenovat.
Pokud se u hemofilie bez inhibitoru
vyskytne zilni TEN, je doporuceno podat
terapeutickou antikoagulaci po jen ne-
zbytnou dobu - u provokované TEN na
6-8 tydn(, nejméné vsak po dobu jed-
noho mésice [3], za patficné substituce
koagula¢niho faktoru. Pfi 1é¢bé terapeu-
tickou davkou heparinu pracovni sku-
pina expertt, ADVANCE Working Group”
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navrhla na zdkladé delfské metody mi-
nimalni hladinu FVIII/IX 40 %, ale se 3i-
rokym rozpétim mezi jednotlivymi ex-
perty 10-80 % [4]. WFH [2] zmifuje pro
veskerou terapeutickou antikoagula¢ni
[é¢bu prahovou hladinu FVIII/IX > 30 %
s moznosti hladiny i jen > 15 % na za-
kladé citace Martin a Key [3], ktefi vSak
ve své praci toto jen extrapoluji na za-
kladé toho, Ze pacienti s hladinou FVIII
nad 15 % jsou bez spontanniho krva-
ceni a v kazuistice pacienta s fibrilaci
sini a hladinou FVIIl 17 % pfipousti zva-
zZit s ohledem na krvacivy fenotyp s opa-
trnosti pouzit v 1é¢bé i warfarin. Stan-
dardné vsak i oni doporucuji prahovou
hladinu pro antikoagulaci 30 %. Nejcas-
t8jsi shoda dle literatury je tedy na hla-
diné FVIII/FIX nad 30 % pfi Ié¢bé tera-
peutickou davkou heparint.

Pro trombolytickou lé¢bu bylo navrzeno
udrzovat hladinu FVIII/FIX na normdlni
hladiné 80-100 % a nasledné nejméné
daldich 24-48 h od jejiho ukonceni, a to
nejlépe formou i.v. kontinudlni infuze [1].

Pro hemofilii s inhibitorem se antikoa-
gulace vseobecné nedoporucuje[2].Byla
vsak popsana kazuistika Sestiletého di-
téte s intrakardidlnim trombem pfi cen-
trdlnim vendznim katetru po [é¢bé by-
passovymi aktivitami, ktera byla lécena
zahdajenim profylaktické aplikace emi-
cizumabu ve standardni davce a nizko-
molekuldrnim heparinem po 4 tydnech
podavani emicizumabu, nejprve s cilem
profylaktické hladiny aktivity anti-Xa, na-
sledné pak i s dosazenim terapeutické
hladiny anti-Xa 0,5-0,7 IU/ml [5].

Podrobnéjsi doporuceni a vice zminek
v literature je pro lécbu fibrilace sini a is-
chemické choroby srdecni, coz je pro-
blém tykajici se nékolikandsobné vét-
siho poctu hemofilik nez v pfipadé
TEN. Je to dano predevsim prodluzo-
vanim délky zivota hemofilik(: napf.
dle udaju z Velké Britanie se mezi lety
cientd s tézkou formou hemofilie A ve
véku 60-74 let asi 2x a ve skupiné nad
75 let o necelou polovinu [6].

Ve vys3si vékové skupiné narudstéa pre-
valence fibrilace sini: pod 55 let véku je
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a tize hemofilie A [8].

Zdravé kontroly

Tab. 1. Distribuce endogenniho trombinového potencialu (ETP) dle PT INR

ETP median (nmol/l X min)
25.-75. percentil

898 (803-1 004) 0%

INR 1,5-1,9 340 (238-429) 63 %
INR = 2 156 (90-225) 100 %
FVIll < 1% 185 (116-307) 93 %
FVIII 1-19 % 296 (203-403) 70 %
FVIII 20-50 % 397 (219-632) 52 %

ETP < 400 (nmol/l X min)

tato < 0,1 %, ale ve véku 65-69 let je 3 %
a ve véku > 80 let je 9 % [2]. Nejnovéjsi
odhady celkové prevalence fibrilace sini
v bézné populaci jsou az 2 % [6]. V nor-
malni populaci je indikace antikoagulace
u pacientu s fibrilaci sini posuzovana dle
CHA2DS2-VASc skére, antikoagulace je
indikovana pfi skére > 2 a pfi skére 1 Ize
antikoagulaci zvézit, ale neni nezbytna,
i kdyz pfibyva informaci, Ze pro pre-
venci kardioemboliza¢ni cévni mozkové
pfihody (CMP) je prospésnd i u téchto
pacientl. Pfi nulovém skére se anti-
koagula¢ni ani antiagregacni lé¢ba ne-
doporucuje, je povazovana dokonce za
Skodlivou [7]. Drive pro pacienty se sko-
rem 1 bod doporucovana antiagregac¢ni
[é¢ba acetylsalicylovou kyselinou (ASA)
neni v soucasnosti povazovana za dosta-
tecné ucinnou [7]. Riziko krvaceni je po-
suzovéano dle HAS-BLED skére i dle dal-
sich skorovacich systém, které ale zcela
nezohlednuji hemofilii a riziko krvaceni
tak u hemofilikli podhodnocuji. Soucasné
i CHA2DS2-VASc skére nemusi zohledno-
vat realné riziko kardioemboliza¢ni CMP
pfi vyraznéjsim deficitu FVII/FIX. Protoze
oba tyto skérovaci systémy nebyly valido-
vany u pacientd s hemofilii, nejsou zatim
dlikazy, zda jsou stejnym zplsobem pou-
zitelné i pro pacienty s hemofilii [2,3].

U tézké formy hemofilie je generace
trombinu priblizné na Urovni pacientd
plné antikoagulovanych warfarinem.
Dle prace holandskych autorl [8] byla
srovnéana celkova generace trombinu -
endogenni trombinovy potencial (ETP)
u pacientl s tézkou hemofilii A, pacientt

s hladinou FVIII 1-19 % a 20-50 % a pa-
cientl antikoagulovanych warfarinem
s PT 1,5-1,9 INR a = 2 INR. Vysledky jsou
uvedeny v tab. 1. Vsichni pacienti léCeni
warfarinem s u¢innym PT = 2 INR méli
ETP < 400 nmol/lIx min, coz mélo i 93 %
pacientl s tézkou formou hemofilie A,
70 % hemofilikli s hladinou FVIII 1-19 %
a 52 % s hladinou FVIII 20-50 %. Lze tedy
akceptovat fakt, Ze pacienti s tézkou for-
mou hemofilie, pokud nejsou na pro-
fylaktické aplikaci koncentratda FVIII/IX,
jsou prirozené terapeuticky antikoagu-
lovani a nevyzaduji pfi fibrilaci sini an-
titrombotickou Ié¢bu. Pro obdobny fe-
notyp hemofilie A a B Ize vysledky této
prace extrapolovat i na hemofilii B.
Pokud se jedna o hemofiliky s hladinou
FVIII/IX = 20 %, je median generace trom-
binu na zakladé dat uvedenych v tabulce
mirné vyssi nez pri subterapeutickém INR
1,5-1,9, ale u cca poloviny pacient( se pre-
kryvd s pacienty ucinné antikoagulova-
nymi s INR > 2 a u vétsiny pacientl z druhé
poloviny nedosahuje normalnich hodnot.
U pacientl s hladinou FVIII 1-19 % mélo
70 % z nich generaci trombinu obdobnou
pacientiim s terapeutickym PT INR. PG-
vodni doporuceni pro bezpecnost anti-
koagulacni terapie warfarinem u pacientt
s hemofilii uvadéla za bezpecnou hladinu
FVIII/IX = 30 % [1,3], novéjsi prace udavaji
bezpec¢nou hladinu pro p.o. antikoagu-
laci 20 % [9,10]. To podpofila Francouzska
prospektivni case-control study COCHE,
kterd nenasla statisticky vyznamny roz-
dil v poctu zadvaznych krvécivych epi-
zodu u pacient(l na antitrombotické lé¢bé
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hladiny FVIII/IX a rizika CMP

Antikoagulaéni 1é¢ba na zakladé

— Ano —

Bazalni hladina Bazalni hladina Bazalni hladina
FVII/IX 2 20 % FVII/IX 1-20 % FVIII/IX <1 %

N\

FVINAX

CHA,DS,VASc CHA,DS,VASCc profylaxe?

’ |

I_ L—— 22—| <4 24 Ne
Bez Vit K Bez Zvazeni katetr. Bez
antikoagulace antagonisté antikoagulace ablace nebo antikoagulace
nebo DOAC okluze ouska LS

—— AN0O— Ne —

Katetr. ablace,
okluze ouska LS

Low dose
ASA

Obr. 1. Doporuceni pro antitrombotickou terapii u pacientt s hemofilii s fibrilaci sini [9].

(antikoagulace, antiagregace mono ¢i
dudlni) s hladinou FVIII/IX > 20 %, i kdyz
jejich vyskyt byl vyssi: v normalni popu-
laci byl nulovy a u pacientl s hladinou
FVII/IX 21-30 % byl 3/13 a s hladinou
FVII/IX > 30 % byl 1/7 [11]. V guideli-
nes WFH [2] je jako doporucend hladina
FVIII/IX pro p.o. antikoagulaci u fibrilace
sini uvedena stejna hladina jako pro lé¢bu
TEN: > 15-30 %. Je zajimavé, Ze pro sni-
zeni prahu FVIII/FIX na 15 % neni v guide-
lines WFH uvedena jina citace nez jiz vyse
zminéna [3], ktera se opird o extrapolaci,
a ne o redlnd data, kterd jsou dostupna
pro prahovou hladinu FVIII/IX 20 % [9-11].
Soucasné je vsak vhodné podoktnout, ze
i kdyz ve studii COCHE frekvence zavaz-
nych krvacivych epizod u pacientd s hladi-
nou FVIII/IX 21-30 % na antikoagula¢ni ¢i
antiagregacni terapii nedoséhla statistické
vyznamnosti oproti normalni populaci, za-
vazné krvacivé epizody zde byly popsany;
jednalo se o 3 epizody u tfinacti pacientq,
coz je 23 % [11]. Zda pouzit antagonisty
vitaminu K nebo pfimd ordIni antikoagu-

lancia je dle guidelines WFH [2] na indivi-
dudlnim zvazeni.Vzhledem k vy$3imu bez-
pecnostnimu profilu dabigatranu v nizsi
davce 2x 110mg denné oproti warfa-
rinu [7,9] se pro dostupnost jeho antidota
jevi tento jako idealni pro p.o. antikoagu-
laci u pacientl s hemofilii, zejména s he-
mofilii B, kde vzhledem k defektu FIX bude
hemofilii prohlouben warfarinem medi-
kamentdézné navozeny deficit funkéniho
FIX. Na pracovisti tuto 1é¢bu jiz nékolik
let bez komplikaci pouzivdme u pacienta
s fibrilaci sini a hemofilii B s hladinou FIX
19 %. Predbézné se zda vyhodné pii fibri-
laci sini pro p.o. antikoagulaci u pacientt
s hemofilii pouzit i apixaban, u kterého je
udavano méné intrakranidlnich krvaceni
oproti rivaroxabanu pfi stejné Gcinnosti
v prevenci kardioemboliza¢ni CMP [7,10].
Bude viak vhodné vyckat, az bude pro xa-
bany dostupné antidotum. V souhrnu lze
tedy pro antitrombotickou lécbu u fibri-
lace sini konstatovat:
- pacienti s téZkou formou hemofilie bez
profylaktické [é¢by koncentraty FVIII/IX

jsou jiz antikoagulovani pfirozené a an-
titrombotickou terapii nevyzaduji;

- pro pacienty s hladinou FVIII/IX = 20 %
Ize pouzit p.o. antikoagulaci warfari-
nem ¢i DOAC za preference dabigat-
ranu (pro dostupnost antidota) v davce
2% 110mg s jeji indikaci dle CHA2DS2-
-VASc skére jako u normalni popu-
lace > 2 a pfi nizSim skdre ponechat bez
antitrombotické terapie [9];

- pro pacienty s hladinou FVIII/IX 1-20 %
v¢. tézkych hemofilikd na profylaktické
aplikaci FVIII/IX bylo navrzeno vzhle-
dem k riziku krvaceni |écit pacienty
dle CHA2DS2-VASc skére az pfi hod-
noté > 4 [6,9] nizkou davkou ASA a pfi
skére < 4 antitrombotickou terapii ne-
podavat vzhledem k pomérné nizké
generaci trombinu pfi hladiné FVIII
1-19 % [8] i na zakladé recentnich kar-
diologickych doporuceni a nedostatec-
ném efektu ASA v prevenci CMP u niz-
kéhorizika dle CHA2DS2-VASc skére [7],
které je v3ak, jak uvedeno vyse, na roz-
dil od normalni populace zvyseno pfi
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hladiné FVIII/IX < 20 % z jednoho az do
tif body;

- pokud je trvald antitromboticka tera-
pie nemozna a je vysoké riziko kardio-
emboliza¢ni CMP dle CHA2DS2-VASc
skoére, jak je uvedeno vyse, je doporu-
¢ena katetriza¢ni ablace [6,9] ¢i okluze
ouska levé siné [2,7,9,10] za kratkodobé
substituce koagula¢nimi faktory;

- ani recentni guidelines WFH [2] pro pa-
cienty na profylaktické 1é¢bé emicuzu-
mabem neddvaji pro antitrombotickou
[écbu pti fibrilaci sini zadné doporu-
¢eni. Emicizumab by mél mimikovat
aktivitu FVIII 10-15 %, tedy dle mého
osobniho nazoru u pacientd lé¢enych
emicizumabem by bylo raciondlni po-
stupovat jako u pacientl s hladinou
FVII/IX 1-20 %, jak je uvedeno vyse;

- u pacientt s inhibitorem FVIII/IX, ktefi
nejsou na profylaktické lé¢bé emicizu-
mabem, je antikoagula¢ni i antiagre-
gacnilécba kontraindikovana [2].

Schéma doporuceni pro antitrom-
botickou Ié¢bu u hemofilie s fibrilaci sinf
je uvedeno na obr. 1 dle publikace [9],
kterd vysla jako doplnéni k pfedchozi
publikaci [3].

Nutnost antitrombotické lécby je
v i v pfipadé projevli ischemické cho-
roby srdecni. Vyskyt aterosklerézy koro-
narnich tepen je u pacientll s hemofilif
pravdépodobné obdobny jako v nor-
malni populaci [2]. Z rizikovych fak-
torG aterosklerézy je v hemofilické po-
pulaci vyssi vyskyt hypertenze 22,6 vs.
15,5 % v bézné populaci a hyperlipidé-
mie 15,9 vs. 11,9 % v bézné populaci, ale
prevalence ICHS je u hemofilikl nizsi,
v italské studii 17 : 24 % v bézné po-
pulaci a v americké studii 15 % u tézké
a stiedné tézké hemofilie oproti 25,8 %
v bézné populaci. Umrti v dasledku ICHS
je dle britské studie u hemofilikli redu-
kovédno na 62 % oproti normalni po-
pulaci [6]. Pacienti s hemofilii tedy ne-
jsou chranéni pred aterosklerézou, ale
jsou ¢astecné chranéni pfed umrtim na
akutni korondrni syndrom.

V doporuceni WFH [2] pro kardiovas-
kuldrni choroby u pacientl s hemofi-

lii bez inhibitoru je Ié¢it stejnym zpUso-
bem jako v bézné populaci a soucasné
substituovat chybéjici koagula¢ni fak-
tor. Pro pacienty s inhibitorem je dopo-
ruceni limitované na antitrombotické
terapie pro pacienty, u nichz riziko ne-
podani antitrombotické terapie prevysi
riziko krvacivych komplikaci. Pro pa-
cienty lé¢ené profylakticky emicizuma-
bem neni uvedeno zddné doporuceni
s tim, Ze je nutny dalsi vyzkum bezpec-
nosti antitrombotické terapie u téchto
pacientt [2].

Pfi mono-antiagregacni terapii bylo
plvodni doporuc¢eni Mannucciho udr-
zovat hladinu FVII/IX = 5 % [1], nasledné
dle pracovni skupiny ADVANCE [4] byla
doporucena prahové hladina 3,5 % se
Sirokym rozptylem doporuceni jednot-
livych expertd: 1-10 %. Dle novéjsich
doporuceni [2,3,6] je tato |é¢ba dopo-
ru¢ena pfi hladiné FVII/IX > 1-5 % za
soucasné |éc¢by inhibitory protonové
pumpy a po individualnim zvéazeni krva-
civého fenotypu pacienta.

Dudlni antiagregacni terapie byla
plvodné doporucena pti hladiné
FVIII/IX=30%[1], dle skupiny ADVACE [4]
> 14 % pfti rozptylu mezi jednotlivymi
odborniky 4-30 %. Dle soucasného do-
poruceni WFH [2] je dualni antiagregace
moznd pfi hladiné FVIII/IX = 15-30 %
a dle nékterych autorl je pfipustnd i pfi
hladinach > 5-15 % [6,12], pti kterych
ale byly popsany krvacivé komplikace
u dvou ze 17 pacientl. Byla popsana
i kazuistika s krvacenim pfi prahové
hladiné FVIIl > 15 %, které ustalo s na-
vySenim prahové hladiny > 20 % [12].
Martin a Key doporucuji prahovou hla-
dinu = 10-15 % [3]. Opét je nutnd sou-
¢asnd antiulcerézni terapie. Lze tedy
shrnout, Ze pouziti dudlni antiagre-
gace by mélo byt relativné bezpecné
pfi hladindch FVII/IX = 15-20 %, coz
podporuji i data z francouzské studie
COCHE [11], ktera uvadi statisticky vy-
znamné vyssi vyskyt zdvazného krva-
ceni (major bleeding) oproti obdobné
[é¢ené béZzné populaci pfi antitrom-
botické terapii (antikoagula¢ni ¢i antia-
gregacni) pfi hladinach FVIII/IX < 20 %,
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zatimco u hladin vyssich byl rozdil stati-
sticky nevyznamny. Kratkodobé lze pfi-
pustit i prahovou hladinu FVIII/IX = 5 %.
Z thienopyridinovych preparatl je pro
pacienty s hemofilii preferovan clopido-
grel pro nizsi vyskyt krvacivych kompli-
kaci pfi pouziti v bézné populaci oproti
prasugrelu a ticagreloru [12].

V pfipadé perkutdnni koronarni in-
tervence (PCl), kdy se kombinuje dualni
antiagregace s terapeutickou davkou
heparinu, pfipadné s kratkodobou apli-
kaci inhibitorl destickového glyko-
proteinu llb/llla, je nutno udrzovat hla-
dinu FVIII/IX = 80 %, resp. 80-100 % po
dobu intervence [1-3,6,12] a nasledu-
jicich 48 h formou kontinualni i.v. in-
fuze [3,12], pfipusténa je po ukoncené
PCl pfi bolusové aplikaci koncentratu
koagulacniho faktoru i prahova hladina
FVIII/IX > 30 % [3,12]. Upfednostiiuje se
pfistup cestou arteria radialis pfed arte-
ria femoralis pro moznost snazsi kom-
prese. Pro naslednou dudlni antiagre-
gaci pak plati doporuceni, jak je uvedeno
vyse. Pfi implantaci koronérniho stentu
se uprednostnuji [ékové stenty nové ge-
nerace, které jiz nevyzaduji dlouhodo-
bou dudlni antiagregaci a tato je posta-
Cujici po dobu jednoho mésice.

Obdobna cilova hladina FVIII/IX 80—
100 % je i pro operaci koronarniho by-
passu a plati zde doporuceni obdobné
jako pro velké operace [2].

Bohuzel nelze poskytnout doporuceni
pro 1é¢bu ICHS pro pacienty s inhibito-
rem, nedava je ani doporuceni WFH [2].
Bez profylaktické 1é¢by je u téchto pa-
cientl jakakoli antitromboticka lé¢ba
kontraindikovana. Podavani bypasso-
vych aktivit riziko trombozy zvy3uje,
tedy neni racionalni z ddvodu umoz-
néni antitrombotické terapie. Nadéji
muze byt profylakticka lé¢ba emicizu-
mabem, ktery mimikuje hladinu FVIII
10-15 % a mdze umoznit v piipadé nut-
nosti jisty stupen antitrombotické tera-
pie. Zatim v3ak pro tuto neexistuji zddna
doporuceni.

Vsechna vyse uvedena dosud publiko-
vana doporuceni pro antitrombotickou
[é¢bu u hemofilikd jsou zalozena vice
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na zkusenostech expertll a publikova-
nych kazuistikdch nez na mediciné za-
loZzené na dlkazech. Antitrombotickou
|é¢bu u hemofilie je nutno vzdy indivi-
duadlné prizplsobit s ohledem na kalku-
laci jejiho pfinosu pro pacienta a rizika
krvaceni.
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Méné casté vrozené krvacivé choroby
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Krvécivé choroby Ize délit na vrozené a zis-
kané nebo oboji. Vrozenych krvécivych
chorob je méné nez ziskanych. Nejcastéjsi
a nejznaméjsi vrozené krvacivé choroby
jsou hemofilie a von Willebrandova cho-
roba. V nasem sdéleni se ale chceme zaby-
vat méné Castymi vrozenymi onemocné-
nimi. Po teoretické ¢asti o frekvenci vyskytu
v populaci, diagnostice a lécbé se zamé-

Ziskana hemofilie

GumulecJ.

fime na vlastni soubor 35 nemocnych s vro-
zenymi deficity koagula¢nich faktor( (KF).
Jednd se 0 6 jedincl s deficitem FXI, 3 ne-
mocné s deficitem FV, 16 s deficitem fak-
tor( kontaktnifaze, 0 9 jedincli s deficitem
FVIl a v jednom pfipadé o kombinovany
deficit FV a FVIII. U kazdého deficitu je
zhodnocen klinicky fenotyp, samostatné
jsou pak hodnoceny operacni vykony. Sa-

Klinika hematoonkologie LF Ostravské univerzity a FN Ostrava

UvoD

Ziskana hemofilie A (AHA) je vzacné se
vyskytujici onemocnéni manifestujici
se typicky spontannim krvacenim u pa-
cientl s negativni osobni anamnézou vy-

znamnych krvacivych projevd. Incidence
se podle hlasenych pfipadd odhaduje
na 1 az 2 pfipady na 1 000 000 obyva-
tel za rok [1,2]. Median véku v dobé dia-
gndézy AHA je podle Evropského regis-
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mostatnou kapitolou jsou defekty kon-
taktni faze, které jsme sem zaradili presto,
Ze nejde o krvécivou chorobu (pres velké
obavy lékarl pro signifikantni prodlou-
zeni aPTT), ale ani o trombofilni stav.
Predmétem sdéleni nejsou vrozené trom-
bocytopenie a trombocytopatie, protoze
poruchy primarni hemostazy jsou svoji
vlastni kapitolou.

tru AHA (EACH2) 73,9 let a 57 % ptipadu
neprovokovanych graviditou tvofi muzi.
Pozdé diagnostikované onemocnéni zna-
mena trvani rizika zavazného krvaceni [1].
V redlné praxi je incidence AHA a podil ne-
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|é¢enych pacientl velmi pravdépodobné
vyssi, protoze fada piipadl zlistane nepo-
znana a ¢ast diagnostikovanych nemoc-
nych neni nikde registrovana.

AHA je dlsledek autoimunitni odpo-
védi vedouci k vytvoreni autoprotilatek
zamérenych proti funkénim epitoplm
koagula¢niho FVIII. Vysledkem je blo-
kada aktivace nebo akcelerace clearance
FVIII[3]. Ve vysledcich zakladniho labora-
torniho vysSetieni se snizeni aktivity FVIII
projevuje izolovanym prodlouzenim ak-
tivovaného parcidlniho tromboplastino-
vého casu (APTT). Nevysvétlené krva-
ceni plus izolované prodlouzeni APTT
jsou signdly pro bezodkladné provedeni
konfirmacnich testl. Prokazani ziskané
hemofilie A je divodem pro bezodklad-
nou péci. V praxi to znamena hemosta-
tickou lé¢bu nebo prevenci, eradikaci
inhibitoru a individualizovanou podpur-
nou péci. Zasadni vyznam pro Uspésnost
péce maji identifikace a 1é¢ba onemoc-
néni, které k AHA vede [3].

KLINICKA A LABORATORNI
DIAGNOSTIKA

AHA se typicky projevuje spontannim
krvacenim u pacientl s doposud ne-
gativni osobni anamnézou vyznam-
ného krvaceni [1,2,4]. Ptiblizné u 10 %
pacientll se krvaceni neobjevuje, na-
opak v 97 % pfipadul byva krvaceni zivot
ohrozujici [1,4,5]. Objevuji se rozsahlé
ekchymozy, krvaceni do svall nebo
retroperitonedlné, epistaxe, hematu-
rie, gastrointestinalni i nitrolebni krva-
ceni [4]. AZ 77,4 % krvacivych epizod se
objevuje spontannég, resp. jen 10 % kr-
vaceni je vyvoléno urazy, invazivnimi lé-
kafskymi zakroky nebo komplikacemi
gravidity [1,4,5].

Pficinou krvaceni je vyznamny pokles
aktivity FVIII navozeny autoprotildtkami
proti funk¢nim epitopdm koagulacniho
FVIII, které tlumi jeho aktivaci nebo ak-
celeruji jeho clearance [3]. Protilatky jsou
nejcastéji polyklonalni, lisi se vlastnostmi
vazebného mista [6], v 95 % jde o imu-
noglobuliny tfidy IgG (zpravidla 1gG4), az
ve 46 % pripadd mlze byt soucasné pfi-
tomno vice typu autoprotildtek zamére-

nych proti FVIII [3] a chovani protildtek
se mlze béhem imunosupresivni [écby
ménit. Pacienti se sporadicky se vysky-
tujicimi autoprotilatkami tiidy IgA maji
mensi pravdépodobnost dosazeni remise
a vyssi mortalitu [6]. U polymorbidnich
pacientt se na krvaceni muize v dobé dia-
gndzy AHA podilet i zavedend antitrom-
boticka lécba [4].

Ve vysledcich zdkladniho laborator-
niho vysetieni se snizeni aktivity FVIII
projevuje izolovanym prodlouzenim
APTT. Protrombinovy cas, koncentrace
fibrinogenu a pocet krevnich desti¢ek
jsou v referen¢nim rozmezi. Nevysvét-
lené krvaceni plus izolované prodlou-
zeni APTT je signdl pro bezodkladné
provedeni konfirmacnich testd [3,4].
Vseobecné pfijimany algoritmus dife-
rencidlni diagnostiky izolovaného pro-
dlouzeni APTT je nésledujici: 1. vylou-
¢eni vlivu antikoagulancii na zakladni
koagulacni testy; 2. smésné testy s hod-
nocenim APTT ratio bezprostfedné po
smichani pacientovy a kontrolni plazmy,
resp. APTT ratio po dvou hodinach in-
kubace smési pii 37 °C; a 3. rozsifena
diagnostika podle vysledkd smésnych
test (prlkaz inhibitoru FVIII a stano-
veni jeho titru nebo prokazani lupus an-
tikoagulans, jiného nespecifického in-
hibitoru, resp. prikaz deficitu jiného
koagula¢niho faktoru - FXII, FXI, FIX, FVIII
avWF:Aqg) [4,7].

Diagnéza AHA je dana prakazem sni-
zené aktivity FVIIl v kombinaci s pri-
kazem specifického inhibitoru FVIII.
Kvantifikace titru inhibitoru mize byt
komplikovana diky jeho kinetice i diky
zbytkové aktivité FVIII. Klasicka Bethe-
sda metoda ma fadu limitaci, které ¢as-
tecné resi jeji Nijmegen modifikace [8]
nebo jiné postupy [4]. Existuji ELISA (en-
zyme-linked immunosorbent assay)
metody stanoveni protilatek proti FVIII,
které prokazuji i FVIIl neinhibujici proti-
latky, coz vyznamné snizuje specificitu
metody [1,4]. Velmi nizka aktivita FVIII
(< 1 %) je spojovéna s nizkou pravdépo-
dobnosti dosaZeni remise, resp. s vy3si
celkovou mortalitou [6]. Podobné vy-
soky titr inhibitoru mdze byt ukazate-
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lem mensi pravdépodobnosti dosa-
zeni remise nebo pomalejsiho nastupu
odpovédi.

Z analyzy EACH2 registru vyplyva, ze
diagnéza AHA byla definitivné uzaviena
u 37 % pacientt jeden den po prvni epi-
zodé krvaceni, u 26 % pacientd jeden
tyden po prvnim krvéaceni, u 22 % pfi-
padl po jednom mésici a u 11,1 % pfi-
padi po jesté delsi dobé od prvniho kr-
vaceni [1]. Pozdni diagn6za znamena
pozdni nastartovani hemostatické [é¢by
a trvani rizika vyskytu zavazného kr-
vaceni. Dle EACH2 registru pozdé dia-
gnostikované onemocnéni negativné
ovlivnilo dvodni 1é¢bu u 33,5 % regis-
trovanych pacientl tim, ze az 29,5 %
krvacivych epizod z celkového poctu
474 nebylo v Uvodu zajisténo adekvatni
[écbou [1,3].

IDENTIFIKACI A LECBA
ONEMOCNENI, KTERE

K AHA VEDE

Identifikace a Ié¢ba onemocnéni odpo-
védnych za vytvoreni protilatek proti
FVIIl ma zcela zdsadni vyznam pro stra-
tegii péce. Z EACH2 registru vyplyva, ze
51,9 % pfipadd AHA je idiopatickych a Ze
11,8, resp. 11,6 % pfipadl provazi néjaké
nadorové, resp. jiné autoimunitni one-
mocnéni [1]. Vysetieni k vylouceni pfi-
tomnosti téchto spoustéca, preferencné
neinvazivni, maji byt provadéna co
mozna nejdrive po stabilizaci stavu.V ne-
davno publikovaném souboru pacient(
s AHA a nddorem dominuji nadory pro-
staty (25,3 %) a plic (15,8 %) nasledované
nadory tlustého streva (9,5 %). Pacienti
se soucasnym vyskytem AHA a malig-
nity maji ve srovnani s idiopatickou AHA
Castéjsi krvaceni a méné ochotné dosa-
huji kompletni odpovédi s eradikaci in-
hibitoru [9]. Pfed¢asné preruseni imu-
nosupresivni lé¢by indikované pro AHA
u téchto pacientd je spojeno s vyssim
rizikem rekurence AHA se vSemi neza-
doucimi ucinky, a naopak prolongovana
imunosuprese zvysuje Cetnost zavaz-
nych infekénich komplikaci. Koordino-
vana interdisciplinarni spoluprace (he-
matolog, onkolog, revmatolog, chirurg
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etc.) je v téchto pfipadech nezbytnou
podminkou Uspéchu.

HEMOSTATICKA LECBA
A PREVENCE KRVACENTI
Kazdé poranéni nebo naruseni integrity
organizmu u pacient s AHA vede bez-
prostiedné k tézkému krvaceni. Proto
je naprosto nezbytné se viem zbytnym
invazivnim zékrokdm vyhybat, a jsou-
-li nutné, doporucuje se provadét je ve
specializovanych zafizenich se zdzemim
expertl se zkusenostmi s Iécbou pa-
cientl s krvacivymi nemocemi [3,4].

Pri akutnim krvéaceni je u pacientd
s AHA indikovand adekvatni hemosta-
tickd lécba [3]. Aplikace plazmy u pa-
cientl s vysokym titrem inhibitoru (>
5 BU/ml) ani koncentratd FVII neni
opodstatnénd, protoze pfitomné pro-
tilatky bezprostiedné blokuji podané
mnozstvi FVIII [3,4]. Obecné doporuco-
vanym pfistupem je aplikace pfipravkd
s bypassovou aktivitou, tzn. koncentratu
aktivovanych faktord protrombinového
komplexu (aPCC), rekombinantniho hu-
manniho aktivovaného FVII (rhFVlla)
nebo rekombinantniho porciniho fak-
tor VIII (rpFVII) [4,5,7]. ZkuSenosti s pou-
zitim emicizumabu u pacientt s AHA
zatim neni dostatek [4]. Pacient s mir-
nym nebo zZadnym krvacenim muze také
pro trvajici vysoké riziko zdvazného kr-
vaceni profitovat z hemostatické profy-
laxe. Davkovani pripravkl s bypassovou
aktivitou mize byt v téchto situacich
mensi, na zvazeni je i rpFVIIl (s in vivo
monitorovanim recovery, resp. trough
hladiny) [3].

Obecné je doporucovano pokracovani
v hemostatické 1é¢bé do spolehlivého za-
staveni krvaceni [3]. To mGze byt v pfi-
padé nékterych typa a lokalizaci krvaceni
(nitrosvalové, retroperitonealni, nitro-
lebni...) obtizné hodnotitelné. Na rozdil
od publikovaného doporuceni délky sub-
stituce u pacientl s vrozenou hemofilii
k prevenci/lé¢bé krvaceni kolem invaziv-
nich vykond (malé vykony 1-5 dnd, velké
operace 7-14 dn(l) neni v podobnych kli-
nickych situacich u pacient s AHA ové-
fené doporuceni dostupné.

aPCCi rhFVlla jsou v [é¢bé krvacivych
epizod AHA srovnatelné Ucinné, k zas-
tavé krvaceni dochazi u 93 % krvacivych
epizod [5]. Nevyhodou obou [ékU je ne-
moznost spolehlivého laboratorniho
monitorovani efektu u pacientd s AHA.
Proto je nezbytné peclivé klinické sle-
dovani pfimych a nepfimych znamek
krvaceni (nové nebo nové zvyraznéné
bolesti, znamky hemodynamické ne-
stability, dyspepsie etc.) [3]. Laboratorni
monitorovani l1é¢by koncentraty faktoru
VIl na rozdil od ptipravkl s bypassovou
aktivitou je mozné s tim, ze vysoky titr
inhibitoru mze zvysovat potiebu po-
davani velmi vysokych davek koncen-
tratu FVIII [3]. Prestoze existuji dikazy
pro rychlejsi eliminaci inhibitoru pfi po-
déavani vysokych davek FVIII, neni pro
pacienty s AHA klasicka imunotolerance
metoda volby [1,4].

Pro ur¢ité riziko rozvoje nebo zhor-
Seni konsumpéni koagulopatie (DIC)
u pacientll lé¢enych aPCC (zvl&sté u pa-
cientl s preexistujici DIC, s aktivnim né-
dorovym onemocnénim, s infekci, s vys-
$im vékem, po Urazu nebo operaci, po
podani bolusové davky 100 U/kg, resp.
denni davky 200 U/kg) ma byt po dobu
[é¢by provadéno laboratorni monitoro-
vani poctu desticek, koncentrace fibrino-
genu, D-dimerU a aktivity antitrombinu.
Ze stejného dlivodu ma byt uvazlivé po-
davana kombinace aPCC s tranexamovou
kyselinou [4].

Presto, ze pacienti s nizkym titrem
inhibitoru a vyssi aktivitou FVIII maji
pravdépodobnost spontanniho kr-
vaceni mensi, plati, ze riziko vyznam-
ného krvdaceni trvd, pokud inhibitor neni
eradikovan [7].

ERADIKACE INHIBITORU

Druhym pilifem terapie AHA je vedle
[écby nebo profylaxe hemoragickych
komplikaci odstranéni protilatek proti
FVII imunosupresivni |é¢bou [4]. Podle
publikovanych zkusenosti mGze az 37 %
pacientl trpét zavaznymi nezadoucimi
ucinky imunosuprese (leukopenie, tézké
infekce a sepse, trombocytopenie, ste-
roidni diabetes, psychéza etc.) s morta-
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litou az 16 % [10]. Proto ma byt strategie
imunosupresivni 1é¢by individualizo-
vana podle pfitomnych prognostickych
markerd (aktivita FVIII a titr inhibitoru)
a podle kondice pacienta (vék, pfidru-
Zena onemocnéni etc.) [4].

Nejcastéji pouzivanou variantou imu-
nosupresivni terapie AHA je kombinace
kortikoidl (prednison 1 mg/kg/den na
maximalné 4-6 tydnud s naslednym po-
stupnym vysazovanim) s cyklofosfami-
dem (1,5-2mg/kg/den per os maximalné
6 tydn(). Pro velmi dobry ucinek a akcep-
tovatelnou toxicitu se do popredi stale
vice dostava rituximab (375mg/m2 jed-
nou tydné celkem Ctyfikrat) [4]. Mozné je
misto cyklofosfamidu podavat mykofe-
nolat mofetil (1g/den béhem tydne, dale
2g/den) [4]. U pacientl s FVIIl 1 % a vice
a titrem inhibitoru 20 BU a méné ma byt
na prvni 3-4 tydny preferovana mono-
terapie kortikoidy. Pro pacienty s akti-
vitou FVIII pod 1 % a titrem inhibitoru
nad 20 BU ma byt v prvni linii podavana
kombinace kortikosteroidu s rituxima-
bem nebo cytotoxickou latkou. Trva-li po
3-4 tydnech lé¢by prvni linie aktivita ne-
moci, ma byt ve druhé linii pfidan rituxi-
mab nebo cytotoxicky Iék, nebyl-li poda-
van v prvni linii [4].

Podle EACH2 registru vedla monotera-
pie kortikoidy k lé¢ebné odpovédi u 58 %
[é¢enych pacientll, kombinace kortikoidu
s cyklofosfamidem v 80 % pfripadd, resp.
rezimy s rituximabem u 61 % nemoc-
nych. Median doby do kompletni odpo-
védi, tzn. trvani aktivity FVIIl v referenc-
nim rozmezi po ukonceni imunosuprese,
byl 32, 40, resp. 64 dnl. Nezadouci Ucinky
se objevovaly u 25, 41, resp. 37 % pfipadu
a mortalita asociovana s imunosupresivni
[é¢bou obecné byla 3,8 %.

U Zen s AHA asociovanou s graviditou
ma byt strategie imunosupresivni tera-
pie stejnd, indikace podani cytotoxickych
agens ma byt podana po zvazeni viech
rizik [4]. Je-li to mozné, ma byt vylécen
stav nebo nemoc, kterd vedla k tvorbé
protilatek. Specifickym pfistupem u pa-
cientl s refrakternim onemocnénim pro-
vazenym zavaznymi hemoragickymi
projevy je vyuZziti imunoadsorpce s imu-
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notoleran¢ni lé¢bou, nebo bez, doplnéna
o substituci imunoglobulin(i a sou¢asnou
imunosupresi [4].

INDIVIDUALIZOVANA
PODPURNA PECE

Rozdily v klinické manifestaci AHA, ucin-
nosti rdznych modalit hemostatické
|é¢by, resp. v Ucinnosti a toleranci imu-
nosupresivni terapie, vyzaduji indivi-
dualizovany pfistup k monitorovani
pacientl i k podplrné péci. V obdobi
zvyseného rizika krvaceni a hemosta-
tické lécby/prevence musi byt ade-
kvatné kratké intervaly mezi jednotli-
vymi kontrolami. Spektrum klinickych
a laboratornich vysetfeni ma byt smé-
fovano jak na krvacivé, tak na trombo-
tické projevy. S urcitym odstupem od za-
hajeni imunosupresivni 1é¢by musi byt
pozornost sméfovand na véasné odha-
leni nejobvyklejsich nezédoucich ucink
imunosuprese. Strategie péce musi re-
spektovat individualni vlastnosti kaz-
dého jednoho nemocného. Specifickou
péci vyzaduji kiehci a polymorbidni se-
niofi, jiny pfistup mladé Zeny s postpar-
talné manifestovanou AHA, soustfedény
pfistup nemocni s refrakterni nebo re-
labujici chorobou, pacienti vyZzadujici
neodkladné provedeni invazivnich vy-
konl nebo pacienti vyzadujici soucasné
antitrombotickou terapii etc. Indikace
farmakologické tromboprofylaxe nebo
terapie mize byt zvazovéna podle etab-

lovanych doporuceni prevence trombdz
po Upraveé aktivity FVIII [4].

DISPENZARIZACE

Po dosazeni kompletni odpovédi je in-
dikovana dlouhodoba dispenzarizace.
Vedle klinického sledovani ma probi-
hat pravidelné laboratorni monitorovani
aktivity FVIIl: béhem prvnich 6 mésicd
v mési¢nich intervalech, v nasledujicich
Sesti mésicich jednou za 2-3 mésice,
dale v pllro¢nich intervalech [4].

ZAVER

Ziskana hemofilie A je vzacné se vysky-
tujici onemocnéni manifestujici se spon-
tannim krvacenim u pacientl s negativni
osobni anamnézou krvacivych cho-
rob. Jednoducha zdkladni diagnostika,
velmi dobrd dostupnost a Ucinnost he-
mostatické Ié¢by (pokles poctu pripadi
fatalniho krvaceni z 20 % pred rokem
1981 na 2,9 % v roce 2010 [7]) a ko-
necné vysoky podil kompletnich remisi
(dle EACH2 72,6 % pacientl z celkového
poctu 477 lé¢enych imunosupresivni te-
rapii [1]) jsou dlivody pro soustiredéné
vyhledévani pacientl a v¢asnou dia-
gnostiku a [é¢bu.
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Cést 2: Mnohocetny myelom

Lécba nové diagnostikovaného mnohocetného myelomu

v roce 2021

Maisnar V.

4. interni hematologické klinika LF UK a FN Hradec Krdlové

Mnohocetny myelom (MM) je lymfopro-
liferativni onemocnéni charakterizované
klonalni proliferaci a akumulaci nado-
rové transformovanych plazmatickych
bunék v kostni dfeni provazené utlakem
normalni krvetvorby, osteolytickym po-
stizenim skeletu a ve vétsiné pripadu pii-
tomnosti monoklonalniho imunoglobu-
linu v séru a/nebo v moci. Pro stanoveni
diagn6zy MM je tak dnes zcela nezbytny
prikaz pfitomnosti klonalni populace
plazmatickych bunék v kostni dfeni. Klo-
nalita by méla byt stanovena pomoci
prikazu «/A restrikce lehkych fetézct
pfi vySetfeni pomoci pritokové cyto-
metrie, imunohistochemie nebo imu-
nofluorescence, pocet plazmatickych
bunék by mél byt pfednostné stanoven
z biopsie kostni dfené; v pfipadé rozdilu
v procentudlnim zastoupeni plazmatic-
kych bunék zjisténém v aspiratu a bio-
ptickém vzorku by méla byt pouzita
vyssi hodnota [1].

Z hlediska diferencidlni diagnostiky
a indikace k zahajeni [é¢by mnohocet-
ného myelomu (MM) je dle aktualnich
IMWG doporuceni nezbytné odlisit mo-
noklondlni gamapatii nejasného vy-
znamu (MGUS), doutnajici formu MM
a mnohocetny myelom jako takovy
(dfive symptomaticky MM). Tyto jed-

notky je nezbytné pfi diagnéze nové
monoklonalni gamapatie od sebe pec-
livé odlisit, protoZze pouze MM zatim
predstavuje jednoznacné stav, u kte-
rého je nutné bezprostfedni zahdjeni
[écby [1].

Lécba mnohocetného myelomu by
méla byt zahdjena v pfipadé splnéni kri-
térii symptomatické faze onemocnéni,
kterymi jsou znamky organového po-
Skozeni ozna¢ované ,CRAB" nebo u vy-
soce rizikovych asymptomatickych ne-
mocnych, u kterych je riziko ¢asné
progrese do aktivniho onemocnéni vy-
zadujiciho 1é¢bu vyssi nez 80 % (coz
v soucasnosti spliiuje pfitomnost kte-
réhokoli z tzv. ,biomarkeri malignity”,
tab. 1).

U nové diagnostikovanych nemoc-
nych s MM do 70 let véku dne3ni lé-
Cebné strategie pouzivaji vzdy, pokud
je to mozné, maximalni moznou inten-
zivni [é¢bu s potencidlem dosazeni MRD
negativity, tj. Uplného vymyceni klonalni
nadorové populace v kostni dfeni. Ta za-
hrnuje vstupni induk¢ni fazi (2-6 cykla
kombinované Iéc¢by — rezim s bortezo-
mibem a/nebo lenalidomidem nebo
thalidomidem a dexamethasonem),
myeloablativni [é¢bu (1-2 autologni
transplantace - obvykle po melfalanu

200mg/m?) a udrzovaci 1é¢bu (lenali-
domid 10 mg). Fakultativné Ize pouzit
konsolida¢ni 1é¢bu (3-4 cykly kombi-
nované |écby jiné nez ve vstupni Casti
indukce), zde je v3ak nezbytné pred-
chozi schvaleni zdravotni pojistovnou.
Jako konsolidace u nemocnych s cilem
dosdhnout maximalni |é¢ebné odpo-
védi a dlouhodobého trvani remise
muze byt pouzita i opakovand (tande-
mova) autologni transplantace. Tato je
rovnéz doporucena u nemocnych s pfi-
tomnosti ,high risk” cytogenetickych
zmeén.

Podobny postup jako u mladsich ne-
mocnych, ale bez provedeni autologni
transplantace, by mél byt zvazovéan
i useniort stardich 70 let, Ié¢ba byva viak
méné intenzivni a vice modifikovana
s ohledem na stav nemocného. Zaklad-
nim doporucenym rezimem se zde stal
rezim bortezomib-lenalidomid-dexame-
thason, jehoz pouziti dnes preferujeme
pfed ostatnimi moznostmi [écby [2].
U pacient( starsich 70 let v dobrém cel-
kovém stavu lze podobné jako u mlad-
Sich nemocnych vyuzit i melfalanu
v davce redukované na 100 mg/m? po-
dané dvakrat kratce po sobé po pred-
chozim podani 4-6 cykld indukéniho
rezimu.

Biomarkery maligniho procesu:

Kritéria poskozeni organ ¢i tkani myelomem:
C - hyperkalcemie: koncentrace sérového Ca o > 0,25 mmol/I (1 mg/dl) vy3si nez horni limit normélniho rozmezi nebo > 2,75 mmol/I (11 mg/dI)
R - rendlIni insuficience: snizeni clearence kreatininu < 40 ml/min (= 0,67 ml/s) nebo koncentrace sérového kreatininu 177 umol/I (2 mg/dl)
A - anémie: koncentrace hemoglobinu o > 20 g/l nizsi nez dolni limit norm. rozmezi nebo > 100 g/I

B - kostni postizeni: jedno nebo vice osteolytickych lozisek na RTG skeletu, CT nebo CT/PET

- zmnozeni klonalnich plazmatickych bunék v kostni dieni = 60 %
« pomér postizenych/nepostizenych volnych lehkych fetézcid v séru = 100 (metoda Freelite©)
> 1 lozisko o velikosti minimalné 5 mm pfi vysetifeni pomoci MR

Tab. 1. Kritéria poskozeni organti ¢i tkdni myelomem a biomarkery maligniho procesu [1].
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Graf 1.Vyvoj vybranych laboratornich parametri v ¢ase - obdobi 2014-2019.

U v3ech nové diagnostikovanych pa-
cientd s MM se zédsadnim pfinosem nové
zda pridani antiCD38 monoklondlni
protilatky, tfebaze je jeji pouziti v sou-
¢asnosti vyhrazeno predevsim pro re-
labované onemocnéni. Nejnadéjnéj-
$imi rezimy do budoucna se dnes dle
zatim predbéznych vysledkd zdaji kom-
binace daratumumabu-karfilzomibu-
-lenalidomidu-dexamethasonu resp.
daratumumabu-bortezomibu-lenali-
domidu-dexamethasonu, kterymi se
pfi pouziti v ramci primoterapie po-
dafilo dosdhnout MRD negativity az
u 70 % nemocnych. Obecny |é¢ebny al-
goritmus EHA-ESMO, ze kterych vy-
chazi i soucasné |écebné doporuceni
Ceské myelomové skupiny, zobrazuje
schéma 1.

U nové diagnostikovanych nemoc-
nych s mnohocetnym myelomem je
kromé kauzélni 1é¢by nezbytné pou-
ziti i 1écby podpurné. U vsech pacientd
je indikovano pouziti bisfosfonatd nebo

denosumumabu v rdmci prevence pro-
jevl kostniho postizeni. Erytropoetin
je indikovan k |é¢bé anémie u pacient(
s mnohocetnym myelomem a rendlnim
selhanim, respektive u viech pacientt
s anémii pod 100g/l. U rezim( s vyso-
kodavkovanymi kortikoidy je indiko-
vano poddavani cotrimoxazolu v ramci
prevence pneumocystové pneumo-
nie, u rezimQ s inhibitory proteasomu
a s lenalidomidem je indikovana anti-
virova profylaxe (acyklovir, valacyclo-
vir), profylaktické podavani antibiotik
ani antimykotik neni rutinné doporu-
¢eno. Je indikovana profylaxe trombo-
tickych komplikaci, a to zejména u re-
zimG obsahujicich IMiDy. Samoziejma
je lé¢ba bolesti modernimi lé¢ebnymi
pfipravky s vyuzitim rlznych stabilizac-
nich postup, v pfipadé splnéni prislus-
nych indikaci je indikovano pouziti dia-
lyzy event. plazmaferézy.

V roce 2021 lIze tedy Fict, ze za pfiz-
nivych prognostickych podminek pfi

Cést 2: Mnohocetny myelom

stanoveni diagnézy a pfi pouziti kom-
plexni intenzivni vstupni [écby véetné
udrzovaci lé¢by muze byt mnohocetny
myelom vylécitelny [3]. U vétsiny ne-
mocnych se vsak po lé¢bé vstupni faze
onemocnéni aktivita nemoci znovu
vraci a dochazi k opakujicim se relap-
sim/progresim. Mnohocetny myelom
v relapsu ¢i progresi pak jiz neni sta-
vajicimi lé¢ebnymi moznostmi vyléci-
telny, av3ak s vyuzitim novych vysoce
ucinnych 1éka se prognoza stéle zlep-
Suje. Asi 40 % nemocnych podstupu-
jicich intenzivni 1é¢bu dnes Zije déle
nez 10 let od stanoveni diagndzy [4].
Zcela zasadni tak z pohledu nemoc-
ného s nové diagnostikovanym mnoho-
c¢etnym myelomem je volba |é¢by pou-
Zité v rdmci primoterapie. Jejim cilem
by mélo byt dosazeni maximalni [é-
¢ebné odpovédi, kdy usilujeme o tzv.
imunofenotypovou remisi spojenou
s vymizenim klonalni nadorové po-
pulace v kostni dfeni, kterd je dnes jiz
u &asti pfipadd MM spojena s dlouhodo-
bou remisi onemocnéni, resp. trvalym
vylécenim [5].
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Cést 2: Mnohocetny myelom

Lécba mnohocetného myelomu v relapsu

Minafrik J.

Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Pfestoze je mnohocetny myelom (MM)
stale lépe [écCitelny, u vétsiny nemoc-
nych dochézi v nasledném pribéhu po
vstupni [é¢bé k opétovnému navratu
onemocnéni. Dfive byly moznosti l1écby
v relapsu omezené s obvykle zkracuji-
cimi se intervaly doby bez progrese (pro-
gression free survival - PFS).

V posledni dekadé doslo k zdsadni
proméné |écby relabovaného a/nebo
refrakterniho mnohocetného myelomu
(R/R MM) diky kombinacim novych lék{
s biologickym mechanizmem ucinku.
Nové strategie a |é¢ebné moznosti z3-
sadnim zpusobem zvysily uc&innost
|é¢by a vedly k vyznamnému prodlou-
zeni celkového preziti. Nezfidka i v re-
lapsu mGzeme dosahnout lepsich léceb-
nych vysledk( s delSim intervalem PFS
nez v 1é¢bé prvni linie.

Pro Ié¢bu R/R MM muzeme v soucas-
nosti pouzit sedm rlznych tfid schva-
lenych [ékd: alkyla¢ni Iatky, kortiko-
steroidy, inhibitory proteasomu (Pl),
imunomodulacni léky (IMiD), inhibi-
tory histonové deacetylazy, monoklo-
nalni protilatky (MoAb) a selektivni inhi-
bitory jaderného exportu (SINE) (tab. 1).

K témto moznostem se jesté pfidavaji
kombinované chemoterapeutické re-
zimy, pfi¢emz u vsech lé¢ebnych moda-
lit je u vhodnych kandidatd na zvéazeni
provedeni autologni transplantace krve-
tvornych bunék (ASCT).

Pfed vlastni 1é¢bou relapsu je nejprve
nutna fadna definice stavu onemocnéni
a splnéni potfebnych indikac¢nich kritérii:

Za progresi/relaps povaZzujeme stav
onemocnéni, u néjz zachytime alespon
jednu z nasledujicich moznosti:

1) vzestup M-proteinu = 25 % (od nej-
nizsi hodnoty) A SOUCASNE alespon
jedna z ndslednych hodnot:

+ narust M-proteinu v séru o = 5g/l,

+ narlst M-proteinu v moci = 200mg /

24 h,

- narast rozdilu volnych lehkych fe-

tézcl séra (FLC) o = 100 mg/I;

2) vzestup infiltrace KD = 10 %;

3) nové kostni/extramedularni [éze.

Diive se jesté odlisSoval relaps jako
stav, kdy doslo ke zhorseni zminénych
ukazatel( z predchozi kompletni remise,
oproti progresi, kterd znamenala narUst
ukazatelll myelomu bez predeslého do-

sazeni kompletni remise. V soucasnosti

jsou oba pojmy zaménitelné, v novych

kritériich je ale zminén pojem ,relaps

z kompletni remise’, ktery znaci:

1) opétovnou pfFitomnost M-proteinu
v imunofixaci séra a/nebo moci (po
predchozi negativité) NEBO

2) zachyt = 5 % klondlnich plazmatic-
kych bunék v kostni dfeni.

Z davodu indikacnich kritérii nékte-
rych 1ékd je jesté nutné zminit pojem re-
labovany a refrakterni myelom (RRMM),
ktery (na rozdil od pouze relabovaného
onemocnéni) znaci stav, kdy doslo k re-
lapsu na lé¢bé nebo do 60 dnli od ukon-
ceni lécby, jez predtim vedla k alespon
minimalni 1é¢ebné odezvé (MR). Pro
Uplnost dopliiujeme pojem primarné
refrakterni myelom, u néjz v zadné pre-
deslé linii nebylo dosazeno ani MR.

Indikaci k lé¢bé pak maze byt pouhé
splnéni kritérii progrese/relapsu (ob-
vyklé v klinickych studiich), jednoznac-
nou indikaci je tzv. klinicky relaps, tedy
rozvoj ptiznakd onemocnéni (CRAB) bez
ohledu na spInéni kritéria laboratorniho
relapsu. U asymptomatickych pribéha

Jiné*

Malé molekuly**

Inhibitory histonové deacetylazy (HDAC)
Inhibitory jaderného transportu (SINE)

Tab. 1. Schvalené léky v Ié¢bé mnohocetného myelomu.

Zakladni ,biologické” Inhibitory proteasomu (Pl) bortezomib
Iéky Imunomodula¢ni latky (IMiDs) thalidomid
Monoklonalni protildtky (MoAb) elotuzumab
Konvencni Alkyla¢ni latky melfalan
chemoterapie Kortikosteroidy dexametazon

antracykliny, vinca alkaloidy, platinové derivaty, ...

panobinostat

selinexor

*méné Casto uzivané, spise v ramci specifickych situaci (antracyklinové rezimy - u renalni insuficience ¢i extramedularni nemoci, poly-
chemoterapeutické kombinace - agresivni onemocnéni s periferni leukemizaci, apod.)
** fada dalSich molekul je ve vyvoiji ¢i ve fazi pfed schvalenim indikace

carfilzomib ixazomib
lenalidomid pomalidomid
daratuzumab isatuximab

cyklofosfamid

prednison

bendamustin

metylprednisolon
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Prvni relaps

NE ANO
Preferované Alternativy: Preferované Alternativy:
rezimy: DVd, Kd, DKd, rezimy: DVd, Kd
Isakd, IRd, KPd, DPd, IPd
DRd EloRd, Pvd, Svd Pvd
KRd DKd Pokud nelze
Pokud nelze D, Isa, K, P:
D, lsa, K- IsaKd ved, Vd, VMP
Rd, Vd, vTd,
vcd, VMP
2+ relaps
Preferované rezimy: Alternativy:

Schvalené léky:
belantamab mafodotin, selinexor,
panobinostat

Jakykoli dfive nepouzity rezim:

DPd, IsaPd, EloPD, PCd, KPd, PD

IsaKd, DKd, Kd...

Dosud neschvélené léky:
melflufen, BCMA cilen& Iécba, CAR-T,
bispecifické protilatky, venetoclax

Schéma 1. Vyvoj vybranych laboratornich parametrt v ¢ase — obdobi 2014-2019.

se obvykle doporucuje zahdjeni |é¢by
pfi zdvojovacim ¢ase M-proteinu 2 mé-
sice (a soucasné hladiné M-proteinu
v séru minimalné 109/l nebo v moci
500mg/ 24 hod).

Pfestoze jsou moznosti lécby re-
lapsu pomérné siroké, klicovou mole-
kulou je v sou¢asné dobé lenalidomid
(LEN). Pro nemocné, ktefi nejsou LEN
refrakterni, je ve vétsiné pfipadd indi-

kovdna terapie lenalidomid, dexameta-
zon (Rd) spolu s tfetim novym prepara-
tem. Rada klinickych hodnoceni faze llI
prokazala uc¢innost kombinovanych re-
zimQ. Zejména trojkombinace daratu-
mumab, lenalidomid a dexametazon
(DRd) zaznamenala mimoradny [é¢ebny
ucinek s vysokym procentem komplet-
nich remisi (CR - 56,6 %) v¢. negativity
zbytkové choroby (MRD - 30,4 %) s vy-

znamnym prodlouzenim medianu PFS
na 44,5 mésicy, proto je v soucasnosti
upfednostiovana u vétsiny relabujicich
pacientd.

Také dalsi kombinované rezimy s lena-
lidomidem prokézaly vybornou ucinnost
a signifikantni prodlouzeni doby do pro-
grese, pfipadné i celkového preziti oproti
dvojkombinaci RD, napfiklad kombinace
s karfilzomibem (KRd), ixazomibem (IRd),
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elotuzumabem (EloRd) ¢i bortezomibem
(VRd). Vybér rezimu zavisi od fady pfidru-
zenych ukazatell (predesla 1écba a jeji
efekt, cytogenetické riziko, forma apli-
kace lé¢by, komorbidity a preference ne-
mocného a dalsi), ve vétsiné pripadu je
ale v soucasnosti volba zastinéna ucin-
kem rezimu DRd, byt vzajemné byly jed-
notlivé rezimy porovnavany jen nepfimo.

U nemocnych refrakternich ¢i jinak ne-
vhodnych pro Ié¢bu LEN je zatim volba
terapeutického postupu vyzvou. Po-
stupné se rozsifuje spektrum rezim( za-
loZzenych na inhibitorech proteasomu
(bortezomib a karfilzomib), ptipadné
kombinace s dalsim IMiDem, pomalido-
midem. Zasadni posun v |é¢bé pfinesly
zejména monoklondlni protilatky (da-
ratumumab, isatuximab, elotuzumab),
které lze uc¢inné kombinovat s vétsi-
nou pouzivanych tfid. S posunem téch
nejucinnéjsich kombinaci do prednich
linii se stava hlavni otdzkou lécba treti
a vyssi linie, kdy Ize predpokladat refrak-
teritu na tfi hlavni tfidy, tj. na minimalné
jeden lék ze skupiny PI, IMiDG i MoAb.
Soucasny doporucovany algoritmus
pro lé¢bu relabovaného MM je uveden
v ramci schéma 1.

Dalsi Iékové skupiny patfi mezi tzv.
.malé molekuly”, které zlepsuji uci-
nek dosavadnich dvojkombinacnich re-
zim0, obvykle ale jen zfidka presahuje
median PFS 20 mésicl, jako je tomu
napf. v kombinaci inhibitoru bcl-2 vene-
toclaxu s bortezomibem a dexametazo-
nem u nemocnych s prokdzanou t(11;14)
¢i zvysenou expresi bcl-2.

U mnohocetného myelomu zatim ne-
existuje ,cilend 1é¢ba” v pravém slova
smyslu. Pfesto jsou v urcitych pfipa-
dech preferovany konkrétni rezimy. Pa-
cienti s pfitomnosti t(4;14) by méli byt
preferenc¢né 1éceni Pl, nemocni s t(11;14)
zase obvykle dobre odpovidaji na lé¢bu
IMiDy ¢i venetoclaxem. V pfipadé ri-
zikové cytogenetiky — kromé t(4;14)
navic jesté t(14;16), del17p a amplifikace
1. chromozomu jsou vhodné kombino-
vané rezimy Pl a IMiD{.

Obecné jsou u vSech nemocnych do-
porucované trojkombinace Iékd, které
maji vyssi ucinnost. Pro kiehké seniory
viak casto byva lécba pfrilis toxicka,
proto mUze byt dostate¢ny i dvojkombi-
nacni rezim.

V pozdéjsich fazich lé¢by jiz obvykle
neni cilem dosazeni kompletni remise

¢i lepsi odezvy, ale udrZeni stability one-
mocnéni a dobré kvality Zivota. Obvykle
je cilem podat léky, které dosud nebyly
v |é¢bé pouzity, pfipadné v novych kom-
binac¢nich rezimech dle individudIniho
stavu a tolerance nemocného. Dle moz-
nosti je vhodné vyuzit nabidky klinic-
kych hodnoceni, pfipadné nové schvalo-
vanych léku.

Lze predpokladat, Ze s pfichodem dal-
Sich novych |é¢ebnych moznosti (ze-
jména imunoterapie) bude mozné opét
posunout hranice [é¢by i u RRMM.
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»Unmet medical need* - 1écba nemocnych refrakternich

na lenalidomid

Hajek R.
Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

na lenalidomid zUstava pro hematology vyzvou. Dostupné lécebné kombinace jsou Ucinné a vystupy randomizovanych klinickych studii jsou
jednoznacné pozitivni. Klinicky pfinos nicméné nelze oznacit za zasadni pokrok. Medidn doby do dalsi progrese onemocnéni u rezim(i vyuzivajici
dalsi imunomodulaéni latku zpravidla neni deldi nez 1 rok, ¢asnéjsi pouziti vyznamné zlepsuje vysledky. Pfislibem jsou rezimy bez pouziti
imunomodulaéni latky a rovnéz nové pokroky vimunoterapii. Zde vystupy klinickych studii jesté nejsou u vétsiny testovanych [é¢ebnych modalit
zndmé, nebot byly nejprve testovany u nemocnych s pokrocilym onemocnénim.

Kli¢ova slova: mnohocetny myelom - refrakterni — lenalidomid - klinické studie

UvoD
Mnohocetny myelom (MM) tvofi 1 %
viech nadorovych onemocnéni a pfi-

blizné 10 % hematologickych krevnich
nadorovych onemocnéni. V 1é¢bé MM
bylo v posledni dekéddé dosazeno znac-

ného pokroku diky zavedeni novych
[éCiv do |écebné strategie nové dia-
gnostikované nemoci i relapsu, coz vede
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k vyznamnému zlepseni celkového pre-
Ziti nemocnych [1].

V poslednich letech bylo schvaleno
nékolik novych 1ékd - inhibitor histo-
nové deacetyldzy panobinostat, inhi-
bitor jaderného exportu selinexor, mo-
noklondlni protilatky daratumumab,
elotuzumab a isatuximab a konju-
gat monoklonalni protilatky s cytosta-
tikem - belantamab mafodotin, které
byly zac¢lenény do klinickych guideli-
nes a vyznamneé zménily postup v lé¢bé
MM. V soucasné dobé Ize ze sedmi |é-
kovych skupin (alkyla¢ni latky, korti-
koidy, proteasomové inhibitory, imu-
nomodulacni léky, inhibitory histonové
deacetylazy, inhibitory jaderného ex-
portu a monoklondlni protilatky) vytva-
fet u¢inné dvojkombinace az ¢tyfrkom-
binace, které s doplnénim autologni
transplantace kmenovych bunék nebo
bez ni umoznuji volit optimalni Ié-
¢ebnou strategii pro nemocné s nové
diagnostikovanym MM i refrakternim/
/relabujicim MM [2,3].

Jednim z klicovych faktor(i pro Uspés-
nost |é¢by v ¢asnych relapsech onemoc-
néni je refrakterita na lenalidomid, ktery
se v soucasnosti pouziva jak u nové dia-
gnozy, tak v 1é¢bé relapsu onemocnéni.

Spolu se skupinou nemocnych s, high-
-risk” myelomem u nové diagnézy a sku-
pinou triple/penta-refrakternich nemoc-
nych jde o tfi podskupiny nemocnych,
které se casto oznacuji ,unmet medi-
cal need”. Pro tyto nemocné doposud
nemame vyznamné ucinné rezimy. Je
vhodné zdUraznit, ze v soucasnosti se
zacinad postupné stirat rozdil mezi ne-
mocnymi refrakternimi na lenalidomid
a tzv. ,triple-refractory” nemocnymi,
nebot se vice a vice pouzivaji triplety
s lenalidomidem.

Pfedlozené doporucené postupy
u nemocnych refrakternich na lenali-
domid vychazi z guidelines Mezinarodni
myelomové pracovni skupiny (IMWG) [4]
a Evropské spolec¢nosti pro hematologii
(EHA) a klinickou onkologii (ESMO) [3,5]
zalozenych na recentnich vysledcich kli-
nickych studii. Nékteré lé¢ebné kombi-
nace jesté nejsou v CR dostupné.

REFRAKTERITA

NA LENALIDOMID

Obecné plati, Ze onemocnéni neni cit-
livé na podanou léc¢bu, pokud nedo-
sahne aspon minimalni |écebné od-
povédi v pribéhu Ié¢by nebo pokud
onemocnéni progreduje do 60 dnd po
ukonceni 1écby [6]. Diskuzi u lenalido-
midu zaslouzi stav, kdy nemocny uziva
lenalidomid v davce 10 mg denné jako
udrzovaci lé¢bu po provedeni autologni
transplantace. Rada expert(i zastava
nazor, ze pokud je v takovém pripadé
vzestup paraproteinu pozvolny, nemusi
jit o rezistenci na lenalidomid a prosté
navyseni davky lenalidomidu na 25mg
a pridani dalsich 1ék mdze mit dobry
efekt. Tuto situaci nefesi upresnénim
ani mezinarodni a evropska doporuceni
z roku 2021. Pfesto se Ize domnivat, ze
zakladni definice uvedend vyse je nepfe-
krocitelna a plati i v pfipadé udrzovaci
[é¢by s vyuzitim nizké davky lenalido-
midu. Na druhou stranu to neznameng,
7e by nemocny nemohl byt |é¢en triple-
tem s plnou dédvkou 25 mg lenalidomidu
s dil¢im Uspéchem, zvlasté pokud nenf
k dispozici jina lé¢ba. V CR viak mame
dostupné jiné kombinace, tedy obecné
je vhodnéjsi rotace 1ékd s rlznym me-
chanizmem Gcinku ¢i aspon pouziti 1éku
jiného, trebaze ze stejné skupiny (napf.
pomalidomid po lenalidomidu).

LECBA RELAPSU U PACIENTU
S ONEMOCNENIM
REFRAKTERNIM K LECBE
LENALIDOMIDEM

U pacientl, jejichz onemocnéni pro-
greduje po |é¢bé lenalidomidem, byla
standardnim postupem lé¢ba kombi-
naci pomalidomid-dexametazon (PD).
Doporuceni vychézelo z pozitivnich vy-
sledkd studie faze Il MM -003, ve které
byla Gc¢innost u nemocnych refrakter-
nich na lenalidomid limitovana [7]. Pro
prvni volbu jsou doporuceny rezimy
hodnocené v klinickych studiich faze lll,
provedené u pacientd s RRMM po ales-
pon jedné linii Ié¢by v¢. nemocnych, je-
jichz onemocnéni bylo refrakterni k le-
nalidomidu. Lé¢ebné rezimy lze rozdélit
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na ty, ve kterych je zdkladem pomali-

domid s dexametazonem (PD) a rezimy

bez imunomodula¢ni latky.

Kombinace PD byla pouzita jako kon-
trolni soubor v randomizovanych stu-
diich zamérenych pravé na nemocné
refrakterni na lenalidomid pridavajici
k PD dalsi Iék. Ve viech pfipadech rezimy
potvrdily proti srovndvanému rezimu
statisticky signifikantni prodlouzeni PFS:
1) pomalidomid-bortezomib-dexame-

tazon (P-Vd) vs Vd ve studii OPTIMI-

SMM (11,2 vs 7,1 mésice; HR 0,61;

p < 0,0001) [8];

2) pfidani monoklondlni protilatky isa-
tuximabu (Isa-Pd) ve studii ICARIA
s prodlouzenim PFS (median) z 6,5 na
11,5 mésice (HR 0,596; p = 0,001) [9];

3) pridani monoklonalni protilatky da-
ratumumabu (Dara-Pd) ve studii
APOLLO s prodlouzenim PFS (me-
dian) z 6,9 na 12,4 mésice (HR 0,63;
p =0,0018) [10];

4) pfidani monoklonalni protilatky elotu-
zumabu (Elo-Pd) ve studii ELOQUENT-3
(randomizovand faze Il) s prodlou-
Zzenim PFS (medidn) z 4,7 mésice na
10,3 mésice (HR 0,54; p =0,008) [11].

U viech studii byl prokazan i pfi-
nos pro podskupiny nemocnych refrak-
ternich na lenalidomid, které tvofily
vzdy nejvyznamnéjsi ¢ast souboru ne-
mocnych v rozpéti od 71-94 %. U¢in-
nost jinych rezim(, jako karfilzomib-
-pomalidomid-dexametazon (KPd) [12]
a ixazomib-pomalidomid-dexametazon
(Ixa-Pd) [13], vychazi doposud z dat kli-
nickych studii faze Il.

Je pravdépodobné, Ze rezimy bez
imunomodulaéni latky budou u nemoc-
nych refrakternich na lenalidomid tcin-
né&jsi. Vysledky jsou velmi dobré. Limitaci
viak je, ze na rozdil od klinickych stu-
dii s pomalidomidem nebyly tyto stu-
die cileny na nemocné refrakterni na
lenalidomid, kterych je v souboru ne-
mocnych jen jedna tfetina (plati pro
studie CANDOR a IKEMA). Triplety vzdy
potvrdily proti srovndvanému rezimu
statisticky signifikantni prodlouzeni
medidnu PFS:

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)

$29




Cést 2: Mnohocetny myelom

Preferované rezimy (zaloZené na vysledcich klinickych studii faze Ill)
Rezimy druhé volby (zaloZzené na vysledcich klinickych studii faze Ill)
Dalsi [é¢ebné moznosti (zalozené na vysledcich klinickych studii faze 1)

Pfi nedostupnosti daratumumabu, karfilzomibu

Tab. 1. Lécba prvniho relapsu MM u pacientli s onemocnénim refrakternim k lé¢bé lenalidomidem.

Dara-Vd, KD,
K-Pd, Ixa-Pd,

C - cyklofosfamid, D/d — dexametazon, Dara — daratumumab, Elo - elotuzumab, Isa — isatuximab, Ixa — ixazomib, K - karfilzomib,
M - melfalan, P - prednison, P - pomalidomid, V - bortezomib

P-Vd, Dara-Pd, Isa-Pd, Dara-Kd, Isa-Kd, Elo-Pd (faze Il)

PD, CVD, VD, VMP

Tab. 2. Prehled vystup klinickych studii.

Studie CANDOR IKEMA (faze Ill) APOLLO (faze ICARIA (faze lll) OPTIMISMM ELOQUENT-3
(faze lll) 1) (faze lll) (faze ll)
Kombinace Dara-Kd Isa-Kd Dara-Pd Isa-Pd V-Pd Elo-Pd
Indikace: LOT 1-3 1-3 >1line >2line 1-3 line >2line
Median 2(1-4) 2 (1-5) 2 (1-5) 3(2-11) 2(1-2) 3 (2-8)
predchozich LOT
Lenalidomid 32% 32% 79% 94% 71% 90%
refrakterni (%)
Median PFS 28,6 m NR 124 m 11,5m 11,2m 10,3 m
(mésice) (KR 15,8 m) HR (KR 19,2 m) HR (KR 6,9 m) HR (KA 6,5 m) HR (KA 7,1 m) HR (KA 4,7 m) HR
0,59 (95% Cl 0,531 (99% ClI 0,63 (95% Cl 0,596 (95% ClI 0,61 (95% Cl 0,54 (95% Cl
0,45-0,78) 0,318-0,889) 0,47-0,85) 0,44-0,81) 0,49-0,77) 0,34-0,86)
MRD negativita 22,80% 29,60% 9% 5,20%

C - cyklofosfamid, D/d — dexametazon, Dara — daratumumab, Elo - elotuzumab, Isa — isatuximab, Ixa — ixazomib, K - karfilzomib,
M - melfalan, P - prednison, P - pomalidomid, V — bortezomib, LOT — pocet lé¢ebnych linii, KR — kontrolni rameno, MRD — minimalni
zbytkové onemocnéni (minimal residual disease)

1) daratumumab-karfilzomib-dexa-
metazon (Dara-Kd) vs karfilzomib-
-dexametazon (KD) ve studii CAN-
DOR (28,6 vs 15,8 mésice; HR 0,59;
p < 0,0027). Dara-Kd bylo lepsi i ve
skupiné na lenalidomid refrakternich
nemocnych (HR 0,45) [14,15];

2) isatuximab-karfilzomib-dexametazon
(Isa-KD) ve studii IKEMA (medidn ne-
dosazen vs 19,15 mésice pro KD; HR
0,53; p = 0,0007) [4]. Tyto rezimy do-
posud v CR nemaji uhradu.

Jiné moznosti jiz dostupné v CR, s kon-
trolnim ramenem bortezomib-dexame-
tazon (VD), jsou kombinace:

1) daratumumab-bortezomib-dexameta-
zon (Dara-Vd) ve studii CASTOR (median
PFS 16,7 vs 7,1 mésice; p < 0,0001) [16];

2) karfilzomib-dexametazon (KD) ve stu-
dii ENDEAVOR (median PFS 18,7 vs
9,4 mésice; p < 0,0001) [17].

U téchto studii nejsou znama data
o ucinnosti u lenalidomid refrakter-
nich nemocnych z diivodu malého za-
stoupeni v souboru. Podobné plati pro
treti studii, kombinaci venetoclax-bor-
tezomib-dexametazon (Ven-Vd), ktera
jesté neni v EU registrovana, ale nabizi
velmi uc¢innou moznost pro nemocné
s t(11;14) a vysokou expresi bcl-2 [18].
Aktualné probiha zkouseni venetoclaxu
v kombinaci s dexametazonem vs PD
u pacientd s RRMM s t(11;14), refrakter-
nich k lenalidomidu v klinické studii faze
[l CANOVA.

Nasledné analyzy z vySe uvedenych
klinickych studii ukazaly na obecny jev,
tj. skute¢nost, Ze ¢asnéjsi poutziti triplet(
v prvnim relapsu znamend vzdy vy-
znamnéjsi pfinos pro nemocného, mé-
feno medidnem doby do progrese (ilu-
strativné pro rezim P-Vd medidn PFS
v prvnim relapsu 20,7 mésice vs. median

PFS ve studii 11,2 mésice) [19]. Pro Do-
porucené rezimy pro |é¢bu prvniho re-
lapsu MM u pacientl s onemocnénim
refrakternim k [é¢bé lenalidomidem
uvadi tab. 1. Dalsi cenné udaje o prove-
denych klinickych studiich s ohledem na
predchozi |é¢bu, refrakteritu k lenalido-
midu jsou obsazeny v tab. 2.

AUTOLOGNI

TRANSPLANTACE V RELAPSU
MNOHOCETNEHO MYELOMU
Autologni transplantaci lze provést v re-
lapsu po ASCT v prvni linii lé¢by. Nejda-
lezitéjSim prognostickym faktorem pro
PFS po ASCT u prvniho relapsu je délka
remise po ASCT v prvni linii |é¢by. K vy-
uziti autologni transplantace v relapsu
onemocnéni nejsou doposud dostupna
zésadni data upfesnujici pozici konso-
lidace lécebné odpovédi dosazené po-
moci moderniho tripletu. Takova data
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nejsou zndma ani u nemocnych refrak-
ternich na lenalidomid. Pfesto je re-
-transplantace jednou z |é¢ebnych Ucin-
nych modalit. V pfipadé, Ze je |é¢ebna
odpovéd'na vybrany lécebny rezim u ne-
mocného refrakterniho na lenalidomid
neuspokojiva, Ize tuto lé¢ebnou moz-
nost jisté zvazit a medicinsky obhajit.

ZAVER

Lécebné moznosti pro pacienty s nové
diagnostikovanym i relabujicim/refrak-
ternim mnohocetnym myelomem se
v poslednich letech diky zavedeni fady
novych [é¢iv vyznamné zlepsuji. Skupina
nemocnych refrakternich na rezimy s le-
nalidomidem se stéle vice pfiblizuje sku-
piné nemocnych tzv. ,triple”-refrakter-
nich, nebot lenalidomid je pouzivan stéle
vice v tripletech také u nové diagnozy.

Rezimy bez jiné imunomodula¢ni latky
se zdaji byt nejucinnéjsi variantou pro
nemocné refrakterni na lenalidomid. Dal-
$im klinicky vyznamnym pokrokem bude
pravdépodobné zavedeni novych imu-
noterapeutickych [é¢ebnych strategii.
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Imunoterapie — nejperspektivnéjsi 1écebna modalita
soucasnosti u mnohocetného myelomu

Jelinek T.
LF OU a FN Ostrava

Imunitni systém hraje zasadni roli v boji
proti rakoviné a imunoterapie se stala
nedilnou a mnohdy zlomovou soucasti

[é¢by jak solidnich, tak hematologickych
nadort. Cilem imunoterapie je aktivovat
a pobidnout vlastni imunitni systém pa-

cienta k tomu, aby rozeznal a elimino-
val nddorové bunky. Alogenni transplan-
tace md kurativni potencidl u mnoha
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krevnich nadorl a je jednim ze zéklad-

nich pfikladd imunoterapie. Imunotera-

pie mGze byt logicky rozdélena do néko-
lika kategorii:

1) monoklonalni protilatky (mAbs) za-
hrnujici celou fadu ttid s riznymi me-
chanizmy ucinku;

2) bunécna terapie reprezentovana pre-
devsim modernimi CAR (chimeric an-
tigen receptor) technologiemi, at uz
ve formé CAR-T bunék nebo CAR-NK
bunék a pro Uplnost;

3) protinadorové vakciny.

MONOKLONALNI
PROTILATKY (MABS)
Imunoglobulin G (IgG) protilatky jsou
velké molekuly s molekuldrni hmotnosti
okolo 150 kDa, které se skladaji z téz-
kého (X50 kDa) a lehkého (K25 kDa) po-
lypeptidového retézce. Kazdd mole-
kula imunoglobulinu se sklada z 2 ¢3sti
Fab (fragment-antigen binding) frag-
ment a Fc (fragment constant) fragment,
ke kterému se vazou efektorové bunky
imunitniho systému pomoci svého Fc
receptoru. Protildtky hraji klicovou roli
v rdmci specifické imunitni odpovédi
a diky technologickému pokroku je nyni
mozno vyrabét monoklonalni protilatky
proti specifickym antigenim exprimo-
vanym na povrchu nadorovych bunék,
které nas dostavaji do éry tzv. cilené
imunoterapie. Monoklonalni protilatky
zabiji nadorové burnky pomoci nékolika
mechanizm Ucinku:

1) ADCC (antibody dependent cellular
cytotoxicity) — protilatkou zprostied-
kovana bunécéna cytotoxicita;

2) CDC (complement dependent cytoto-
xicity) - komplementem zprostiedko-
vana cytotoxicita;

3) ADCP (antibody dependent cellular
phagocytosis) - protilatkou aktivo-
vana fagocytdza a

4) pfima indukce apoptdzy [1,2].

Standardni, tzv. nahé mAbs cilici na
CD38 antigen na povrchu plazmatickych
bunék znamenaly zasadni zlom a pfi-
nos pro pacienty s mnohocetnym my-
elomem (MM) a od roku 2015 se velmi

rychle staly standardni soucasti 1écby [3].
Hlavnim predstavitelem této skupiny
je daratumumab, dale poté isatuximab
a na CS1 miteny elotuzumab.

Tato edukacni prednaska je nicméné
vénovana zejména modernim imu-
noterapeutickym pfistuptm, které
zatim nepredstavuji standardni sou-
¢ast anti-myelomové Ié¢by. Z prvni sku-
piny monoklonalnich protilatek jsou to
zejména:

Konjugované monoklonalni
protilatky (antibody drug
conjugates —ADC)

ADCs predstavuji jednu z velmi rychle
se rozvijejicich tfid protinadorovych
[ékd, kdy protilatka je pfipojena k jedné
nebo vice molekul cytotoxické latky [4].
Kdyz se ADC navaze na povrch nadorové
buriky, cytotoxickd latka je typicky uvol-
néna, internalizovana do cytoplazmy
a nasledné zabiji cilovou buriku. Belan-
tamab mafodotin (Blenrep, GlaxoSmi-
thKline, belamaf) je prvni predstavitel
této skupiny 1éka, ktery se sklada z mo-
noklonalni protildtky cilené proti B cell
maturation antigen (BCMA), ktera je
konjugovana k inhibitoru mikrotubuld
(monomethyl auristatin — MMAF). Be-
lamaf byl schvélen v roce 2020 americ-
kou FDA v monoterapii u relabovanych
refrakternich pacientli s MM, ktefi byli
predléceni minimalné 4 liniemi 1é¢by
obsahujici anti-CD38 monoklonalni pro-
tilatku, proteasomovy inhibitor aimuno-
modula¢ni [ék [5].

Bispecifické protilatky

(T cell engagers — TCEs)

Bispeficické protilatky mohou byt
obecné popséany jako molekuly desig-
nované k tomu, aby rozpoznaly dva od-
lisné antigeny. Pfesnéji tak, aby se va-
zaly jednak na antigen exprimovany na
povrchu nddorové buriky a zaroven aby
vazaly cytotoxické efektorové imunitni
buriky, tj. nejcastéji T lymfocyty nebo NK
bunky. Tyto efektorové bunky jsou na-
sledné aktivovény a likviduji cilové na-
dorové buriky v jejich blizkosti [6]. Tento
[é¢ebny pfistup je nyni dramaticky zkou-

man. Nejcastéjsim cilovym antigenem
je jiz zminény BCMA a nejcastéji aktivo-
vanymi burikami jsou T lymfocyty, tedy
konstrukt BCMA x CD3. V tuto chvili
je celd fada molekul ve vyvoji ve fa-
zich 1-3 klinickych hodnoceni s velmi
slibnymi vysledky dosahujici celkové
[écebni odpovédi okolo 80 % u silné
predlécenych MM pacientd a dob-
rym bezpecnostnim profilem. Nejdéle
ve vyvoji jsou nasledujici molekuly:
AMG701 (Amgen), CC-93269 (Celgene),
elranatamab (Pfizer), teclistimab (Jan-
ssen) a dalsi.

BUNECNA TERAPIE

Bunécna terapie je dominantné repre-
zentovana technologii CAR - chiméricky
antigenni receptor, kterym jsou nejcas-
téji vybaveny T lymfocyty — CAR-T bunky.
Principem je modifikace pacientovych
vlastnich T lymfocyt(, které jsou vyba-
vené specifickym receptorem, jenz roze-
znava antigen na povrchu nadorovych
bunék. Takto upravené vlastni T lymfo-
cyty jsou po lymfodeplec¢ni 1é¢bé navra-
ceny pacientovi, kde maji za ukol vyhle-
dat a zabit buriky nddoru bez nutnosti
klasické prezentace antigenu. Pouziti
CAR-T bunék pfinasi specifické a nové
typy toxicit, a to zejména cytokin release
syndrom a neurotoxocitu [7].

V pfipadé MM a CAR terapie je nej-
atraktivnéjsim a nejvice studovanym
cilem opét BCMA. U tézce predlécenych
MM pacientd prokazala |écba CAR-T
bunkami neuvéritelné a bezprecedentni
vysledky [8].V soucasnosti jsou ve vyvoji
dva produkty: 1) idecabtagene vicleucel
(Bristol Myers Squibb / Celgene) a 2) cil-
tacabtagene autoleucel (Janssen). Ideca-
btagene vicleucel (Abecma), byl schva-
len v bfeznu 2021 Americkou FDA pro
[é¢bu pacientl s relabovanym-refrakter-
nim MM po 4 prfedchozich liniich 1é¢by
obsahujici anti-CD38 mAbs, Pl a IMiD [9].
Schvéleni ciltacabtagene autoleucel je
ocekdavano co nevidét vzhledem ke slib-
nym vysledkdm studie Cartitude-1 cli-
nical, kde celkova lé¢ebnd odpovéd
dosdhla 97 % u pacientl s medidnem
5 predchozich linii |é¢by [10].
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Personalizace 1é¢cby Hodgkinova lymfomu

Prochazka V.

Hemato-onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

UvoD

Hodgkindv lymfom (HL) pfedstavuje
modelovou onkologickou diagndzu,
u které bylo historicky uspésné zave-
deno mnoho zakladnich konceptli on-
kologie. Od prostého prvniho popisu
této nosologické jednotky Thomasem
Hodgkinem (1832) pfes prvni Uspésné
nasazeni systémové polychemoterapie
(Danny DeVita, 1969), prlilomovou in-
dikaci funk¢nich zobrazovacich metod
(1991) az po vyuziti volné nddorové DNA
(2015) pro genotypizaci nddoru. V po-
slednich letech doslo k razantnimu po-
kroku na poli poznani biologie HRS
buriky, jejiho mikroprostredi a prognos-
tickych faktord nemoci a k zavadéni mo-
derni,necystostatické” terapie. Komplex
téchto poznatkll umoznuje vytvorit za-
klad pro aplikaci postupl vysoce indivi-
dualizované lécby s cilem dosazeni vy-
[é¢eni nemocnych za cenu minimalnich
akutnich i pozdnich nasledkd. Cilem to-
hoto souhrnu je podat prehled novych
postupt pro budouci volbu terapie u ne-
mocnych s HL.

FUNKCNI ZOBRAZOVACI
VYSETRENI

Terapie mladsich nemocnych je zalo-
zena na konceptu riziku uzplsobené
l[écby na zakladé pouziti historickych
parametra reflektujicich rozsah nemoci
(Ann Arbor), serologickou aktivitu lym-
fomu (FW) a jeho klinické projevy (B-
-symptomy). Soucasné studie ukazuji, ze
vyuziti vypocitanych parametr( funkc-
nich zobrazovacich metod (PET-CT) po-
skytuji vétsi jistotu v identifikaci riziko-
vych nemocnych vyzadujicich intenzivni
(a potencidlné toxickou) terapii [1,2].

V pfipadé nemocnych s ¢asnym sta-
diem HL prokazala studie H10, ze jak cel-
kovy metabolicky objem tumoru (total
metabolic tumor volume — TMTV) pfi dia-

gnoze, tak vysledek prabézného (inte-
rim) PET-CT po 2 cyklech rezimu ABVD
(i-PET-2) byly nezavislymi prediktory in-
tervalu do progrese choroby (progres-
sion-free survival — PFS). Velkd masa
nadoru pfi diagndze (nad 148 cm3) a po-
zitivni iPET-CT-2 (Deauville 4-5) byly aso-
ciovany s 5letym PFS na drovni pouhych
25 % [3].

V pfipadé pacientd s pokrocilym HL
(stadia 1IB-1V) prokéazala studie RATHL
asociaci vypocitaného parametru cel-
kové glykolyzy (total lesion glycolysis —
TLG), nikoli vsak TMTV s PFS. Nemocni
s vysokou mirou TLG (nad 3 318 g) maji
témér 3x vyssi riziko selhani terapie
v 5 letech ve srovnani s nemocnymi
s nizkym TLG (31 vs 13,1 %) [4]. Studie
AHL 2011 LYSA identifikovala vysoce ri-
zikovou kohortu nemocnych s vysokym
uvodnim TMTV (nad 350 ml), ktefi byli
po 2 cyklech terapie eskalovanym rezi-
mem BEACOPP PET-pozitivni (Deauville
4-5). Tito pacienti méli PFS ve 2 letech
pouze 61 %, ve srovnani s 88 % a 96 %
u nemocnych s vysokym TMTV/negativ-
nim iPET-2 a nizkym TMTV/negativnim
iPET-2 [5].

Dal$im krokem v moznostech ana-
lyzy funkénich zobrazovacich metod
je komplexnéjsi ,radiomickad” analyza
(radiomics analysis) popisujici detail-
néji heterogenitu akumulace FDG, dis-
tribuci PET+ lokalit &i jiné vypocitané
parametry. Pfikladem muze byt ana-
lyza 174 nemocnych s relabovanym
a/nebo refrakternim HL (RR HL), u kte-
rych byly kalkulovany krom TMTV dalsi
Ldispensity features” popisujici distri-
buci a charakter loZisek nadoru. Byl vy-
tvofen radiomicky model, ktery, pokud
byl kombinovan s klinickymi parametry,
dosahoval vysokou predpovédni jistotu
(AUC 0,90) pro relaps/progresi a rozdé-
lil nemocné na ty s vysokym, resp. niz-

kym rizikem progrese (¢as do progrese
ve 3 letech 38 vs. 90 %; pX 0,001) [6]. Zda
se tedy, ze vyuziti vypocitanych parame-
tra PET/CT, jako jsou TMTV, TLG ¢i ,radio-
micka” analyza, ma potencidl zpresnit
identifikovat nemocné v riziku selhani
[é¢by, a to i tehdy, byli-li tito pfi vysetieni
iPET negativni.

VYSETRENI VOLNE
NADOROVE DNA

Detekce volné nadorové DNA (ctDNA)
z periferni krve u nemocnych s HL se
stava velmi perspektivni metodou pro
odhad masy ndadoru, jeho genotypi-
zaci, monitoraci dynamiky |é¢ebné od-
povédi i minimalni rezidualni nemoci.
Prospektivni observacni studie [0SI-
EMA-003 (NCT03280394) detekovala
ctDNA u 135 dosud nelé¢enych nemoc-
nych s HL. Medidn koncentrace ctDNA
pfi dg. byl 358.5 hGE/ml s tim, Ze ne-
mocni s hodnotou nad 1 500 hGE/ml do-
sahovali podstatné horsiho PFS ve 3 le-
tech (44,4 vs. 86,9 %; p < 0,0001) nez
nemocni s hodnotou nizsi. Hodnota
ctDNA predikovala osud nemocnych
bez ohledu na jejich klinické stadium.
Kombinace ctDNA nad 1 500 hGE/ml
a vysoké IPS skdre (nad 3) pak identifi-
kuje vysoce rizikovou skupinu nemoc-
nych s 3letym PFS dosahujicim pouhych
33,3 % [7]. Dalsim krokem v analyze
ctDNA je stanoveni konkrétnich mutaci
asociovanych s HL. Bylo zjisténo, ze po-
moci citlivych technik sekvenovani nové
generace je mozno tyto mutace zachytit
az u 93 % nemocnych. Prace multicent-
rické skupiny BREACH analyzovala data
177 nelécenych nemocnych [8]. Bylo
zjisténo, ze koncentrace ctDNA koreluje
s masou nadoru, klinickymi charakteris-
tikami, muzskym pohlavim, pfitomnosti
B-symptom{, a ,masou” HRS bunék. Po
terapii hladina ctDNA velmi rychle klesa
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u chemosenzitivnich nemocnych a na-
opak. CtDNA je cennym zdrojem pro ge-
notypizaci nadoru, umoznujici nalézt
kandidatni mutace/genetické zmény,
které korelujici s odpovédi jak na kon-
vendni terapii, tak na lé¢bu novymi ,im-
mune check-point” inhibitory [8,9].

ZAVER

V poslednich letech pozorujeme pokrok
na poli zobrazovacich metod a moleku-
larni genetiky, které nam nabizeji nové
moznosti hodnoceni charakteru HL, jeho
rozsahu, heterogenity a kone¢né i do-
stupného vysetfeni genomu HRS buriky.
Tyto postupy, opirajici se o sofistikované
analyzy FDG-PET a volné nadorové DNA,
vyzaduji mimoradnou erudici a ndro¢né
technologické vybaveni a tésnou inter-
disciplindrni spolupraci ze strany klinika.
Standardizace a uvedeni téchto metod
vSak otevird zcela nové moznosti pro

Cést 2: Novinky v diagnostice a terapii lymfomt

precizni posouzeni rizika lymfomu, sle-
dovani pribéhu lécby v ,redlném case’,
dosud netuSené moznosti individuali-
zace |éc¢by na zakladé genotypizace HL
a nasledné také citlivé neinvazivni sledo-
vani minimalni rezidudini choroby.
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Diagnostika a 1écba perifernich T-lymfomu v roce 2021

Janikova A.
EN Brno

T-lymfomy tvofizhruba 6-10% vsech Ne-
hodgkinovych lymfomuU a patfi k velmi
heterogenni skupiné nador(, ktera dle
posledni WHO klasifikace (2016) cita
29 podtypl. Diagnostika stejné jako
|é¢ba T-lymfom patfi k velmi obtiznym
ukollim medicinské praxe. Globalni |é-
Cebné vysledky jsou u pacientl s T-lym-
fomy podstatné horsi nez u pacientd
s B-lymfomy. Tento rozdil je zapfticinén
nékolika faktory: 1) nizkou cetnosti T-
-lymfom@ vs. B-lymfom(; 2) soucasné
obrovskou diverzitou a 3) nedostatkem
proveditelnych klinickych studii.

Klicem ke zméné této situace je de-
tailni a spravné porozumeéni biologii jed-
notlivych nadorovych podtypld PTCL.
Zrod T-bunék (nadorovych i fyziologic-
kych) zacina v kostni dfeni, odkud putuji
do thymu, aby zde prodélaly rearanzma

genu pro T-receptor (TCR) a staly se zra-
lymi lymfocyty. Heterogenita T-lymfoma
odrazi Siroké spektrum fyziologickych
forem T-lymfoidnich bunék produkuji-
cich rGzné cytokiny, které potom hraji
roli v signalizaci jinych bunék imunit-
niho systému. Teoreticky vyvoj naivniho
CD4+ lymfocytu do rliznych bunék pl-
vodu (cell of origin — COO) T-lymfoma
je zndzornén schematicky na obrazku
(obr. 1).

Aktualni klasifikace WHO 2016 (Clas-
sification of Tumors of Hematopoietic
and Lymphoid Tissues) definuje 4 za-
kladni kategorie zralych T-neoplazii: 1)
diseminované/leukemické; 2) nodalni;
3) extranodalni a 4) kozni (tab. 1). Kate-
gorie dosud historicky nazyvana jako
periferni T-lymfomy (coz se mlze zamé-
nit s nazvem jednotky ,Periferni T-lym-

fom, NOS”) je v aktudlni WHO klasifikaci
presnéji oznacena jako ,zralé T-neopla-
zie” (mature T-cell neoplasms — MTCLs),
coz lépe reflektuje fakt, ze T-bunky pro-
$ly rearanzmd TCR v thymu.

Zmény ve WHO klasifikaci 2016 se ty-
kaji zejména zavedeni nové zastfesu-
jici entity nazvané ,Nodalni lymfomy
s fenotypem T-folikuldrniho helperu
(TFH)", kam patfi AITL (Angioimuno-
blasticky T-lymfom) a dvé provizorni
jednotky: Folikularni T-lymfom a No-
dalni periferni T-lymfom s TFH fenoty-
pem. Tyto dvé jednotky spadaly dfive
pod PTCL NOS (periferni T-lymfom, not
otherwise specified). Skupina lymfomu
odvozena od Th-lymfocytu folikular-
niho centra sdili nékolik spole¢nych
mutaci, diagnéza vyzaduje prokazani
2 ze 3 fenotypovych znakl typickych
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,»Cell of origin* Cytokiny PTCL podtyp
Thf -.—> IL-21 Angioimunoblasticky lymfom (AITL)
Th2 . :'['13 Periferni T-lymfom, NOS/GATA3
Naivni CD+ burika / -
: IFN-y
Thy  Toet -.-» Periferni T-lymfom, NOS/TX21
= \ B
d IL-17a S
Anaplasticky T-lymfom (ALCL ALK+, ALK-)
Thi7 w = => |L17f
IL-10
Treg FOXEB --=> |I-35 T-leukémie dospélych (ATCL)
s TGFB
Upraveno dle Marchi and O"Connor 2020
Obr. 1.
Tab. 1.
LYMFOMY ZE ZRALYCH T-BUNEK
NODALNI EXTRANODALNI KOZNI LEUKEMICKE
PTCL-NOS ENKTL, nazalni MF/Sézary syndrom HTLV-1 leukémie/lymfom
dospélych
AITL EATL Podkozni panniculitis-like T-prolymfocytarni leukémie
T-lymfom
ALCL systémovy ALK+/ALK- MEITL Primarni kozni CD30+ LPD T-velkobunéc¢na granularni

Folikuldrni T-lymfom
GIT

NodalIni PTCL s T-folikularnim
helper fenotypem

Systémovy EBV+ T-lymfom déti

Indolentni T-lymfoproliferace

Hepatosplenicky TCL

ALCL asociovany s prsnim

Primarni kozni ALCL

implantatem

Hydroa vacciforme like
lymfoproliferace

Chronicka NK lymfoproliferace

T-lymfom

Primarni kozni CD4+ T-lymfom

Lymfomatozni papulomatoéza

Primarni kozni y& T-lymfom

Primarni kozni CD8+ agresivni

leukemie (LGL)

Agresivni NK-leukémie

pro TFH bunky (CD4, CD10, bcl6, PD-1,
CXCL13).

Kategorie ALCL je aktudlné rozdélena
do 4 jednotek s odlisnym biologickych
chovéanim a fenotypem. ALCL je definovan
konstantni silnou expresi CD30 na T-lym-

focytech a dle exprese ALK se vyclenuje
podtyp ALK+, ktery je agresivni lymfopro-
liferaci typickou pro détsky a mladsi do-
spély vék. Systémovy ALCL ALK- je agre-
sivni choroba s horsi prognézou oproti
ALK+ ALCL s typickou expresi DUSP22,

T63 a aktivni JAK/STAT signalizaci, které ur-
Cuji prognézu ALCL ALK- pacientC. Vyslo-
vené indolentni pribéh i lécbu maji dalsi
dvé jednotky, a sice kozni ALCL a ALCL aso-
ciovany s prsnim implantatem (oba pod-
typy byvaji zpravidla také ALK-).
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Hlubsi vhled do biologie a patoge-
neze T-lymfom{ pfinesla technika profi-
lovani genové exprese (GEP), ktera jed-
noznacné vymezila ocekdvané ALK+
a ALK~ ALCL, ale také vedla k upfesnéni
nebo zméné diagndzy u asi 35-40 %
pacientd s jinymi T-lymfomy dia-
gnostikovanymi histopatologicky. Napf.
mezi 152 pripady histologickych PTCL
NOS bylo dle GEP identifikovano 14 AITL
a 11 ALCL. Priblizné 20 % PTCL NOS pfi-
padt je podobnych AITL, nebot jsou od-
vozeny od T-folikularniho helperu, za-
timco zbyvajici PTCL NOS jsou spojeny
s expresnim profilem TH1 (PTCL-TBX21/T
bet) nebo TH2 (PTCL-GATA3) bunék.

U vétsiny podtypl zralych T-lymfoma
jsou ve velké mife pozorovany epigene-
tické zmény, které jsou reflektovany v kli-
nické praxi pomérné konsistentni odpo-
védi (celkova odpovéd kolem 25 %) na
inhibitory histonovych deacetylaz (HDAC).
Mutace fady gen( jsou zahrnuty v me-
tylaci DNA (napf. TET2, IDH2, DNMT3). Tyto
mutace lze nalézt signifikantné castéji
u AITL nebo PTCL s TFH fenotypem.

Lécba T-lymfomu ze zralych bunék zi-
stavé velkou vyzvou. Lécebnd doporu-
¢eni se v tomto pfipadé nemohou opfit
o robustni randomizované studie. Kli-
nikové se musi spolehnout na interpre-
taci dostupnych dat z retrospektivnich
nebo malych obvykle jednoramennych
studii, nové patofyziologické poznatky
a vlastni zkusenosti. Rezimy chemotera-
pie (CHOP) byly prejaty extrapolaci dat
B-NHL a nespliuji predstavy dostatecné
ucinné lécby. V prvni linii Ize s Uspéchem
pouzit zejména u mladsich pacientd
kombinace s etoposidem (CHOEP),
ktera se dle rliznych studii ukazuje byt
ucinnéjsi nez CHOP. Dle vysledkd oje-
dinélé velké prospektivni randomizo-
vané studie ECHELON2 je u pacientl
s CD30+ T-lymfomem ucinnéjsi kom-
binace brentuximab vedotin +CHP vs.
CHOP (median do progrese 48,2 mésicl
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vs. 20,8). Pomérné zajimavé vysledky pfi-
nesla prospektivni randomizovana stu-
die CHOP vs. GDPT (gemcitabin, pred-
nison, platina, thalidomid) s vyznamné
lepsim 4letym OS i PFS po GDPT 53,6 vs.
66,8 % a 53 vs. 63,6 %.

Konsolidace vysokodavkovanou lé¢-
bou v ramci prvni linie 1é¢by zdstava
stale otazkou. Od této lécby Ize oceka-
vat u vhodnych kandidatd zhruba 50%
efekt v dlouhodobém preziti, coz bylo
potvrzeno nékolika prospektivnimi i re-
trospektivnimi studiemi. Pfinos konso-
lidace v prvni linii dosud jednoznaéné
potvrzen nebyl, zdstava ale jisté dobrou
volbou pro mladsi pacienty s relapsem.
Konsolidace vysokodavkovanou [é¢bou
vs. alogenni transplantaci rovnéz nepfi-
neslo zadny signifikantni rozdil v preziti,
zatimco po vysokodavkované 1écbé byl
dominujicim problémem relaps (36 %
zemfelych), u alogenni transplantace to
byla toxicita 1é¢by (31 % zemfelych).

Lécba relapsu T lymfomd je velmi ob-
tiznd a progndza pacientd velmi vazna
s medidnem preziti od relapsu 5,5 mé-
sict. Zadsadnim rozhodovacim kritériem
obvykle byva, zda pacient zvladne inten-
zivnéjsi 1écbu ¢i ne (véetné 1écby nékte-
rou z transplantaci). Vzhledem k absenci
standardu lé¢by je velmi dobré (pokud
je to mozné) nabidnout Ucast v klinické
studii.

Perspektivu v 1é¢bé zralych T-neo-
plazii ziskavaji cilené Iéky. Prvnim efek-
tivné pouzitym cilenym Iékem je bren-
tuximab vedotin (imunokonjugat
antiCD30 + MMAE), ktery byl uspésné
pouzit v monoterapii i kombinované
[é¢bé.Vzhledem k epigenetické dysregu-
laci byli postupné registrovany pro lé¢bu
T-lymfomd (mimo CR) 4 HDAC: v roce
2006 vorinostat, romidepsin v roce 2009,
belinostat v roce 2011 a chidamid v roce
2015 (pouze v Cing). Celkové odpovédi
ve studiich faze 2 dosahovaly kolem
25-35 % vcelku konzistentné a zda se, ze

nezavisely na stupni predlécenosti pa-
cientl. Predpoklada se, ze s postupnou
lepsi molekuldrné biologickou stratifi-
kaci a moznymi kombinacemi HDAC s ji-
nymi [éky by se mohla efektivita |é¢by té-
mito preparaty zvysovat.

Hypometylujici latky 5-azacyti-
din a decitabin vykazuji aktivitu u my-
eloidnich malignit (AML) a odpovéd se
zda dobre korelovat s mutacemi TET2,
IDH1/2 a DNMT3A. Tyto mutace jsou pfi-
tomny rovnéz u pacientl s AITL, u R/R
AITL byla pozorovana odpovéd 75%. Po-
zoruhodnou ucinnost (ORR 50 %) vyka-
zoval u T-lymfomd duvelisib (inhibitor
18 P13 kinazy). Aktivace JAK/STAT signa-
lizace u AITL a ALCL evokuje vyuziti inhi-
bitor( JAK (ruxolitinib). ALK+ ALCL jsou
dobre lécitelné ALK inhibitory s ORR
90 % (crizotinib, alektinib).

Zralé T-neopldzie se stavaji v posled-
nich letech velmi dynamickou oblasti
rozvoje v diagnostice a porozuméni pa-
togeneze, ale také v nastupujicich |é-
¢ebnych moznostech, které v budoucnu
patrné zméni ,povést T-lymfoma” jako
nemoci se Spatnou progndzou.
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Folikulovy lymfom - sucasné alternativy liecby
a pohlad do buducnosti

Vranovsky A.

Klinika onkohematolgie LF UK a NOU, Bratislava

UvVOD

Folikulovy lymfém (FL) tvori priblizne
20-25 % Non-Hodgkinovych lymfo-
mov (NHL), jeho incidencia v Eurdpe je
4-5/100 000 obyvatelov. V ramci WHO
klasifikacie nadorov hematopoetického
systému patri medzi zrelé B-bunkové
lymfoproliferacie [1]. Napriek faktu, ze
pokrocily FL sa nadalej povazuje za ne-
vyliecitelné ochorenie, sa prognéza pa-
cientov s FL za posledné dve dekdady
vyrazne zlepsila, median celkového pre-
Zivania (OS) je 15-20 rokov. Vo vieobec-
nosti sa folikulovy lymfém, s vynimkou FL
G3b, zaraduje medzi indolentné lymféomy
a 80 % pacientov dosahuje po lie¢be che-
moimunoterapiou dlhodobé remisie.
Zostavajucich priblizne 20 % pacientov
ma 5-ro¢né OS len 35-50 %, najma z do-
vodu skorej progresie ochorenia, ¢i trans-
formacie do agresivneho lymféomu.

STAGING

PET/CT vySetrenie je odporu¢anym zob-
razovacim vysetrenim pri zistovani ini-
cialneho rozsahu ochorenia, ako aj pri
hodnoteni liecebnej odpovede [2]. CT
je nadalej akceptovanou alternativou.
PET/CT zvy3uje stadium ochorenia v po-
rovnani s CT vysetrenim v 10-60 % pri-
padov, obzvlast doleziti ulohu ma pri
potvrdeni skorych klinickych $tadii |
alebo Il. Kontroverzna je rola PET/CT
pri identifikacii oblasti s transformaciou
FL, v studii GALLIUM nebol potvrdeny
vyssi vyskyt transformdcie ani u pacien-
tov, ktori malilézie s SUV__ > 20.Na dru-
hej strane, v nedavno publikovanej praci
dosiahli pacienti s FL, ktori mali pri ini-
cidlnom stagingovom vysetreni |ézie
s SUV__ > 18, signifikantne hor3ie pre-
Zivanie bez progresie (PFS), ak neboli
lieceni rezimom R-CHOP [3]. Celkové

Prognosticky index
FLIPI Nizke riziko
Vysoké riziko
FLIPI 2 Nizke riziko
Vysoké riziko
PRIMA-PI Nizke riziko
Vysoké riziko
FLEX Nizke riziko
Vysoké riziko
m7-FLIPI Nizke riziko
Vysoké riziko
POD24-PI Nizke riziko

Vysoké riziko

Tab. 1. Prognostické indexy pre folikulovy lymfém [upravené z 4].

Rizikové skupiny

Intermediarne riziko

Intermediarne riziko

Intermediarne riziko

Prognosticky dopad
91 % OS (5 rokov)

78 % OS (5 rokov)
53 % OS (5 rokov)
80 % OS (5 rokov)
51 % OS (5 rokov)
19 % OS (5 rokov)
69 % PFS (5 rokov)

55 % PFS (5 rokov)
37 % PFS (5 rokov)
86 % PFS (3 roky)

68 % PFS (3 roky)
68-77 % FFS (5 rokov,
22-38 % FFS (5 rokov.
72-77 % FFS (5 rokov

(

)
)
)
36-50 % FFS (5 rokov)

prezivanie pacientov, ktori mali lézie
sSUV__ >18, vsak bolo v tejto studii ne-
priaznivejsie aj u pacientov lie¢enych
kombinaciou R-CHOP.

PET/CT vysetrenie ako dokaz infiltra-
cie kostnej drene (KD) ma pri folikulo-
vom lymféme nizsiu senzitivitu v porov-
nani s agresivnymi NHL, ¢i Hodgkinovym
lymfémom. Z tohto dévodu je punkcia
KD stale Standardnym vysetrenim pri
stagingu. Avsak, ak je zjavné, Ze pacient
bude len sledovany a nevyzaduje liecbu
(,watch and wait”), je mozné punkciu KD
odlozit. Podobne v pripadoch, ked'vysle-
dok punkcie nijako neovplyvni terapeu-
ticky postup, je akceptovatelné punkciu
KD uplne vynechat.

Folikulovy lymféom je lymfoprolifera-
ciou, ktord je dobre definovand histo-
morfologicky, imunohistochemicky, ¢i
geneticky (t14;18). Na druhej strane viak
priebeh ochorenia méze byt velmi varia-
bilny, preto v snahe odhadnut spravanie
ochorenia a tym aj progndzu pacienta,
bolo vytvorenych niekolko prognostic-
kych indexov, obsahujucich nielen kli-
nické faktory, ale aj biologické markery
(tab. 1), reflektujuce genetické zmeny
nadoru a vplyv mikroprostredia. Najno-
vsie prognostické indexy, ako m7-FLIPI,
¢i FLEX, su vsak z dovodu komplikova-
nosti vypoctu v beznej klinickej praxi za-
tial len tazko pouzitelné, preto stéle vy-
uzivame najma tie starsie, ako FLIPI, ¢i
FLIPI 2.

LIECBA

Lokalizovana choroba

(stadium 1, 1)

V liecbe pacientov, ktori maju stadium |
(optimalne potvrdené stagingovym
PET/CT vysetrenim) je eSte stale lie¢bou
volby rédioterapia (RT) na postihnutu
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Tab. 2. GELF kritéria pre
zahajenie liecby folikulového
lymfému.

Pritomnost ktoréhokolvek z kritérii
definuje pacienta s vysokou nado-
rovou zatazou

Lymfémova masa priemeru > 7cm

Tri lymfatické uzliny v 3 rozli¢nych
oblastiach, kazda priemeru > 3cm

Pritomnost systémovych priznakov
Symptomatickd splenomegalia
Ascites alebo pleuralny vypotok

Cytopénia (absolutny pocet neutrofi-
lov < 1x10%I alebo pocet trombocy-
tov > 100x10%1

Cirkulujuce lymfémové bunky (>
5%10%/1)

oblast v davke 24 Gy. RT sa uplatiuje aj
pri Stadiu Il, ak ide o oblasti obsiahnu-
telné jednym oZzarovacim polom s po-
kial mozno minimalnou toxicitou. Pri-
danie rituximabu k RT sice zlep3Suje PFS,
ale nie OS. V indikovanych pripadoch
mozno pouzit minimalnu davku 2x 2 Gy.
Tento sposob RT je pre pacienta kom-
fortny a malo toxicky, pocet recidiv je
vsak vyssi, v porovnani s davkou 24 Gy.

Pokrocilé ochorenie (Stadium l1I-1V)
V liecbe pokrocilého FL stale plati premisa,
ze asymptomatického pacienta nie je
nutné okamzite lie¢it, mozno ho observo-
vat (,watchful waiting”). Nasadenie rituxi-
mabu u bezpriznakového pacienta podla
ocakavania zlepsuje PFS, nie vsak OS [5].
Liecba sa iniciuje na zaklade pritomnosti
niektorého z tzv. GELF kritérii (tab. 2).

V sucasnosti uz celkom neplati pa-
radigma, Ze FL je ochorenie s opako-
vanymi recidivami a skracujucimi sa
remisiami. Aj na zéklade vysledkov ame-
rickej Studie National Lymphocare Study
vieme, Ze pacienti, ktori po prvoliniovej
chemoimunoterapii progreduju, ¢i re-
labuju v priebehu prvych dvoch rokov
od zahdjenia lie¢by, maju obzvlast ne-
priaznivd prognézu [6]. Vaésina tych
ostatnych v3ak zaziva dlhodobé remisie
s medidanom OS 20 rokov. Problémom
zostava, ako ¢o najpresnejsie identifi-
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kovat skupinu pacientov so zlou pro-
gnézou, tzv. POD24 (,progression of di-
sease within 24 months”) a nésledne, aku
liecbu im poskytnut.

Standardnou prvoliniovou lie¢bou
je chemoimunoterapia - kombindcia
monoklonovej protilatky antiCD20 (ri-
tuximab alebo obinutuzumab) s cyto-
statickou lieCbou, naj¢astejsie ide o kom-
binacie B-R (bendamustin, rituximab),
R-CHOP (rituximab, cyklofosfamid, do-
xorubicin, vinkristin, prednizon) alebo
R-CVP (rituximab, cyklofosfamid, vin-
kristin, prednizon). Vo vieobecnosti sa
dnes, najma z doévodu nizsej toxicity,
najviac pouziva kombinacia B-R, ale
v pripade podozrenia na moznu trans-
formaciu (zvysena koncentracia LDH, B-
-symptémy, hyperkalcémia, vysoké hod-
noty SUV) uprednosthiujeme R-CHOP.
R-CVP preferujeme u starsich (> 80 ro-
kov) a komorbidnych pacientov. Kom-
binacie s obinutuzumabom, v porov-
nani s rituximabom, dosahuju lepsie PFS
a vyssie percento MRD negativity, ale aj
0 nieco vyssiu toxicitu [7]. Na Slovensku
obinutuzumab nie je poistoviiami uhrad-
zany a podobne ani tzv. chemo-free rezim
R2 (rituximab, lenalidomid), ktory ziskava
popularitu najma v USA. Vysokodavko-
vana liecba s autolégnou, ani alogénnou
transplantacii nemaju miesto v prvolinio-
vej lie¢be folikulového lymfému.

Udrziavacia liecba

V predchadzajucich rokoch bola udrzia-
vacia lie¢ba rituximabom Standardom
takmer u kazdého pacienta s FL, ktory
dosiahol remisiu po indukénej che-
moimunoterapii. V sucasnosti je situacia
uz odlisnd, rozhodujeme sa individudlne
pri kazdom pacientovi. Pri¢in je nie-
kolko, spomentt treba absenciu dokazu
zlepsenia celkového prezZivania (Studie
PRIMA, GALLIUM), riziko zédvaznych in-
fekcii najma po prvoliniovej liecbe obsa-
hujucej bendamustin (GALLIUM) a v ne-
poslednom rade pandémiu COVID-19.

Liecba relapsu
Ak ide o relaps pacienta, ktory v prvo-
liniovej lie¢be absolvoval len RT alebo

monoterapiu rituximabom, pri relapse
sa vyuziva niektory z vyssie uvedenych
rezimov chemoimunoterapie. V pripade
pacientov, ktori relabuju po prvolinio-
vej chemoimunoterapii, sa zvac¢sa voli
rezim, ktory pacient nedostaval (R-CHOP
po B-R a naopak). U krehkych pacientov
s viacro¢nou remisiou po monoterapii ri-
tuximabom mozno tuto lie¢bu opako-
vat. Studia GADOLIN potvrdila Gé¢innost
kombinacie bendamustin + obinutuzu-
mab v skupine rituximab refraktérnych
pacientov [8]. V studii AUGMENT, po-
rovnavajucej kombindaciu R2 versus R,
bol medidn PFS v ramene s lenalidomi-
dom 39 mesiacov, v ramene s monote-
rapiou R len 14 mesiacov [9]. Na zéklade
tychto vysledkov sa R2 stalo vhodnou
lieCebnou alternativou pacientov s R/R
FL.V pripade dostupnosti lieku je dalSou
moznostou liecby aj radioimunoterapia
(ibritumomab tiuxetan). Dobre tolerova-
nou a ucinnou paliativnou lie¢bou je RT
2x 2 Gy.

Dnes stale nevieme, aky je optimalny
manazment pacientov s POD24. Niek-
toré retrospektivne analyzy naznacuju,
Ze u takmer 50 % pacientov s POD24 je
pri¢inou skorého zlyhania terapie skryt3,
inicialne neodhalend transformacia do
agresivneho lymfému [10]. U mladsich,
fit pacientov s transformaciou alebo sko-
rym relapsom sa odporuca vysokodav-
kovana liecba s autolégnou transplan-
taciou (ASCT). Alogénna transplantdcia,
aj s ohladom na vysoku peritransplan-
ta¢nu mortalitu u pacientov s FL, je in-
dikovana zriedkavo, napr. u mladsich
pacientov s relapsom po ASCT a/alebo
masivnou infiltraciou kostnej drene.

Udrziavacia lie¢cba monoklonovou
protilatkou antiCD20 sa pri relapse FL
neodporuca u pacientov, ktorym sa cho-
roba vratila poc¢as podavania udrziava-
cej lie¢by v rdmci prvoliniovej terapie.

Nové lieky a kombinacie

V sucasnosti prebieha velké mnozstvo
predklinickych a klinickych skusani lie-
kov so slubnou ucinnostou u pacien-
tov s FL, niektoré z nich su uz registro-
vané aj v EU (idelalisib), iné zatial len
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Nazov Ciel
Idelalisib PI3K&
Copanlisib PI3Kad
Duvelisib PI3K&y
Umbralisib PI3K
Tazemetostat EZH2mut
Axi-cel cD19
Tisagenlecleucel CD19
Mosunetuzumab CD3/CD20
Ibrutinib BTK
Venetoclax BCL2
Nivolumab PD1
trvania odpovede, NR - neuvedeny

Tab. 3. Nové lieky a kombinacie v lie¢be R/R folikulového lymfému.

Studia Pocet pacientov  ORR (%)
faza ll 72 66
fazall 104 59
faza ll 83 42
fazallb 117 43
faza ll 45 69
fazall 124 94
faza ll 98 86
fadzal 62 68
faza ll 40 35
fazall 29 34
fazall 10 40

Axi-cel — axicabtagene ciloleucel, ORR - celkové odpovede, CR - kompletné remisie, PFS — prezivanie bez progresie, mDOR - median

CR (%) Median PFS (mesiace)

14 11

20 69

1 10

3 mDOR 11
13 14

80 nedosiahnuty
66 PFS (5M) 76 %
50 12

17 14

10 mDOR 10
10 NR

v USA (copanlisib, duvelisib, umbralisib,
tazemetostat, axicabtagene ciloleucel),
u viacerych dalSich je schvalenie pravde-
podobné v blizkej buducnosti (mosune-
tuzumab, glofitamab, polatuzumab ve-
dotin, magrolimab). Podla doterajsich
vysledkov studii s ibrutinibom, ¢i vene-
toklaxom sa zd3, Ze tieto lieky, s vysokou
ucinnostou v terapii inych indolentnych
lymfoproliferacii, maju v lie¢be R/R FL
len obmedzenu uc¢innost. Skupina PI3K
inhibitorov, z ktorych idelalisib je aj v Eu-
répe registrovany na lie¢bu R/R FL, dosa-
huje pomerne vysoku ucinnost v liecbe
FL. Jednotlivé molekuly sa odlisuju izo-
formou PI3K, ktoru inhibuju a rozli¢cnym
spektrom neziaducich ucinkov, ktoré
nie su identické pre celt skupinu. Podla
prebiehajucich studii sa zda, Zze budu
vhodnymi kandidatmi aj do kombinacie
s inymi protilymfémovymi liekmi. CAR T
lie¢ba, ktord nachadza uz niekolko rokov
uplatnenie v lie¢be transformovaného
FL, bola tento rok na zéklade vysledkov
studie ZUMA 5 schvalend aj do 3. a dalsej
linie lie¢by FL (zatial len v USA). Viac ako
90 % odpovedi, z toho 60 % komplet-
nych remisii a trvanie odpovedi pred-
stavuju nadej pre pacientov, ktori tuto
liecbu absolvuju.V neposlednom rade aj
v liecbe R/R folikulového lymfému pre-
bieha mnozstvo klinickych skasani s bi-

Specifickymi protildtkami, ¢i konjugatmi
protilatky a lieku (ADC). Sumdr inovativ-
nych liekov na R/R folikulovy lymfém je
v tab. 3.

ZAVER

Napriek faktu, ze nemald ¢ast pacien-
tov s folikulovym lymfémom sa doziva
rovnakého veku, ako beznd populdcia,
mendsia cast pacientov s FL zaziva skory
relaps ochorenia a/alebo transforma-
ciu ochorenia do agresivneho lymfému.
Prave pre tieto skupiny pacientov je po-
trebnd ich skord identifikacia a nasade-
nie terapie, ktora zvysiich sance na dlho-
dobé prezivanie, ¢i dokonca vyliecenie.
V sucasnosti prebiehajuce predklinické
a klinické studie predstavuju nadej, ze
sa podari odstranit viaceré kontroverzie
ohladne optimalneho manazmentu pa-
cientov s FL, ako aj implementovat nové
lieky a liecebné postupy.
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Akutni myeloidni leukémie
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Akutni myeloidni leukémie (AML) je he-
terogenni skupina onemocnéni, jejichz
pfi¢inou je porucha na urovni kmenové
bunky ¢i myeloidnich prekursord. Dle re-
vidovaného 4. vydani WHO klasifikace
tumorl hematopoetické a lymfoidni
tkdné z roku 2016 je AML ¢lenéna do né-
kolika skupin; AML s rekurentnimi gene-
tickymi abnormalitami definované pfi-
tomnosti fuznich ¢i mutovanych gend;
AML s anamnézou chemoterapie v pred-
chorobi (postterapeutickd AML); my-
eloidni sarkom s extramedulérni tumo-
riformni infiltraci blastickymi burikami;
a necastd AML u pacientl s Downo-
vym syndromem. Ke stanoveni dal-
Sich dvou skupin AML je nutné morfo-
logické zhodnoceni kostni diené. Patfi
sem AML s dysplastickymi rysy; pod-
minkou pro stanoveni této diagnézy je
pfitomnost dysplastickych zmén u vice
nez 50 % bunék dvou a vice myeloid-
nich linii. AML, které se nepodaii zafadit
do téchto skupin, se klasifikuji podle FAB
klasifikace z roku 1976 a jsou ¢lenény
dle toho, zda maji prevahu myeloblastd,
jestli je v myelogramu vyzravajici slozka,
¢i je pfitomna ve vice nez 20 % mono-
cytopoeza; nebo v aspirdtu kostni dfené
pfevazuji monoblasty ¢i monocyty. Do
této skupiny jsou zaclenény pfi prvnim
vysetieni vSechny AML, nebot vstupné
do 1-2 hodin po odbéru aspiratu (cas,

do kterého je hodnotici cytolog schopen
stanovit diagn6ézu AML) geneticky pod-
klad choroby neni znam.

V urcitych pfipadech je ke stanoveni
diagnézy AML krucidlni histologické vy-
Setfeni. Obecné je histologické vyset-
feni trepanobiopsie kostni diené brano
jako metoda pomocng, spolehlivé urci
zejména celkovou bunécnost v kostni
dreni a distribuci jednotlivych bunéc-
nych populaci. Vyznam trepanobio-
psie stoupd v pFipadé tzv. suché punkce
(pfi silné fibrotizaci diené, tzv. packed
marrow, u hypoceluldrni akutni leuké-
mie nebo pfi extenzivni nekrotizaci),
kdy se stavd jedinou metodou s dostup-
nym diagnostickym materidlem. Histolo-
gické vysetfeni pomaha pfi diferencidlni
diagnostice myelodysplastického syn-
dormu (MDS) MDS a AML, u sekundérni
akutni leukémie a k vylouceni nehe-
matologické malignity. Castou indikaci
trepanobiopsie je téz sledovani pribéhu
terapie a diagnostika extramedularnich
leukemickych infiltrat a myeloidniho
sarkomu.

AML je cytologicky definovéna pritom-
nosti blastickych bunék v poctu > 20 %
v natéru periferni krve (PK) ¢i v aspiratu
kostni dfené (KD). Myelogram je nutné
hodnotit na minimalné 500 jadernych
bunék. Do blastickych elementd radime
myeloblasty, monoblasty, promono-

cyty, megakaryoblasty, leukemické pro-
myelocyty a patologické erytroblasty
u AML M6, coz je Cista erytroidni leuké-
mie, u které je nutna pfitomnost > 80 %
erytroblastl a > 30 % tvofi proery-
troblasty. V diagnostice se vyuziva cy-
tochemické vysetieni, které urci pfislus-
nost k myeloidni linii (myeloperoxidaza,
Sudanova cern B), ¢i pomUze urdit pa-
tologii v ¢ervené fadé (PAS reakce, vy-
Setfeni Zeleza); barveni na pfitomnost
nespecifickych esterdz zaradi bunky
do monocytopoezy. Raritné je ale dia-
gndéza AML obtiznd a cytologickym
zhodnocenim néatéru PK a KD ji nelze
stanovit.

Kone¢na diagn6za AML je ur¢ena kom-
pletnim vysetfenim cytomorfologickym
(nékdy zahrnuje i histologické a imuno-
histochemické vysetfeni KD), vysetfenim
pritokovou cytometrii a genetickym vy-
Setfenim molekuldrnich marker(, které
urci prognoézu pacienta a sledovaci mar-
ker a definuje terapeuticky proces.
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Akutni promyelocytarni leukémie (APL)
jsou skupinou klonélnich nadorovych
onemocnéni, které jsou fazeny jiz fadu
let dle WHO klasifikace tumor{ hemopo-
etickych a lymfoidnich tkani do katego-
rie akutnich myeloidnich leukémii (AML)
s rekurentni genetickou abnormitou [1].
Celd tato kategorie je charakterizovana
vznikem fuzniho genu kodujiciho chi-
méricky protein, ktery se podili na leu-
kemogenezi. Je spojena s relativné vyssi
frekvenci vyskytu u mladsich jedincd, re-
lativné vyssi pravdépodobnosti dosa-
zeni kompletni remise po Uvodni [é¢bé
a relativné lepsi prognézou v fadé pfii-
padyl. Nicméné i zde mohou hrat roli
i dalsi pridatné molekuldrné-genetické
nalezy, které mohou celkovy prognos-
ticky nalez ovliviiovat.

Pojem akutni promyelocytéarni leuké-
mie byl pouzit poprvé jiz v roce 1957 [2]
na zakladé morfologického vyhodno-
ceni dfenového nélezu. Nicméné tento
popis je do jisté miry zavadéjici, nebot
nadorové elementy této leukémie se
odlisuji od morfologie normalnich pro-
myelocyt(, kterd je nyni vieobecné ak-
ceptovana [3]. Kazdopadné jiz prvni kla-
sifikace akutnich myeloidnich leukémii,
ktera se opirala vylu¢né o morfologické
a cytochemické nalezy, zafadila APL jako
samostatnou kategorii - AML M3 [4].
Kratce nato byla popséna asociace této
leukémie s typickou cytogenetickou
abnormitou, tj. s reciprokou translo-
kaci mezi chromozomy 15 a 17 [5]. PG-
vodni popis definoval translokaci jako
t(15;17)(922;921), ale relativné brzy bylo
upfesnéna soucasné akceptovana lokali-
zace této balancované translokace jako
t(15;17)(q24;921). Trvalo vice nez de-
setileti, nezli byla rozpoznédna moleku-
larné genetickd povaha této chromo-
zomalni aberace [6]. Spojeni genu pro

APL (PML) a genu pro receptor alfa ky-
seliny retinové (RARA) dava vznik fuz-
nimu onkogenu PML-RARA, transkripci
téchto doposud zmlklych gentd vznika
protein, ktery ma kritickou roli v bu-
nécné diferenciaci s nasledkem bloku di-
ferenciace a expanze myeloidnich pro-
genitort [7], a tudiz se ptimo podili na
leukemogenezi.

V prabéhu 90. let minulého stoleti se
zacaly objevovat pfipady, kdy u morfo-
logicky jasné definovanych piipadi APL
nebyl popséan klasicky fuzni gen PML-
-RARA, ale raritné — u méné nez 1 % pri-
padu [7] — gen RARA vstupuje do fuze
s jinymi geny, nez je PML. Prehled po-
dava tab. 1. Do soucasné doby bylo
téchto partnerskych genl popséno 15,
z nichz fazni gen ZBTB16-RARA (dfive téz
ZPLF/RARA) patii k nejcastéjsim, zatimco
ostatni varianty jsou popisovany vzacné,
resp. nékteré jen v jediném pfipadé [7].
Tyto molekuldrné genetické varianty APL
byly provazeny i ponékud odchylnymi
cytomorfologickymi nélezy, coz jiz pred
vice nez 20 lety vedlo ke vzniku morfolo-
gického klasifikacniho systému k odliseni
téchto geneticky variantnich APL [8]. Tato
morfologicka analyza mize byt tsmévna
z pohledu soucasnych moznosti mole-
kuldrné genetickych vysetfeni, nicméné
neni tak UpIné bez vyznamu pro primarni
morfologickou diagnostiku, na niz spo-
¢iva vznik podezieni na APL, a to v¢. vzac-
nych typl bez PML-RARA.

Na leukemogenezi u APL se v3ak ne-
zfidka podili dalsi cytogenetické ¢i mo-
lekuldrné genetické nalezy; az u jedné
tietiny nemocnych Ize konven¢ni cy-
togenetickou analyzou zjistit pridat-
nou karyotypovou abnormitu, nejc¢as-
t&ji trizomii 8. Na molekularné genetické
Urovni pak zjistujeme zhruba u tretiny
pfipadl mutaci FLT3, pfipadné mutaci

genl WTT (14 %), NRAS (10 %) a KRAS
(4 %). Tyto nalezy pak mohou ovliviiovat
cely priibéh choroby a jeji [é¢bu [7].

AKUTNI
PROMYELOCYTARNI
LEUKEMIE S PML-RARA
Predstavuje 5-8 % pfipadd AML u mlad-
sich jedincd, frekvence vyskytu u starsich
pacientl je relativné méné casta. Miize se
vsak objevit v kterémkoli véku a primérna
incidence je v populaci 0,08 piipadli na
100000 [1]. Vzacné se muze vyskytnout po
predchozi cytostatické l1é¢bé ¢i po ozaro-
vani jako ,therapy-related” myeloidni neo-
plazie a pak mlze mit horsi prognézu [1].
Onemocnéni je obvykle komplikovano
specifickou koagulopatii, kterd ma kom-
plikovanou genezi a klinicky i laboratorni
obraz ma zndmky diseminované intravas-
kularni koagulace s hyperfibrinolyzou.

Z morfologického hlediska rozlisu-
jeme dva podtypy; jednak typickou hy-
pergranularni variantu a déle mikrogra-
nularni (hypogranularni) formu.

Hypergranularni varianta APL

V periferni krvi obvykle neni pfitomna
vyraznéjsi leukocytéza, ¢astd je pan-
cytopenie. Vzhledem k zadvaznosti této
diagndzy, zejména nezbytnosti rychlé
diagnostiky s ohledem na dobrou pro-
gnozu vcas lécenych pripadd, by kazdy
pfipad periferni pancytopenie mél byt
zvazovan jako mozna APL. Nadorové
elementy APL (viz je$té déle) se mohou
v natérech periferni krve vyskytovat ve-
lice zfidka a je nutné po nich cilené pa-
trat. V posledni dobé se vyskytuji zpravy
o novych modelech nastaveni digitalni
morfologie (CellaVision), které umoz-
nuji rozlisit APL od jinych AML [9], a tim
usnadnit cytomorfologické hodnoceni,
které je jinak v leukopenickém vzorku
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gen translokace
ZBTB16 t(11;17)(g23;921)
NPM1 t(5;,17)(a35,921)
STAT5B der(17)
IRF2BP2 t(1,17)(942;921)
FIP1L1 t(4;17)(q12;921)
BCOR t(X;17)(p11;921)
NUMA1 t(11;17)(q13;921)
PRKAR1A  t(17,17)(921;924)
del(17)(921;924)
NABP1 t(2;17)(932;921)
GTF2I t(7:17)(q11;921)
TBLR1 t(3;17)(q26;921)
FNDC3B  1(3;17)(q26;921)
ADAMST17 -
STAT3 der(17)
TFG t(3;14;17)

(@12;911;921)

Tab. 1. Variantni geny pro fuzi s RARA pfi diagnéze APL [upraveno podle 7].

funkce, resp. jeji odchylka
regulace diferenciace, apoptdzy, bunécného cyklu, proliferace

regulace fady nadorovych supresord, interakce s c-myc ke kontrole
syntézy protein(, biogenese ribozomu

bunéc¢na transdukce rlistovych faktord, cytokin a hormon(
regulace transkripce interferonu typu 1
zpracovani m-RNA

represe funkce BCL6

ovliviiuje mitézu

zakladni komponenta proteinové kindzy typu 1, mediator signalu cAMP

genomicka stabilita, poskozeni DNA
role v transkripci, signalizaci rlstovych faktor(i a imunitnim systému
aktivace transkripce

mozna role v abiogenezi

nejasné (zahrnut do vice chorob)

bunécna transdukce dllezitad pro cytokiny

funkce endoplasmatického retikula, dysfunkce Golgiho aparatu

oranzova - vice nez 30 pfipad, riizova - vice nez 10 pfipadd, modra - popsan jediny pfipad
ATRA - kyselina all transretinovd, ATO - oxid arzenity (arsenic trioxide), ? - preparat nebyl v daném piipadé zkousen

ATRA/ATO ucinek
neucinné oba preparaty
ATRA citlivé, ATO?

neucinné oba preparaty
citlivé oba preparaty
ARTA citlivé, ATO?

ATRA citlivé, ATO ne
ATRA citlivé, ATO?

citlivé oba preparaty

ATRA citlivé, ATO?
neucinné oba preparaty
ATRA ne, ATO citlivé
citlivé oba preparaty
ATRA citlivé, ATO?

ATRA resistentni, ATO?
ATRA citlivé, ATO?

nesnadné a nezfidka je nutné pripravo-
vat preparat z buffy-coatu.

Aspirat kostni diené je nejcastéji hy-
perceluldrni, ale byly popsény i pfi-
pady APL provéazené retikulinovou fib-
rézou, u nichz mohou byt preparaty
méné bunécné; hypocelularita je tak-
téz popisovana u pfipadl APL spojené
s predchozi cytostatickou lé¢bou. N&-
dorové elementy APL jsou oznacovany
jako abnormalni promyelocyty, i kdyz
v naprosté vétsiné pripadl nevykazuji
pro promyelocyty charakteristické pro-
jasnéni v oblasti Golgiho zoény, které
je dohodnutym diferencia¢nim mar-
kérem mezi myeloblasty a promyelo-
cyty jak v normalnim nélezu, tak napf.
v pfipadech myelodysplastického syn-
dromu [3]. Jsou povazovany za blastické
ekvivalenty, tudiz elementy, které jsou
zapocitavany do pro diagnézu AML ne-
zbytného 20% limitu zastoupeni blast(
ze vSech jadernych bunék dfené. Nic-
méné pokud je prokdzéna typickd reku-
rentni odchylka AML, tak APL podobné
jako AML s t(8;21) ¢i AML s t/i(16) tento

limit poctu blastd, resp. jejich ekviva-
lentl, dle doporuceni WHO naplnit ne-
musi [1]. Nadorové elementy hypergra-
nuldrni APL jsou velmi variabilni co do
tvaru i velikosti i nukleo-cytoplazmatic-
kého poméru. Jadra jsou vétsinou ne-
pravidelnd, casto ledvinovita i Stépeng,
ale mohou byt i kulata ¢i ovélna. Kazdo-
padné vzhledem k tomu, Ze cytoplazma
téchto bunék je casto vyplnéna mohut-
nou azurofilni granulaci, nelze obrysy
jadra vétsinou vlbec rozpoznat. Gra-
nula jsou obvykle vétsi, nez je bézna
azurofilni granulace, a objevit se mohou
i granula fuzni pseudo-Chediak-Higha-
shiho. Nadorové elementy, které jsou
pro APL vylu¢né, jsou tzv. ,faggot cells”.
Jde o bunky, které v cytoplazmé obsa-
huji snopce Auerovych tyci, pficemz dle
definice [8] by pro tyto APL charakteris-
tické bunky mély mit tyto utvary alespon
tfi v jednom elementu. Nicméné v typic-
kém pfipadé Auerovy tyce cytoplazmu
zcela vypliuji. Myeloblasty s jednou Aue-
rovou tyci se jisté u APL mohou taktéz vy-
skytnout. Tyto patologické cytoplazma-

tické utvary se morfologicky odlisuji od
Auerovych tyci, které se u AML bézné vy-
skytuji. Jsou vétsi a na ultrastrukturdini
urovni jde o hexagonalni aranzma tubu-
[arnich struktur se specifickou periodici-
tou piiblizné 250 nm, zatimco Auerovy
tyce jinych AML maiji laminarni perio-
dicitu o0 6-20 nm [1]). U této morfolo-
gické varianty se mohu vyskytovat s nizsi
frekvenci buriky, které se bézné vysky-
tuji u varianty mikrogranuldrni (viz jesté
dale). Ojedinéle byla popsana ,basofilni”
varianta APL, kdy je u ¢asti element mo-
hutnd cytoplazmatickd granulace silné
purpurové fialova [8,10], zralé bazo-
fily vsak pfitomny nejsou. Elementy ery-
tropoézy a megakaryocyty mohou byt
rlizné pocetné redukovany v zavislosti na
mife nadorové infiltrace a s vyjimkou pfi-
padu ,therapy related” APL obvykle nene-
sou zndmky myeloidni dysplazie [1,10].

Mikrogranularni varianta APL

V periferni krvi je obvykle rlizné vyjad-
fend leukocytéza s pfitomnosti ¢etnych
nadorovych elementl. Aspirdt kostni
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diené je obvykle hyperceluldrni a domi-
nujicimi elementy jsou naddorové bunky,
které maji nepravidelné tvary jader,
Casto se zérezy, resp. az stépené formy
jader, nebo bilobarni jadra spojena ja-
dernym mastkem (popisovan je tvar te-
lefonniho sluchatka ¢i motylich kridel).
Cytoplazma je obvykle relativné ob-
jemna a velmi jemné (prachové) azuro-
filné granulovana. Vyskytnout se mohou
i elementy blastického vzhledu, kdy jsou
jadra kulatd az ovalna, cytoplazma vy-
tvafi kulaté cytoplazmatické protruze;
azurofilni granulace cytoplazmy je pfi-
tomna jemna az stfedné vyznamn4, ale
nezasahuje do cytoplazmatickych pro-
truzi. Nadorové burikky mohou pfipo-
minat elementy monocytérni fady, nic-
méné na rozdil od téchto je zde pfitomna
silnd pozitivita myeloperoxidazy, ktera
mUiZze podpofit podezieni na tento typ
AML. Témér ve vsech pfipadech Ize na-
[ézt necetné elementy charakteristické
pro hypergranuldrni variantu APL [1,10].

Po zahdjeni lé¢by kyselinou all-trans-
-retinovou (ATRA) se mdzeme u obou
morfologickych variant setkat s ndlezem
Auerovych tyci i vicecetnych ve vyzralej-
Sich bunikadch granulopoézy v¢. neutro-
filnich segmentq, které v tom pfipadé
maji ¢asto pelgeroidni vzhled jader. Tyto
elementy se mohou pfilezitostné obje-
vit i v ¢ase diagndzy. P¥i relapsu APL po
této medikaci se mUiZe objevit specificka
morfologicka varianta, kdy jsou v hyper-
celularni kostni dfeni zmnozeny abnor-
malni promyelocyty s objemnou silné
basofilni cytoplazmou s relativné boha-
tou azurofilni granulaci; Auerovy tyce
mohou byt taktéz prokazany [1].

V fadé pfipadl se u téhoz nemocného
objevuji v jistém poméru elementy jak
hypergranulédrni, tak mikrogranularni
formy, takze presné odliseni obou mor-
fologickych typd nemusi byt uplné jed-
noduché. Jsou taktéz pfipady odlisné
morfologie v periferni krvi (Castéji mik-
rogranularni) a v kostni dfeni (Casté&ji hy-
pergranularni) u téhoz nemocného. Pro
dalsi diagnostiku a lé¢bu vsak toto rozli-
Seni nemusi byt nezbytné, vice dllezity
je pocet leukocytd.

AKUTNI
PROMYELOCYTARNI
LEUKEMIE S ZBTB16-RARA
Patii k nejcastéji se vyskytujicim mole-
kuldrné genetickym variantam APL, pfi-
¢emz literatura doklada vice nez 30 pfi-
padul [7]. Exprese ZBTB16 (diive PLZF
tedy PML gen proteinu ,zinc finger”),
ktery je uloZzen na chromozomu 11923,
je spojena s fadou bunéc¢nych proces,
jako jsou diferenciace, apoptéza, bu-
nécny cyklus ¢i proliferace. V souvislosti
s timto genem je popisovdna suprese
a inhibice bunéc¢ného cyklu ve fazi
G0/G1 [7]. Tento gen je spojen s vice na-
dorovymi chorobami jako napf¥. kolorek-
talni karcinom, nadory plic, Stitnice, s na-
dory testikuldrnimi ¢i adenokarcinomem
prostaty. ZBTB16 je exprimovan na fadé
bunék v¢. hemopoetickych bunék kme-
novych (hematopoietic stem cell - HSC)
a hemopoetickych progenitorech. Tato
exprese klesd v zavislosti s buné¢nym
vyzravanim. Zvysena exprese genu pro-
dluzuje preziti HSC, coz ovlivhuje bunéc-
nou diferenciaci.

Nadorové elementy této leukémiejsou
v pfevaze abnormalni promyelocyty,
které maji jiny vzhled nez bunky klasické
hypergranuldrni APL. Jde o buriky s kula-
tym ¢i ovalnym jadrem (nékdy oznaco-
vano jako kulatobunécna morfologicka
varianta), cytoplazmou z hojnou azuro-
filni granulaci, kterd je vsak méné inten-
zivni, nez je tomu u klasické hypergranu-
[arni APL. Auerovy tyce se nemusi vliibec
zobrazit. V nékterych pripadech je i vice
vyzrald struktura jaderného chroma-
tinu, cely dojem tak ma ,zralejsi” charak-
ter, takze se morfologicky zd3, jako by se
vyvoj zastavil na Urovni pfechodu pro-
myelocytu a myelocytu. Lze nalézt ele-
menty s pseudo-Chediak-Highashiho
granuly. Pro tuto variantu je relativné
charakteristicky vyskyt pseudo-Pel-
geroidnich forem neutrofill, které se
mohou vyskytovat jak v periferni krvi,
tak v aspiracni biopsii kostni dfené. Ele-
menty, které se nachazeji u hypergranu-
[&rnii u mikrogranuldrnivarianty klasické
PML-RARA pozitivni APL, se mohou vy-
skytnout v rizném zastoupeni [1,7,8,10].

AKUTNI
PROMYELOCYTARNI
LEUKEMIE S NPMI-RARA

Jde o druhou nejcastéji referovanou ge-
netickou variantu APL, kdy bylo v lite-
ratufe popsano vice nez 10 pfipadd. Do
fuze nového onkogenu zde vstupuje
gen pro nukleofosmin (NPM1) lokalizo-
vany na chromozomu 5q35. NPM1 hraje
roli v regulacni aktivité fady nadorovych
supresorovych gent (MDM2, p53, ARF),
zasahuje do biogeneze ribozomd, resp.
cestou pfimé interakce s c-myc zasahuje
do syntézy proteinl [7]. Alterace ¢i mu-
tace genu NPM1 je popsana u fady onko-
logickych chorob, v¢. kolorektalniho kar-
cinomu, nemalobunéc¢ného tumoru plic,
¢irdznych typl AML. Morfologie této leu-
kémie je nevyhranéna a mohou byt za-
stoupeny elementy viech pfedchozich
typu v¢. hypergranularnich elementt
s nepravidelnym ¢i konvolutovanym ja-
drem v¢. faggot cells, ale i relativné ¢asto
elementy mikrogranularni APL, ¢i formy
s pseudo-Chediak-Highashiho granuly,
pfipadné pelgeroidni elementy [8].

AKUTNI
PROMYELOCYTARNI
LEUKEMIE S STAT5B-RARA
Jde o dalsi genetickou variantu APL,
ktera byla referovana v literature ve vice
nez 10 pripadech [7]. Signalni transduk-
tory a aktivatory transkripce (STATs) jsou
latentni cytosolické transkripcni fak-
tory, které jsou aktivovany Janusovymi
tyrosinovymi kindzami a jsou zapojeny
do bunécné transdukce rastovych fak-
torli a plsobeni rdznych cytokin( ¢i hor-
monU. Mutace STAT byly popséany u fady
endokrinnich chorob a nadorovych one-
mocnéni v¢. myeloidnich neoplazii [7].
Fazni protein STAT5B-RARA ma za nasle-
dek blokddu myeloidni diferenciace. Vét-
Sina popsanych pacientl byla ve spise
mladsim véku (10-60 let); pacienti méli
typické priznaky APL asociované koagu-
lopatie a klasickou APL morfologii (hy-
pergranuldrni ¢i mikrogranuldrni).
Ostatni pfipady variantnich APL Ize ob-
tizné popsat, nebot jde o jednotky pfi-
padi v literatufe. Vice z téchto popsanych
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pfipadl bylo asociovano z charakteristic-
kou koagulopatii, nicméné ne vsechny [7].

ZAVER

Cytologickd morfologie ma pro dia-
gnostiku APL zdsadni vyznam, nebot na
zakladé podezieni vznikajiciho z mikro-
skopického nalezu po zhodnoceni klinic-
kého stavu pacienta, koagulace, nalezu
imunofenotypizac¢niho, je indikovano
¢asné molekularné-genetické vysetieni,
které diagnozu potvrdi. V fadé pfipadu
Ize diagndzu stanovit jiz na zakladé mi-
kroskopického vysetreni periferni krve.
Vzacné pripady APL mohou byt pro-
vazeny jinou molekuldrné-genetickou
odchylkou, nez je PML-RARA a na tyto
pfipady je nutno pamatovat za okol-
nosti, Ze je klinicky a morfologicky nalez
suspektni a standardni PCR negativni.
Rada pfipadd mulze byt lé¢ena stejné
jako klasickd APL a rozsifené moleku-

Cést 2: Laboratorni hematologie — cytomorfologie

larné genetické testovani je proto jedno-
znacné indikovano pfi typickém ¢i méné
typickém morfologickém nalezu APL.

Grantova podpora
Prace byla podpofena MZ CR - RVO (FNBr
-65269705).
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Diferencialni diagnostika akutnich lymfoblastovych leukémii

Soucek 0.}, Simeckova R.2
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Do skupiny akutnich lymfoblastovych
leukémii patfi prekurzorové B a T lymfob-
lastové leukémie / lymfomy (B-ALL/LBL,
T-ALL/LBL). Upozornit na pfitomnost to-
hoto onemocnéni mlze patologie krev-
niho obrazu a typicky morfologicky nalez.

V periferni krvi jsou anémie a trombo-
cytopenie rdzného stupné, leukocyt6za
s neutropenii a lymfocytézou. Vyjimkou
nejsou ani normalni hodnoty krevniho
obrazu a lymfocyt6za nebo pancytope-
nie, v natéru periferni krve jsou pfitomny
lymfoblasty.

Starsi morfologicka klasifikace FAB roz-
délovala ALL na L1, kde prevazuji malé
blasty s vysokym N/C pomérem, jadro
je pravidelné s jemnym homogennim
chromatinem a nendpadnym jadérkem,
v mensich blastech mdze byt chromatin
vice kondenzovany. U ALL typu L2 jsou

blasty vétsi a vice heterogenni, jadro
byva nepravidelné a jadérko zietelné.
U ALL L3, kterd odpovida zralé Burkittové
leukémii / lymfomu, jsou blasty opét vice
homogenni, tvar jadra byva pravidelny,
chromatin je retikuldrni s jednim i vice ja-
dérky. Cytoplazma je ndpadné bazofilni
s vakuolami, casté jsou mitotické figury
a apoptotické buriky.

Cytochemické vysetfeni je nespeci-
fické. Lymfoblasty jsou v myeloperoxi-
daze (MPO) a v barveni sudanovou c¢erni
(SBB) negativni. V pfipadé lymfoblasti
z B linie je ¢asta hrubé granularni az blo-
kova pozitivita v PAS reakci (periodic acid
-Schiff). U lymfoblastl z T linie je ¢asta fo-
kalni pozitivita v kyselé fosfataze.

Pro diagnostiku mé zasadni vyznam vy-
Setfeni pratokovou cytometrii, které po-
skytuje rychlé urceni liniové pfislusnosti

leukemické populace pomoci analyzy ex-
prese povrchovych a cytoplazmatickych
antigen(. Pratokova cytometrie dale na-
pomaha blizsimu rozliseni jednotlivych
podtypl leukémii dle WHO ¢i EGIL klasi-
fikace. Velky pfinos pratokové cytometrie
je v detekci LAIP (s leukémii asociovaném
fenotypu), kterd umoznuje nasledné sle-
dovani minimalni reziduélni choroby pfi
[écbé. | pfes nesporné vyhody ma prato-
kové cytometrie ve svych interpretacnich
moznostech limity, které viak vhodné do-
plnuji vysetfeni morfologicka, histopato-
logickd, geneticka a dalsi. Zejména uzka
spoluprace mezi cytometristou a morfo-
logem je dilezita pro objektivni posou-
zeni a interpretaci nélezu.

Ve sdéleni budou prezentovény ty-
pické morfologické a cytometrické na-
lezy B-ALL, T-ALL a bcr/abl pozitivni ALL.
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Diferencialni diagnostika pancytopenii - kazuistiky
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Jako pancytopenii oznacujeme stav, kdy
je v obvodové krvi snizen pocet vsech
typl krevnich bunék pod referencni
mez pro dany vék a pohlavi. Nemocny
ma anémii, trombocytopenii a leukope-
nii rizného stupné s rznymi klinickymi
projevy.

Pancytopenie je disledkem porusené
tvorby krvinek v kostni dieni z riznych
piicin. Casto se jedna o infiltraci kostni
dfené nadorem (akutni leukémie, lym-
fomy, metastazujici tumory), pancyto-
penie mlze byt zplsobena selhanim
kostni drené (toxické vlivy, medikace,

aplastickd anémie, myelodysplasticky
syndrom, paroxysmalni no¢ni hemoglo-
binurie) nebo nedostatkem stavebnich
latek (vitamin B, folaty). PFi¢inou pan-
cytopenie muze byt i destrukce krevnich
bunék v periferni krvi (hypersplenismus,
DIC), zavazna infekce, sepse, autoimu-
nitni choroby.

Pro objasnéni pficiny pancytopenie
je nutné peclivé vysetreni natéru peri-
ferni krve a kompletni vysetfeni kostni
diené (cytologie, cytochemie, imunofe-
notypizace, cytogenetika a histologické
vysetieni). Pfesné stanoveni diagndzy

je podminkou pro spravny zplsob
[écby.

Cytomorfologické vysetfeni natéra
periferni krve a kostni diené hraje v dia-
gnostice pancytopenii nadale dullezitou
roli. Je prvnim a nejrychleji dostupnym
laboratornim nélezem.

Ve svém sdéleni prezentuji cytomor-
fologické nalezy u nékolika nemoc-
nych s pancytopenii, které jsou zajimavé
z morfologického a klinického hlediska.
Morfologicky nalez je u vSech ptipadd
doplnén o zavéry ostatnich navazujicich
laboratornich metod.



Point-of care metody v koagulaci

Mikesova M., Pulcer M.

Testovani v misté péce o pacienta je
rychle se rozvijejici zplsob vysetfeni riiz-
nych parametrd potfebnych pro rychlou
diagnostiku. Vzhledem k dynamickému
rozvoji téchto metod je ,point of care”
testovani pfedmétem fady diskusi na-
pfi¢ odbornostmi. POCT pfistroje ¢asto
pouzivaji pracovnici s Zddnou nebo mi-
nimalni laboratorni praxi, nemaji jasné
povédomi o principu testu, jeho omeze-
nich, neznaji zakladni principy kontroly
kvality. Z tohoto dlivodu vznikla nut-
nost zavedeni zékladnich pravidel pro
spravné pouzivani téchto pfistrojl. Tato
pravidla jsou shrnuta v fadé narodnich
i mezindrodnich doporuceni, jejich ap-
likace je v sou¢asné dobé kontrolovana
hlavnimi akredita¢nimi organy nemoc-
nic i laboratofi.

Nejdlezitéjsimi pozadavky jsou:

« v klinické praxi by mély byt pouzivany
pfistroje vhodné pro zamysleny ucel
pouziti (problém pouzivani pfistroji
pro selftesting, ¢i pro veterinarni ucely);

- nastaveni odpovédnosti vsech zu-
castnénych zaméstnancd, jejich jasna
identifikace;

- vykon by mél provadét pouze vysko-
leny a plné kompetentni personal;

- data/zaznamy o méfeni vzorku pa-
cienta by mély byt udrzovény a ucho-
vavany v souladu s platnou legislativou;

-mély by byt dodrzeny pozadavky
preanalytické faze pro dané vysetieni;

- zavedeny postup pro IKK a EHK;

. supervizor musi nastavit mechani-
zmy pro zajisténi fizeni kvality (interni
a externi audity), v¢. politiky fizeni
rizik;

+ na misté by mél existovat jasny vystizny
dokument pro interpretaci vysledk,
reflexni testovani a doporuceni, v ja-
kych pripadech je nutné pretestovani
v centralni nebo satelitni laboratofi.

Vétsina doporuceni se shoduje, ze
POCT pfistroje by nemély byt pouzi-
vany jako nadhrada za konven¢ni labo-
ratorni testovani, ale spise k jeho do-
plnéni. Klinickd uzite¢nost je mala,
pokud neni zaru¢ena kvalita kone¢ného
vysledku.

Sdéleni analyzuje POCT problema-
tiku v koagulaci. Prednasejici pred-
stavi aktualni prehled pfistroji pou-
zivanych v oblasti hemostazy. Budou
se zabyvat nejen pozadavky platné le-
gislativy, ale jejich plnénim a uskalimi
spojenymi s realizaci. Budou diskuto-
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vat témata navaznosti téchto pristrojl
a porovnani s laboratornimi testy. Autofi
v ramci sdéleni chtéji referovat o svych
zkuSenostech s aplikaci laboratorni su-
pervize v praxi. Cilem bude také upo-
zornit na mozné chyby spojené s neod-
bornym pouzivanim téchto pfistroja.
V pfednasce budou predstaveny také
moznosti SW supervize pro laboratorni
personal a propojeni POCT ptistroji do
informacnich a komunikac¢nich techno-
logii pro poskytovéni zdravotnich sluzeb
na dalku. Zavérem autofi shrnou divody
nutnosti zapojeni pracovnik( labora-
tofi v supervizi nad témito pfistroji, tak
aby vyhody POCT zvy3ovaly kvalitu péce
0 pacienta.
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Interference 1é¢by s laboratornim vysetfenim koagulace:
primé inhibitory koagulace
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Kli¢ova slova: U¢innd inhibice — koagulace - pfimé inhibitory koagulace - tablety DOAC stop

Pfi podavani antikoagulacni 1é¢by je
hemostaticky systém ovlivnén rlznym
zpUsobem zavislym na druhu pouzitého
antikoagulancia, kdy pfi uziti pfimych
inhibitord koagulace (DOAC) dochazi
k velmi specifickym zménam.
Pfimé inhibitory koagulace mdzeme
rozdélit na dvé skupiny:
a) pfimé inhibitory aktivovaného fak-
toru X (FXa) - rivaroxaban, apixaban
a edoxaban;
b) pfimé inhibitory trombinu (Flla) - da-
bigatran etexilat, argatroban, hirudin.

Pfimé inhibitory FXa maji rychly nastup
ucinku (30-60 min) s maximalnim ucin-
kem za 2-4 hodiny po poziti tablety [1,2].
U¢inkem na urovni plisobeni faktoru Xa
(FXa) na pfeménu protrombinu na trom-
bin reguluji mnozstvi vznikajiciho trom-
binu. Z principu svého plsobeni mohou
tedy ovlivnit zejména vysledky testl inhi-
bice FXa.Ty jsou dnes v praxi pouzivany ke
sledovani antikoagula¢ni tc¢innosti nizko-
molekularnich heparini nebo nefrakcio-
novaného heparinu. Pokud se ale pouziji
tyto testy, je tfeba upozornit na to, Ze zis-
kané vysledky inhibice FXa odpovidaji ka-
libraci téchto testd na nizkomolekularni
heparin (hodnoty jsou v IU/ml) a k ové-
fovani inhibi¢niho Ucinku pfimych inhi-
bitord FXa nejsou pfilis vhodné. Mohou
slouzit jako orientacni test, jestli pacient
|é¢bu uziva. Podle doporuceni ISTH (Me-
zindrodni spole¢nost pro trombdzu a he-
mostézu a jeji komise pro standardi-
zaci) [3] je sledovani inhibi¢niho Gcinku
ptimych inhibitord FXa vhodné provadét
metodou nakalibrovanou na rivaroxaban,
apixaban a edoxaban.

Pfimy inhibitor trombinu dabigatran
se uziva ve formé proléciva-dabigatran
etexilat, které je az v organizmu estera-
zami metabolizovano na aktivni sub-
stanci dabigatran. Tato substance ma
rychly nastup ucinku (30 min) s maxi-
mem ucinku za 0,5-2 hodiny [4].

Pfiblizny Gdaj o intenzité antikoagu-
la¢niho ucinku dabigatranu poskytuje
test aPTT, ktery je snadno dostupny.
Trombinovy test (¢as) je na pfitomnost
[éku velmi citlivy, proto se extrémné
prodluzuje i pfi minimalni hladiné |éku.
Muze viak slouzit jako orientacni test,
jestli pacient [é¢bu uziva.

Test aPTT ma omezenou citlivost
a neni vhodny pro pfesné stanoveni an-
tikoagula¢niho ucinku, zvlasté pfi vyso-
kych plazmatickych koncentracich dabi-
gatranu.V piipadé potieby by tedy mély
byt provedeny citlivéjsi kvantitativni
testy, jako je kalibrovany fedény (dilu-
tovany) trombinovy test [5] nebo chro-
mogenni test na principu inhibice nad-
bytku trombinu a nasledného uvolnéni
p-nitroanilinu ze substratu plsobenim
zbytkového trombinu. Obéma uvede-
nymi testy Ize sledovat i antikoagula¢ni
Ucinek hirudinu a argatrobanu, pokud je
na jednotlivé preparaty metoda nakali-
brovana. Ecarinovy test, doporucovany
pro sledovani Ucinku dabigatranu, nenf
v nasi republice bézné provadén.

Ovlivnéni provadénych laborator-
nich vysetfeni pfi podavani DOAC se
lisi podle pouzitych metod. Nejvice jsou
ovlivnény metody zavislé na vzniku koa-
gula, méné jsou pak ovlivnény metody
chromogenni. Metody imunologické
(prakaz antigenu, protilatek) by mély byt

bez ovlivnéni. Obecné ale DOAC mohou
ovlivnit jak vySetfeni na krvacivy stav,
tak vysetfeni trombofilniho stavu.

Dulezitou roli hraje ¢as podani léku,
protoze DOAC maji relativné kratky po-
locas. Pokud chceme vysetfovat koagu-
la¢ni parametry s minimalnim ovlivné-
nim, je vhodné provést odbér v domé
minimalniho Ucinkuy, tj. pfiblizné pal ho-
diny pfed podénim tablety. Pokud by-
chom naopak chtéli ovéfit ucinnost in-
hibice koagulace, je vhodné smérovat
odbér na dobu maximalniho Gcinku Iéku.

Pokud chceme spolehlivé vysetfit pa-
rametry hemostdzy bez ovlivnéni, do-
porucuje se pouziti DOACs stop tablet,
které in vitro rusi vliv pfimych inhibitor?
koagulace [6].

Vyznamné jsou ovlivnény testy na pru-
kaz Lupus antikoagulans (falesna poziti-
vita), koagulac¢ni stanoveni proteinu C
a S, prukaz APC rezistence, je ovlivnéno
stanoveni koagula¢nich faktord pomoci
faktor deficitnich plazem (zejména fak-
tor VIII). U vysetfeni generace trombinu
jsou vyrazné snizeny peak trombinu
i endogenni trombinovy potencial, coz
odpovida cilim plsobeni.

Pri celkovém posouzeni trombofilniho
i krvacivého stavu je potieba toto ovliv-
néni brat v ivahu. Pouzitim DOACs stop
tablet mizeme odlisit skute¢né one-
mocnéni od falesné pozitivity zplso-
bené vlivem léka.
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Interference 1é¢by s laboratornim vysetrenim koagulace:
Moderni lécba hemofilie

Hrachovinova I.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Laboratorni vy3etreni koagulace je zalo-
zeno na fyziologickych déjich, které sleduji
funk¢énost srazeni plazmy, pfipadné celé
krve. Na tomto principu jsou zalozené skri-
ninkové testy APTT, PT, TT, PFA aj. Lé¢ba
vétsiny koagulopatii je zaloZzena na ovliv-
néni patologické hemostazy. Je proto pfi-
rozené, ze bézné skriningové testy mohou
byt 1é¢bou ovlivnény. Ale je nutné tuto in-
terferenci znat, protoze Spatné vyhodno-
cené vysledky koagulace mohou mit pro
pacienta i fatalni nasledky.

Zavadénim novych a modernéjsich
|é¢iv, které interferuji s laboratornim vy-
Setfenim hemostazy, klade na labora-
tofe nové pozadavky - zavadéni novych
metod a prosazovani starych pravidel,
protoze je nutna znalost lécby vysetfova-
ného pacienta. To je informace, ktera se
vzdy podcenovala. Dlouhd desetileti jsme
bojovali pouze s dohledavanim informaci
o heparinovych a dikumarolovych anti-
koagulanciich. BohuZzel v poslednim dese-
tileti vyrazné pribylo léka, které interferuji
nejen s vysledky skriningovych, ale i spe-
cidlnich metod koagulace. Jsou to prede-
v$im moderni antikoagulancia (,noaky”)
a moderni léky hemofilie.

MODERNI LECBA HEMOFILIE
Lécba hemofilie A i B se stale zdokona-
luje. Vyraznym posunem k lepsi péci

o hemofilické pacienty je zavadéni lékd
s prodlouzenym polo¢asem (exten-
ded half-life - EHL) a také 1ék{ nefakto-
rovych, které nejsou na principu FVIII
nebo FIX (emicizimab, fitusiran, concizu-
mab) a upravuji hypo-koagulaci hemo-
filickych pacientd smérem k normalni
koagulaci.

Podavani [é¢by u hemofilikd se nasta-
vuje a monitoruje metodou stanoveni
aktivity FVIII/FIX. Tato metoda je bud na
principu koagula¢nim (jednofazova me-
toda) nebo chromogennim. Koagula¢ni
metoda vyuziva APTT reagencie, které
se lisi riznymi aktivatory (upravené kre-
micitany, ellagovou kyselinu nebo kaolin
aj.) a FVIIl deficitni plazmu, chromogenni
metoda je zalozenda na smési purifi-
kovanych faktora (X, IXa), fosfolipidt
a trombinu. Vysledkem reakce je FXa,
ktery hydrolyzuje synteticky barevny
substrat.

Obé metody davaji souhlasné vy-
sledky pfi vySetfovani aktivity poda-
nych neupravenych plazmatickych kon-
centratd FVIII/FIX (tab. 1, 2). Koncem 90.
let byly uvedeny na trh rekombinantni
FVIIl s deletovanou B doménou, to mélo
za nasledek diskrepantni vysledky mezi
chromogenni a koagula¢ni metodikou.
ISTH vydala doporuceni méfit [é¢ebnou
hladinu FVIIl chromogenni metodou.

MONITOROVANI EHL
KONCENTRATU FVIII/IX
Vétsina EHL l1ékq, které jsou na trhu, da-
vaji diskrepantni vysledky vysetfeni
FVIII/FIX, proto bylo na zdkladé mnoha
mezinarodnich studii a EKK 3etfeni se-
psano nékolik doporuceni, jak vysetio-
vat aktivitu podanych koncentrat(.

MONITOROVANI
NEFAKTOROVE LECBY
HEMOFILIE

Emicizumab (HEMLIBRA®, Roche) je re-
kombinantni humanizovand bispeci-
fickd monoklonalni protilatka imuno-
globulinu G4 (IgG4), ktera propojuje
aktivovany faktor IX (FIXa) s faktorem X
(FX), ¢imz nahrazuje cast kofaktorové
funkce aktivovaného faktoru VIII (FVIlla)
a obnovuje hemostazu.

Emicizumab ke svému kofaktorovému
pUsobeni na rozdil od FVIII nepotiebuje
aktivaci. Ma pfimy ucinek na laboratorni
koagulacni testy na bazi vnitfni cesty
koagulace, normalizuje APTT, i kdyz ak-
tivita emicizumabu neni jesté ve sprav-
ném terapeutickém rozmezi.

Aktivita emicizumabu se méfi koagu-
la¢ni metodou jako FVIII s obménami
(vyssi fedéni pacientského vzorku, jiny
kalibrator). Zasadni zména je pfi mé-
feni inhibitoru FVIII a zbytkové hodnoty
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pegol

INN - international nonproprietary name

Tab. 1. Seznam FVIIl koncentrat a doporucené metodiky stanoveni podle (Gray E. a Jeanpierre E.).

Jméno INN Vyrobce Doporucené reagencie Nedoporucené
reagencie
Elocta Efmoroctocog alfa Swedish Orphan  Actin FS, Actin FSL, Auto APTT, Cephascreen, -
Biovitrum CK Prest, Pathromtin SL, SynthASil, chromogeni

metody
N8-GP Turoctocog alfa pegol Novo Nordisk Actin, Actin FS, Pathromtin SL, SynthAFax, APTT-SP

DG Synth, chromogeni metody
Jivi Damoctocog alfa Bayer AG Actin FSL, Pathromtin SL, SynthASil, chromogeni Actin FS, CK Prest,

pegol metody APTT-S, PTT-A

Afstyla Lonoctocog alfa CSL Behring Chromogeni metody pouze Vsechny koagulacni
Adynovi  Rurioctocog alfa Takeda = =

pegol

INN - international nonproprietary name

Tab. 2. Seznam FIX koncentratii a doporucené metodiky stanoveni podle (Gray E. a Jeanpierre E.).

Jméno INN Vyrobce Doporucené reagencie

Alprolix  Eftrenonacog alfa Swedish Orphan  Actin, Actin FS, Actin FSL, Pathromtin SL, Ce-
Biovitrum phascreen, SynthASil, Chromogenni jen Rossix

Idelvion  Albutrepenonacog alfa CSL Behring Pathromtin SL, SynthASil

Refixia Nonacog beta Novo Nordisk SynthAFax, DG

Synth, Cephascreen, Chromogeni metody

Nedoporucené reagencie

CK Prest a jiné kaolinové
aktivatory

CK Prest, SynthAFax Actin
FS, chromogenni metody

APTT-SP, Actin, ActinFS,
ActinFSL, SynthASil,
Pathromtin SL

Vysledky ovlivnéné emicizumabem

Aktivovany koagula¢ni ¢as (ACT)

Aktivovany parcialni tromboplastinovy cas (aPTT)

Vysetieni Bethesda (koagulacni) ke stanoveni titr(i inhibitord FVIII

Jednostupriova jednofdzova vysetieni na principu aPTT

Vysetieni rezistence na aktivovany protein C na bazi aPTT (APC-R)

Tab. 3. Vysledky ovlivhéné/neovlivnéné pritomnosti emicizumabu.

Vysledky neovlivnéné emicizumabem

inhibitord FVIII

Trombinovy ¢as (TT)

ho ¢asu (PT)

Imunitni vysetieni (napf. ELISA, turbidimetrické metody-DDim)

Genetické testy koagulacnich faktor( (napf. FV Leiden, Prothrom-

bin 20210)

VySetteni Bethesda (bovinni chromogenni) ke stanoveni titrG

Jednostupriova jednofdzova vysetieni na principu protrombinové-

Chromogenni jednofazova vysetreni kromé testd FVIII, IX

vlastniho nebo dodaného FVIII u pa-
cienta v 1é¢bé emicizumabem. K méfeni
inhibitoru i zbytkového FVIII se vyuziva
chromogenni kit na vysetfeni FVIII, ALE
reagencie musi byt nehumanniho pa-
vodu (napft. bovinni), protoze na nehu-
manni reagencie se emicizumab nevaze.

Emicizumab ovliviuje vysledky béz-
nych i specidlnich metodik, jejich vycet
jevtab.3.

Fitusiran((ALN-AT3SC, Sanofi) potla-
Cuje expresi antitrombinu (AT) v jatrech,
tim snizuje mnozstvi AT v plazmé a zasa-
huje do pfirozené antikoagulacni cesty.
Predpoklada se snizend aktivita AT. Na
zvitecich modelech a pfi pouziti nano-
technologii bylo zjisténo, Ze snizeni AT na
30 % odpovida u tézké hemofilie A 20 %
FVIII. Zatim neni dostatek informaci o mo-
nitorovani ani interferencich fitusiranu.

Concisumab (mAb2021, NovoNor-
disk) je protildtka, kterd neutralizuje in-
hibi¢ni aktivitu TFPI k FXa. Jeji pfitom-
nost umoznuje delsi funkci komplexu
TF/FVlla, a tim stimuluje vy3si generaci
trombinu. Méfeni pfitomnosti protildtek
proti TFPI a jejich inhibi¢ni funkce je kom-
plikované, protoZe v plazmé se vyskytuje
jen 10-30 % TFPI. Je mozné vyuzit nepfi-
mou metodu méfeni pomoci trombin ge-
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nerac¢niho ¢asu. Pfitomnost anti-TFPI zvy-
Suje endogenni trombinovy potencidl.
Zatim neni dostatek informaci o monito-
rovani ani interferencich concisumabu.
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Preanalyticka faze vySetfovani hemostazy

Sigutova P.

Ustav klinické biochemie a hematologie, EN Plzeri

Laboratorni sekce Ceské hematologické
spolecnosti pfipravila v roce 2021 pro od-
bornou vefejnost doporuceni tykajici se
preanalytické faze hematologickych vy-
Setfeni, které se zabyva jak preanalyti-
kou pred pfijmem vzorku do laboratofe,
tak preanalytickymi procesy v laboratofi.
Chyby v preanalytické fazi predstavuji az
70 % vsech laboratornich chyb, ¢asto se
projevi az v analytické ¢i postanalytické
fazi vysetieni. Edukacni sdéleni komentuje
nejdlezitéjsi body publikovaného dopo-
ruceni v oblasti vysetfovani primarni he-
mostazy a hemokoagulace. Pfedpoklada
se dodrzeni obecnych pozadavkl aktualni
verze normy ISO 15189, které se tykaji in-
formaci pro pacienty a uzivatele, pfipravy
pacienta k odbéru, prace se zadankami,
ovéfeni identity pacienta pfed odbérem,
popis odbérového systému, kritéria pro
odmitnuti vzorka atd.

ODBER KRVE PRO

VYSETRENT HEMOSTAZY

« Zilni krev pro koagulaé¢ni vysetieni se
odebird do zkumavek, které obsahuji
jako antikoagulans pufrovany 106-
109 mmol/l citrat sodny (odpovida
3,2% citratu sodnému) pokud neni uve-
deno jinak.

+ Bezprostfedné po odbéru je potieba
zkumavku nékolikrat (3-4x nebo podle
doporuceni vyrobce zkumavek) jemné
prevratit.

« Pfi odbéru zilni krve do vice zkuma-
vek by méla byt zkumavka pro koagu-
la¢ni vysetteni s 3,2% citrdtem sodnym
druha v poradi. PoZzaduje-li se vysetfit
pouze protrombinovy test ze Zilni krve,
je pfipustné, aby tato zkumavka byla
jedina.

- Zaskrceni paze turniketem (Skrtidlem)
pfi odbéru krve pro koagula¢ni testy
nesmi byt delsi nez 2 min.

-ldedlni prmér odbérové jehly pro
koagulacni testy je 19-21 gauge
pro dospélé s dobrym zilnim pfistu-
pem; pro ostatni a déti se doporucuje
22-23 gauge,

- Je nutné dodrzet pfesné naplnéni zku-
mavky, tj. pozadovany pomér antikoa-
gulans a krve (1 : 9 znamend 1 dil cit-
ratu a 9 dild krve). Tolerance odchylky
je 10 %.

-U pacienta s hematokritem > 0,55 je
potieba pred odbérem upravit mnoz-
stvi citrdtu v odbérové zkumavce pro
zachovani standardni cilové koncen-
trace v plazmé. Mnozstvi antikoa-
gulancia se upravuje podle vzorce:
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Vs = 11,85 X 107] x [100 — Hct (%)] x
[V, (MD].
Transport vzork( do laboratore musi
byt pfiteploté +15 az +25 °C. Doba trans-
portu nesmi trvat déle nez 1-2 hodiny;
u pacientt lé¢enych heparinem musi byt
primarni vzorek dodan do 1 hodiny od
odbéru.
Skladovani vzorku citratové krve
pfed vysetienim nebo zpracovanim
musi byt pfi teploté +15 az +25 °C.
Vysetreni hemostazy se provadi:
<z plné krve (PFA, ROTEM, TEG, Multi-
plate, ACT); krev musi byt vysetiena dle
doporuceni vyrobce zkumavek (zpravi-
dla 1-2 hodiny od odbéru);

« z plazmy ziskané z citratové krve
(vétsina koagulacnich vysetieni).

PRIPRAVA PLAZMY

Plazma se ptipravuje centrifugaci vzorku
plné krve. Separaci plazmy pro koa-
gulac¢ni vysetfeni nutno provést do
2 hodin od odbéru; ziskana plazma ma
byt zpracovana (vySetfena, popf. So-
kové zamrazena) nejdéle do 4 hodin
od odbéru (vyjimka je odbér na FVIII
nebo PT).

- Plazma bohata na desticky (platelet-
-rich plasma — PRP) se pfipravuje cent-
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rifugaci citratové krve pfi 200-250g po
dobu 5-10 min a bez pouziti brzdy. Tes-
tovani musi probéhnout do 2 hodin od
odbéru krve a suspenzi desti¢ek nelze
skladovat (zamrazit).

«Plazma chudd na desticky (platelet-
-poor plasma - PPP) - centrifugace pri-
marnich vzork{ pfi 2 000-2 5009 je
15 min. Po centrifugaci mize zlstat
plazma s burikami do doby analyzy i pfi
analyze v uzavienych primarnich zku-
mavkach nebo miize byt pfenesena
do dalsi zkumavky (plast, silikonované
sklo) bez poruseni buffy coatu. Pfi pre-
nosu je potfeba dbat na to, aby byla za-
chovdna ndvaznost na primarni vzorek.

-Bezdestickovd plazma (platelet-
-free plasma — PFP, s po¢tem trombo-
cytl < 10x10%1) - centrifugace 2x
jako PPP. PFP je nezbytna pro vy3etfeni
lupus antikoagulans a pro dlouhodobé
uchovéni zamrazené plazmy. Plazma se
nasledné rozpipetuje do mikrozkuma-
vek, Sokové zamrazi (na teplotu nizsi
nez -70 °C).

STABILITA VZORKU PRO

VYSETRENI KOAGULACE

- Protrombinovy test (PT) - stabilita pri-
marniho vzorku a plazmy je 6 hodin;
teplota skladovani nesmi klesnout pod
+15 °C, pfi ochlazeni se aktivuje FVII
a dochazi ke zkraceni ¢asu PT.

«APTT - stabilita primarniho vzorku
i plazmy bez heparinu je 4 hodiny od
odbéru.

-Vzorek s nefrakcionovanym hepari-
nem se musi centrifugovat do 1 hodiny
po odbéru. Neni-li na Zddance uveden
druh antikoagula¢ni Iécby, laboratof
posuzuje stabilitu vzorku, jako by byl
pacient heparinizovan.

«FVIIl - stabilita primarniho vzorku
i plazmy je 2 hodiny od odbéru.

« Pro ostatni koagulac¢ni stanoveni (trom-
binovy test, fibrinogen, protein C, FV atd.)
je stabilita vzorku 4 hodiny od odbéru.

CENTRIFUGACE
K oddélovani plazmy od ostatnich bu-
nécnych komponent je nutno pouzivat

Diagnostika lupus antikoagulans

Zavielova J.
FN Brno

Lupus antikoagulans (LA) je skupina anti-
fosfolipidovych protilatek, které jsou dia-
gnostikovany na zakladé jejich schop-
nosti ovliviiovat na fosfolipidech zavislé
reakce krevniho srazeni in vitro. Jedna
se 0 heterogenni skupinu protilatek na-
mitenych proti plazmatickym proteindm
vazajicim fosfolipidy (PL) s rlznymi kli-
nickymi komplikacemi u jednotlivych pa-
cientd a antigennimi cili, odlisSnym pato-
genetickym mechanizmem, ale i rGznymi
laboratornimi vysledky. Prikaz LA je sou-
¢asti komplexniho vysetieni antifosfolipi-
dovych protilatek (APA) a diagnostiky an-
tifosfolipidového syndromu (APS).
Laboratorni diagnostika LA je kom-
plikovana, protoZe neexistuje test 100%

citlivy jen na LA. K prodlouzeni testl za-
vislych na fosfolipidech dochazi i v pfi-
padé jinych koagulopatii a [é¢by. Dia-
gnostika LA dle doporuceni Laboratorni
sekce CHS CLS JEP ,Diagnostika LA vy-
pracovaného na podkladé mezinarod-
nich doporuceni SSC ISTH 2009, BCSSH
2012 a CLSI 2014, zahrnuje nékolik
krok: priakaz prodlouzeni testll zavis-
lych na fosfolipidech (screening), priikaz
inhibitoru (korek¢ni testy) a priikaz fos-
folipidové zavislosti inhibitoru (konfir-
mace). Nedilnou soucasti diagnostiky LA
je vylouceni jinych koagulopatii a ovliv-
néni antitrombotickou lé¢bou.
Dulezitym predpokladem sprévné
diagnostiky LA je standardizace vyset-

validované centrifugy s vykyvnym roto-
rem, centrifugace by méla probihat za
teploty +15 az +25 °C.

SKLADOVANI VZORKU

Zmrazend plazma se skladuje pfi teploté
nizsi nez -70 °C po dobu 1 roku, p¥i tep-
loté —20 °C pouze 2 tydny. Pfed vyset-
fenim se plazma rozmrazi 5-10 min pfi
teploté +37 °C ve vodni lazni a Setrné se
Vv ruce promichd. Plazma se nesmi roz-
mrazovat pii teploté +15 az +25 °C; roz-
mrazena plazma se nesmi znovu zmrazit!

Skladovani vzorkd plné krve se ne-
doporucuje; nevhodné skladovani
v chladu (+2 az +8 °C) muze zpuUsobit
aktivaci krevnich desticek, aktivaci FVII,
pokles aktivity vWF a FVIII, a m{ize vést
k faleSnému podezieni na diagndzu
hemofilie A nebo von Willebrandovy
choroby.

Skladovani ¢erstvé plazmy se nedo-
porucuje; skladovani pfi teploté +15 az
+25 °C je mozné pouze po dobu stability
vysetfovanych parametrd.

feni LA dle doporuceni, kterd zahrnuje
dodrzeni preanalytickych podminek,
spravnou volbu testll, pofadi testd, vy-
Setfovani smésné normalni plazmy, na-
staveni vlastnich cut-off, provedeni kon-
trol kvality, spravné vyhodnoceni testl
ainterpretace vysledka LA.

K vysetreni LA musi byt pouzita bez-
destickova plazma (pocet trombo-
cytd < 10x10%I1), pfipravenad dvojna-
sobnou centrifugaci bezprostiredné po
odbéru (centrifugace minimalné 15 min
pfi 2 000g, stazeni plazmy a centrifugace
15 min pfi = 2 5004, stazeni plazmy).
Nesmi byt pouzita ultracentrifugace
(> 5 00009) a filtrace pfes trombocytarni
filtry. Bezdesti¢kova plazma (PFP) mize
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byt pouZzita cerstva nebo rychle zamra-

zend a skladovana kratkodobé pfi tep-

loté -20 °C, dlouhodobé pfi teploté

-70 °C a nize. Pred vysSetfenim se PFP

rozmrazi pfi 37 °C

Pfi diagnostice LA musi byt pou-
Zity minimalné 2 testy zavislé na fosfo-
lipidech s rGznymi principy zachycuji-
cimi odlidnou ¢ast koagula¢ni kaskady.
V prvnim kroku se provadi screeningové
testy, v pfipadé pozitivnich vysledku ale-
spon jednoho ze screeningovych testd
se v druhém kroku provadi korekce
i konfirmace.

V rdmci screeningu musi byt pouzity
minimalné 2 testy s nizkou koncentraci
fosfolipidUi «PL), pii vyssim poctu testl
je riziko falesné pozitivnich nalezl. Do-
porucuje se kombinace testd dRVVT
a dAPTT a/nebo jiné:
+dRVVT test s jedem Russelovy zmije,

ktery aktivuje FX v pfitomnosti {PL
a Ca*, je testem s vysokou specifitou,
citlivy k antif2-glykoproteinu 1 a vyso-
kou korelaci's trombézou. Provedeni to-
hoto testu je nezbytné.

«dAPTT Aktivovany parcidlni trombo-
plastinovy test s {PL je testem s vyso-
kou senzitivitou k LA.

- Silica clotting time (SCT) test s aktiva-
torem silica a 4PL (nejsou tkanového
pGvodu).

«dPT test s rekombinantnim lidskym
tromboplastinem s L PL nebo komer¢ni
sety.

- Testy s vyuzitim hadich jedud (taipan,
textarin).

Korekéni testy se provadi na principu
téch test(, které jsou ve screeningu pro-
dlouzené (R > cut-off) s pouzitim rea-
gencii pro screening. Vysetfuje se smés
pacientovy plazmy a normalni plazmy
v poméru 1 : 1 bez inkubace (LA je ¢a-
sové nezavisly inhibitor). Provedeni ko-
rekci se screeningovou a konfirmacni
reagencii umozni odliseni pfitomnosti
LA, LA + koagulopatie a koagulopatie.

Konfirmacni testy se provadi na prin-
cipu testu, které jsou ve screeningu pro-
dlouzené (R > cut-off). K vysetfeni se
pouzivaji testy s nadbytkem fosfolipid(

(TPL, neutraliza¢ni testy) nebo fosfoli-
pidd v hexagonalni fazi (test HNP). Scree-
ningové a konfirmaéni reagencie by
mély byt od stejného vyrobce a valido-
vané vyrobcem pro Ucely pouziti k dia-
gnostice LA. Pouzivani screeningovych

a konfirmacnich reagencii od rliznych

vyrobcl a/nebo s rGznymi aktivatory

v ramci diagnostiky LA musi mit labora-

tof ndlezité otestovano a validovano.

Smésna normalni plazma (SNP) musi
byt testovana v kazdé sérii vysetfeni sou-

Casné se vzorky pacientll. Pouziva se

k provedeni korek¢nich testl a k vypo-

¢tim parametrl pii vyhodnoceni jednot-

livych test(. SNP muze byt pripravena la-
boratofi stejnym zplsobem jako vzorky
pacientl (smés plazem LA negativnich je-
dincd) nebo komer¢ni validovana vyrob-
cem pro Ucely pouziti k diagnostice LA

Z dlivodu variability reagencii a analy-
zator( je pro laboratof nezbytné nasta-
veni horni hranice referen¢nich interval
cut-off pro screeningové, korekéni i kon-
firmacni testy. Poc¢et normdlnich vzorkd
pro nastaveni cut-off musi byt minimélné

40, optimalné 100-120.V pfipadé, ze vy-

robce reagencie udava pro dany pfistroj

validované cut-off hodnoty, je pro verifi-
kaci doporucovéno provedeni vysetieni

20-60 normdlnich vzorkd. K vyhodno-

ceni cut-off se pouzivé 99. percentil (sni-

zeni falesné pozitivnich vysledkd, zvy-

Seni specifity a snizeni senzitivity), pfip.

97,5 percentil naméfenych hodnot

Vyhodnoceni testli LA zahrnuje vypo-

Cty jednotlivych parametrl z primérné

naméfenych koagula¢nich casl pa-

cienta (tP), smésné normalni plazmy (tN)

v ramci screeningu (Screen), konfirmace

(Confirm) a korekce (t1:1):

« pro screening vypocet Screening Ratio
R =tP/tN, R > cut-off je pozitivni;

« pro korekci vypocty Ratio R = t1:1/tN,
R > cut-off je pozitivni a Index ICA
(= index cirkulujiciho antikoagu-
lans, Rosnerdv index) ICA = [( t1:1-
-tN)/tP] x 100, ktery je vhodné;jSim pa-
rametrem, protoze zohlednuje i tP,
ICA > cut-off je pozitivni. Negativni vy-
sledky korekce nevylucuji pfitomnost
LA z davodu dilu¢niho efektu;
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«pro konfirmaci vypocty Normalizo-
vané Ratio NR = RScreen/RConfirm,
NR > cut-off je pozitivni nebo roz-
dil ¢ast = tScreen - tConfirm, roz-
dil ¢ast > cut-off / > 8,0 s pro HNP je
pozitivni.

Kontroly kvality v rdmci diagnostiky
LA musi byt provadény s kazdou sérii vy-
Setfenim smésné normalni plazmy, LA
pozitivnich a negativnich kontrol (ko-
mercnich/pfipravenych laboratofi).

K vylouceni jinych koagulopatii je do-
porucovano provedeni zékladnich koa-
gulacnich testl PT, APTT, fibrinogen,
trombinovy test (TT), event. test cirku-
lujiciho antikoagulans, D-Dimery (D-Di).
LA muze, ale nemusi interferovat pfi vy-
Setfeni koagulac¢nich faktor(. V ptipadé
snizeni funk¢ni aktivity faktor vnitiniho
systému je vhodné opakovat vysetieni
s APTT reagencii se snizenou citlivosti
k LA a event. vysetfeni faktord v diluci
nebo vysetieni faktor( s pouzitim chro-
mogennich substratl. K odliseni speci-
fického inhibitoru od LA se vyuziva ca-
sova zavislost inhibitoru, specifita vici
jednomu koagula¢nimu faktoru a u inhi-
bitorG faktord vnitini cesty toho, Ze neni
prodlouzené dRVVT, které u LA prodlou-
zené mUze byt.

Pokud je mozné vysetieni LA bez an-
titrombotické [é¢by, vzdy se uptfednost-
nuje, tj. stanoveni LA by mélo byt prove-
deno pred zahajenim nebo s odstupem
po preruseni [é¢by antagonisty vitaminu
K (VKA), nefrakcionovanym heparinem
(UFH), terapeutickymi davkami nizko-
molekuldrniho heparinu (LMWH) a pfi-
mymi inhibitory trombinu a faktoru Xa
(DOAC).

Pri 1é¢bé VKA je prodlouzeni testl za-
vislych na fosfolipidech korigovano nor-
malni plazmou. Pfi PT-INR < 1,5 se dopo-
ruCuje provadét vysetreni LA v nefedéné
plazmé, pti PT-INR = 1,5-3,0 screenin-
gové a konfirmacni testy ve smési 1:1 se
SNP. Negativni vysledky nevylucuji pfi-
tomnost LA z dlivodu dilu¢niho efektu.
Testovani v nefedéné plazmé muze
zpusobit faleSné pozitivni i negativni
vysledky
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Pi 1é¢bé UFH neni doporucovéano vy-
Setfovat LA. Pokud je vysetifovano, tak
jen pfi pouziti reagencii s heparin neu-
traliza¢nimi pfisadami (dRVVT, HNP), ale
jen v omezeném rozsahu koncentrace
UFH. Interpretace vysledkl musi byt
provedena s opatrnosti.

LMWH ma mensi vliv na testovani
LA, zejména v terapeutickych davkach
vsak nelze ovlivnéni vyloudit. Reagencie
dRVVT s heparin neutraliza¢nimi pfisa-
dami a LMWH v profylaktickych davkach
stanoveni LA umoznuje.

Pfi 1é¢bé DOAC, na rozdil od VKA a de-
ficitu faktor(, nedochazi ke korekci po
pfidavku smésné normalni plazmy.
Pfimé inhibitory trombinu (dabigatran
a argatroban) interferuji vyznamné se
vsemi testy v ramci diagnostiky LA, coz
je riziko falesné pozitivnich vysledka.
Pfimé inhibitory FXa (rivaroxaban, apixa-
ban, edoxaban) interferuji vice v dRVVT
nez v APTT, nelze vyloucit riziko fa-
lesné pozitivnich vysledkd. DOAC ovliv-
Auji v zavislosti na hladiné Iéku zejména
screeningové a korekéni testy, vysledky

konfirmace (NR nebo rozdil ¢asu) jsou
negativni, ale mohou byt i fale3né po-
zitivni. VysSetfeni LA pfi Ié¢bé DOAC
neni vseobecné doporucovano. Pokud
je vysetfeni LA nezbytné, musi byt pro-
vadéno ve specializovanych labora-
tofich s dlouhodobou zkusenosti s dia-
gnostikou a interpretaci vysledkd LA.
Predpokladem je ovéreni citlivosti pou-
zivanych testt k DOAC a provadéni vy-
Setfeni LA z odbéru pred podanim dalsi
davky, tj. v dobé minimalniho ucinku
[éku (nutno i tak vyloucit kumulaci léku).
Vyjimkou mUze byt pouziti DOAC-Stop
tablet v laboratofich po naleZitém otes-
tovani vhodnosti pro diagnostiku LA.
Vysetfeni LA u pacientll s podezienim
na APS nebo nevysvétlitelnym prodlou-
zenim APTT pfi rutinnim vySetfeni by
mélo byt provddéno mimo akutni stavy,
pfed zahdjenim, nebo s odstupem od
preruseni antitrombotické [é¢by.
Interpretace vysledk( testd LA v rdmci
diagnostiky APS musi vzdy provadét
zkuseny pracovnik v kontextu s vysledky
vsech laboratornich vysetfeni véetné

Vyvoj hemostazy od narozeni po stari

Matyskova M.
OKH FN Brno

V pribéhu Zivota dochazi ke zménam
ve vsech systémech organizmu a hemo-
stdza neni vyjimkou. Vyvoj systéma krev-
niho srazeni zac¢ina brzy v embryonal-
nim obdobi a pokracuje po cely Zivot.
Vzdy vsak existuje kifehka rovnovaha
vsech faktor(, jez se na hemostaze po-
dili, ktera fyziologicky brani krvacivym ci
trombotickym pfihodam.

Hemostazu rozeznavame fetalni, neo-
natalni, détského véku, dospélosti a ve
stari. Ukazuje se, Ze v poslednich tyd-
nech gestace a v pribéhu porodu do-
chazi k dynamickym zménam ve slozeni
krve, a tim i v koncentracich plazmatic-

kych faktord. Stres, ktery provazi porod
(pfedevsim hormonalni vykyvy) ziejmé
pfispiva k ,vyzravani“ hemostazy, stejné
jako je v prvnich hodinach po porodu
hemostaza ovlivnéna vyzravanim jater-
niho parenchymu.

FetdIni a neonatdlni hemostaza je ne-
vyzrala s velmi malou rezervni kapacitou
pfi odpovédi na patologické inzulty. V dét-
ském véku se parametry hemostatickych
systému jiz blizi hodnotam dospélych
a zda se, ze hemostaticky systém détského
véku ma nékolik vyhod oproti dospélosti,
jak ukazuje napfiklad nizky vyskyt trom-
béz, at uz z vrozenych ¢i ziskanych pficin.

dal3ich antifosfolipidovych protilatek,
s 1é¢bou a klinickymi projevy.

V ptipadé pozitivity LA by mélo byt
toto vysetfeni v ramci diagnostiky APS
opakovéano v odstupu vice nez 12 tydn.
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Primarni hemostaza je uc¢inna od
prvniho trimestru nitrodélozniho Zi-
vota do narozeni. Pocty krevnich des-
ticek jsou podobné jako u dospélych
s uplnou expresi hlavnich glykopro-
teinl a antigen(, coz vysvétluje moz-
nost ¢asné trombocytopenie v pfipadé
aloimunizace. Koagulaéni proteiny ne-
prochazi placentarni bariérou a zacinaji
se syntetizovat u fetu ve stafi 10 tydn(.
U zralého novorozence jsou koncent-
race faktorl K-dependentni a kontaktu
tretinové az polovi¢ni oproti dospé-
lym (byva prodlouzeny protrombinovy
a parcialni tromboplastinovy test). Pra-
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mérné hodnoty téchto faktor( v dét-
stvi zGstavaji asi 0 20 % nizsi, nez jsou
v dospélosti. Nizké hladiny K-depen-
dentnich proteinU nelze vysvétlit nedo-
statkem K-vitaminu, jak ukazalo stano-
veni PIVKA-II antigenu, ktery je u fetu
nepfitomen. Naproti tomu koncent-
race faktord (F) V, FVIII, von Willebran-
dova faktoru a FXIIl se vyrazné nelisi od
dospélych. Primérné hodnoty fibrino-
genu jsou u novorozencl srovnatelné
s dospélymi.

Neonatalni fibrinogen je ale kvalita-
tivné ne zcela funk¢ni a existuje ve fe-
talni formé priblizné do 1 roku véku. Fib-
rinolyticka aktivita je u plodu zvy3ena
a kolisava u novorozenci i pres nizké
hladiny plazminogenu.

Hladiny pfirozenych inhibitor( (antit-
rombin — AT, protein Ca S - PC, PS) se
po narozeni drzi asi na 1/2 hodnot do-
spélych, PC asi na 1/3. PS je vzhledem
k velmi nizké hodnoté C4bBP pfi naro-
zeni pfitomen pouze ve volné formé.
Pouze nespecificky inhibitor alfa2-mak-
roglobulin je zvyseny. AT a PS se pfi-
blizi koncentraci v dospélém véku kolem
6 mésicl. PC dosdhne hodnot dospélych
az v pozdnim détstvi.

Pres veskeré odlisnosti od dospélého
véku vsak u fyziologického novorozence
a ditéte stale zGstavéa zachovdna hemo-
statickd rovnoviéha.

V dospélosti vykazuje primarni
i sekundarni hemostaza, stejné jako fib-
rinolyza, rozdily mezi pohlavimi. Odlis-
nosti se tykaji predevsim zen ve fertilnim
véku, protoze hemostdaza je ovlivnhéna
fyziologickymi zménami hormonalniho
stavu spojeného s menstrua¢nim cyk-
lem, téhotenstvim a hormonalni anti-
koncepci ¢i substituéni terapii.

Se stoupajicim vékem (pfedevsim nad
50 let) se signifikantné zvysuji hladiny
nékterych faktord, napt. fibrinogenu,
FVIII, FVlla. Naproti tomu FVII, FIX, inhi-
bitor aktivatoru plazminogenu 1 (PAI 1)
a inhibitor zevni cesty tkanového fak-
toru (TFPI) zGstavaji v podstaté nezmé-
nény, u daldich naopak dochazi ke sni-
zeni (protrombin, FX, mirné i AT). Velmi
vyznamné se viak zvy3uji hladiny mole-
kuldrni marker( aktivace koagulace i fib-
rinolyzy. Zatimco ve skupiné zdravych
osob ve véku mezi 51-69 lety je toto zvy-
$eniccao 25 % (D-dimery 0 72 %) ve srov-
nani se skupinou osob mezi 18-50 lety,
ve skupiné zdravych stoletych osob se

Cast 2: Laboratorni hematologie — koagulace -

jednd o zvyseni na 200-300 %, u D-di-
mer( dokonce vice nez 10x. Pro fyziolo-
gické hodnoty D-dimer( by se proto ne-
mélo pouzivat jedna hodnota a mél by
se zohlednovat vék. Pro osoby > 50 let
véku Ize pouzit napft. vzorec: horni limit
normy = vék nemocného x 10 mg/I. Vét-
S$ina téchto zmén souvisi se zvysujicim
se rizikem trombotickych onemocnéni
se stoupajicim vékem.

Literatura

Attard C, van der Straaten T, Karlaftis V et al.
Developmental hemostasis: age-specific dif-
ferences in the levels of hemostatik proteins.
J Thromb Haemost 2013;11:1850-1854. doi:
10.1111/jth.12372.

Davenport, P. and Sola-Visner, M. Hemosta-
tic challenges in neonates. Frontiers in Pe-
diatrics. 2021;9:Article 627715. doi: 10.3389/
fped.2021.627715.

Favaloro EJ, Franchini M. and Lippi, G. Aging
hemostasis: changes to laboratory markers
of hemostasis as we age - a narrative review.
Semin Thromb Hemost 2014. doi: 10.1055/
s-0034-1384631.

Guzzetta, NA and Miller BE. Review article. Prin-
ciples of hemostasis in children: models and
maturation. Pediatric Anesthesia 2010. doi:
10.1111/j.1460-9592.2010.03410.x.

Mari D, Mannucci PM, Coppola R, et al. Hyper-
coagulability in centenarians: the paradox of
successful aging. Blood 1995;85(11):3144-3149.

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)



S G o

Pacient-specifické genomické fuze BCR-ABL1
v predikci predpovédi remise bez 1écby u CML

Machova Polakova K.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

V soucasné dobé je velkd pozornost
upfena na vysazeni |é¢by inhibitory ty-
rozinovych kindz (TKI) u pacientd s chro-
nickou myeloidni leukémii (CML), ktefi
jsou v odpovédi na TKI v dlouhodobych
hlubokych molekuldrnich odpovédich
(DMR). Remise bez |écby (treatment-
-free remission — TFR) byla stanovena
v kontrolovanych klinickych studiich.
Recentné je zastaveni |é¢by TKI jiz sou-
¢asti doporuceni Evropské Leukemické
sité (ELN) [1]. Vysazovaci |é¢ebné pro-
tokoly jsou bezpecné pro pacienty spl-
Aujici definovana kritéria pfi dostup-
nosti standardizovaného monitorovani
hladiny BCR-ABL1 transkriptu v mezina-
rodnim méfitku (international scale - IS)
s vyssi frekvenci vysetfovéani v prvnim
roce po zastaveni |é¢by. Klinické studie
vysazujici TKI se shoduji v tom, Ze mole-
kuldrni relapsy (ztrata velké molekularni
odpovédi MMR odpovidajici hladiné
0,1 % BCR-ABL1 v IS) se nejcastéji obje-
vuji v prabéhu prvnich 6 mésict od vy-
sazeni lécby.

Bylo zjisténo, ze BCR-ABL1 pozitivni leu-
kemické kmenové bunky mohou diky se-
nescenci a mikroprostredi kostni diené
pretrvavat u nékterych pacient(, u nichz
neni detekovana méfitelnd rezidudlni
nemoc (MRN) na urovni transkriptu BCR-
-ABL1 [2]. Detekce a kvantifikace BCR-
-ABL1 na urovni DNA muze indikovat
pretrvani leukemickych bunék, prestoze
exprese BCR-ABL1 neni detekovana. Ne-
davné prace ukazuji, Ze detekce MRN na
urovni DNA mize odhalit CML bunky z fad
kmenovych ¢i lymfoidnich bunék [3].

Mezinarodni studie European Treat-
ment and Outcome Study for CML 2018
(EUTOS 2018) méla za cil zavést u pa-
cientll s CML kvantifikaci pacient-spe-
cifickych genomickych fuzi BCR-ABL1

a zjistit klinickou relevanci monitoro-
vani MRN na drovni DNA. Pro charak-
terizaci pacient-specifickych fuzi BCR-
-ABL1 na urovni DNA (gBCR-ABL1) byl
zaveden postup vyuzivajici technolo-
gii sekvenovani nové generace (NGS),
kterd vyuziva set 4 608 prob, které po-
kryvaji geny BCR a ABL1 tak, aby byla vy-
sokd pravdépodobnost detekovat vét-
sinu gBCR-ABL1 fuzi. Nasledné bylo
nutné zavést metody pro kvantifikaci
gBCR-ABL1 fuzi za pouziti kvantitativni
PCR v redlném case (qPCR) a kapko-
vou digitalni PCR (ddPCR). Pro srovnani
kvantifikace BCR-ABL1 na urovni DNA
a transkriptu (mRNA) bylo nutné vyjit
ze stejného mnozstvi bunék pro izolaci
obou nukleovych kyselin, aby byla zajis-
téna shodnd citlivost méfeni, ktera byla
jesté stanovena kontrolnimi geny; ALB
(gen kédujici albumin) pro DNA méreni
a GUSB (B-glukuronidéza) pro mRNA
méreni. Podminky a kritéria pro qPCR
analyzy a pravidla pro hodnoceni MRN
byly prevzaty dle standardizované me-
tody pro kvantifikaci pacient-specific-
kych prestaveb Ig/TCR mezindrodnim
konsorciem EURO-MRD [4].

Prace EUTOS 2018 [5] ukazala, zZe hla-
diny gBCR-ABL1 koreluji s hladinami
MRNA u vzork( s expresi = 0,01 % BCR-
-ABL1RelDg (BCR-ABL1RelDg = hladiny
BCR-ABL1 vztazené k hladiné v dobé dia-
gnozy, ktera byla uréena jako 100 %), coz
je v souladu se zjisténim autord Pagani
et al. [3]. Rovnéz nebyl prokazan rozdil
v individudIni dynamice hladiny DNA
a mRNA BCR-ABL1 v pribéhu prvniho
poklesu BCR-ABL1 po zahdjeni lé¢by TKI
s vyuzitim modell bi-exponencialnich
smisenych efekt( [6]. Odlisnosti mezi de-
tekci BCR-ABL1 na urovni DNA a mRNA
byly zjistény pod hladinou 0,01 % BCR-

-ABL1RelDg. DNA analyzy BCR-ABL1 de-
tekovaly rezidudlni CML bunky castéji
v porovnani s mRNA analyzami u signifi-
kantniho poctu vzorkd u pacient(i v pri-
béhu jejich sledovani. S pouzitou me-
todikou byla zjisténa shodna technicka
citlivost DNA a mRNA analyz, proto lze
vyssi ,citlivost” DNA analyz pfisuzovat
biologickému pozadi. Konkrétné zajima-
vou skupinu tvofi pacienti, ktefi v pri-
béhu dlouhodobych DMR maji MRN
detekovatelnou na urovni DNA, ale na
urovni transkriptu se jevi jako nega-
tivni. Toto zjisténi by mohlo byt zajimavé
v kontextu odhadu pravdépodobnosti
TFR. V kohorté 42 pacient(, u kterych
byla 1é¢ba TKI vysazena (klinicka studie
EURO-SKI; [7]) ¢i pferusovana ob mésic
(INTreg), byla sledovéana MRN v pribéhu
trvdni DMR pfed zastavenim/preruse-
nim lé¢by na urovni DNA a mRNA s vyu-
zitim ddPCR. DNA a mRNA status v prU-
béhu trvani DMR byl hodnocen pomoci
deterministického modelu a umoznil
stratifikaci typu semafor, ktery signifi-
kantné predpovida preziti bez moleku-
larni relapsu (molecular relapse-free sur-
vival - MRFS) po zastaveni/pferuseni
podavani TKI. Zelend skupina (DNA ne-
gativni/RNA negativni DMR pred zasta-
venim |é¢by) ma nejvyssi pravdépodob-
nost MRFS po zastaveni/pferuseni [éCby,
zlutd (DNA pozitivni/RNA negativni) ma
stfedni pravdépodobnost a Cervenad
(DNA pozitivni/mRNA pozitivni) ma niz-
kou pravdépodobnost MRFS.

Zluté skupina (DNA pozitivni/mRNA
negativni) je zajimava z biologického
hlediska, jelikoz zde vyvstava otazka,
jaky typ bunék, které neexprimuji BCR-
-ABL1, je detekovén na Urovni DNA v pe-
riferni krvi u pacientd v DMR. Pagani
et al. [3] u pacientl v TFR zjistili, Ze DNA
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pozitivni bunky, které byly mRNA nega-
tivni, patii do lymfoidni skupiny bunék.
Pritomnost téchto bunék a jejich dopad
na TFR je nutné déle studovat.

Na zékladé ELN doporuceni 2020 Ize
vysadit [écbu TKI jiz v bézné lékarské
praxi, ale pouze u pacientl s transkripty
nesoucimi prestavbu major (e13a2 nebo
el14a2) [1]. Navazujici prace (Zizkova et
al., abstrakt ¢. 144) analogicky jako v pfi-
padé pacientll s pfestavbami major pfi
porovnani hladin mRNA a DNA BCR-
-ABL1 ukazuje, Ze u pacientd s raritnimi
pfestavbami (e19a2; e13a3, ela2, e6a2)
se jevi zastaveni TKI [é¢by jako bezpecné
zejména s pouzitim BCR-ABL1 analyzy
na urovni DNA s pouzitim ddPCR.

Kolaborativni prace EUTOS 2018 uka-
zala, Ze stanoveni MRN na zdkladé gBCR-
-ABL1 analyz nepfindsi novou informaci
v porovnani s mRNA analyzou v pribéhu
inicidlniho poklesu BCR-ABL1 od zaha-

,CML-like“ leukémie

Zuna].

jeni 1écby TKI [5]. Avsak v pribéhu dlou-
hodobé DMR analyzy zaloZzené na DNA
precizuji MRN monitorovani s pfinosem
predevsim v predikci TFR. Bude zapo-
trebi dalsich praci, které pomohou va-
lidovat navrhovany stratifika¢ni model,
coz je planovano v ¢eské akademické kli-
nické studii HALF (multicentricka akade-
micka studie faze Il vysazujici inhibitory
tyrozinkindz po dvoustupriové redukci
dévky u pacientl s CML; ClinicalTrials.
gov NCT04147533; viz. Zackova et al,,
abstrakt ¢. 49), kterd zafazuje i pacienty
s raritnimi prestavbami.
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Jednou z primarnich genetickych abe-
raci, nachazenou u rznych typ hema-
tologickych malignit a charakteristic-
kou zejména pro chronickou myeloidni
leukémii (CML), je fuzni gen BCR-ABL1,
jehoz chromozomalnim podkladem je
translokace t(9;22)(q34;q11). Fuzni gen
se nachazi na derivovaném chromo-
zomu 22 oznacovaném jako Philadel-
phsky (Ph) chromozom. Kromé CML se
vyskytuje i u lymfom a u leukémii akut-
nich, predevsim u akutni lymfoblastické
leukémie (ALL). Jeho zastoupeni mezi
ostatnimi ALL nar(ista s vékem - u déti
tvoii BCR-ABL1-pozitivni leukémie asi
3% v3ech ALL, u starSich dospélych je to
pak az pres 30 %.

ALL s fuznim genem BCR-ABL1 patfi
jak u déti, tak u dospélych k podtyplm

s nejhorsi prognézou. Ta se v poslednich
letech sice vyznamné zlepsila diky zave-
deni cilené terapie pomoci specifickych
tyrosin-kinazovych inhibitord (TKI), stale
je vdak horsi nez u vétsiny ostatnich pod-
skupin ALL.

Prognosticky vyznam minimalni rezi-
dualni nemoci (MRN) u pacientli s BCR-
-ABLI1-pozitivni ALL je méné jedno-
znacny nez u jinych podtypl - a to
zvlasté v éfe TKI.

Nase puvodni prace zroku 2009 [1] po-
rovnavala hladiny MRN naméfené stan-
dardni metodikou pouzivanou u dét-
skych ALL, tedy pomoci kvantifikace
klonalné-specifickych prestaveb gent
pro imunoglobuliny (Ig) a T-bunééné re-
ceptory (TCR), a metodikou kvantifikace
fazniho transkriptu BCR-ABL1. Na rozdil
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2572-2579.
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in TKI-treated CML - lessons from an imatinib ver-
sus dasatinib comparison. Sci Rep. 2018;8:12330.
7. Saussele S, Richter J, Guilhot J, et al. Discon-
tinuation of tyrosine kinase inhibitor therapy in
chronic myeloid leukaemia (EURO-SKI): a pre-
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od jinych fuznich gent (ETV6-RUNXT (i
rizné fuze genu KMT2A) byla korelace
mezi hladinami namérenymi kvantifi-
kaci transkriptu BCR-ABL1 a prestaveb
Ig-TCR necekané nizka, a to predevsim
kvali vzorkdim BCR-ABL1-pozitivnim/Ig-
-TCR-negativnim. Podobné vysledky
pozdéji pfinesla i nase spole¢na stu-
die v ramci mezinarodniho lé¢ebného
protokolu pro Ph-pozitivni détské ALL,
EsPhALL [2]. ProtozZe v3ak pfi tomto typu
srovnani porovnavame kvantifikaci MRN
zaloZzenou na DNA (Ig-TCR) a na RNA ¢i
cDNA (BCR-ABL1 transkript), mohou byt
vysledky ovlivnéné mirou exprese leuke-
mickych bunék, a to napfiklad i v zavis-
losti na probihajici terapii.

Proto jsme v laboratofich CLIP po-
stupné pro BCR-ABLI-pozitivni leu-
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kémie zavedli metody charakterizace
zlom( mezi geny BCR a ABLT na DNA
Urovni (zpravidla v intronovych oblas-
tech, které maji celkovy rozsah pres
200 kb). Genomické zlomy pak pouzi-
vame jako pacient-specifické cile pro
sledovani MRN, tedy kvantifikaci BCR-
-ABL1-pozitivnich bunék na DNA drovni.

Tim se srovnani hladin BCR-ABL1 a lg-
-TCR stdva pfimocarejSim a neni nijak
ovlivnéno mirou RNA exprese ¢i probi-
hajici terapii.

Vysledky takového srovnani u téméf
50 pacientll s détskou BCR-ABLI-po-
zitivni ALL jsme publikovali v roce
2017 [3]. Potvrdili jsme $patnou kore-
laci mezi obéma metodami, i zde zpU-
sobenou vzorky pozitivnimi na BCR-
-ABL1, ale negativnimi na Ig-TCR arovni.
Navic jsme ukazali, ze se tyto nekorelu-
jici vzorky nenachézeji u viech pacient(
- zatimco u vétsiny (70-80 %) kore-
luji hladiny v pribéhu celého sledovani
velmi dobfe, asi u Ctvrtiny pacient( vi-

dime obvykle dobrou lé¢ebnou odpo-
véd podle monitorovani Ig-TCR, hla-
diny BCR-ABL1 vsak zUstavaji po delsi
dobu vyznamné vyssi. U téchto pa-
cientl jsme pomoci sortovani bunéc-
nych subpopulaci a jejich analyzy pro-
kazali, Ze zatimco Ig-TCR pfestavby jsou
- podle oc¢ekavani - pfitomné skutec¢né
pouze v dominantnim, lymfoidnim leu-
kemickém klonu, fuzi BCR-ABLI na-
chazime jiz pfi diagnéze onemocnéni
i v asi 20 % B-bunék mimo leukemicky
klon, v T-bunkach a také v bunkach
myeloidnich. Pro biologickou podob-
nost s CML (v lymfoidnim blastickém
zvratu) jsme tyto leukémie pojmenovali
+CML-like leukémie”.

Nyni pokracujeme ve studiu téchto
leukémii, z klinického pohledu se sna-
zime upfesnit prognosticky vyznam
MRN sledované rlznymi metodami
a optimalni terapii téchto leukémii. Z po-
hledu biologického se pak zabyvame
mechanizmem a strukturou genomic-

S G o

kych zlomu, otdzkami klonalni architek-
tury jednotlivych podtypl BCR-ABLI-
-pozitivnich leukémii a celkové rozdily
mezi ,typickou ALL', ,CML-like” leukémii
a,typickou CML"
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Interferony v 1écbé Ph-negativnich myeloproliferaci

Schwarz J.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Cytoreduktivni terapie interferonem-
-alfa (IFN) je nedilnou soucasti dopo-
rueni pro |é¢bu Ph-negativnich my-
eloproliferativnich neoplazii (MPN).
Hlavnim cilem této lécby je snizit poclty
krevnich elementll predevsim za Gcelem
prevence trombotickych (pfipadné i kr-
vacivych) komplikaci, které jsou celozi-
votni hrozbou pro pacienty s MPN, pfe-
devsim (ale nejen) téch s mutaci JAK2.
Ukazalo se, ze kontrola parametra cer-
vené fady i poctu trombocytl je dule-
zitd z hlediska prevence tromboz, pre-
devsim vendznich, ale i arteridlnich
a mikrocirkula¢nich [1,2].

IFN je uzivan v 1écbé 1. linie u mlad-
sich pacientd s esencidlni trombocytémii

(ET) a s proliferativnimi stadii primarni
myelofibrézy (PMF), alternativou v 1é¢bé
je zde anagrelid. Nejuniverzalnéjsi indi-
kaci pro IFN je podle viech sou¢asnych
doporuceni pro mladsi nemocné polycy-
thaemia vera (PV) [3]. IFN je uzivan bézné
(neni-li kontraindikace) u osob do 65 let
(v doporucenich CEMPO [4] jej Ize uzit
i u fit pacientl do 70 let) v 1. linii 1é¢by.
IFN Ize pouzit i pro |é¢bu 2. linie u (ob-
vykle starsich) pacient s MPN, u kterych
v primarni [é¢bé selhala hydroxyurea.
Navic je lé¢ba IFN jedinou moznosti cy-
toredukce u téhotnych a kojicich.

IFN se uziva pro lécbu rlznych typa
MPN od poloviny 80. let [5,6]. V té dobé
se poddvala (podle vzoru chemoterapie

jinych malignit) tzv. induk¢ni [é¢ba po-
mérné vysokymi davkami IFN, teprve
pak se pro udrzovaci |écbu davky sni-
zovaly. Tato |éc¢ba (puvodné i.m. apli-
kace) byla zatizena vysokou mérou ne-
zadoucich u¢inkl (horecek, flu-like sy.,
cytopenii, autoimunitnich stavd - nej-
Castéji thyreoitidy, nezadoucich ucinkd
v GIT, poruch nalady a depresi, neuroto-
xicity), s nimiz souvisela také intolerance
ze strany nemocnych. Teprve postupem
¢asu se davky v uvodu lécby snizovaly,
podavaly se s.c., a nezadoucich ucinkd
tak ubyvalo. R.T. Silver v New Yorku [7]
zavedl l1é¢bu tzv. nizkymi davkami stan-
dardniho rekombinantniho IFN. Podle
néj se lé¢ba zahajovala ddvkami 3 MIU
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3% tydné. Toto schéma pfineslo dalsi po-
krok pro toleranci ze strany pacient(.
Nicméné vlastni zkusenosti ukazuji, ze
[é¢bu je vhodné zahajovat jesté nizsimi
jednotlivymi davkami IFN, cca 1-1,5 MIU
denné. Dalsi pokrok v uziti IFN zname-
nalo zavedeni depotnich, pegylova-
nych IFN. | u nich bylo dulezité zacinat
1x tydné) - jisté mensi nez v klinickych
studiich. Technologicky nejvyspélejsim
IFN je monopegylovany IFN a-2b, rope-
ginterferon, ktery ma jen 1 izoformu (tj.
je ,nejcistsi” na elektroforéze) diky ino-
vativni pegyla¢ni technologii pres mole-
kulu prolinu. Pravé diky tomu je mozné
jej podavat v co nejdelSich intervalech
(zpocétku 1x za 2 tydny cca 50-100 pg,
v udrzovaci |é¢bé potom vytitrovanou
davku az 1x mési¢né) pfi relativné ne-
Cetnych nezadoucich ucincich a vysoké
tolerabilité pacientd.

Studie s pegylovanymi IFN ukazaly re-
lativné dobrou tolerancia uc¢innost nejen
z hlediska hematologické odpovédi na
[é¢bu (kontroly viech fad v krevnim ob-
raze), ale i vyznamné snizeni naloze mu-
tované alely JAK2; néktefi pacienti do-
sahli vymizeni detekovatelné mutace
JAK2, tzn. molekularni remise [8]. Ran-
domizovand studie PROUD-PV a PV-
-CONTINUATION srovnala ucinnost ro-
peg-IFN a hydroxyurey a ukdzala lepsi
efekt ropeg-IFN na docileni jak hemato-
logické, tak i molekularni remise, ackoli
v prvnich 18 mésicich sledovani tomu
bylo naopak [9]. Jinymi cytoreduktivy
nez IFN se molekularni remise dlouho-
dobé nedosahne. Vyhody IFN totiz pre-
vlddnou az pii dlouhodobé terapii. Uka-
zuje se, ze IFN muze ovlivnit biologicky
prabéh onemocnéni, a napf. u PV se jiz
prokazalo, Ze IFN sniZuje riziko pfrechodu
do post-PV myelofibrozy a zlepsuje i cel-
kové preZiti pacient( [10].

V UHKT jsme nedéavno retrospektivné
analyzovali 82 MPN pacientl (42 s PV,
27 s PMF, 12 s ET a 1 pacient mél neur-
¢enou MPN s trombocytémii), Iécenych
IFN (54 z nich standardnim, 26 pegylo-
vanym a 2 ropeg-IFN), u kterych byla za-
héjena lé¢ba v poslednich 15 letech. Me-

dian doby na lé¢bé byl u nich delsi nez
4 roky. Studie ukdazala vybornou ucin-
nost IFN i jeho toleranci pacienty. Kom-
pletni remisi docililo 69 z nich, 2 re-
misi parcialni, pouze 1 pacientka s PV
na lécbu neodpovédéla (i v kombinaci
s dvéma dalsimi cytoreduktivy i JAK-in-
hibitorem, pravdépodobné se mohlo
jednat o problém s compliance k [é¢bé).
U 20 pacientli s mutaci CALR i u 3 ne-
mocnych ,triple-negativnich,” tj. bez
mutaci JAK2, CALR a MPL, nebyla od-
povéd horsi nez u pacientd s mutaci
JAK2. Ukonceni |é¢by bylo potiebné
u 17/82 (20,7 %) pacientd, tzn. 79,3 % je
stale na lé¢bé. Desetilety vyhled podilu
nemocnych na |é¢bé byl 69 % pro stan-
dardni IFN a 100 % v 28¢lenné skupiné
l[é¢ené pegylovanym IFN nebo ropeg-
-IFN. Tyto velmi dobré vysledky jsou pa-
trné dany vhodnym vybérem pacientd,
véasnym nasazenim lécby (IFN se nehodi
k 1é¢bé pokrocilejsich stadii MPN, napf.
téch s vyraznou hepatosplenomega-
lif), nizkymi davkami IFN pfi zahajovani
[é¢by a relativné ¢astymi kombinacemi
pfi zahajeni (celkem 30; u 19 byl zéro-
ven podavan také anagrelid, u 8 hydro-
xyurea). Kombinace jsou velmi vhodné
v zacatcich |é¢by a je potreba jmeno-
vané latky vysazovat pomalu, a pfitom
jen pozvolna navysovat, resp. titrovat
dévku IFN. U nékterych pacient(i s PV Ize
uzit obc¢asnou venepunkci k dosazeni ci-
lovych hodnot hematokritu pod 45. Je
tieba si uvédomit, ze optimum ucinku
IFN z hlediska parametr(i cervené fady
nastava za cca 6-12 mésicl od zahajeni
[é¢by. Snizeni poctl leukocytl i trom-
bocytl Ize naopak dosahnout pomérné
rychle, v fadu tydnG. Nicméné pripady
MPN s extrémnimi hodnotami hemato-
kritu ¢i poc¢tu trombocytl je Sikovnéjsi
fesit aferézami a hydroxyureou, a teprve
potom pacienty pfevadét na IFN a/nebo
anagrelid. Hydroxyureu Ize podévat bez
rizika leukemogenity nékolik let (ale ne
zbytecné dlouho).

Z nezadoucich ucinkl pfi setrném
davkovani viddme zpocatku lécby flu-
-like sy., ktery jen vzécné vede k into-
leranci pfipravku, subfebrilie (ale vy3si
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febrilie vzacné), hepatopatii, vzacné po-
ruchy nalady (nelze je vsak nikdy podce-
nit), neuropatii. Pruritus mUze byt proje-
vem aktivace bunéc¢ného cyklu (a tomu
odpovidajicim zménam v tvorbé cy-
tokint) vlivem IFN v prvnich mésicich
lé¢by, maze byt i uporny. Casta je i in-
dukce tvorby anti-thyroidélnich i anti-
-thyreoglobulinovych protilatek, které
viak malokdy vedou k poruse tvorby
hormonu, takZe neni nutné IFN vysazo-
vat nebo sniZzovat jeho davku, je vsak
nutno peclivé monitorovat.

V Ceské republice je moznost pre-
skripce IFN hematology. Dostupnost
standardnich IFN se viak nepredpoklada
jiz od konce r. 2021, u Pegasysu (pegylo-
vaného IFN) od jara 2022. VSechny stan-
dardni i pegylované formy jsou u MPN
off-label indikaci (on-label z hematolo-
gickych indikaci jsou pouze chronicka
myeloidni leukémie, vlasatobunécénd
leukémie a kozni T-lymfom). Nyni viak
maji povolenu Ghradu pro MPN ze strany
VZP. Ropeg-IFN (Besremi) mé evropskou
registraci EMA v indikaci PV, ale ne jinych
MPN ¢i jinych onemocnéni. Nema vsak
v CR Ghradu, tudiz musi byt z4dan na §
16. Besremi bude patrné jedinym do-
stupnym IFN na trhu od roku 2022.

Zavérem: Lécba MPN interferonem je
[é¢bou pritomnosti i budoucnosti, obavy
zjeho podavani (v setrnych davkach) ne-
jsou na misté. Neni leukemogenni (na
rozdil od cytostatik), a jde o preferova-
nou lécbu 1. linie neseniornich pacienta
s PV. U pacientU s PV snizuje riziko pre-
chodu do post-PV myelofibrézy a zlep-
Suje i celkové preziti pacientd. Lze an-
ticipovat, ze podobny efekt uvidime
i u pacientl s pre-PMF, ale to jesté pro-
kazdno nebylo. IFN Ize pouzit i u ET jako
alternativu anagrelidu, avsak z ekono-
mického i biologického hlediska pro néj
autor zatim vidi indikaci jen u pacientd
s kontraindikacemi anagrelidu nebo
s problémy pfi jeho uziti. Kombinace
IFN s dal$imi cytoreduktivy (anagreli-
dem, nebo kratkodobé hydroxyureou)
jsou u nékterych pacientli velmi pfi-
nosné, dovoluji uzit nizsi, tolerovatelné
dévky léciv. Kombinace s dalSimi latkami
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ovliviujicimi JAK-STAT signalizaci, napf.
JAK-inhibitory nebo statiny, jsou pred-
métem studii a jsou do budoucnosti
pfislibem.
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Standardni lIé¢ba nové diagnostikované
akutni lymfoblastické leukémie (ALL)
mladsich dospélych je v soucasnosti for-
movana principy blokové 1é¢by pediat-
rickych pacientl. Je zalozena na korti-
koidni prefazi, uto¢né indukéni 1é¢bé
kombinujici az osm chemoterapeutik
v ¢asoveé i davkoveé intenzivnim rezimu,
konsolida¢ni 1é6¢bé, jejiz intenzita je ur-
¢ovana mirou individualni |é¢ebné od-
povédi na pfedchozi fazi, a |é¢bé udrzo-
vaci. Integralni soucasti téchto protokoll
je zafazeni asparaginazy a v pfipadé ALL
z prekurzor(l B-bunék také rituximabu.
Mirou individudlni |écebné dopovédi
je naloz minimalni rezidualni nemoci
(MRN) mérfené standardizovanou PCR
metodikou pomoci primerd detekuji-
cich specifickou prestavbu v genech pro
imunoglobulinové fetézce konkrétniho
leukemického klonu. Takto hodnocend
MRN je svrchovanym prognostickym
faktorem pro preziti, a proto je jeji hod-
nota méfend v konkrétnich fazich Iécby
pouzivana jako faktor urcujici intenzitu
konsolida¢ni lé¢by, zejména indikaci alo-
genni transplantace kmenovych bunék
krvetvorby (aloHSCT).

Prvnim protokolem postavenym na
uvedenych zasadach, jenz byl pouzivan
v Ceské republice, bylo studijni schéma
némecké skupiny GMALL 07/2003. Tuto
lé¢bu propaguje od roku 2007 Ceska
leukemickd skupina - pro Zivot (CELL),
kterd na zdkladé prvotnich zkuSenosti |é-
Cebné schéma mirné modifikovala jako
protokol ALL CELL Junior 2012.

V pfipadé Ph+ ALL tyz protokol zacle-
nil prvogeneracni inhibitor tyrozinové
kindzy (TKI) imatinib podavany kon-
tinudlné jiz od zahajeni indukéni faze
[é¢by. Soucasné bylo mozné vynechat

z Casnych fazich terapie zna¢né myelo-
toxické antracykliny, coz se odrazilo ve
snizeni incidence infek¢nich komplikaci,
vys$sim poctu dosazenych remisi a vyso-
kému procentu provedenych aloHSCT,
ktera byla donedavna povazovana za je-
diny kurativni pfistup Ph+ ALL.
Prognéza relabované ALL l|écené
standardni chemoterapii je kriticka.
Zvrat u B-ALL pfinesla nova cilena 1é-
¢iva, zejména blinatumomab, bis-
pecifickd monoklondlni protilatka
anti-CD19/anti-CD3, inotuzumab ozo-
gamicin, imunokonjugat protilatky anti-
-CD19 s cytotoxickym jedem calichea-
micinem. Obé léc¢iva v monoterapii
prokdazala bezprecedentni Gc¢innost u re-
lapst ALL, v¢. ¢asnych a potransplantac-
nich relapst. Obé latky jsou nyni pova-
Zzovany za standard |écby relabované
B-ALL, ackoliv délka trvani remisi je bez
dalsi 1é¢by neuspokojivé kratka. Vycho-
diskem z této situace se zdd byt ¢asné za-
hajeni [é¢by jiz ve fazi molekularniho re-
lapsu (v pfipadé blinatumomabu) nebo
vyuziti téchto preparatd k dosazeni re-
mise a nasledné intenzifikaci terapie po-
moci aloHSCT. U mladych dospélych do
25 let véku s refrakterni B-ALL nebo re-
lapsem po transplantaci ¢i v 2. a pozdéj-
$im relapsu predstavuje nadéji terapie
autolognimi T-lymfocyty s chimerickym
antigennim receptorem (CAR-T), ktera je
od z&fi 2019 dostupnéi v CR.
Zkusenosti s moderni cilenou tera-
pii v relapsu ALL vedly k experimen-
talnimu zaclenéni téchto preparatd do
[é¢by prvni linie. Prvni studie probéhly
u pacientd vyssiho véku a kombinovaly
inotuzumab ozogamicin s vyrazné redu-
kovanou chemoterapii u Ph- ALL nebo
blinatumomab s TKI Ill. generace pona-

tinibem u Ph+ ALL. Prvotni sdéleni zatim
jen s kratkou dobou sledovani uka-
zuji poCty remisi a preziti srovnatelné ci
lepsi nez u intenzivné lIé¢enych mladsich
nemocnych.

Uvedend data se stala inspiraci pro
akademické klinické projekty, které pri-
naseji moznost [é¢by jmenovanymi cile-
nymi preparaty jiz v prvni linii i pro ¢eské
pacienty. Prvnim z nich je studie Evrop-
ské pracovni skupiny pro ALL dospélych
(EWALL) kombinujici inotuzumab ozoga-
micin s nizkymi ddvkami chemoterapie
v induk¢ni 1é¢bé starsich pacientl s Ph-
-negativni BCP-ALL ALL. Dalsi dvé stu-
die jsou ryze Ceské a autorsky vznikly na
pldé CELL. Jedna se o studii Blina-CELL,
v niz blinatumomab nahrazuje prvni in-
dukéni cyklus 1é¢by Ph- ALL, a Pona-CELL
kombinujici ponatinib s redukovanou
chemoterapii v prvni linii [é¢by Ph+ ALL.
Cilem obou studii je dosazeni ¢asné ne-
gativity MRN, a tim pozitivni ovlivnéni
progndzy nemocnych. V ptipadé pona-
tinibu u Ph+ ALL se predpoklada, ze té
Casti pacientd, ktefi dosahnou kompletni
molekularni odpovédi, studie otevie
cestu k netransplantacni lé¢bé Ph+ ALL.

Prabézné vysledky studie Blina-CELL
po 16 zafazenych pacientech ukazuji na
vysoké procento kompletnich remisi po
indukénilécbé blinatumomabem (15/16,
94 %).V tydnu 18 mélo 12 z 13 hodnoti-
telnych pacientd (92 %) dokumentova-
nou kompletni molekularni odpovéd.
Z&dny pacient nebyl z divodu nedosta-
tecné molekularni odpovédi indikovan
k aloHSCT.

V prednasce budou poprvé prezen-
tovany priibézné vysledky studie Blina-
-CELL i ostatnich vy3e zminénych akade-
mickych studii.
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Akutni myeloidni leukémie (AML) tvofi
u déti 15 % leukémii, a je tak vzac-
nym onemocnénim, postihujicim ro¢né
v Ceské republice 12-15 déti a dospiva-
jicich ve véku do 18 let. Jedna se o he-
terogenni skupinu nemoci, jez byly
v minulosti délené dle morfologické FAB
klasifikace. Souvislost mezi cytogenetic-
kymi zménami v nddorovych bunkéach
a progndzou pacientd a zavedeni mole-
kuldrnich genetickych metod do rutinni
diagnostiky vedly k zméné klasifikace
AML dle genetickych zmén.

Ve srovnani s dospélymi maji déti
s AML lepsi vysledky Ié¢by z dlvodu
nizsiho vyskytu nepftiznivych genetic-
kych mutaci a schopnosti Iépe tolero-
vat intenzivni chemoterapii a transplan-
taci krvetvornych bunék (HSCT). Akutni
promyelocytarni leukémie (APL) a my-
eloidni leukémie déti s Downovym syn-
dromem (ML-DS) jsou vyfazeny z léceb-
nych AML studii z dGvodu odli3né [é¢by
a lepsi prognoézy.

BIOLOGIE AML U DETI

Cytogenetické vysetieni, vysetieni
exomu, genomu a transkriptomu
nadorovych bunék, v¢. morfologie blastt
a klinickych projevd nemoci nachazi
podstatné rozdily mezi détmi mladsimi
3 let, vékovou kategorii 3-14 let a AML
dospivajicich starsich 15 let, kterd je bio-
logii totozna s onemocnénim mladych
dospélych do véku 39 let [1]. Ve srov-
nani s dospélymi maji déti s AML daleko
vice genovych fuzi a vyznamné rozdily
v nejcastéji mutovanych genech. U déti
mladsSich 3 let dominuje monocytarni
leukémie M5 dle FAB s pfestavbou genu
KMT2A (dfive MLL), charakterizovand vy-
sokym vyskytem extrameduldrni leu-
kémie (infiltrace CNS, leukemicka kuze,
myelosarkom orbity). Pfesto maji malé
déti s KMT2A genovymi fuzemi lepsi pro-

gnozu nez déti starsi s timto genotypem.
Dvé tretiny déti s neonatdlni leukémii
maji akutni monocytarni leukémii s pre-
stavbou KMT2A. Druhym nejcastéjsim
typem leukémie je ve vékové kategorii
do tfi let megakaryocytérni leukémie
M7 dle FAB (AMKL) spojovana s Downo-
vym syndromem (DS) nebo fadou re-
kurujicich strukturdlinich chromozomal-
nich aberaci a komplexnim karyotypem
(~ 50 %) u déti bez DS (non-DS AMKL).
Naopak se v této vékové kategorii prak-
ticky nevyskytuji mutace genu FLT3, APL
a t(8;21)/RUNX1-RUNXTT1 [2]. Déti mezi
3-15 lety maji vyssi zastoupeni pro-
gnosticky pfiznivé Core binding factor
(CBF+) pozitivni AML s genovymi fuzemi
RUNXT/RUNXT1 a CBFB-MYH11, APL
(12 %), NPM1+ (20 %) a CEBPA+ (10 %)
AML nez déti mladsi. S vékem stoupa
vyskyt mutaci FTL3 (15-20 %) a normal-
niho karyotypu (~ 25 %) [3]. Pfehled vy-
skytu nejcastéjsich fuznich gen(i a mole-
kuldrnich lézi je uveden v tab. 1.

Charakteristika vybranych genetic-
kych podtyptd AML

AML S PRESTAVBOU GENU
KMT2A

Monocytérnileukémie s pfestavbou genu
KMT2A tvofi 20-25 % AML détského véku
s vice nez 100 rGznymi fazemi, z nichz
9 pokryvéa 90 % vsech nachazenych pfe-
staveb KMT2A. Nejcastéjsi fuzni part-
ner (40 %) je AF9, nasleduje AF10 (20 %).
Prognéza onemocnéni zavisi na fuz-
nim partnerovi. Pacienti s t(6;11)/KMT2A-
-AF6 a t(10;11)/KMT2A-AF10 a KMT2A-
-ABIT maji velmi $patnou prognézu
a jsou indikovani k HSCT v prvni remisi
(CR1), pacienti s t(1;11)/KMT2A-AF1Q maji
prognoézu excelentni, zatimco nejcas-
t8jsi translokace t(9;11)/KMT2A-AF9 ma
intermediarni prognézu a vétsina
pacientu je vylécitelnd chemoterapii [4].

CBF + AML

Oba zéstupci t(8;21)/RUNX1-RUNXT1
a inv(16)/CBFB-MYHT11 této u déti
relativné casté leukémie (~ 20 %) maji
velmi dobrou prognézu (pfeziti > 80 %)
pfi pouziti soucasnych lé¢ebnych pro-
tokolG, a i kdyz rychlost poklesu a vymi-
zeni minimalni rezidualni nemoci (MRN)
mohou byt pomalé, neni to indikaci
k HSCT v CR1. Déti s inv(16) maji Castéji
vyssi leukocytdzu a extramedularni pro-
jevy leukémie nez je tomu u t(8;21), je-
jich odpovéd na Ié¢bu je ale excelentni
a je u nich mozné se obejit bez indukce
s vysokodavkovanym cytosin arabinosi-
dem (HD-AraC).

AKUTNIPROMYELOCYTARNI
LEUKEMIE

APL s t(15;17)/PML-RARA tvofi 5-15%
AML u déti a biologii se nelisi od stej-
ného onemocnéni dospélych s vysky-
tem koagulopatie, rizikem c¢asné smrti
a excelentni lé¢ebnou odpovédi na
[é¢bu retinoidy a arsenikem s vy$sim ri-
zikem vzniku diferencia¢niho syndromu,
nez je tomu u dospélych.

MYELOIDNI LEUKEMIE DETI
S DOWNOVYM SYNDROMEM
Déti s Downovym syndromem maji
500nasobné vy3si vyskyt AML nez déti
zdravé a snizenou toleranci intenzivni
chemoterapie. Pfiblizné 10 % novoro-
zencl s DS vyvine transientniabnormalni
myelopoezu (TAM), charakterizovanou
zvySenym procentem megakaryocy-
tarnich blastd v kostni dieni a periferni
krvi, leukocytézou, trombocytopenii
a fibrézou jater s rizikem smrti na
komplikace. Molekuldrnim vy3etfenim
je nachazena u vSech déti mutace tran-
skrip¢niho hematopoetického faktoru
GATAT1 ve spojeni s trizomii chromo-
zomu 21. TAM u vétsiny déti spontanné
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Geneticka zména Incidence
PML-RARA 5-10 %
RUNXT-RUNXIT1 10-15 %
CBFB-MYH11 10-15 %
KMT2A ptestavba 20-25%
NUP98 flze 4-5%
DEK-NUP214 1-2%

KATG6 fuze <1%
Monozomie 7 1-3%
ETV6-MNX1 1%
CBFA2T3-GLIS2 3%
RBM15-MKL1 ~10 % AMKL
HOX faze ~15 % AMKL
FLT3-ITD mutace 15-20 %
NPM1 mutace ~10 %
CEBPA bialelickda mutace 5-10 %

WT1 mutace 15 %

Tab. 1. Vybrané rekurujici chromozomalni aberace a molekularni léze u AML v détském véku.

Progndza
pfizniva
pfizniva
pfizniva

intermedialni

nepfizniva

nepfizniva
nepfizniva

nepfizniva

nepfizniva
nepfizniva
intermedialni

intermedialni

nepfizniva pfi vysokém alelickém poméru, v kombinaci
s WTT mutaci nebo NUP98 fizemi, pfizniva v kombinaci

s NPM1
pfizniva

pfizniva

neutralni, nepfizniva pii kombinaci s FLT3-ITD

Poznamka
cilena lécba ATRA + ATO

progndza zavisi na partnerském
genu

kombinuji se ¢asto s FLT3-ITD
aWT1 mutacemi

FLT3 mutace u 70 %

relativné ¢asta u CBF + AML bez
prognostického vyznamu

30 % AML u kojenct
malé déti, 20 % AMKL

Casto se spojuji s FLT3-ITD

vymizi, ale u 20-30 % z nich se s odstu-
pem mésich vyvine AMKL, kterd mize
vzniknout i bez predchozi TAM. Postihne
typicky déti mladsi 4 let, vyviji se po-
stupné s trombocytopenii, narlstem
blastd a priikazem mutace GATAT a trizo-
mie chromozomu 21. Lécba se obvykle
zahajuje drive, nez dité splIni kritéria dia-
gnoézy AML [5].

NON-DS AMKL

Akutni megakaryocytarni leukémie bez
spojeni s DS postihuje rovnéz velmi malé
déti do tfi let. U 80 % z nich jsou proka-
zovany rekurujici fuzni geny s velmi
odliSnym prognostickym vyznamem.
Prestavba genu KMT2A, fuze CBFA2T3-
-GLIS2 ¢i NUP98-KDMS5 jsou pro velmi
$patnou progndzu indikaci k HSCT v CR1,
naopak mutace GATAT ma excelentni
vysledky lécby.

MUTACE NPM1
Mutace genu nukleofosminu 1 (NPMT)
se vyskytuji u déti méné ¢asto nez u do-
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spélych, vyjimecné u déti mladsich 3 let,
s frekvenci 10 % u déti starSich a 20 %
u dospivajicich. Spojuji se s normalnim
karyotypem, vyssi leukocytézou, Castéj-
$im nalezem dysplastické krvetvorby,
vys$sSim zastoupenim mutaci FLT3, které
na rozdil od dospélych nezhorsuji velmi
dobrou prognézu tohoto podtypu AML
u déti.

MUTACE FLT3

Z mutaci tyrosin kindzového receptoru
FLT3 je i u déti nejcastéjsi FLT3-ITD, ktera
se spojuje s normalnim karyotypem, leu-
kocytdzou a jeji vyskyt stoupa s vékem.
Do vysokého rizika s indikaci k HSCT
v CR1 se zafazuje pfi vyskytu v do-
minantnim klonu, pfi spojeni mutaci
WTT nebo s fuzi NUP98-NSD1 (3 % AML
u déti).

KOMPLEXNI KARYOTYP

Komplexni karyotyp je nachdzen
u 10-25 % déti s AML v zavislosti na jeho
definici (nejcastéji > 3 strukturdini chro-

mozomalni zmény) a na tom, je-li zahr-
nut u déti s prognosticky pfiznivym ge-
notypem (CBF + AML). Jeho vyskyt je
vys$si u déti mladsich 3 let nez u starsich.
Na rozdil od dospélych neni v pediat-
rickych studiich jednoznacné spojovan
s progndzou a neni tak vétsinou krité-
riem fazeni do vysokého rizika. Moleku-
larné geneticka vysetifeni mohou u déti
s komplexnim karyotypem nachazet
prognosticky pfiznivé aberace.

KLINICKE PROJEVY

Starsi déti s monocytarni leukémii, hy-
perleukocytézou = 100x10%1 a vyraz-
nou hepatosplenomegalii maji vyssi
riziko ¢asné smrti na krvaceni nebo mul-
tiorgdnové selhani. CNS leukémie (CNS
status 3) se vyskytuje u cca 10 % déti
s AML, castéji u malych déti s monocy-
tarni leukémii a dalSimi projevy extrame-
dularni leukémie a u inv(16). Ve srovnani
s akutni lymfoblastickou leukémii jeji vy-
skyt neni spojen s horsi prognézou pa-
cient(, i kdyz je vy3si riziko CNS relapsu.
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Tab. 2. Vysledky lé¢by vybranych lé¢ebnych studii AML u déti.

Studijni skupina Obdobi

BFM AML 2004 2004-2010
COG AAMLO531 2006-2010
NOPHO AML2004 2004-2007
AIEOP AAML2002 2002-2010

BFM - konsorcium Némecko, Rakousko, Svycarsko, Ceska republika, COG - Children’s Oncology Grup, USA, NOPHO - konsorcium skan-

dindvskych zemi, AIEOP - Italie

Pocet pacienti Casné smrti
(%)
61 2-3
1022 1,8
151 1,3
482 3

CR (%) EFS (%) 0S (%)
89 55 74
86,7 53,1 69,4
974 57 69
87 55 68

MINIMALNI REZIDUALNI
NEMOC

Minimalni rezidualni nemoc (MRN) Ize
detekovat prikazem aberantniho imu-
nofenotypu blastd pratokovou cytome-
trii nebo prikazem molekularnich zmén
polymerazovou fetézovou reakci (PCR).
Kazd4 metoda je Uspésnd u cca 80 % pa-
cientd, a jejich kombinaci tak Ize deteko-
vat MRN prakticky u viech pacientu. Pfi
analyze ¢asné odpovédi na lé¢bu se jako
prognosticky nejvyznamnéjsi jevi vyse
MRN po 2. indukénim bloku chemote-
rapie. Déti s MRN = 107 maji vyznamné
vyssi riziko relapsu a nizsi preziti do se-
Ihani (EFS) a celkové preziti (OS) nez déti
s mRN nizsi a jsou v nékterych studiich
fazeny do vysokého rizika a indikovany
k HSCT v CR1. Skutecnosti ale zUstava, ze
i déti s nizkou nebo negativni mRN maji
riziko relapsu 20-30 % a Ze u pacientu
s prognosticky nepfiznivymi fuzemi
a mutacemi nevypovida negativni mRN
po indukci o prognéze pacienta. Proto
nékteré studie fadi déti do vysokého ri-
zika podle molekularnich zmén a nikoli
podle mRN.

Monitorovani MRN citlivymi moleku-
[arnimi metodami v pribéhu konsoli-
dacni lé¢by a po jejim skonceni maze
zachytit progresi MRN jesté v pra-
béhu intenzivni chemoterapie, a indi-
kovat tak pacienta k HSCT v CR1 nebo
diagnostikovat molekularni relaps po
skonceni |é¢by, a umoznit tak jeho vcas-
nou lé¢bu a naslednou transplantaci.
Je tfeba mit na paméti, ze u CBF + AML
a NPM1 + AML muze i po skonceni che-
moterapie pretrvavat nizka hladina MRN

bez prognostického vyznamu. Optimal-
nim schématem monitorovani MRN se
jevi vysetreni periferni krve v mési¢nich
intervalech po dobu jednoho roku po
skonceni lé¢by. Vzestup MRN v krvi na
> 5x10™ je tfeba ovéfit novym odbérem
krve a kostni dfené [6]. V 1é¢bé moleku-
l[arniho relapsu se ovéfuje ucinnost al-
ternativni |é¢by, jako je napf. kombinace
venetoclaxu a azacytidinu.

LECBA AML

AML u déti se lé¢i obdobnymi sché-
maty jako u dospélych. Zdkladem inten-
zivni chemoterapie je cytosin arabinosid
(AraC) a antracykliny. Dalsimi cytosta-
tiky vyuzivanymi v |é¢ebnych protoko-
lech jsou etoposid, 6-thioguanin a flu-
darabin. Lécebné protokoly se skladaji
ze 4-5 blokl chemoterapie, jejich sou-
Casti je intratekalni aplikace AraC nebo
tripletu AraC, metotrexat, kortikoid.
Pocet intratekalnich aplikaci se v jed-
notlivych studiich lisi. AraC se v sché-
matech aplikuje v rdznych davkach
od 100mg/m?/12 hodin az po 3g/m?.
U déti s oblibou vyuzivany lipozomalni
daunorubicin DaunoXome umoznujici
aplikaci vysokych déavek antracyklin{ pfi
snizeném riziku vyskytu obavané kardio-
toxicity ukondil vyrobu, a tudiz je v blo-
cich chemoterapie znovu nahrazovan
daunorubicinem, idarubicinem a mito-
xantronem. Némecka pracovni skupina
BFM dlouhodobé navazovala na inten-
zivni chemoterapii jeden rok trvajici udr-
zovaci lé¢bou slozenou z thioguaninu
a blokd AraC. Soucasti jejich [é¢ebnych
postupl bylo rovnéz profylaktické oza-

feni krania u vsech pacientd. Oba tyto
[éCebné pfistupy jsou jiz opustény [7].
V 1é¢bé déti s FLT3-ITD se uplatnuje off-
-label podévany sorafenib, dalsi inhibi-
tory FLT3 jako napf. midostaurin a gilte-
ritinib nemaji stanovené davkovani pro
déti a studie faze | a Il dosud probihaji.

Publikované vysledky vybranych |é-
¢ebnych studii realizovanych v prvni
dekadé tohoto stoleti jsou uvedeny
v tab. 2. Casna smrt postihuje 2-4 %
déti, hematologické remise se dafi do-
sahnout u 90 % pacient(, smrt v remisi
postihuje 3-9 % déti a jeji vysi ovliviuje
HSCT v CR1. EFS se pohybuje kolem 55 %
a pravdépodobnost pétiletého preziti
dosahuje 70 %. Relaps postihuje 30 %
déti. Téchto vysledku je dosazeno sou-
stfedénim déti do center se zkusenosti
v intenzivni [é¢bé a vyuzitim optimalni
podplrné lécby véetné profylaktického
podani antimykotik a transfuzi trombo-
koncentratl. V pribéhu intenzivni lé¢by
prodéla dité v praméru 3 infekéni epi-
zody, vyzadujici v€asnou lé¢bu kombi-
nacemi Sirokospektrych antibiotik. Op-
timalizaci [écby s vyuzitim inhibitorG
FLT3 a HSCT se v probihajicich, dosud
nepublikovanych studiich dafi zvysit EFS
na 60 % a celkové preziti na 75 %.

Lécba se stratifikuje podle rizika. Déti
s APL a mL+DS jsou lé¢eny samostat-
nymi protokoly. Déti s non-APL, non-DS
AML jsou fazeny na zakladé pfitomnosti
chromozomadlnich aberaci a ¢asné odpo-
védi na lé¢bu do standardniho, interme-
didrniho a vysokého rizika. Do standard-
niho rizika jsou fazeny déti s CBF + AML,
do vysokého rizika pacienti, ktefi nedo-
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sdhnou hematologické remise po skon-
¢eni indukce (~ 5 % déti), déti s mono-
zomii chromozomu 7 a dle pfistupu
[é¢ebné studie bud' déti s vysokou mRN
po skonceni indukce, a/nebo déti s pro-
gnosticky nepfiznivymi molekuldrnimi
podtypy [3]. Déti fazené do skupiny s vy-
sokym rizikem jsou indikovany k HSCT
v CR1, kterou podstoupi 20-25 % déti
s non-APL, non-DS AML [8].

APL standardniho rizika (leukocyty
> 10x10%1) je i u déti [é¢ena kombinaci
all-trans retinoidové kyseliny (ATRA)
a arseniku (ATO). Vysledky pediatric-
kych studii jesté nebyly publikovany,
ale neni divod ocekavat horsi vysledky
nez u dospélych, coz znameng, Ze téméf
vsichni pacienti jsou touto lé¢bou vylé-
¢eni. U pacientl vysokého rizika s leu-
kocyty = 10x109/1 jsou ke kombinaci
ATRA + ATO pfidany antracykliny, které
jsou v kontrolovanych studiich nahrazo-
vany gemtuzumab ozogamicinem. Di-
ferencia¢ni syndrom vyvine 20 % déti,
u kterych je nutné vcasné podani kor-
tikoidl a hydroxyurey. myeloidni leu-
kémie déti s Downovym syndromem
je mimoradné citliva vuci AraC, ktery je
podavéan s antracykliny v nizsich déav-
kach, nez je bézné u déti bez DS. Presto
je lé¢ba zatizena vyssim rizikem infek¢-
nich, zejména virovych komplikaci. Vylé-
Cit se daii 90 % déti s mL + DS.

RELAPS

Nejlepsich vysledku 1é¢by relapsu non-
-APL, non-DS AML dosahla mezinarodni
studie Relapsed AML 2001/01 kombinu-
jici fludarabin, AraC a G-CSF (FLAG) s li-
pozomdlnim daunorubicinem a pre-
venci/lé¢bou CNS leukémie ve dvou
blocich, po nichZz nasledovala HSCT
v CR2 s pfipravnymi rezimy vyuzivajicimi
celotélové ozareni a cyklofosfamid
nebo kombinaci tfi alkylacnich agens
busulfanu, cyklofosfamidu a melfa-
lanu. Kompletni remise byla dosazena
u 64 % déti, 4leté preziti bylo 38 %. Nej-
lepsich vysledkll bylo dosazeno u re-
lapst CBF + AML, vysledky Iécby cas-
nych relapst do jednoho roku od

diagndzy byly signifikantné horsi nez re-
lapst pozdnich [9]. Pfedtransplantacni
rezim busulfan + cyklofosfamid + mel-
falan je velmi Ucinny v eradikaci MRN,
ale toxicky pro déti starsi 12 let, kde
vedl k nelnosné vysoké mortalité,
a je proto v této vékové kategorii na-
hrazovan kombinaci busulfan (nebo
treosulfan) + fludarabin + thiotepa.

POZDNI NASLEDKY LECBY
Déti maji vys3si riziko vyvoje pozdnich
nasledkd nez dospéli 1éceni stejnou lé¢-
bou. Vyskyt pozdnich nasledkl u déti vy-
[é¢enych chemoterapii je nizky. Naproti
tomu alogenni HSCT zvy3uje vyskyt
pozdnich nasledki v zavislosti na volbé
pfipravného rezimu (vys3si po celotélo-
vém ozéreni) a vyskytu potransplantacni
reakce Stépu proti hostiteli s nutnosti
dlouhodobé imunosupresivni léc¢by.
Obdavanym pozdnim nasledkem ozareni
jsou sekundarni maligni nadory, ozareni
i busulfan zpasobuiji infertilitu.

NOVE LECEBNE POSTUPY

Cilend léc¢ba AML je vyvijena pro
dospélé, coz znamena, Ze nemusi byt
vzdy vhodna pro casto biologicky od-
lisné onemocnéni déti. Vzacnost one-
mocnéni u déti komplikuje organizaci
klinickych studii novych 1ékd. Perspek-
tivu ma rozvijejici se transatlanticka
spoluprace zamérend na realizaci stu-
dii faze I/1I. V soucasnosti se u déti ové-
fuji nové léky jiz Uuspésné pouzivané
v 1é¢bé dospélych. Lipozomalni pfipra-
vek CX-351 kombinuje AraC a dauno-
rubicin v optimalnim poméru 5:1, coz
prodluzuje jeho polocas a usnadnuje
absorpci v kostni dieni. V béhu je studie
faze Ill inicidIni [é¢by AML u déti v USA,
v Evropé byla zahajena klinicka studie
u déti s ML + DS. Gemtuzumab ozoga-
micin (GO) je imunokonjugat cytostatika
kalicheamicinu s monoklonalni protilat-
kou anti-CD33. Molekula CD33 je Siroce
exprimovéna na leukemickych blas-
tech AML. GO je vyuzivan v schématech
[é¢by relapsu AML u déti, kontrolovana
studie kombinujici FLAG s GO ale ¢eka
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jiz nékolik let na své zahdjeni. Naopak
v chodu jsou studie faze I/Il kombinujici
inhibitor BCL-2 venetoclax s vysokymi
davkami AraC a hypometyla¢nimi léky
u déti s relabujici/refrakterni AML. Pou-
ziti geneticky modifikovanych T lymfo-
cytd s chimérickymi antigennimi recep-
tory v 1écbé déti s AML ceka na vysledky
studii u dospélych. Rozvoj imunoterapie
AML je komplikovan sdilenou expresi
povrchovych antigenl na leukemic-
kych bunkéach i normalnich prekurzo-
rech krvetvorby a heterogenitou tohoto
onemocnéni [10].
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Akutni promyelocytarni leukémie

Zak P.

IV. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

Katedra internich oborii LF UK Hradec Krdlové

Akutni promyelocytarni leukémie (APL) je
samostatnou entitou mezi akutnimi leu-
kémiemi. Prvni popis norského hemato-
loga LK Hillestadta v roce 1957 a pozdéji J.
Bernarda v roce 1959 ukazuje typické od-
liSnosti v projevech. Vsechny pripady jsou
provazeny rychlym prdbéhem, vyraznym
zmnozenim atypickych promyelocytt
(promyeloblastl) a katastrofickymi krva-
civymi projevy (pozn.: trombotické kom-
plikace jsou méné casté).

Onemocnéni je charakterizovédno za-
stavou diferenciace promyelocytu. Pa-
togenetické vysvétleni APL Ize najit na
urovni molekuldrné genetickych zmén.
Celkem 95 % pfipadu je charakterizo-

vano chromozomalni recipro¢ni translo-
kaci mezi chromozomy 15 a 17 t(15;17)
(g24; g21). Tato zména vede ke vzniku
fuzniho proteinu PML-RARA (promyelo-
cytic leukemie - retinoid acid receptor
alpha). Poznatky z vyzkumu PML-RARA
fuzniho proteinu ukazaly, Ze se nejedna
pouze o blok diferenciace na Urovni pro-
myeloblastd, ale soucasné zabranuje
apoptoze promyeloblastd a umoznuje
proliferaci leukemickych progenitord.
Aktualné bylo zachyceno 12 variant-
nich RARA-fuznich genl. Mezi ojedinélé,
ale ,Castéji popsané” fuzni geny patfi
ZBTB16-RARA a STAT5b-RARA, které ne-
jsou citlivé k ATO a ATRA.
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V poslednich 25 letech doslo k za-
sadnim zménam v lé¢ebném pfristupu.
Vyrazné zlepseni vysledk( lé¢by na-
stalo po zavedeni antracyklinu a zkva-
litnéni podplrné péce béhem roku.
Uvodni ptistup v pé¢i o pacienty s APL
je jednim z nejdulezitéjsich boda, ktery
ovlivnil celkovou mortalitu na APL. Jak
jiz bylo zminéno, onemocnéni probiha
velmi rychle, proto je pfi podezfeni na
APL nutna okamzitd hospitalizace ve
specializovanych centrech a k pfipadu
je vzdy pfistupovéno jako k vysoce rizi-
kové emergentni situaci. Pfi podezieni
na APL je na zakladé charakteristického
nalezu v obvodové krvi a kostni dfeni
i bez znalosti vysledkd genetickych vy-
Setfeni zahdjena terapie s trans-retino-
vou kyselinou a korekce poctu trombo-
cytd a hladin fibrinogenu.

Pochopeni koagula¢ni poruchy je
velmi vyznamné pro individudIni fizeni
substitu¢ni a pfipadné antikoagula¢ni
[écby. Kazdy pfipad ma do urcité miry
jinak vyjadiené poruchy a u ¢&asti pa-
cientll mGze dominovat primarni fibri-
nolyza nad generaci trombinu/fibrinu
a naopak nebo se tyto poruchy kom-
binuji. Zakladni mechanizmy jsou dva:
1. APL blasty obsahuji velké mnozstvi
tkanového faktoru (TF), ktery je zvy-
sené uvolnovan do krve. TF aktivuje fak-
tor VIl a spousti generaci trombinu a fib-
rinu. 2. U ¢asti pacientll s APL pievazuje
primarni hyperfibrinolyza. APL blasty na
svém povrchu silné exprimuji annexin
I, ktery vede k aktivaci plazminogenu.
Je tedy zfejmé, Ze neexistuje univer-
zalni doporuceni, ale |é¢ebny postup
je nezbytné indikovat individudlné dle
charakteru probihajici poruchy. Mimo
standardni spektrum odbérl je nutné
pravidelné monitorovéni hemokoagu-
lace, predevsim pfi zahdjeni a v pribéhu



indukéni terapie. Vcasné zahajeni po-
déni ATRA muze vyrazné snizit zavaz-
nost krvacivych komplikaci.

Dalsi vyznamnou zménou bylo zave-
deni tzv. diferencia¢nich l1ékd, a to trans-
-retinové kyseliny (ATRA) a pfiblizné
0 10 let pozdéji oxidu arsenitého (ATO).
Tyto dva léky maji odlisny mechanizmus,
kterym indukuji degradaci PML-RARA
a navozuji remisi onemocnéni. Jejich pU-
sobeni je synergické. Provedené studie,
které podavaly kombinaci ATO + ATRA,
prokézaly prodlouzeni celkového pfe-
ziti s nizsi frekvenci relapsu ve skupiné
nizce a stfedné rizikovych APL. Pro sku-
pinu vysoce rizikovych pacientl s po-
¢tem leukocytd > 10x10%I je podavan
obvykle antracyklin v kombinaci s ATRA
nebo méné casto chemoterapie v kom-
binaci s ATRA + ATO. Az u 70 % pacientd
ve skupiné s nizkym a stfednim rizi-
kem lécenych kombinaci ATO + ATRA
dochézi k leukocytdze, kterd muze byt
provazena diferencia¢nim syndromem.
Z tohoto dlvodu je pfi vzestupu leuko-
cytll > 10x10%/1 podévana hydroxyurea
nebo idarubicin nebo gentuzumab ozo-
gamicim. Pfi rozvoji zavaznéjsi formy di-
ferencia¢niho syndromu je nezbytné
prechodné preruseni diferencia¢ni [é¢by

a nasazeni kortikosteroidd (obvykle
10mg dexamethazonu 2x denné). K na-
vozeni molekuldrné genetické remise po
4 tydnech terapie ATO-ATRA dochazi ob-
vykle u 63 % lécenych, coz neznamena
selhani [é¢by. K pInému navozeni mo-
lekularné genetické remise obvykle do-
chazi po 8-10 tydnech |é¢by. Po po-
dani konsolidacni terapie u pacientl
lé¢enych pouze kombinaci ATO + ATRA
neni potfebna udrzovaci terapie. Udr-
zovaci terapie je naopak vhodng,
pokud byla podana konven¢ni indukéni
a konsolida¢ni terapie (chemoterapie
+ ATRA).

Celkové lécebné vysledky reporto-
vané ze studii ukazaly celkové preziti
u nizce a stredné rizikové skupiny pa-
cientl v rozmezi 86-99 % ve 4 letech
od diagnézy, ve skupiné vysoce riziko-
vych APL bylo reportovéno celkové pre-
Ziti 86 % po 5 letech od diagnézy. Pri-
blizné u 10-20 % dochdzi k relapsu
onemocnéni.

Data za CR byla ziskéana z databéze
CELL - DATOOL. V souboru bylo ana-
lyzovdno 376 pacientli s APL (264 pa-
cientll < 60 let; 112 pacientl > 60 let) ze
vsech center vysoce specializované he-
matologické péce v CR. V obou véko-
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vych skupinéch (nad i pod 60 let) byla
podavana kurativni 1é¢ba (96,9 a 94,5 %
pacient(l). Pfevazovala skupina pa-
cientl lécenych kombinaci chemote-
rapie a ATRA (dle AIDA nebo PETHEMA
protokolu). Od roku 2020 nar(sta pocet
[écenych pacientl v nizkém a stfednim
riziku bez chemoterapie pouze kombi-
naci ATO + ATRA. Diagnostika byla do-
minantné opfena o vysledky prakazu
fuzniho genu PML-RARA, klasické cyto-
genetické vysetieni a FISH nebylo pro-
vedeno nebo se nezdafilo u 28,7 %
pacientU. Ve skupiné < 60 let nebyl me-
dian celkového preziti dosazen, ve sku-
piné > 60 let byl median celkového pre-
ziti 8,8 roku (graf. 1).
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Nové predpisy IVDR a jejich vliv na diagnostickou praxi

v hematologii

Kalina T., Kanderova V.

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

Dne 26. kvétna 2022 vchazi v plat-
nost nové nafizeni Evropského parla-
mentu a Rady (EU) o diagnostickych
zdravotnickych prostfedcich in vitro
(IVDR 2017/746/EU), které vyrazné regu-
luje in vitro diagnostiku (IVD) ve vSech
¢lenskych statech EU. Na toto nafizeni
reaguje Ceska legislativa tvorbou no-
vych zakonl o IVD, text nafizeni IVDR
2017/746/EU ale ménit nesmi.

V edukac¢ni prednasce bude po-
skytnut obecny pfehled nové legisla-
tivy o IVD na drovni evropské i ceské,
ucel nafizeni IVDR 2017/746/EU, ter-
miny platnosti a pfechodnych ob-
dobi a novy klasifika¢ni systém in vitro
diagnostik.

Déle se zaméfime na praktickou pfi-
pravu zdravotnickych laboratofi na za-
vedeni IVDR 2017/746/EU a na hledani

soucasnych CE-IVD variant vysetfeni,
na validace a verifikace pouzivanych in
vitro diagnostik a naroky na dokumen-
taci a na soulad IVDR 2017/746/EU s nor-
mou CSN EN ISO 15189.

Poskytneme i nahled do problema-
tiky tzv. in house testd vcetné stano-
viska odbornych spole¢nosti Ceské |é-
kafské spole¢nosti Jana Evangelisty
Purkyné.

Genetické testovani vrozenych trombotickych a krvacivych
stavii a personalizace 1é¢by poruch hemostazy

Hrachovinova I.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Genetické testovani v diagnostice po-
ruch hemostazy ma velmi dlouhou his-
torii, saha do konce 80. let minulého sto-
leti. Jeji brzké zavedeni bylo podminéno
tim, Ze vétsina onemocnéni, ktera se
projevuji jako porucha hemostazy (krva-
ceni, trombozy), je monogenni. K dnes-
nimu dni je provéfeno 91 genl, které
jsou pricinou trombotickych nebo krva-
civych stavl. Zavedeni genetického tes-
tovani urychlila také potreba zjistovat
prenasecstvi hemofilie a prenatalni dia-
gnostika hemofilie. Genetické testovani
poruch hemostazy bylo umoznéno zna-
losti jednotlivych gend, které koduji vro-
zené deficity a zavedenim sekvenacnich
metod od Sangerova sekvenovani pres
exomové sekvenovani az k celogeno-
movému sekvenovani.

Genetické testovani neni nikdy prvni
v poradi laboratornich vysetieni. Exis-

tuje doporuceny algoritmus, ktery by se
mél dodrzovat. U pacientd s trombotic-
kymi nebo krvacivymi problémy je vzdy
prvni klinickd diagnéza, nasleduje kom-
plexni dlikladné laboratorni vysetieni
a na zékladé jeho vysledkt je indiko-
vano genetické vysetieni. Zadny z krok(
nesmi byt vynechan.

V klinické casti jsou napf. velmi dile-
zité informace o sile a typu krvaceni, ro-
dinném vyskytu, pohlavi postizenych
rodinnych pfislusnikd, véku objeveni kr-
vacivych pfiznakd, typu trombdzy, véku
prvni trombézy, koincidence vnéjsich
pficin atd. V laboratorni ¢asti je dllezita
komplexnost a kompletnost vysetreni
podle modernich doporuceni. Naptiklad
neni mozné rozhodnout, Ze pacient ma
hemofilii A pouze podle vysetieni FVIII
nebo Ze pfic¢inou trombofilie pacienta
je jen FV Leiden a dal nevysetfovat nic,

trombofilni rizikovy faktor, napft. deficit
antitrombinu (AT).

Metodika genetického testovani se
voli podle cile, ktery ocekdvame, podle
rychlosti, s jakou musi byt zjistén vysle-
dek, a také podle fenotypu pacienta.
V dnedni dobé mame moznost volit mezi
Sangerovym sekvenovanim, exomovym
sekvenovanim nebo celogenomovym
sekvenovanim, samoziejmé nezbytnou
soucasti vysetfeni je skrining velkych
deleci a inzerci metodou MLPA. U né-
kterych onemocnéni, napt. u tézké he-
mofilie A, je zvlastni postup - zacina se
skriningem inverzi v genu pro F8. U né-
kterych onemocnéni se vyskytuji delece
i bodové mutace (napt. TTP, def.PS, def.
FVII ). Genetické testovani neni jen labo-
ratorni rutinou, je vzdy dulezité, aby méli
pracovnici hlubsi znalosti o daném one-
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mocnéni, protoze kazdy geneticky vysle-
dek je nutné posoudit vzhledem k feno-
typu pacienta.

Proc a kdy geneticky testujeme:
1. Chceme ovéit klinickou diagdzu:

- Fenotypické laboratorni testovani
neni jednoznacné (kombinovany de-
ficit nékolika faktor(-napft. FVIIl a FV,
hrani¢ni hodnota VWF atd.).

- Pod jednim fenotypem existuje né-
kolik genotypd (napf. hemofilie
A aVWCH).

2. Dosetfeni rodiny (v. vySetfovani pre-
nasec¢stvi mutace):

« Prenatélni diagnostika.

« Preimplanta¢ni diagnostika.

- Vysetieni prenasecstvi

(napf. hemofilie).

- Vysetfeni rodinného vyskytu mu-
tace pro prevenci krvaceni nebo
trombozy.

3. Personalizace 1é¢by nebo jeji vétsi
efektivita:

« Prevence vzniku inhibitoru FVII/IX.
Lécba tézkych hemofilikl se pfizpl-
sobuje typu kauzalni mutace, pro-
toZe je znamo, Ze nékteré mutace
maji vy$3i riziko vzniku inhibitoru.

- Zlepseni efektivity 1é¢by. U pacient(
s vrozenym deficitem AT se pfizpU-
sobuje typ antikoagulacni lécby

typu mutace v genu pro AT. U pa-
cientd s VWCH typu 2 se prizpQ-
sobuje typ léc¢by subtypu (napf.
[écba DDAVP je kontraindikovana
u subtypu 2B).
4.Vyzkum u nejasné laboratorni
patologie:

- Pochopeni patologie nemoci. Napfi-
klad vysvétleni, pro¢ se nékteré dys-
fibrinogenémie projevuji krvacenim
a jiné trombdzami.

+Nalezeni novych souvislosti u kli-
nicky pozitivnich nemoci, ale bez
zjevné jasné patologie laboratornich
vysledkd.

PROBLEMY S GENETICKYM
TESTOVANIM

Cena genetického vysetieni stale klesd,
nejvétsi naklady (financni i intelektualni)
jsou s nastavenim metodiky. Je nutné
rozmyslet, jaka vysetfeni a do jaké Sife
budou provddéna. Rozhodnout se, zda
vySetfovat vice genll spole¢né ES nebo
jednotlivé geny Sangerovym sekveno-
vanim, pfipadné, zda se vyplati celoge-
nomové sekvenovani.

Dostupnost genetického vysetieni
poruch hemostazy by méla byt v ramci
jedné republiky, protoze genetické va-
rianty jsou ¢asto vazany na jeden narod
(oblast).

Cast 2: Transla¢ni hematologie -

Vysetfeni by mélo byt provadéno
v erudované laboratofi zamérené na ge-
netické testovani poruch hemostazy. La-
boratof by méla byt zafazena do EKK
genetického vysetfovani poruch hemo-
stazy (napf. UK NEQAS).

Interpretace je velmi ¢asto problema-
ticka, zvlasté u neznamych zamén. Pro
verifikaci mutace ¢asto musi byt rozsiren
skrining i na rodinné pfislusniky.

Z etického hlediska je dllezité si uvé-
domit, ze kazdému vysetieni by méla
pfedchazet konzultace s |ékafem, ktery
pacientovi vysvétli divod genetického
vysetfeni (napf. prenatalni vysetieni, ro-
dinny skrining) a nasledné vysvétli za-
vaznost a dopad genetického vysledku.
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Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)
je klinicky i geneticky heterogenni one-
mocnéni se stfiddnim obdobi remisi
a relapsG. Mezi rutinné vysetfované pro-
gnostické a prediktivni markery patfi
vyskyt somatickych hypermutaci ve
variabilni oblasti tézkého retézce imu-

noglobulinového genu (IGHV), del(17p),
del(11q), +12, del(13q14) a mutace v ge-
nech TP53, BTK a BCL [1-3]. Opakovana
vysetfeni téchto markerd i dalsich geno-
mickych zmén studovanych v rdmci vy-
zkumnych projektll umoznuji sledovat
klonalni evoluci ve vztahu k primarni pa-

togenezi onemocnéni i rliznym terapeu-
tickym rezim{m.

CLL vznikd maligni transformaci dife-
rencovaného B-lymfocytu. Fyziologické
B-lymfocyty jsou charakteristické Siro-
kym spektrem variant B-buné¢ného re-
ceptoru (BCR) koédovanych prestavé-
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nymi geny pro tézky (IGH) a lehky (IGK/L)
fetézec imunoglobulinu (IG) se soma-
tickymi hypermutacemi IGHV. Populace
CLL lymfocytl je obecné povaZzovana
za klon bunék s identickou prestavbou
IG a sekvenci IGHV. Presto jsou pfi za-
chytu nékterych pacientli s CLL iden-
tifikovany dva nebo vice klonl s pro-
duktivnimi prestavbami [4], CLL se tedy
muze rozvinout na podkladé vice para-
lelnich expanzi B-lymfocytl. To potvr-
zuji i vysledky ziskané analyzou jednotli-
vych bunék [5] (single cell analysis), které
dokladaji pritomnost nékolika klonG B-
-lymfocytd i u pacientl s jednou, imuno-
fenotypicky zdanlivé homogenni, popu-
laci CLL lymfocytl. Méné agresivni klony
definované na zakladé unikatnich kom-
binaci IGH a IGK/L jsou ¢asto nasledné
eliminovany na ukor klonG nesoucich
nemutovany IGHV a/nebo prognosticky
nepfiznivé aberace.

Populace CLL lymfocytl jednoho pa-
cienta charakteristickd kombinaci IGH
a IGK/L je typicky tvorena nékolika sub-
klony s rlznymi genovymi mutacemi
a cytogenetickymi aberacemi. Opako-
vana analyza téchto defektl v pribéhu
onemocnéni ukazuje, Ze pomér jednot-
livych subklonl se mlZe ménit i v ob-
dobi bez lécby [6], aviak terapie predsta-
vuje zasadni selek¢ni tlak upfednostriujici
vice agresivni a/nebo rezistentni klony.
Tyto klony mohou byt pred lé¢bou ne-
detekovatelné rutinnimi metodami nebo
mohou vznikat az v priibéhu [é¢by. Lé¢ba
chemoimunoterapii, na kterou pacienti
s defekty TP53 odpovidaji Spatné, za-
sadné zvyhodnuje malé klony s defekty

genu TP53 [7-10]. Tyto klony pak v re-
lapsu casto expanduji a nasledné zkra-
cuji dobu preziti pacient(l. Pokud k se-
lekci klon0 s defektem TP53 nedochazi
ani v piipadé opakované Iécby u relabu-
jicich pacientd, pficinou mUze byt pfi-
tomnost mutaci v jinych CLL-asociova-
nych genech, jez mizeme nalézt pomoci
celo-exomového sekvenovani. Inhibi-
tory drahy BCR a proteinu bcl-2 jsou na-
opak ucinné i u pacientd s defekty TP53.
V souladu s tim se selekéni vyhoda ma-
lych klonl s defekty TP53 ztraci a v pro-
gresi onemocnéni nalézame zmény zpU-
sobujici rezistenci na cilenou lé¢bu, jako
jsou mutace v BTK, PLCG2 a BCL2[11-13].
Studium klondini evoluce hematoon-
kologickych onemocnéni pfispivéa k ob-
jasnéni vlivu selekéniho tlaku terapie
na klonalni heterogenitu onemocnéni.
Tyto vysledky se pak uplatiuji v klinické
praxi pfi volbé nejvhodnéjsi é¢by. Takto
je mozné predchazet nezddouci klo-
nalni evoluci a vzniku agresivnéjsiho re-
zistentniho onemocnéni, coz v kone¢-
ném dlsledku vede k prodlouzeni preziti
a zlepseni kvality Zivota pacientl s CLL.
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Molekularni diagnostika MDS - dopad alelovych variant
TP53 na pritbéh onemocnéni

Belickova M.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

UvVOoD

Myelodysplastické syndromy (MDS) za-
hrnuji heterogenni skupinu myeloidnich
novotvar(, které se vyznacuji selhanim
kostni diené s abnormalni morfologii
bunék a vysokym rizikem progrese do
akutni myeloidni leukémie (AML). MDS,
stejné jako jiné druhy rakoviny, vznika
akumulaci mutaci a dalSich genetickych
zmén zaloZenych na postupnych vinidch
klonalni selekce. Na patogenezi ne-
moci se téz podili prostfedi kostni diené
a vnéjsi faktory, jako jsou autoimunita
a chemoradioterapie.

GENETICKE ABNORMALITY

Priblizné u 50 % pacientt MDS jsou de-
tekovany cytogenetické abnormality,
a to prevazné nevyvazené prestavby,
které vedou k ztraté ¢i zisku chromo-
zomalniho materidlu. Mezi necastéjsi
patii —7/del(7q), —5/del(5q), del(20q),
+8 a +21g. Mnoho z téchto aberaci se
Casto vyskytuje jako soucast komplex-

nich abnormalit, oznacovanych jako
komplexni karyotyp (CK), kdy je zachy-
ceno vice jak (= 3) chromozomalnich
zmén. Kromé toho u 80-90 % MDS pa-
cientt jsou identifikovany rekurentni so-
matické mutace ve vice nez 50 genech.
Nejcastéji detekované mutace u MDS
jsou v genech zapojenych do sestfihu
RNA (napf. SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2)
a epigenetickych modifikaci, jako jsou
modifikace histonl (napft. ASXL1, EZH2)
a metylace DNA (napf. TET2, DNMT3A,
IDH1 / IDH2). Déle se mutace vyskytuji
v genech pro DNA transkripci (napf.
RUNX1, TP53), signdlni transdukci (napf.
KRAS, NRAS, PTPN11) a kohezinovy kom-
plex (napr. SMC3, SMC1A, RAD21, STAG2).
Spektrum mutovanych gent neni speci-
fické jen pro MDS, ale prekryva se s geny
mutovanymi také u primarni AML, coz
naznacuje spole¢né patogenni mecha-
nizmy. Frekvence jednotlivych mutaci
se vsak mezi onemocnénimi vyznamné
lisi (obr. 1). Svétova zdravotnicka orga-

nizace (WHO) v roce 2016 aktualizovala
sva klasifika¢ni kritéria pro MDS a zara-
dila detekci mutace v genu SF3B1 jako
soucast diagnostickych kritérii pro MDS
s prstencitymi sideroblasty (MDS-RS).
Nejbéznéjsi geny s rekurentnimi soma-
tickymi mutacemi u MDS jsou uvedeny
vtab. 1.

KLONALNI HEMATOPOEZA

Je téz nutné se zminit, Zze v pribéhu lid-
ského Zivota dochazi i ve zdravych tka-
nich k hromadéni somatickych mutac/
DNA, a v pfipadé, Ze progenitorovd he-
matopoeticka burnka ziska jednu nebo
vice somatickych mutaci, které ji poskyt-
nou konkuren¢ni vyhodu nad ostatnimi
bunkami, mize dojit k progresivni ex-
panzi klonu a vzniku klonalni hemato-
poézy (CH). Vyskyt CH stoupa s vékem
(u 10% populace starsi 70 let) a v pfi-
padé, ze jedinci s CH nesplnuji kritéria
WHO pro hematologickou malignitu,
mluvime o tzv. klonalni hematopo-
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Graf 1.Vyvoj vybranych laboratornich parametrt v ¢ase - obdobi 2014-2019.
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éze neurcitého potencialu (CHIP). Nej-
Castéji mutované geny spojené s CHIP
jsou DNMT3A, TET2 a ASXL1, oznaCované
také zkratkou geny DTA. CHIP je spojen
se zvysenym rizikem vzniku hematolo-
gické malignity a kardiovaskularniho
onemocnéni.

PROGNOSTICKE MODELY
Stratifikace rizika u pacientd s MDS je
jiz fadu let dominantnim vyzkumnym
cilem a bylo navrzeno mnoho prognos-
tickych model(, z nichz nejbéznéjsi je
mezinarodni prognosticky-skérovaci
systém IPSS a jeho revidovana verze
IPSS-R. Jiz nékolik let je snaha zacle-
nit do stratifikace rizika téZ genomic-
kou analyzu, kter3, jak se ukazuje, mize
upfesnit prognézu MDS. Implementace
molekularnich informaci neni vsak jed-
noducha. Je tfeba zohlednit typ mu-
tace (napfiklad missense vs. nonsense),
umisténi mutace v genu a frekvenci va-
riantnich alel (VAF). Casto se u pacienta
nevyskytuje pouze jedna mutace, ale pa-
cient nese vice mutaci a musi se pocitat
se vzdjemnym prekryvanim ucinkd de-
tekovanych mutaci. Pravé na vytvoreni
IPSS-Rm, tedy implantaci molekularnich
znakl do skérovaciho systému, jiz né-
jaky cas pracuje mezinarodni pracovni
skupina pro prognézu MDS. Detailni vy-
sledky se ocekdvaji jiz brzy. Nicméné jiz
nyni je zfejmé, ze se zvySenym celko-
vym prezitim (OS) byla spojena pouze
jedna mutace, a to samostatné vysky-
tujici se v genu SF3B1. Naopak mutace
v ostatnich genech OS snizuji, a to s ka-
Zdou dalsi detekovanou mutaci (obr. 2).
Vysledky rdznych publikovanych studii
se Casto prekryvaji a bylo identifikovano
nékolik specifickych mutaci, které silné
koreluji s OS a prezitim bez progrese
(PFS), z nichZ nejvyznamnéjsi jsou mu-
tace v genech EZH2, RUNX1 a TP53 pro
vsechny pacienty MDS a navic pro MDS
pacienty s < 5% blastl i v genech ASXL1,
SRSF2, U2AF1, NRAS a IDH2.

TP53
Zcela samostatnou kapitolu tvofi mu-
tace v tumor supresorovém genu TP53,

- Cést 2: Transla¢ni hematologie

Tab. 1. Seznam nejcastéji mutovanych genti u MDS u MDS.
Gen Frekvence (%) Umisténi Funkce
SF3B1 20-30 2933 Sestfih RNA
TET2 20-30 4q24 Metylace DNA
ASXL1 15-20 20911 Modifikace histon(
SRSF2 ~15 17925 Sestiih RNA
DNMT3A ~10 2p23 Metylace DNA
RUNX1 ~10 21922 Transkrip¢ni faktor
TP53 5-10 17p13 Tumor supresorovy gen
U2AF1 5-10 21922 Sestiih RNA
EZH2 5-10 7936 Modifikace histon(
ZRSR2 5-10 X chromozom Sestiih RNA
STAG2 5-7 X chromozom Kohezinovy komplex
NRAS ~5 1p13 Signalni transdukce
CBL ~5 11923 Signalni transdukce
IDH1/IDH2 ~5 2q33/15926 Metylace DNA
BCOR ~5 X chromozom Transkrip¢ni faktor
ASXL]
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Obr. 2. Kaplan-Meierovy kiivky preziti pro pacienty s MDS rozdélené podle
poctu zjisténych mutaci a mutaci pouze v genu SF3B1. Pacienti se samostatnou
mutaci v genu SF3B1 maji nejdelsi OS a naopak pacienti s 5 a vice mutacemi
maji nejkratsi OS (upraveno podle Bejar R, MDS Foundation).

ktery je jeden z nejcastéji mutova-
nych genl u nadorovych onemocnéni.
Z ptedchozich studii je znamo, ze mu-
tace TP53 se nachazi priblizné u 20-25 %
MDS pacientt s vysokym rizikem a byva
spojena s komplexnim karyotypem. Za-
timco u pacientl s nizkym rizikem byva
detekovana jen u 10 % a z toho u 25 %
pacientd s del (5q).

Mezinarodni pracovni skupina pro
prognézu MDS, jejiz jsme soudasti, vy-
hodnotila mutacni stav tohoto genu
spolu s delecemi a pocty kopii v kohorté

3 324 dosud nelécenych MDS pacient(.
U 11 % pacientd byla diagnostikovana
mutace v tomto genu, z ¢ehoz 1/3 pa-
cientll méla pouze monoalelickou mu-
taci. U zbyvajicich 2/3 pacientl bylo de-
tekovano vice zasaht. A to bud' vice
mutaci nebo jedna mutace kombino-
vana s deleci ¢i mutace kombinovana
s cnLOH (kopii neutralni ztrata heterozy-
gozity), jak je zndzornéno na obr. 3. Stu-
die ukazala, Ze multi-hitovy stav u MDS,
ne samotnd pfitomnost jakékoli mutace
TP53, je spojen se Spatnou progndzou,
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Obr. 3. Mutace a alelické imbalance v genu TP53 u MDS pacientt. a) Rozdéleni pacientli s mutaci v genu TP53 do 4
skupin podle mono- a multi-alelického stavu. Prvni skupinu tvofi pacienti pouze s jednou mutaci, druhou skupinu s vice
jak jednou mutaci, tieti skupinu pacienti s mutaci a zaroven s deleci na pfislusném lokusu a ¢tvrtou skupinu pacienti s
mutaci a cnLOH. b) Vyjadreni % VAF mutaci TP53 napfi¢ podskupinami. c¢) Celkové preziti MDS pacientt rozdélenych dle
mutacniho stavu TP53 [upraveno podle 10].

rychlou transformaci do AML a s nesta-
bilitou genomu.

ZAVER
Nové technologie umoznily mno-
hem presnéjsi genomickou analyzu

MDS a odhalily, ze geneticky profil pa-
cienta ovliviiuje klinicky fenotyp, pro-
gnézu a odpovéd na terapii. Proto
vytvofenim nového komplexniho ge-
nomicko-klinického modelu pro pro-
gnézu se zpfesni doposud uzivané

modely, které se pfiblizi k osobni
predikci.
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Ribozomopatie: hematologicka onemocnéni
s ribozomalni dysfunkci

Pospisilova D.
Détska klinika FN Olomouc

ROLE RIBOZOMU

V ORGANIZMU

Ribozomy jsou ribonukleoproteiny na-
zyvané také ,proteosyntetickymi tovar-
nami” bunék. Jsou nemembranovymi
organelami slozenymi z vétsi a mensi
podjednotky, na jejichz stavbé se podili
bilkoviny a ribozomalni RNA. Nachazeji
se ve vysokych poctech v cytoplazmé
vSech zndmych bunék, u eukaryot také
na povrchu hrubého endoplazmatic-
kého retikula. Probihd na nich ¢teni ge-
netického kédu ve viech burikéch.

Ribozomy jsou formovény nejprve
v jadfe bunék, jejich prekurzory ve
formé velké (60S) a malé (40S) ribozo-
malni podjednotky jsou transporto-
vany do cytoplazmy, kde probiha zavé-
re¢na faze jejich maturace: spojeni obou
podjednotek ve funk¢ni ribozom, ktery
je zdkladem bunécné funkce a zajistuje
syntézu bilkovin. Produkce ribozom?
v bunce a tvorba bilkovin jsou Uzce koor-
dinovany s cilem zajisténi pozadavkl na
syntézu bilkovin spojenych s rGstem
a mnozenim bunék. Probiha na nich tzv.
translace, pfi niz je z fetézce RNA podle
matrice mRNA syntetizovan polypeptid.
Spravna funkce ribozomU je nezbytna
pro preziti organizm.

V eukaryotické burice jsou pro-
cesy transkripce a translace oddéleny
mistné i ¢asové: DNA se nachazi v bu-
nécném jadre, kde je také prepiso-
vana, avsak translace zralé mRNA, ktera
opusti jadro, se nasledné odehrava v cy-
toplazmé buriky. Molekuly RNA mohou
mit nejen informacni, ale i katalytickou
funkci. Translace je zajisténa komple-
xem slozenym z ribozomalni RNA (rRNA)
a ribozomu, ktery postupuje po mole-
kule mRNA a dle jejiho templatu poly-
merizuje aminokyseliny, pfichazejici ve

vazbé s tRNA (transferova RNA). Vznika
tak polypeptidovy fetézec, ktery dozraje
ve funkéni protein. Syntéza a zpraco-
vani mRNA v prGbéhu biosyntézy ribo-
zomu je energeticky a ¢asové naro¢nym
procesem, zajisténym fadou regulac-
nich mechanizmd i v cytoplazmé, pre-
devsim hospodafenim s mRNA, frek-
venci a prlibéhem jeji translace obecné
nebo selektivné. Rlizné stupné regu-
la¢ni Urovné nabyvaji vyznamné role ze-
jména jiz v pribéhu embryogeneze, kde
hraje klicovou roli jiz nasyntetizovana
rezerva mRNA. DuleZitou roli hraji i v si-
tuacich vyzadujicich rychlou specifickou
reakci na konkrétni externi podminky, at
se jedna o bézné zmény podminek, i
o akutni reakci na ohrozeni a poskozeni
tkani.

Posledni vyzkumy ukazuji, ze bio-
geneze ribozoml neni pouze pod-
statnym regulatorem riistu a mnozeni
bunék, ale zasahuje i do bunééného
metabolizmu.

Odhaleni specifickych poruch v pro-
cesu produkce ribozomu vedlo ke vzniku
nové heterogenni skupiny poruch,
které jsou charakterizované rdznym
typem postizeni ribozomalni funkce
mohou byt spojené se zvySenym rizi-
kem vzniku maligniho onemocnéni. Tato
onemocnéni jsou dnes souhrnné ozna-
¢ovana jako ribozomopatie. Tento ter-
min je v hematologii pouzivan od roku
1999.

Ribozomopatie vznikaji v disledku
specifickych zmén v procesu produkce
ribozomu, nebo se na jejich vzniku mize
podilet fada jinych bunéénych mecha-
nizmU, mohou mit tedy multifaktorialni
patogenezi. Specifické faktory zasahujici
do biogeneze ribozom{ mohou hrat roli
pouze v biogenezi ribozomu nebo mit

dalsi extra-ribozomalni funkce, proto
neni snadné pfipsat patogenezi jednot-
livych nemoci pouze zménédm ribozo-
malni biogeneze, i kdyz tato je jedno-
znacné ovlivnéna nejvyraznéji. Mutace
genl kodujicich ribozomalni proteiny
mohou tedy zasdhnout do rGznych fazi
procesu tvorby ribozom( a vedou ke
vzniku fady rGznorodych tkanové spe-
cifickych onemocnéni. Kazdé z téchto
onemocnéni je spojeno se specifickymi
defekty v biogenezi ribozomd, které
zplsobuji typicky klinicky fenotyp, nej-
Castéji selhani kostni dfené a/nebo kra-
niofacialni ¢i jiné anomalie skeletu.

VROZENE RIBOZOMOPATIE
Termin ribozomopatie s odpovidaji-
cim vyznamem byl poprvé navrzen
pro syndrom charakterizovany v roce
1999: Dyskeratosis congenita (X-DC),
jehoz patologické charakteristiky vzni-
kaji v diisledku mutaci genu pro dys-
kerin-pseudouridinsyntazu. Dyskerin
mimo své dalsi funkce zprostiedkovava
modifikaci pfiblizné 100 specifickych
uridinovych zbytk( na pseudouridiny
v rRNA, coz je zakladni krok ribozomalni
biogeneze. Vzapéti byla popsana prvni
,Cistd” ribozomopatie s mutacemi genu
kédujiciho vlastni ribozomalni protein:
Diamond-Blackfanova anémie.

Diamond-Blackfanova anémie
(DBA)

DBA byla prvnim onemocnénim v hu-
manni mediciné, které je zplUsobeno
piimo mutacemi genu pro ribozomalni
proteiny. Po desetiletich snahy o na-
lezeni priciny DBA byla teprve v roce
1999 odhalena jeji genetickd podstata:
prekvapivy nalez heterozygotni mutace
genu kédujiciho ribozomalni protein
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RPS19, soucasti malé ribozomalni pod-
jednotky u Svédského pacienta. Mutace
genu koédujiciho RPS19 byly postupné
prokdzany u 25 % pacientd s DBA.
RPS19 je komponentou malé 40S ribo-
zomalni podjednotky a je lokalizovan
v nukleolu, hlavnim buné¢ném misté
transkripce pfi biogenezi ribozomd. Role
nékterych RP neni dosud u vyssich eu-
karyot pfesné znama. Delece jedné alely
RP vede k poruse rlstu a snizené tvorbé
40S ribozomalni podjednotky, coz vede
k tzv. ,ribozomalnimu stresu”. Burika rea-
guje aktivaci p53 proteinu a indukci apo-
ptozy. Dalsim dlsledkem je snizeni rych-
losti translace, a tim i proteosyntézy, coz
muze ovlivnit procesy s velkym narokem
na prisun proteint — tedy s rychlym obra-
tem produkce bunék, jako je hematopo-
éza, obnova koznich bunék a bunék GIT.
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V dalsich letech byly u pacienti s DBA
postupné nalezeny mutace genl koé-
dujicich dalsich 20 ribozomalnich pro-
teind (RP): RPS7, RPS10, RPS15A, RPS17,
RPS19, RPS24, RPS26, RPS27, RPS28,
RPS29; RPL5, RPL9, RPL11, RPL15,
RPL18, RPL26, RPL27, RPL31, RPL35, and
RPL35A. V ramci dal3iho vyzkumu byly
postupné oznaceny mutace dvou dal-
Sich gen, které nekoduji RP: GATA1, da-
lezitého transkrip¢niho faktoru pro ery-
tropoézu, a TSR2, ktery kéduje protein
ovliviujici apoptézu a maturaci ribo-
zomU. DBA tedy vznika v dasledku ha-
ploinsuficience ribozomalnich protein(.
Aktivace p53 proteinu i snizeni translace
bylo prokdzéano na bunécnych (nase ci-
tace) i zvifecich modelech DBA. Jsou
daéle intenzivné studovany extraribozo-
malni funkce RP a jejich mozna uloha pfi

vzniku somatickych anomalii.V Ceské re-
publice vznikl jeden z prvnich svétovych
registr(l Diamond-Blackfanovy anémie.

Shwachman-Diamondidv syndrom

Shwachmanuv-Diamond{v syndrom
(SDS) je vzacné autozomalné recesivné
dédi¢né onemocnéni charakterizované
selhanim kostni dfené s vysokym rizikem
transformace do MDS, AML a vzacné do
ALL, mnohocetnymi vyvojovymi abnor-
malitami (metafyzalni chondrodyspla-
zie, dysplazie Zeber, osteopenie, maly
vzrlst), a exokrinni pankreatickou insu-
ficienci. Prevalence onemocnéni je uda-
vana 1/ 77 000 zivé narozenych) (Myers
et al., 2014). Toto onemocnéni poprvé
identifikovali Shwachmann, Bodian
a Diamond v roce 1964.V roce 2003 bylo
prokazano, ze bialelickd mutace genu



Shwachman-Bodian-Diamond Syn-
drome (SBDS) je molekularni pficinou
SBDS. Uvadi se, Ze protein kdédovany
timto genem je kofaktorem GTPazy
1 podobné elongac¢nimu faktoru (EFL1).
V poslednim kroku zrani cytoplazma-
tického ribozomu odstraniuje anti-aso-
ciac¢ni faktor (EFL1) elF6 z velké ribozo-
malni podjednotky, coz umoznuje vstup
podjednotky 60S do aktivné preklada-
ného stavu a nakonec spojeni s malou ri-
bozomalni podjednotkou a tvorbu aktiv-
niho ribozomu. ProtoZze mutace v genu
kodujiciho SBDS muze narusit sesku-
povani ribozomdlnich podjednotek, je
SDS mozno klasifikovat jako ribozomo-
patii. V posledni dobé se uvadi, ze mu-
tace v jinych genech spojenych se SBDS
zpUsobuji onemocnéni podobna SDS.
Zejména se jednd o geny DNAJC21,
EFL1 a SRP54, které jsou vSechny zapo-
jeny spole¢né s SBDS pfi odstrafovani
elF6 z velké podjednotky ribozomu.
Mutace v SBDS a pfibuznych genech
tedy zpUsobuji snizeni schopnosti se-
stavovani ribozomu v bunce, coz po-
dobné jako u DBA muze ovlivnit glo-
balni translaci, ale také snizit tkarnové
specifické translace vybranych mRNA
pfispivajici potom k rozvoji riznych pro-
jevl onemocnéni. Vyznamny muze byt
i dopad na tkané s vysokou proliferativni
aktivitou, napfiklad v pribéhu embryo-
nalniho vyvoje. Navic naruseni zrani ri-
bozomu mize vyvolat aktivaci drahy ri-
bozomalniho stresu a stabilizaci p53,
coz ma rtzné dusledky specifické pro
jednotlivé tkané. Napfiklad ztrata genu
SBDS v mysi slinivce vyvolava aktivaci
p53 a ztratu travicich enzym, coz vede
k atrofii postnatalnich acinarnich bunék
v dusledku indukce starnuti bunék.
NaSDS bunécnych liniich byla rovnéz
prokdzana abnormalni exprese mnoha
genu kooperujicich pfi biogenezi ribo-
zomU a rRNA a mRNA procesovani a dale
snizend exprese fady genl koduijicich ri-
bozomalni proteiny, které jsou dilezité
v procesu bunéc¢ného rlstu a preziti
(RPS9, RPS20, RPL6, RPL15, RPL22, RPL23,
a RPL29). SBDS navic kosedimentuje
s 60S ribozomalni prekurzorovou pod-

jednotkou v sukrézovych gradientech
a asociuje s 28S rRNA, kterd je kompo-
nentou 60S podjednotky.

Treacher-Collinsdv syndrom.
Seznam nové popsanych ribozomopa-
tii rychle narlstal a mezi ribozomopa-
tie byly zafazeny i syndrom hypoplazie
vlast a chrupavek (CHH) s doprovodnou
hypoplazii kostni dfené a Treacher(v-
-CollinsGiv syndrom (TCS). Od nejranéjsi
klasifikace byla tato onemocnéni pova-
zovana za typické piiklady vrozenych
ribozomopatii. Jejich pocet dale na-
rdstal a postupné byla definovéna sku-
pina méné detailné charakterizovanych
dédi¢nych poruch struktury a funkce
ribozom.

Postupné bylo prokazano, ze naru-
Senim biogeneze ribozomu je spustén
nukleolarni stres se stabilizaci p53 a na-
slednou apoptézou. Proto, jak bylo pro-
kdzano, snizena proliferace a apoptédza
NCC mUze byt zplGsobena nukleoldrnim
stresem zlepSenim symptomU u embryi
Tcof1 +/- mysi po [é¢bé inhibitorem p53.

V poslednich letech doslo ke zvy3eni
poctu onemocnéni identifikovanych
jako nové vrozené ribozomopatie. Je-
jich pocet bude pravdépodobné nar(s-
tat. Tato extrémné vzacna onemocnéni
jsou charakterizovana mutacemi ribozo-
malnich proteinli nebo ve faktorech po-
dilejicich se na biogenezi ribozomu, ale
k Uplnému pochopeni jsou nutné dalsi
studie. Jedna se o heterogenni onemoc-
néni vykazujici generalizované multisys-
témové pfiznaky nebo alternativné spe-
cifictéjsi projevy selektivni pro jednu
tkdn nebo organ. Piikladem multisysté-
mového onemocnéni je Bowen-Conradi
syndrom, vzacna autozomalné recesivni
porucha, kterou poprvé popsali Bowen
a Conradi v populaci hutterit(, ktera se
vyznacuje mentdlni retardaci, mikroce-
falii, mikrognatii, prominujicim nosem
a kontrakturami kloubd. Toto zavazné
onemocnéni je pri¢inou pred¢asné smrti
u déti; ve skutecnosti je primérny vék
umrti 13 mésic. Nedavno bylo proka-
zano, ze pfi¢inou Bowen-Conradiho syn-
dromu je mutace genu EMG1 kédujici
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ribozomalni protein, ¢imz je toto one-
mocnéni zahrnuto do seznamu ribo-
zomopatii. Mutace v EMG1 zpUsobuje
zpozdéni zpracovani 18SrRNA s vysled-
kem snizené rychlosti bunécné prolife-
race se zastavouv G2/ M.

ZISKANE RIBOZOMOPATIE

V roce 2010 bylo poprvé popsano one-
mocnéni, za jehoz fenotypem se skry-
vala ziskana porucha funkce ribozom{,
nikoliv germinalni mutace RP: MDS 5g-.
Jeho klinické, morfologické a i nékteré
laboratorni charakteristiky se velmi po-
dobaji zménam u pacientd s mutacemi
RPL5 a RPL11 u Diamondovy-Blackfa-
novy anémie.

Tato porucha, ktera se castéji vysky-
tuje u zen starsich 75 let, je zpUsobena
somatickou deleci kratkého ramene
chromozomu 5, vedouci k makrocy-
tarni anémii a erytroidni hypoplazii,
kterd u nékterych pacientd mlze na-
sledné progredovat do AML. Haploin-
suficience genu, kédujiciho RPS14, byla
identifikovdna pomoci screeningu za-
loZzeného na interferenci RNA, jako pre-
vladajici pficina myelodysplastického fe-
notypu u 5g- syndromu, coZ naznacuje,
ze kofenem ziskanych poruch miize byt
také zména v procesu biogeneze ribo-
zomu. Od RPS14 nebyly hlaseny zadné
dalsi extra-ribozomalni funkce, syndrom
5g- Ize povaZovat za cisté ziskanou ribo-
zomopatii. Jeho nékteré laboratorni cha-
rakteristiky se velmi podobaji zménam
u pacientll s mutacemi RPL5, 11 u Dia-
mondovy-Blackfanovy anémie. V na-
sledujicich letech byly mutace ribozo-
malnich proteind odhaleny u nékterych
malignich hematologickych onemoc-
néni. Pochopeni molekuldrniho mecha-
nizmu, ktery je zakladem vétsiny z téchto
poruch, je zadsadni a mGze byt vyznamné
pfispét k detailnimu vyzkumu zaklad-
nich mechanizm( produkce ribozomu
v lidské bunce.

MUTACE RP A MALIGNI
ONEMOCNENI

Jiz dlouho je znamo, ze proces bio-
geneze ribozomu je u malignich one-
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mocnéni vysoce deregulovany [x], coz
naznacuje, ze nékteré podskupiny lid-
skych nador( Ize také povazovat za zis-
kané ribozomopatie. Jako nej¢asté;jsi
mutace u akutni myeloidni leukémie
byly popsany mutace genu NPM1 koé-
dujiciho multifunkéni ribozomovy faktor
pro zpracovani nukleofosminu. Mutace
genl kédujicich ribozomalni proteiny
byly poprvé popsany u détské akutni
lymfoblastické leukémie, kde byly reku-
rentni mutace genli RPL10 a RPL5 na-
lezeny pfiblizné u 10 % vsech ptipadu.
Velmi zajimavé je, Ze rozsahla studie na
vice nez 10 000 genomech z lidskych na-
dorl rizného plvodu ukazala, ze he-
mizygotni delece genl kddujicich ri-
bozomalni proteiny se vyskytuji ve vice
nez 40 % pfripadl. Kromé toho je k dis-
pozici rostouci mnozstvi udaji o mu-
tacich snoRNA a zménach exprese
u lidskych vicecetnych typ0 rakoviny.
VSechny tyto studie naznacuji, Zze de-
regulace ribozomu a jeho biogeneze
je castym rysem malignich onemoc-
néni. V mnoha pfipadech lze samotné
maligni onemocnéni alespon do urcité
miry povazovat za ziskanou ribozomo-
patii. Pfesna role vétsiny téchto alteraci
biogeneze ribozomu vsak jesté zbyva
urcit.

Omezenéjsi a specifi¢téjsi icinek je uci-
nek zpusobeny mutacemi v ribozomal-
nim proteinu malé podjednotky, RPS20.
Mutace v RPS20 byla spojena s podty-
pem dédi¢ného kolorektalniho karci-
nomu (CRC) nazyvand familiarni kolo-
rektaIni karcinom typu X (FCCTX), u které
bylo nalezeno nékolik patogennich va-
riant predisponujicich gen(. V rodiné po-
stizené CRC a u pacienta byly hlaseny dvé
riizné heterozygotni mutace RPS20 s dé-
di¢nym CRC. Ukézal to experiment pro-
vedeny na vzorcich z rodiny postizené
CRC. Haploinsuficience RPS20 zpUso-
bila snizenou biogenezi ribozomu a na-
slednou stabilizaci p53, ktery je pravdé-
podobné zodpovédny za vybér bunék,
které unikaji regulaci p53. Protoze
u dvou vyse zminénych pfiklad( v sou-
casnosti neexistuji zadné dalsi extra-ribo-
zomalni funkce z produktl pfislusnych
gend, Ize onemocnéni povazovat za Cis-
tou ribozomopatii. K potvrzeni této hy-
potézy je nutny dalsi vyzkum. Dalsi pfi-
klad tkédnové specifického ucinku mutaci
v ribozomalnim proteinu jsou mutace
v RPL10. Ve skute¢nosti bylo hlaseno,
Ze missense mutace se zménou v pro-
teinové sekvenci mlze vést ke vzacné
formé autismu nebo mikrocefalie. Vadny
vyvoj nervového systému muze byt zpQ-

soben reakci. U RPL10 vsak byly hla-
Seny také extra-ribozomalni funkce. Ri-
bozomalni protein L10 v mitochondriich
slouzi jako regulator hladiny ROS v bun-
kach rakoviny pankreatu; proto dokud
neni vyhotovena podrobné;jsi charakteri-
zace molekularni patogeneze této poru-
chy, mdze byt povazovana za domnélou
smiSenou ribozomopatii.
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Mechanizmus mutageneze onkogenii u CML rezistentni
k 1écbé inhibitory tyrozinovych kinaz

Cuiik N.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Fuzni gen BCR-ABL1 predstavuje klicovy
molekuldrni marker a zéroven fidici on-
kogen pro rozvoj chronické myeloidni
leukémie (CML). Tento gen kéduje chi-
mérickou tyrozinovou kindzu s deregu-
lovanou aktivitou, kterd vede k maligni
transformaci na Urovni hematopoetické
kmenové bunky a k nadmérné prolife-
raci bunék myeloidni krevni fady. Na-

sazeni cilené terapie inhibitory tyrozi-
novych kinaz (TKI) inhibujicich aktivitu
BCR-ABL1 vedlo k revolu¢nimu zlepseni
vysledkll [é¢by CML a prodlouzeni doby
prezivani pacientd s timto onemoc-
nénim. To se tyka predevsim pacientl
v chronické fazi onemocnéni s relativné
indolentnim pribéhem (v nasich pod-
minkach 95 % vsech pacienti s CML),

zatimco progrese do pokrocilych fazi,
akcelerované faze, a predevsim blastic-
kého zvratu, jakkoliv k ni dochazi vzacné
(< 5 %), se stale vyznacuje kriticky Spat-
nou prognoézou [1].

Prvnim z TKI vyuzitym v klinické praxi
CML byl imatinib (TKI 1. generace), ktery
dodnes zGstava a pravdépodobné v nej-
blizsi budoucnosti i zlistane nejcas-
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téji predepisovanym lékem prvni linie
lé¢by CML [2]. Asi 10-15 % pacientl
s CML nicméné vykazuje nebo vyviji
vUci imatinibu rezistenci [1]. Mezi vy-
znamné molekuldrni mechanizmy zod-
povédné za tuto rezistenci patfi so-
matické mutace, a to jednak mutace
v kindzové doméné (KD) BCR-ABLT,
ale také mutace v nékterych dalSich
genech.

ROLE SOMATICKYCH
MUTACI V REZISTENCI CML
Mutace KD BCR-ABL1, jsou zodpovédné
asi za 30 % pfipadl ziskané rezistence na
imatinib v prvni linii u pacientl v chro-
nické fazi CML, zatimco jejich vyskyt
v pokrocilych fazi onemocnéni je vy-
razné castéjsi [1]. Snaha cilené preko-
nat rezistenci spojenou s mutacemi v KD
BCR-ABL1 vedla k postupnému zavedeni
TKI 2. (nilotinib, dasatinib, bosutinib) a 3.
(ponatinib) generace. Zatimco zaméreni
transla¢niho vyzkumu na mutace v ki-
nazové doméné BCR-ABL1 vedlo k dal-
$imu vyznamnému zlepseni vysledkd
[é¢by pacientl s CML, role somatickych
mutaci v jinych genech byla u CML po
dlouhou dobu do zna¢né miry opomi-
jena. Pouze relativné neddvno byla na
zdkladé zhodnoceni fady dil¢ich studii
stanovena pomérné Uzka skupina reku-
rentné mutovanych gen (napf. ASXLT,
RUNXT, IKZF1, BCORL1), které byvaji ne-
ziidka mutovany i v dalsich hemato-
logickych malignitach, a uréeny rGzné
vzorce dynamiky rozvoje mutaci u CML
v souvislosti s |é¢bou TKI [3,4]. Pokud jde
o konkrétni biologicky a klinicky vyznam
mutaci v jednotlivych genech u CML,
stale zGstava fada nevyresenych otazek.
Pacienti s CML nesouci v genech mu-
tace pro epigenetické regulatory vsak
jiz v dobé diagnézy vykazuji horsi 1éceb-
nou odpovéd nez pacienti bez téchto
mutaci. Zvysend zatéz somatickych mu-
taci byla asociovéna s rezistenci na imati-
nib v prvni linii [3,4]. Obecné Ize predpo-
kladat, Ze relaps onemocnéni byva ¢asto
asociovan pravé s rekurentnimi muta-
cemi v rdznych onkogennich a tumor
supresorovych genech.

OBECNE HYPOTEZY
ROZVOJE MUTACI V CML

Pfes zasadni klinicky vyznam rezistence
na lé¢bu TKI u CML zpUsobené muta-
cemi v KD BCR-ABL1 a/nebo dalsich ge-
nech, neni samotny proces vedouci k zis-
kani onkogennich mutaci dosud plné
charakterizovan. V zasadé existuji dvé
hypotézy vysvétlujici rozvoj téchto mu-
taci. Na zdkladé detekce mutaci v KD
BCR-ABL1 u nové diagnostikovanych pa-
cientd s CML v pokrocilych fazich one-
mocnéni byl navrzen model, kdy béhem
[é¢by TKI dochdzi k pozitivni selekci a ex-
panzi jiz dfive existujici subpopulace
leukemickych bunék nesoucich mu-
taci udélujici bunnkam rezistentni feno-
typ [5]. V poslednich letech bylo publi-
kovano nékolik studif, které oproti tomu
predpokladaji akvizici mutaci v KD BCR-
-ABL1 de novo béhem plisobeni imati-
nibu na leukemické buriky se zapojenim
epigenetickych mechanizm@ a abe-
rantné regulovanych opravnych drah
poskozeni DNA [6,7].

Nase studie navazala na pfedchozi vy-
zkum na tomto poli s hypotézou, ze 1)
rozvoj somatickych mutaci v KD BCR-
-ABL1 i dalsich genech nepredstavuje
pouhy pasivni proces selekce a expanze
jiz existujicich mutovanych klond, ale
je zalozen predevsim na ziskani mutaci
de novo béhem lécby a 2) Ze zahrnuje
deregulaci nebo je zpUsoben deregulaci
signalnich drah a molekularnich mecha-
nizmd, kterymi burka reaguje na posko-
zeni DNA a fidi jejich opravy.

K testovani prvni ¢asti nasi hypo-
tézy byl vyuzit in vitro model klond bu-
nécné linie KCL-22 (myeloblasty CML).
Pomoci pritokové cytometrie bylo sor-
tovanim z jedné bunky do média s niz-
kou hladinou imatinibu ziskano 33 ros-
toucich klond, kterym byla nasledné
postupné zvysovana koncentrace ima-
tinibu v médiu az na 4 uM. Vedle toho
byly sortovanim z jedné burky do
média bez imatinibu pfipraveny i sen-
zitivni klony, predstavujici srovndvaci
kontroly. Celkové se podafilo pripravit
6 kloni KCL-22 rezistentnich na 4 uM
imatinib, z nichZ u 4 byla provedena de-
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tailnéjsi analyze. Pfi ni byla v urcitych ¢a-
sovych bodech az do dne 205 po sor-
tovani provadéna detekce pfitomnosti
somatickych mutaci. Pfitomnost mu-
taci v KD BCR-ABL1 byla sledovana na
urovni transkriptu pomoci sekvenovani
nové generace (NGS), s ndslednym ové-
fenim alelové specifickou kapkovou di-
gitalni PCR (ASO-ddPCR) na Urovni nami
charakterizované genomické fuze BCR-
-ABL1 linie KCL-22. Zaroven byly pfimo
na urovni DNA stanovovany pomoci
NGS panelu mutace dalsich 32 gena
a vybranych exonll gend ¢asto mutova-
nych u myeloidnich malignit (s nasled-
nym ovéfenim pfitomnosti vybranych
mutaci pomoci ASO-ddPCR). Analyza
ukazala, ze zadny ze 33 plivodné ziska-
nych klond sortovanych do média s niz-
kou hladinou imatinibu nemél v dobé po
sortovani mutace v KD BCR-ABL1. Mu-
tace v KD BCR-ABL1 rovnéz nebyly de-
tekovany v zadném z kontrolnich klond.
Muta¢ni analyzy naopak ukazaly, Ze mu-
tace zodpovédné za rezistenci k imati-
nibu u 4 analyzovanych klont rostoucich
pfi 4 UM koncentraci byly prvné deteko-
véany az 60-75 dni od sortu (na hladiné
0,4 UM imatinibu). Ve 3/4 klon( $lo o jed-
notlivé mutace v KD BCR-ABL1 (T315I,
Y253H a E255K), v 1/4 klonl pak 3lo
o mutaci v genu KRAS (G12D) bez pfi-
tomnosti mutace v KD BCR-ABL1. Tyto
vysledky naznacuji, ze mutace v KD
BCR-ABL1 a KRAS nesouci rezistenci
k imatinibu ve 4 ndmi vyvinutych a po-
drobné analyzovanych klonech byly zis-
kany de novo. Aby byl tento zavér pod-
pofen, byly pouzity uchované bunky
téchto klonlG z doby kratce po sortu
(kdy v nich nebyly detekovany mutace
v KD BCR-ABL1 nebo KRAS) do experi-
mentu opétovného vyvoje rezistence na
4 uM imatinib, ktery byl na burikach po-
chézejicich z kazdého klonu proveden
v biologickych triplikdtech. Nové zis-
kané rezistentni klony pak v tomto pfi-
padé skute¢né nesly jiné spektrum mu-
taci a v nékterych pfipadech se naopak
nepodafilo klon rezistentni na 4 uM ima-
tinib ziskat. Tato data vyrazné podpo-
ruji hypotézu o pfitomnosti procesu de
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novo mutageneze vedouci k ziskani rezi-
stentniho fenotypu.

ROLE DEREGULACE DRAH
BUNECNE ODPOVEDI NA
POSKOZENI DNA A JEJICH
OPRAV V ZISKAVANI
MUTACI U CML

Tak jako v pfipadé obecnych mechani-
zmU rozvoje mutaci u CML nepanuje
shoda ani v otdzce navrzenych moleku-
larnich mechanizmd, které jsou za akvi-
zici mutaci zodpovédné. Rozvoj mutaci
je podle nékterych studii asociovan s ex-
presi, nikoliv nutné s aktivitou BCR-ABLT,
a mutacni frekvence endogenniho lo-
kusu BCR-ABL1 byla stanovena jako sig-
nifikantné vyssi nez mutacni frekvence
transdukované BCR-ABL1 cDNA, coz na-
znacuje mozné zapojeni epigenetického
profilu samotného BCR-ABL1 lokusu do
procesu mutageneze [6]. Nasledné byla
popsana role NAD+-dependentni dea-
cetyldzy SIRT1, kterd aktivuje proces
opravné drahy tzv. kanonického (klasic-
kého) nehomologniho spojovani konct
DNA (cNHEJ; vyuziva proteiny XRCC4,
XRCC5/Ku80, XRCC6/Ku70 a DNA li-
gazu V), konkrétné se vaze a nasledné
deacetyluje protein XRCC6, a jejiz in-
hibice depleci intraceluldrniho NAD+
zabréanila akvizici mutaci v KD BCR-
-ABL1 po vystaveni leukemickych bunék
imatinibu [7].

Naopak jiné vyzkumné skupiny po-
psaly v rezistentnich leukemickych bun-
kach snizenou expresi vyse zminénych
genl zapojenych do cNHEJ oprav dvou-
fetézcovych zlom DNA a zvy$enou ex-
presi genl zapojenych do ,zélozniho”
procesu alternativniho nehomologniho
spojovani koncl (altNHEJ; vyuziva pro-
teiny PARP1, DNA ligézu | a DNA ligdzu
1), ndchylného k chybam. AltNHEJ by
mohl byt aktivovan pfimo proteinem
BCR-ABL1, ktery dereguluje ¢innost sig-
naliza¢nich drah zvysujicich mnozstvi
reaktivnich forem kysliku (ROS) v leuke-
mickych bunkach a v disledku toho zvy-
Suje jejich genomickou nestabilitu [8]
a/nebo transkrip¢ni aktivitou onkopro-
teinu MYC [9].

V nasi studii byl pfi hledani téchto de-
regulovanych drah vyuZzit pfistup vycha-
zejici z analyzy exprese 128 jednotlivych
gen( Ucastnicich se drah reakce leuke-
mické buriky na poskozeni DNA a oprav
téchto poskozeni v dobé prvni detekce
mutaci v ¢asovych bodech 60-75 dni po
sortu u 4 analyzovanych rezistentnich
klonl. Genova exprese v rezistentnich
klonech byla srovnana s expresi u 4 kon-
trolnich klond rovnéz v dni 60 po sortu,
s cilem identifikovat pfedevsim geny se
statisticky prikaznou, vyrazné odlisnou
expresi v obou studovanych souborech
klond KCL-22 (Rozdil exprese mezi rezi-
stentnimi a kontrolnimi klony byl mini-
malné 2,5nasobny; p < 0,05). Takovych
genl bylo identifikovano 11, z nichz
u 1 byla exprese v rezistencich klonech
snizend a u 10 zvy3enda. Analyzou po-
moci vybranych databdzi bunécnych
drah a klastrovou analyzou bylo zjis-
téno, ze jako nejvice relevantné zapo-
jené drahy aktivované v dobé mutage-
neze se jevila mismatch oprava a oprava
vystfizenim baze (BER). Nasledné byla
proto porovnana exprese genl asocio-
vanych s mitsmatch opravou v rezis-
tentnich/mutovanych i kontrolnich/ne-
mutovanych klonech, kdy byla zjisténa
zvysend exprese gend s obecnéjsi funkci
v opravach poskozené DNA (napt. PCNA,
POLD3 a DNA ligdza I), zatimco exprese
gend, jejichz produkty se podileji na
pfimém rozpoznani nesparované DNA
(MSH6, MLH3, MSH3, PMS2) se mezi
obéma skupinami prakticky nelisila.
Proto bylo pfistoupeno k porovnani ex-
prese gen(l Ucastnicich se obou variant
BER - kratké varianty, pfi které dochazi
k odstranéni a ndhradé jednoho nukleo-
tidu, i dlouhé varianty, pfi které dochazi
v misté opravy k odstranéni a nasledné
nové syntéze 2-10 nukleotidd [10]. Za-
timco exprese gen0 Ucastnici se kratké
varianty BER se mezi rezistentnimi a cit-
livymi klony nelisila, vykazovaly geny
Ucastnici se dlouhé varianty BER signifi-
kantné zvySenou expresi. Protoze se né-
které z téchto gend, konkrétné DNA li-
gaza | a UNG, rovnéz ucastni jiz vyse
zminéné chybujici altNHEJ drahy oprav

dvouretézcovych zlom0 DNA, byla zmé-
fena i exprese DNA ligaz a jejich funk¢-
nich partner(, kdy byla v rezistentnich
klonech stanovena v dobé mutageneze
vedle zvysené exprese DNA ligazy | také
zvysend exprese genu PARPI, ktery se
rovnéz ucastni altNHEJ drédhy. Pomoci
chromatinové imunoprecipitace bylo
zjisténo, Zze regulacni Useky gent DNA Li-
gdzy | a PARPT byly v dobé mutageneze
epigeneticky aktivované a na regulac-
nim Useku Ligdzy | byla prokdzana vazba
transkrip¢niho faktoru MYC.

Nasledné bylo studovéano, zda vy-
sledky ziskané na in vitro buné&ném mo-
delu klont KCL-22 budou relevantni také
v primarnich bunkach pacient s CML.
Exprese DNAligazajejich funk¢nich part-
nert byla nejprve stanovena v CD34+
kmenovych a progenitorovych burikach
pacientl s CML v rdznych klinicky defi-
novanych stadiich nemoci (diagndza,
neoptimalni odpovéd na lIé¢bu imatini-
bem, optimalni odpovéd na lé¢bu ima-
tinibem). Bylo zjisténo, Ze exprese Ligazy
| a PARP1 predstavujicich altNHEJ drahu
je v porovnani s expresi genl zapoje-
nych do klasické NHEJ drahy relativné
vysokd v dobé diagndézy a v dobé rezi-
stence CML, a naopak relativné nizka
v dobé optimalni odpovédi pacient(i na
[é¢bu imatinibem, kdy v hematopoéze
prevazuji neleukemické CD34+ buriky.
Exprese gent Ucastnicich se dlouhé va-
rianty BER drahy a také exprese DNA
ligdz byla rovnéz stanovena v celko-
vych leukocytech z periferni krve pa-
cientdl s CML v dobé diagnozy a v dobé
prvni detekce somatickych mutaci a po-
rovnana s expresi v leukocytech z peri-
ferni krve zdravych darcl. Vysledky uka-
zaly, Ze v dobé diagnézy CML a zejména
v dobé predpoklddané mutageneze je
zvysena exprese stejnych genu ucast-
nicich se dlouhé varianty BER a altN-
HEJ drahy, jakd byla pozorovana i na mo-
delu rezistentnich klond KCL-22.

SHRNUTI

V¢asny zachyt mutaci v KD BCR-ABL1 je
dnes soucdsti standardni péce o pa-
cienty s CML a diky nékolika genera-



cim TKI v nasem l|écebném arzendlu
mUzeme ve vétsiné pfipadu provést op-
timalni terapeutickou volbu vedouci
k jejich eradikaci. Na druhou stranu re-
sistence spojend se somatickymi mu-
tacemi v dalsich genech i v kombinaci
s mutacemi v KD BCR-ABL1 mize v fadé
pfipadl stale predstavovat terapeuticky
problém. Samotny proces vedouci k roz-
voji onkogennich mutaci v CML a mole-
kuldrni mechanizmy, které jsou za ziska-
vani mutaci zodpovédné, nejsou dosud
plné charakterizovéany. Navrzeny byly
modely expanze jiz existujici mutované
subpopulace pfitomné pred zahdjenim
|é¢by i model ziskavani mutaci de novo
béhem lécby TKI. Zaroven byly navrzeny
rdzné mechanizmy akvizice mutaci za-
hrnujici epigenetické procesy, pisobeni
ROS a deregulaci drah opravujicich po-
Skozeni DNA. Nase prace pfinesla data,
kterd jsou v souladu s modelem, kde so-
matické mutace asociované s refrakterni
CML jsou ziskavany de novo, a naznacdila,
Zze mechanizmy ziskdvani mutaci v KD
BCR-ABL1 a v dalsich genech mohou byt
identické. Pravé de novo mutace ziskané
v pribéhu lécby TKI zaujimaji velkou ¢ast

[ézi spojenych s rezistenci na TKI [4]. Tato
data podporuji jiz dfive predstavené vy-
sledky o roli chybujici altNHEJ drahy
v rezistenci CML a rovnéz ukazuji na ak-
tivaci dlouhé varianty opravné drahy vy-
stiizeni baze. Nékolik identifikovanych
aberantné exprimovanych gent se po-
dili na ¢innosti vice opravnych drah, je-
jichz ¢innost proto mlze byt v CML
komplexné deregulovana. Nase data by
mohla poskytnout pojitko mezi obec-
nou genomickou nestabilitou leukemic-
kych bunék CML [8] a akvizici bodovych
mutaci udélujicich bunkdm rezistentni
fenotyp.
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Terapie genovou editaci u hematologickych onemocnéni

Skvarova Kramarzova K.

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

Geneticky podminéné choroby jsou za-
vazna onemocnéni, kterd postihuji mi-
liony pacientld po celém svété. Pro
mnohé z nich v soucasné dobé neexis-
tuje kauzélni 1é¢ba a jejich terapie je za-
méfena pouze na potlaceni symptom.
Monogenné podminéna onemocnéni
postihujici hematopoézu ¢i imunitni sys-
tém predstavuji velkou &ast téchto cho-
rob. Jednd se o velmi heterogenni sku-
pinu, mezi jejiz nejznamé&jsi zastupce
patfi srpkovitd anémie, talasémie ¢i he-
mofilie, dale vrozené syndromy se-
Ilhani kostni dfené a primarni imuno-

deficience. Jedinou definitivni 1é¢bou
pro vétsinu téchto pacientd je alogenni
transplantace krvetvornych bunék
(TKD), pfi které jsou hematopoetické
kmenové buriky pacienta (HSPCs), ne-
souciho ve svém genomu kauzalni ge-
netickou lézi, nahrazeny bunkami zdra-
vého darce. Nedostatek HLA-shodnych
daérct a rizika spojena s alogenni TKD,
zejména dlouhodobé komplikace v po-
dobé reakce Stépu proti hostiteli, pred-
stavuji vyznamné podnéty pro vyvoj
vhodnéjsich a bezpecnéjsich lé¢ebnych
pfistup(.

Pfimé zacileni genetické podstaty
onemocnéni je bezpochyby nejatraktiv-
né&jsi vyvijenou strategii pro terapii mo-
nogenné podminénych onemocnéni.
Jejim cilem je nahrazeni ¢i oprava posko-
zeného kauzalniho genu v bunkach pa-
cient(. Jiz prvni pokusy o vlozeni funk¢-
nich kopii genli do DNA pacientskych
bunék pomoci virovych vektor proka-
zaly svou ucinnost. Vysledkem desitek
let vyzkumu je v soucasné dobé jiz né-
kolik pripravkd na bazi této tzv. genové
terapie schvélenych pro [é¢bu pacientl
s nejrlizné;jsimi genetickymi chorobami
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véetné téch, které postihuji hematopo-
ézu a imunitni systém (beta talasémie,
ADA-SCID). V téchto ptipadech je tera-
peutického efektu docileno vlozenim
.zdravé” kopie genu do genomu pacien-
tovych HSPCs, které jsou nasledné vra-
ceny zpét do jeho téla. Diky integraci
genu do DNA HSPCs je zajisténo, ze ves-
keré spektrum dcefinych hematopoetic-
kych bunék, které z takto modifikova-
nych HSPCs vznikne, bude mit ve svém
genomu vlozeny funk¢ni gen. Zkuse-
nosti s odbérem a manipulaci s HPSCs
délaji z hematologickych onemocnéni
v soucasné dobé nejatraktivnéjsi cil pro
aplikaci l1écebnych pristupll zalozenych
na genové terapii. Mnoho dalSich pre-
klinickych a klinickych studii navic uka-
zalo slibné vysledky i u ostatnich mono-
genné podminénych chorob.

| pfes tyto Uspéchy je genova tera-
pie stale spojena s fadou limitaci (napf.
absence terapeutického vyznamu
u aktivacnich mutaci) a také rizik (ge-
notoxicita a imunotoxicita). Ldkavou al-
ternativou této strategie, kterd eliminuje
mnohé jeji nedostatky, je pfesna oprava
poskozeného genu v DNA pacientovych
bunék pomoci specidlnich molekular-
nich nastrojd v procesu zvaném genova
editace. Samotny princip genové edi-
tace vychazi z fyziologického procesu
opravy poskozeni DNA (tzv. dvoure-
tézcového zlomu DNA), ktery se bézné
odehrava v bunkach. Béhem néj do-
chazi k opravé zlomu DNA bud’ pomoci
rychlého, ale velmi nepfesného procesu
- tzv. nehomologniho spojovani koncl
DNA (NHEJ), nebo pfesnou vymeénou
poskozeného uUseku za ,zdravou” DNA
sesterské chromatidy ¢i homologniho
chromozomu v ramci tzv. homologni
rekombinace (HDR). Obé tyto drahy Ize
vyuzit pro dosazeni cilené zmény DNA
v bunkiach a to tak, Ze pomoci special-
nich molekularnich nastroja vytvotime
dvouretézcovy zlom DNA v konkrétnim
misté genomu. BEhem nasledné opravy
tohoto zlomu lze burku ,donutit’, aby
do opravené DNA genu inkorporovala
pozadované zmény. Je-li takto napf. vy-
tvofen dvouretézcovy zlom na zacatku

kodujici oblasti genu, mohou nepfres-
nosti vznikajici béhem nasledné opravy
tohoto mista pomoci NHEJ vést k po-
sunu ¢teciho ramce a vzniku predcas-
ného stop koddénu. Vysledkem takové
opravy je tzv. ,knock-out” (KO) neboli
vypnuti genu. Pokud je vsak do bunky
vloZen navic i synteticky usek DNA (tzv.
templat), jehoz sekvence je podobna
editované oblasti, je zZlom opraven vy-
ménou templatové sekvence za geno-
mickou DNA pomoci HDR. Jakakoliv od-
lisSnost v poradi nukleotid(i templatové
DNA je tak vnesena do editované oblasti
genu.

Specialni molekularni nastroje, které
nam umoziuji vytvofit dvouretéz-
covy zlom DNA v pozadovaném misté
genomu, se nazyvaji mistné-speci-
fické nukledzy. Nejzndméjsimi zastupci
téchto nastrojl jsou nukleazy tzv. sys-
tému CRISPR/Cas9 (Clustered Regu-
larly Interspaced Short Palindromic Re-
peats/CRISPR Associated Protein 9) [1].
Nukledzy CRISPR/Cas9 jsou na své misto
urceni v DNA navadény pomoci kratké
molekuly RNA (tzv. guide RNA). Pravé
diky moznosti jednoduse zménit zaci-
leni nukledzy pouhou zménou sekvence
gRNA (bez nutnosti sloZitého proteino-
vého inzenyrstvi), si CRISPR/Cas9 ziskal
svou oblibu a Siroké uplatnéni napfic
takika vsemi biotechnologickymi obory
a velmi slibné vysledky zacina ukazovat
i v transla¢ni mediciné. Zde se uplatnuji
strategie vyuzivajici jak umlceni gent
pomoci NHEJ, tak i pfesnou opravu ge-
novych mutaci pomoci HDR, a nékteré
z nich se jiz dostaly do faze klinického
testovani [2].

Jednim z nejhezcich prikladl tera-
peutického umlic¢ovani genl je stu-
die zaméfend na pacienty s beta tala-
sémii zavislou na transfuzich (TDT) ¢i
srpkovitou anémii (SCD), jejichz gene-
tickou pfic¢inou jsou mutace v beta glo-
binovém genu majici za nasledek ab-
senci/defekt molekuly hemoglobinu
(ClinicalTrials.gov NCT03655678 (TDT)
a NCT03745287 (SCD)). V ramci této
strategie jsou pacientovi odebrany
HSPCs, ve kterych je nésledné po-

moci CRISPR/Cas9 nukledzy umlcen
erytroidné-specificky aktivator genu
BCL11A. Tento gen je zodpovédny za
utlumeni exprese fetalniho gamma glo-
binového fetézce jiz kratce po narozeni.
Jsou-li pacientovy HSPCs s umli¢enou
oblasti genu BCL11A vraceny zpét do
kostni dfené, davaji vznik erytrocytim,
u nichz byla obnovena exprese gamma
globinu. Ten je poté schopen nahradit
funkci mutovaného beta globinového
genu, a vytvofit tak funk¢ni molekulu
hemoglobinu. Za¢atkem roku 2021 byly
publikovany pfipady prvnich dvou pa-
cientek IéCenych touto strategii, které
ukézaly velmi slibné vysledky [3]. Jak
pacientka s SCD, tak i pacientka s TDT
vykazovaly jiz v fadu nékolika tydnt po
aplikaci autolognich CD34+ krvetvor-
nych bunék s uml¢enym genem BCL11A
dramaticky narGst produkce erytro-
cytd exprimujicich fetalni hemoglo-
bin a tato hodnota se ustélila na > 90 %
vsech erytrocytl po celou dobu sle-
dovani pacientek (> 1 rok). Soubézné
s obnovenim produkce fetalniho he-
moglobinu vymizela potfeba aplikace
krevnich transfuzi a také vyskyt va-
zookluzivnich krizi u pacientky s SCD.
Na tyto povzbudivé vysledky navazuje
dalsi klinicka studie pro pacienty s SCD
(NCT04774536), v ramci, které bude
v CD34+ bunkach pacientl provedena
tentokrat presna oprava kauzalni mu-
tace v beta globinovém genu pomoci
genové editace systémem CRISPR/Cas9.
Vzhledem k obecné nizsi Gc¢innosti pres-
nych zmén v DNA ve srovndni se stra-
tegii uml¢ovani genl bude jisté velmi
zajimavé, zda se i této studii podafri
prokazat klinicky benefit editovanych
erytrocytd.

V rdmci preklinickych studii je v sou-
¢asné dobé testovan potencial genové
editace v 1é¢bé mnoha dalSich mono-
genné podminénych hematologickych
chorob, jako jsou napt. Fanconiho ané-
mie, ribozomopatie, hemofilie ¢i tézké
kombinované imundeficience. Genova
editace vsak nachazi uplatnéni i v 1é¢bé
jinych nez geneticky podminénych one-
mocnéni. V soucasné dobé jiz probiha
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nékolik klinickych studii, které vyuzi-
vaji genovou editaci k vylep3eni funkci
tzv. CART-bunék ¢i tumor-specifickych
T-lymfocytl v |écbé nadorovych one-
mocnéni véetné akutnich leukémii.
Jedna se napf. o umlceni genl kéduiji-
cich inhibi¢ni receptory (PD-1, CTLA-4),
diky ¢emuz Ize zabranit imunitnimu vy-
Cerpani téchto klicovych cytotoxickych
bunék. Jednim z nejvétsich potencial-
nich benefitl genové editace v této ob-
lasti je vS8ak moznost pfipravy tzv. uni-
verzalnich CAR-T bunék, které umozni
aplikaci CAR-T terapie i u pacientd,
u nichz nelze modifikovat jejich vlastni
T-lymfocyty.

Genova editace systémem CRISPR/Cas9
je povazovana za nejvyznamnejsi po-

krok v biomediciné od objevu polymera-
zové fetézové reakce. Pfestoze neubéhlo
ani 10 let od objevu této technologie,
diky své jednoduchosti, Uc¢innosti a si-
rokému spektru vyuziti jiz nyni potvr-
zuje svUlj pfinos v nejriznéjsich oblas-
tech v¢etné personalizované genomické
mediciny. Povzbudivé vysledky z prekli-
nickych a klinickych studii jisté musi byt
potvrzeny na 3irSich souborech dlouho-
dobé sledovanych pacientl. Unikatni
charakter takto koncipovanych tera-
peutickych strategii, které cili na pfic¢inu
choroby a nejen na jeji symptomy, nam
nicméné dava nadéji, ze jiz brzy bude
moZné pomoci genové editace Uspésné
[éCit pacienty se zdvaznymi genetic-
kymi chorobami véetné onemocnéni
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postihujicich hematopoézu a imunitni
systém.
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Cést 2: Imunoterapie lymfomd

Lymfomy a imunitni systém

Lysak D.
Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzer

Funkci imunitniho systému je chranit or-
ganizmus pied patogeny, jako jsou viry
a bakterie, ale také rozpoznavat a elimi-
novat poskozené a maligné transformo-
vané buriky. Imunitni systém je tvofen
dvéma hlavnimi komponentami - vroze-
nou a adaptivni imunitou.

Vrozend imunita je prvni linii obrany,
ktera reaguje na patogeny a stresové
signdly ze tkani, a jeji soulasti je rada
bunék, jako jsou NK bunky, neutrofily,
makrofagy. NK bunky maji vyznamnou
protinadorovou aktivitu zejména u tu-
morU s nizkou expresi MHC |. tfidy, které
jsou pro né inhibi¢nim signélem, ¢i sil-
nou produkci ligand@ aktiva¢nich recep-
tord NK bunék (MIC-A, MIC-B, ULB atd.).
Aktivitu NK bunék zvysuji cytokiny jako
IL-2, IL-15, IFN-y a dalsi a daji se aktivovat
také prostiednictvim Fc receptoru, ktery
reaguje na protildtkou opsonizované ci-
lové bunky.

Adaptivni imunita je zprostiedko-
vana T- a B-lymfocyty a umoznuje cile-
néjsi reakci specifickou pro dany antigen
a zaroven je mozné ji dlouhodobé ucho-
vat pomoci pamétovych bunék. T-lym-
focyty rozpozndvaji prostiednictvim
T-bunécného receptoru (TCR) peptidy
derivované z nadorovych antigen( na-
bizené antigen prezentujicimi burikami
(APQ), které je vystavuji na svém povr-
chu. Kazda jaderna burka muize nabizet
endogenni antigeny (nadorové, virové)
prostfednictvim MHC I. tfidy (MHC 1) cy-
totoxickym CD8+ T-lymfocytlm, profe-
sionalni APC nabizeji exogenni antigeny
pomocnym CD4+ T-lymfocytdm pres
MHC Il. tfidy (MHC Il), ale také cytoto-
xickym lymfocytlim pies MHC | v rdmci
zkfizené prezentace. V piipadé lymfoma
je tento proces komplikovén tim, ze na-
dorové antigeny jsou vlastni (¢asto en-
dogenni) proteiny, a jsou tedy jen slabé
imunogenni. Nadory s vétsim mnoz-

stvim mutaci zpravidla nabizeji vice an-
tigennich cild. Nejde ale jen o prosté
mnozstvi mutaci, ale také o pfitomnost
specifickych klonalnich antigent (napfi-
klad z variabilnich regiont Ig), které zvy-
Suji pravdépodobnost T-bunécné odpo-
védi [1]. Pfedpokladem protinddorové
imunitni odpovédi tedy je dostatecna
imunogenicita nddoru a rozpoznani na-
dorového antigenu imunitnim systé-
mem (T-lymfocyty).

Zjednodusené lze rozdélit interakci
mezi nddorem a imunitnim systémem
do nékolika fazi. Nejprve dochazi k uvol-
néni nddorového antigenu, ktery je
zpracovan antigen prezentujicimi bun-
kami. Nasleduje prezentace antigenu
T-lymfocytdim a jejich aktivace, po které
mohou cytotoxické T-lymfocyty (CTL)
atakovat nadorové bunky uvnitf nado-
rového mikroprostiedi a nicit je cytoto-
xickou reakci [2]. Aktivace T-lymfocytl
je silné regulovany proces, ktery umoz-
fuje eliminovat infikované ¢i nddorové
buriky, ale zaroven predchazet nezadou-
cimu poskozeni tkani ¢i vzniku autoimu-
nity. Schopnost imunitniho systému rea-
govat na hrozbu je tedy doprovazena
schopnosti regulovat miru vlastni ak-
tivace, aby ji bylo po potlaceni hrozby
mozné utlumit. Tato rovnovaha je za-
jisténa komplexni interakci s antigen
prezentujicimi a regula¢nimi bunkami,
které poskytuji aktivacni a supresivni
signaly modulujici imunitni odpovéd[3].
Vazba antigenu na T-bunéény recep-
tor sama o sobé neni pro aktivaci T-lym-
focytu dostatecna a jsou potieba dalsi
aktivac¢ni/kostimulacni signaly. Sekun-
darni signdl je nejcastéji zprostfedko-
van pres B7-CD28 interakci mezi mole-
kulami CD80/CD86 na APC a CD28 na
T-lymfocytech. Plisobeni obou signali
umozni nejen aktivaci, ale také expanzi
a persistenci T-lymfocytd, naopak pokud

je pfitomen pouze prvni signal, tedy ro-
zeznani antigenu, bez dalsi kostimulace
(sekundarni signal), T-lymfocyt prechazi
do anergie a nasledné apoptdézy. Imu-
nitni odpovéd je dale modulovana po-
zitivnimi a negativnimi kostimulaénimi
signaly. T-lymfocyt mGze byt ovlivio-
van prostfednictvim aktivacnich recep-
torli jako CD137 (4-1BB), CD134 (OX-40),
CD27. Soucasné ale dostava negativni
signaly inhibi¢nich receptor( reaguiji-
cich na ligandy pfitomné na nadorovych
a antigen prezentujicich bunkach (im-
mune checkpoint receptors — ICR), jako
jsou interakce PD1/CD279 (program-
med cell death 1) ¢i CTLA-4/CD152 (cy-
totoxic T-lymphocyte-associated pro-
tein 4). PD1 na CTL reaguje na PD-L1/L2,
zatimco CTLA-4 je alternativnim re-
ceptorem kostimula¢nich B7 molekul
(CD80/86) a kompetuje o vazbu s CD28.
CTLA-4 je exprimovan také na regulac-
nich T-lymfocytech (Tregs) a ovliviiuje
T-bunécnou aktivaci také zevni cestou
interakci s APC.

U¢inna proti-lymfomova imunitni od-
povéd vsak vyZaduje vice nez jen akti-
vaci T-lymfocytd. Nadorové specifické
T-lymfocyty musi proliferovat, aby byly
pfitomné v dostate¢cném mnozstvi po-
trebném pro ovlivnéni lymfomu, a musi
také dlouhodobé pretrvavat, aby byly
schopné dlouhodobé kontrolovat na-
dorové elementy, pfipadné se musi vy-
vinout pamétové bunky schopné re-
-expanze pfi reaktivaci lymfomovych
bunék. T-lymfocyty u lymfom0 jsou
navic vyrazné ovliviiovany nadorovym
mikroprostfedim, které do zna¢né miry
situaci ztézuje.

Nadorové mikroprostfedi (TME) v lym-
fatickych uzlinach a dalsich tkanich infil-
trovanych lymfomem je tvofeno imunit-
nimi burikami a dalsimi komponentami,
jako jsou dendritické bunky, chemo-
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kiny/cytokiny, exosomy, extracelularni
matrix atd. Slozeni nddorového mikro-
prostiedi u lymfoma se jevi jako idedIni
pro vznik efektivni protinadorové odpo-
védi, protoze imunitni buriky jsou zde
v pfimém kontaktu s nddorovym klo-
nem. Presto neni nador imunitnim sys-
témem dostatec¢né kontrolovan, muize
rast a umoznit tak klinickou progresi.
TME usnadnuje lymfomovym burikdm
unik imunitnimu systému a hraje dale-
zitou roli v podpore nadorového rlstu.
Tradi¢né jsou Th2 lymfocyty povazo-
vany za elementy podporujici rdst na-
doru prostiednictvim IL-4, CD40-CD40L
interakce. Naopak Th1 bunky posi-
luji protinadorovou imunitu diky se-
kreci IL-2, IL-12 a IFN-g a nasledné in-
flamaci vedouci k aktivaci CTL, APC
a NK bunék [4]. Toto rozdéleni roli neni
ale tak jednoznacné a zélezi pravdépo-
dobné na schopnosti nddoru ovliviio-
vat biologickou funkci Th1 i Th2 bunék.
Podpurnou funkci maji i mesenchymalni
stromalni bunky napomahajici adhezi
a homingu nddorovych lymfocytt a také
tumor asociované makrofagy (TAM) pro-
dukujici IL-15.

Nadory maji extrémné komplexni
mechanizmy, které jim umozniuji uni-
kat imunitnimu dohledu. Lze je rozdé-
lit na vnitfni, dané nadorovou burikou,
a zevni, zprostfedkované jinymi bun-
kami. Lymfomové bunky se snazi stat ne-
viditelnymi pro imunitni systém a zaro-
ven se aktivné branit imunitni eradikaci.
Mezi hlavni mechanizmy zodpovédné

za nedostate¢nou imunitni odpovéd

u lymfomu patfi:

- snizeni ¢i ztrata exprese MHC antigent
na malignich lymfocytech;

« zvySena exprese imunosupresivnich li-
gandu na nadorovych lymfocytech;

- pfitomnost supresivnich bunéénych
populaci v mikroprostredi nddoru;

- sekrece supresivnich cytokin(.

Nadorové buiky mohou omezovat
produkci nadorovych antigen(, ¢imz se
stavaji hGre rozpoznatelnymi pro T-lym-
focyty a unikaji imunitni odpovédi. Pro-
tinddorova imunita pfedstavuje selekéni

tlak, ktery umozniuje prezivani a rlst
variantnich nadorovych bunék se sni-
Zzenou imunogenicitou. Geneticka ne-
stabilita nddorovych bunék je spojena
s mutacemi genl koédujicich nddorové
antigeny a buriky bez jejich exprese zis-
kavaji diky imuno-editovani nadoru rds-
tovou vyhodu. Vice imunogenni klony
jsou postupné eliminovany a dochazi
k expanzi nddorové populace s defektni
expresi nadorového antigenu.

Nicméné na uniku lymfomu z imunit-
niho dohledu se vedle omezeni exprese
nadorovych antigend podili zejména
downregulace nebo ztrata exprese MHC
molekul I. a Il. tfidy, kterd znemozni pre-
zentaci antigenu (snizeni syntézy MHC
molekul, B2M atd.). Pacienti s Hodgki-
novym lymfomem mohou mit snize-
nou expresi MHC |. tfidy az v 75 % pfi-
padt a tento pokles se projevuje kratsim
PFS [5]. Aberaci MHC exprese lze po-
zorovat i u jinych lymfomd (DLBCL,
PCNSL) a zpravidla znamend omezenou
imunitni odpovéd' a horsi [écebné vy-
sledky [4,6]. Vliv MHC Il mUze byt déle
ovlivnén LAG-3 (lymphocyte-activation
gene 3) signalizaci, kdy se tento inhibi¢ni
ko-receptor vaze na MHC Il a dale ome-
zuje jeho funkci [7].

Lymfom je schopen také aktivné tlu-
mit imunitni odpovéd. Dochazi k upre-
gulaci imunosupresivnich ligandl na
lymfomovych burikach. Zvysena exprese
PD-L1/PD-L2, tedy ligandd inhibi¢niho
receptoru PD-1 na T-lymfocytech, chrani
nadorové lymfocyty pred aktivaci efek-
torovych T-bunék, které inhibuje a vede
k jejich vyCerpani a apoptdze. Upregu-
lace PD-L1 se netykd jen samotnych na-
dorovych bunék, ale také napfiklad mak-
rofagu a dalsich bunék v mikroprostredi
nadoru. Zvysend exprese PD-L1 u DLBCL
je podle nékterych studii spojena s horsi
prognézou onemocnéni [1]. Vy3si hla-
diny ICR jsou patrné také u virové asocio-
vanych lymfom (EBV, HHV8) v disledku
upregulace PD-1 na CD8+ lymfocytech
pfi chronické virové infekci. Na potla-
¢eni T-lymfocytl se ale podileji i dalsi in-
hibi¢ni receptory jako napft. TIM-3 (T-cell
immunoglobulin mucin 3) ¢ LAG-3.
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Imunitni odpovéd je oslabovana také
pfitomnosti regula¢nich T-lymfocytl
nebo tumor asociovanych makrofagu.
Tregs plsobi fadou mechanizm véetné
exprese CTLA-4 a sekrece IL-10, ktery in-
hibuje funkci CTL. Monocyty a makro-
fagy podporuji rlist nddorovych bunék,
exprimuji ¢asto PD-L1/L2. Lymfomové
bunky se mohou samy fagocytéze bra-
nit zvysenou expresi CD47 (,dont-eat-
-me” signal), jehoz vazba na SIRPa (sig-
nal regulatory protein alpha) na povrchu
TAM potlacuje fagocytozu. Vyssi hladiny
CD47 mRNA byly pozorovany u chemo-
-refrakternich DLBCL (8). Vyrazny inhi-
bi¢ni vliv maji také myeloidni derivované
supresorové bunky (MDSC) oslabuijici jak
vrozenou (dendritické buriky), tak adap-
tivni imunitni odpovéd (inhibice akti-
vace a proliferace T-lymfocyt() [9].

RUst lymfomu je usnadnén komplex-
nim milieu cytokint a dalsich solubilnich
faktor. Nadorové lymfocyty nebo dalsi
bunky v TME mohou exprimovat nebo
vylucovat imunosupresivni proteiny/cy-
tokiny, které aktivitu T-lymfocytd inhi-
buji. Dysfunkci T-lymfocytd zpUsobuje
napfiklad TGF-B (transforming growth
factor B), ktery zaroven podporuje dife-
renciaci Tregs. Maligni B-lymfocyty pro-
dukuji IL-10, ktery je negativnim regu-
l[dtorem T-bunécné odpovédi, snizuje
expresi MHC Il molekul i kostimulacnich
molekul (CD80/86), podporuje ¢innost
MDSC a Tregs. IL-12 sice zpocatku zvy-
Suje funkci T-lymfocyt(, ale dlouhodoba
expozice vede k jejich vycerpani [10].

Mira infiltrace nddorového mikropro-
stiedi T-lymfocyty umoznuje rozdélit
lymfomy na skupinu ,se zanétem” (in-
flamed) a ,bez zanétu” (noninflamed).
Lymfomy se zdnétem jsou senzitivnéjsi
k 1é¢bé check-point inhibitory v porov-
nani s lymfomy bez zanétu, u kterych
je méné infiltrujicich imunitnich bunék.
HodgkinGv lymfom je prototypem lym-
fomu se zanétem, kde infiltrujici imu-
nitni bunky prevazuji nad nadorovymi
RS bunkami, které produkuji fadu pro-
zanétlivych cytokinl. Na druhou stranu
fada jinych lymfomd, jako napfiklad
DLBCL, ma nezanétlivé mikroprostredi,
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a to bud v dusledku jejich rychlého
rdstu, ktery neumozni infiltraci CTL (pfe-
stavba MYC, BCL2/BCL6 poskytuje vyraz-
nou autonomni proliferaci nezavislou
na mikroprostredi), nebo diky moleku-
larnimu profilu, ktery oslabuje imunitni
odpovéd. Folikularni lymfom jako nizce
maligni lymfom roste sice pomalu, ale
je schopen preprogramovat své mikro-
prostiedi (aktivaci B-bunééného recep-
toru, sekreci IL-4 atd.), které pak podpo-
ruje nadorovy rlst a ignoruje imunitni
dohled [4].

Imunitni systém tedy hraje dilezi-
tou roli v potla¢eni nadoru, na dru-
hou stranu abnormalni zanétliva reakce
mUze ve skutec¢nosti podporovat rozvoj

povédi se imunitni bunky snazi znicit pa-
togenni podnét. Aviak v rdmci komplex-
niho mikroprostiedi nadorl maze byt
tato aktivita pfeprogramovana nadoro-
vymi burikami a misto eliminace trans-
formovanych bunék jsou imunokompe-
tentni buriky schopné podporovat rist
a migraci nadoru.

Vyse uvedené mechanizmy zpUso-
buji dysfunkci imunitniho systému, coz
vede k suboptimalni imunitni odpovédi
a umoznuje persistencia naslednou pro-
gresi lymfomu. Na druhou stranu nado-
rové imunosupresivni mechanizmy po-
skytuji prostor k modulaci a reaktivaci
imunitni odpovédi. Existuji rizné imu-
noterapeutické pristupy, které jsou efek-
tivni v [é¢bé lymfomd, resp. obecné he-
matologickych nador(, jejichz cilem
je omezit schopnost nadoru odolavat
imunitni odpovédi, zvysit jeho imuno-
genicitu a maximalizovat imunitni od-
povéd hostitele. Snahy o posileni proti-
nadorové imunity mohou sméfovat do
rdznych fazi interakce nador - imunitni
systém. M{zeme se snazit usnadnit pre-
zentaci antigenu, zvysit mnozstvi naddo-
rovych antigenl a stresovych signald,
zlepsit rozpoznani nadorovych bunék
T-lymfocyty, pfimo aktivovat T- nebo NK
bunky nebo blokovat supresivni check-
-point signdly. ProtozZe T-lymfocyty jsou
jednim z hlavnich zprostfedkovatel(
protinddorové imunitni odpovédi, smé-

fuje fada postupl pravé na tuto bunéc-
nou populaci.

Prakticky muUzeme protinddorovou
imunoterapii rozdélit na aktivni, kdy
se snazime zvysit kvalitu imunitni od-
povédi, a pasivni, kdy se aplikuji nado-
rové specifické protilatky nebo lymfo-
cyty. Mezi aktivni pfistupy patfi zejména
imunizace protinadorovymi vakcinami
obsahujicimi nadorové antigeny, a to
nejcastéji ve formé vakcin na bazi den-
dritickych bunék nebo DNA vakcin, je-
jichz cilem je usnadnit prezentaci nado-
rovych antigenl imunitnimu systému,
a navodit tak silnou T-bunéc¢nou od-
povéd. Podobnou strategii je blokace
CD47 antigenu na lymfomovych buri-
kach, coz zplsobuje zvyseni aktivity
makrofagd. Vyraznéjsi funkce makro-
faglh pak umozni efektivnéjsi prezentaci
nadorovych antigeni a kombinace to-
hoto pfistupu s aplikaci rituximabu na-
bizi slibné vysledky [12].

Aktivace suprimovanych nebo anerg-
nich T-lymfocytll pomoci protilatek ci-
lenych na kostimula¢ni molekuly, jako
CD27, CD40, prokazala omezenou kli-
nickou ucinnost, kterd je vysvétlovana
pfitomnosti supresivnich signald (napf.
PD-1). Pouhd aktivace intra-tumoro-
vych lymfocytli neni dostate¢na na po-
zadi inhibi¢nich signald z nddorového
mikroprostredi.

Velmi slibnou metodou je blokada
inhibi¢nich drah pomoci tzv. immune
check-point inhibitor (ICl). Blokada
ICR je schopna obnovit aktivaci T-lym-
focytd a zvysit protinddorovou odpo-
véd'u B- i T-lymfom. K dispozici je proti-
latka proti CTLA-4 (ipilimumab) s pouze
omezenou aktivitou u NHL a protilatky
proti PD-1 (nivolumab, pembrolizumab),
které jsou efektivni u fady R/R lymfoma
exprimujicich PD-L1/L2 (diky zvy3eni
poctu kopii 9p24.1 se zvySenou ampli-
fikaci PD-L1/L2 genl nebo EBV induko-
vanou upregulaci). Zejména u Hodgki-
nova lymfomu dosahuji obé blokacni
protilatky vybornych odpovédi u one-
mocnéni refrakternich na chemotera-
pii, imunoterapii i autologni transplan-
taci. Bohuzel u vétsiny nehodginovskych

lymfom0 neni samostatnd PD-1 blo-
kace dostatecna a nabizi se kombinace
s dalsi terapii zaméfenou na nadorové
buriky, jako jsou monoklonalni proti-
latky (rituximab, brentuximab vedotin),
chemoterapie nebo cilené inhibitory
(ibrutinib) [11].

Do oblasti pasivni imunoterapie patfi
zejména adoptivni pfenos in vitro ma-
nipulovanych imunokompetentnich
bunék s protinddorovou reaktivitou.
Muze se jednat o aktivované NK buriky,
tumor infiltrujici lymfocyty (TIL), nic-
méné nejvétsi Uspéch zaznamenaly
v lé¢bé lymfom(, ale i jinych malignit
T-lymfocyty s chimerickym antigennim
receptorem (CAR-T). Geneticky modifi-
kované lymfocyty pacienta jsou vyba-
vené arteficidlnim receptorem, ktery se
vaze na cilovy antigen podobné jako
monoklondlni protildtka a spousti ak-
tivaci T-lymfocytu. Naddorova bunka je
eliminovana cytotoxickou aktivitou, ak-
tivaci apoptotickych drah a také diky
produkci prozanétlivych cytokind, které
zapojuji dalsi komponenty imunitniho
systému. Vyhodou CAR T-lymfocytu je
fakt, ze ke své funkci nepotrebuji ob-
vyklou signalizaci T-buné¢ného recep-
toru, a nejsou tedy zavislé ani na expresi
MHC molekul nadorem. Soucasti recep-
toru jsou navic kostimula¢ni domény,
které poskytuji sekundarni signal nutny
pro aktivaci a expanzi modifikovanych
lymfocyt. Samoziejmé i CAR T-lymfo-
cyty mohou byt brzdény supresivnimi
signdly jako bézné T-lymfocyty, a proto
se ovéruji razné strategie, jak je proti
témto vlivim ochranit. CD19 specifické
CAR-T se ukazaly byt efektivni u relabu-
jici ¢i refrakterni akutni lymfoblastické
leukémie z B-bunék a velkobunécnych
nehodgkinovskych lymfom a jejich vy-
uziti expanduje do 1é¢by dalSich hema-
tologickych i solidnich nadord.

Velmi efektivnim zplsobem aktivace
T-lymfocytli nebo NK bunék je vyuziti
bispecifickych (nebo polyspecifickych)
protilatek ¢i molekul s bi(poly)specific-
kou vazbou. Tyto protilatky vazi nddo-
rovy receptor napf. na B-lymfocytech
(CD19,CD22,CD30) a zéroven stimula¢ni



receptor T- nebo NK bunék (CD3 resp.
CD16). Diky tomu se nadorova a efekto-
rova bunka dostavaji do tésné blizkosti,
coz vede k pfimé aktivaci efektorové
buriky proti nddoru. Protilatky oznaco-
vané jako BiTE (bi-specific T-cell engager)
nebo BIiKE (bispecific killer cell engager)
mohou vyvolat potentni imunitni od-
povéd dokonce u vyrazné refrakternich
onemocnéni.

Lymfomy predstavuji specificky typ
nadord, které v nadorovém mikropro-
stfedi soustiedi maligni elementy spolu
se se vsemi dualezitymi soucastmi imu-
nitniho systému. Bohuzel se v tomto
imunitné teoreticky idedlnim prostredi
uplatriuje fada okolnosti, které imunitni
odpovéd blokuji. Svoji roli hraje downre-
gulace MHC molekul a naopak zvy3ena
exprese imunosupresivnich ligandud
na lymfomovych burikach, kterym asi-
stuje pfitomnost supresivnich imunit-
nich subpopulaci a cytokind. Jedna se
navic o prostiedi velmi variabilni, s rdz-
nou buné¢nou kompozici, genovou
a proteinovou expresi, aktivitou cyto-
kinGi a ligandd. Imunoterapie nabizi me-
tody k omezeni Gtlumu imunitniho sys-
tému a k jeho reaktivaci, které zvy3uji

CAR T-cell terapie

Folber F.

jeho protinddorovou efektivitu. Nutna
bude pravdépodobné vyraznd indivi-
dualizace Ié¢by, kterd nabidne imunote-
rapii nebo jeji kombinaci optimalni pro
daného pacienta, a to s ohledem na kon-
krétni typ jeho nadoru a stav jeho imu-
nitniho systému. Zaroven lepsi porozu-
méni imunobiologii lymfomd umozni
v budoucnu Iépe prekonavat imunitni
dysfunkce a dosahovat dlouhodobé
kontroly lymfoidnich neoplazii pfi ak-
ceptovatelné toxicité lécby.
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antigenni receptor (CAR), urcujici cil,
proti kterému jsou tyto imunokompe-
tentni bunky zaméfeny. Jeho struktura
obsahuje také kostimula¢ni a aktivacni
doménu, pfipadné i dalsi soucasti. Dale
jsou tyto bunky kultivovany, procistény
a prochdzeji kontrolou kvality. Takto vy-
robené CAR-T lymfocyty jsou zamra-
zeny a vznikd vysledny lécivy pfipravek
moderni terapie (LPMT), ktery je poté
odeslan zpét do certifikovaného centra.
Vlastnimu podéani pfedchézi nékolika-
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denni lymfodeplecni pfipravna chemo-
terapie, kterd obvykle obsahuje kom-
binaci fludarabinu a cyklofosfamidu
(FluCy). Pripravek CAR-T je rozmrazen
pfimo u lGzka pacienta a podan intrave-
noézné cestou centralni Zilni kanyly.

Nejcastéjsi nezadouci reakce zahr-
nuji pokles parametrl krevniho obrazu
(neutropenie, trombocytopenie) jed-
nak v disledku podané chemoterapie,
jednak imunitnim pdsobenim bunék.
Po podani dochézi k aktivaci podanych
CAR-T lymfocytd, jejich pfihojeni a mno-
zeni (expanzi). Vysledna zadouci akti-
vace imunitniho systému maze byt ale
i prehnand, projevuijici se jako syndrom
z uvolnéni cytokint (CRS). Pri této kom-
plikaci se vzdy objevuji febrilie, mGze
ale také dochazet k hypotenzi nebo hy-
poxii. Lé¢ba spociva v tlumeni hore¢ky
antipyretiky, podpofe obéhu katecho-
laminy v pfipadé hypotenze a podavani
kysliku brylemi nebo maskou a v nej-
tézsich pripadech i umélé plicni venti-
laci. Efektivni feSeni CRS zahrnuje také
podavani kortikoidl (dexametazonu)
a tocilizumabu (monoklonélni proti-
latka proti receptoru pro interleukin 6),
a to nejlépe v ¢asnych stadiich jeho roz-
voje. Druhym specifickym nezddou-
cim ucinkem je syndrom neurotoxicity
(ICANS). Projevuje se zpoc¢atku mirnymi
poruchami koordinace jemnych pohybt
(napt. psani), poruchami paméti, vyba-
vovani slov (expresivni afazie), orien-
tace nebo pocitani. Mze vyustit i v za-
poruchou hrubé motoriky (paréza), oto-
kem mozku nebo bezvédomim. Lécba
je symptomaticka a zahrnuje antiepi-
leptika a kortikoidy (dexametazon nebo
metylprednisolon) [2,3].

Dale popiseme jednotlivé CAR-T pre-
paraty pro Iécbu lymfomd, které jsou
jiz dostupné k pouziti nebo by mély byt
brzy registrovany, uvedeny jsou v abe-
cednim poradi.

AXIKABTAGEN CILOLEUCEL
Axikabtagen ciloleucel (axi-cel, Yescarta)
patii mezi CAR-T pfipravky druhé gene-
race. Extraceluldrni vazebnd doména

je cilena proti antigenu CD19, pfitom-
nému na povrchu B lymfocytl. Kosti-
mulaéni a aktiva¢ni doménu tvofi ¢asti
CD28 a CD3zeta fyziologického T lym-
focytu. Registrovanou indikaci je di-
fuzni velkobuné¢ny B lymfom (DLBCL)
nebo priméarni mediastinalni B lym-
fom (PMBCL), ktery je relabovany nebo
refrakterni po minimalné dvou liniich
systémové [écby.

Bezpecnost a ucinnost pfipravku axi-
-cel byla vyhodnocena zejména v nasle-
dujicich publikacich:

Klinicka studie ZUMA-1 [4]: Registracni
multicentricka studie faze 1/2, ve které
bylo Ié¢eno celkem 108 pacientt s DLBCL,
PMBCL a DLBCL transformovanym z foli-
kularniho lymfomu. Vsem pacientiim byl
podan axi-cel po standardnim pfiprav-
ném rezimu FluCy. Ve sledovéni s media-
nem 27 mésicl byla dosazena celkova Ié-
¢ebna odpovéd (ORR) u 83 % a kompletni
remise (CR) u 58 % nemocnych. Median
trvani odpovédi byl 11 mésici. Median
celkového preziti (OS) nebyl dosazen
(u kfivky preziti bylo pozorovano plateau
tésné nad hranici 50 %), medidn preziti
bez progrese (PFS) byl 5,9 mésice. Neza-
douci ucinky stupné 3 a horsi byly pozo-
rovany u 48 % hodnotitelnych pacientd,
11 % tvofil CRS a 32 % neurotoxicita. Pfi
prodlouzeném sledovani se nevyskytly
zadné zadvazné pozdni nezadouci Ucinky
nebo nejasna umrti.

Zkusenosti z redlné klinické praxe
v USA [5]: Do této retrospektivni mul-
ticentrické studie (17 center) bylo za-
fazeno celkem 275 pacientl 1écenych
pomoci axi-cel. BEhem sledovani s me-
didnem 12,9 mésict byla ORR dosazena
u 82 % a CR u 64 % nemocnych. Zavazné
nezadouci Ucinky stupné 3 a vy3si cha-
rakteru CRS se vyskytly u 7 % a neuro-
toxicita u 31 % pacientl. Nerelapsova
mortalita ¢inila 4 %. Median PFS byl
8,3 mésice, median OS nebyl béhem sle-
dovéni dosazen. Pacienti s horSim vy-
konnostnim stavem dle ECOG a vyssi
hladinou laktatdehydrogenazy (LD) méli
preziti zkracené.

Dale byl nebo stale jesté je axi-cel hod-
nocen v klinickych studiich ZUMA-5 (in-

dolentni B-NHL), ZUMA-6 (kombinace
s atezolizumabem), ZUMA-7 (DLBCL ve
2. linii), ZUMA-9 (zvlastni pfistup pred re-
gistraci nebo pfi nesplnéni vsech kritérii
kvality pfipravku), ZUMA-11 (kombinace
s utomilumabem), ZUMA-12 (DLBCL
v 1. linii), ZUMA-14 (kombinace s rituxi-
mabem), ZUMA-19 (kombinace s lenzilu-
mabem) a v redlné klinické praxi v USA,
Francii, Némecku a také v CR. (Jednot-
livé citace zde nejsou uvedeny z ddvodu
omezeni jejich poctu v tomto sdéleni.)

BREXUKABTAGEN
AUTOLEUCEL

Brexukabtagen autoleucel (brexu-cel,
Tecartus) patfi mezi CAR-T pFipravky
druhé generace. Extraceluldrni vazebna
doména je cilena proti antigenu CD19.
Kostimulaéni a aktiva¢ni doménu tvofi
CD28 a CD3zeta. Vyroba je téméf iden-
tickd jako u axi-cel, lisi se pouze odstra-
nénim potencidlnich odebranych nado-
rovych bunék. Registrovanou indikaci je
lymfom z plastovych bunék (mantle cell
lymfom, MCL) po dvou ¢i vice liniich sys-
témové |éc¢by, které zahrnovaly [é¢bu
inhibitorem Brutonovy tyrosinkinazy
(BTK).

Bezpecnost a ucinnost pfipravku
brexu-cel byla vyhodnocena zejména
v nasledujici publikaci:

Klinicka studie ZUMA-2 [6]: Registra¢ni
multicentrickd studie faze 2, ve které
bylo lé¢eno celkem 68 pacientd s MCL.
Ve sledovani s medianem 12 mésict byla
dosazena ORR u 93 % a CR u 67 % ne-
mocnych. Mediany OS a PFS nebyly do-
sazeny, ve 12 mésicich ¢inilo OS 83 %
a PFS 61 %. Nezadouci ucinky stupné
3 a horsi byly pozorovany u 99 % hod-
notitelnych pacientd, 15 % tvofil CRS
a 31 % neurotoxicita. Z fatalnich uda-
losti byly zaznamendany pouze 2 pfipady
infekce.

LISOKABTAGEN
MARALEUCEL

Lisokabtagen maraleucel (liso-cel, Brey-
anzi) patii mezi CAR-T pripravky druhé
generace. Extracelularni vazebna do-
ména je cilena proti antigenu CD19.
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Kostimulac¢ni a aktivacni doménu tvofi
4-1BB a CD3zeta. Oproti ostatnim pfi-
pravkiim je zde zajisténo zastoupeni
CD4 a CD8 CAR-T lymfocytd v poméru
1 : 1. Registrovanou indikaci v USA je
velkobuné¢ny B lymfom (DLBCL, DLBCL
transformovany z indolentniho B-NHL,
high-grade B lymfom, PMBCL a foli-
kuladrni lymfom grade 3b; vse s vyjim-
kou primarniho lymfomu CNS) po dvou
¢i vice liniich systémové lécby, regist-
race v EU je ocekavéana v pribéhu roku
2021.

Bezpecnost a ucinnost pfipravku liso-
-cel byla vyhodnocena zejména v nasle-
dujici publikaci:

Klinicka studie TRANSCEND NHL
001 [7]: Registracni multicentricka stu-
die, ve které bylo Ié¢eno celkem 269 pa-
cientl s LBCL. Ve sledovani s medianem
19 mésicl byla dosazena ORR u 73 %
a CR u 53 % nemocnych. Median trvani
odpovédi nebyl dosazen, po 12 mési-
cich trvala u 55 % nemocnych. Median
OS ¢inil 21 mésicd, median PFS 6,8 mé-
sice. Ve 12 mésicich bylo OS 58 % a PFS
44 %. Nezadouci ucinky stupné 3 a horsi
byly pozorovany u 79 % hodnotitelnych
pacient(l, 2 % tvofil CRS a 10 % neuro-
toxicita. Optimalni davka byla stanovena
na 100x10° CAR-T lymfocytd.

Dale je liso-cel hodnocen v klinické
studii TRANSFORM (agresivni B-NHL ve
2. linii).

TISAGENLEKLEUCEL
Tisagenlekleucel (tisa-cel, Kymriah) patii
mezi CAR-T pfipravky druhé generace.
Extraceluldrni vazebna doména je cilena
proti antigenu CD19. Kostimulac¢ni a ak-
tivacni doménu tvofi 4-1BB a CD3zeta.
Registrovanou indikaci pro lymfomy je
DLBCL po dvou nebo vice liniich systé-
mové terapie.

Bezpecnost a Ucinnost piipravku tisa-
-cel byla vyhodnocena zejména v nasle-
dujicich publikacich:

Klinicka studie JULIET [8]: Registra¢ni
mezinarodni studie faze 2, ve které bylo
[éceno celkem 93 pacientd s DLBCL. Ve
sledovani s medidnem 14 mésicl byla
dosazena ORR u 52 % a CR u 40 % ne-
mocnych. Ve 12 mésicich ¢inilo OS 49 %
a PFS cca 33 %. Nezadouci Ucinky stupné
3 a horsi byly pozorovany u 89 % hod-
notitelnych pacientl, 22 % tvofil CRS
a 12 % neurotoxicita.

Vysledky z redlné klinické praxe
v USA [9]: V této retrospektivni multicen-
trické studie bylo hodnoceno celkem
155 pacientl s NHL Iécenych pomoci
tisa-cel. Béhem sledovéani s medidnem
12 mésict byla ORR dosazena u 62 %
a CR u 40 % nemocnych.V 6 mésicich ¢i-
nilo OS 71 % a PFS 39 %. Zavazné neza-
douci Ucinky stupné 3 a vyssi charakteru
CRS se vyskytly u 12 % a neurotoxicita
u 7,5 % pacientd.

Dale byl nebo jesté stale je tisa-cel hod-
nocen v klinickych studiich BELINDA (ag-
resivni B-NHL ve 2. linii) a ELARA (foliku-
[arni lymfom ve 2. a dalsi linii) a v redlné
klinické praxi ve Francii, Némecku a také
v CR. Ve francouzské praci byly jako rizi-
kové faktory pro ¢asnou progresi vyhod-
noceny zvysend hladina LD, pfitomnost
vice nez jednoho extranodalniho posti-
zeni a metabolicky aktivni nador vétsi
nez 80 ml [10].

ZAVER

Terapie CAR-T lymfocyty nabizi nadéji na
vyléceni pro pacienty s nékterymi typy
lymfom v situacich, které jsou prognos-
ticky jinak velmi nepfiznivé. Spektrum
dostupnych preparatl a jejich indikaci
se postupné rozsifuje. Zaroven nardsta
nejen mnozstvi dat z klinickych studii,

Cést 2: Imunoterapie lymfom -

ale i zkusenosti z redlné praxe. Jednou ze
zasadnich problematickych otazek zU-
stava vybér vhodného pacienta pro tuto
moderni, bezpecnou, aviak velmi na-
kladnou lé¢ebnou metodu.
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Bispecifické protilatky
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Imunoterapie je aktualné nedilnou
a rychle se rozvijejici soucasti lé¢ebnych
pfistupu v hematoonkologii. Krom mo-
noklonélnich protilatek, které prinesly
revoluci v |é¢bé B-non-hodgkinskych
lymfomu (B-NHL), se dnes obraci pozor-
nost i na pfistupy rekrutujici a/nebo ak-
tivujici imunokompetentni efektorové
bunky s cilem destrukce bunék lymfo-
movych. Tyto pfistupy zahrnuji nékteré
monoklondlni protilatky (obinutuzu-
mab, tafasitamab), ale zejména check-
-point inhibitory, T-lymfocyty s chimé-
rickymi antigennimi receptory (CAR
T-lymfocyty) a bispecifické protilatky.
Bispecifické protilatky (bsAbs) jsou
molekuldrni konstrukty zaloZzené na
struktufe pfirozenych protilatek ¢i je-
jich jednotlivych domén. Jsou speci-
fické pro dva rGzné epitopy a podle
poctu vazebnych mist mohou byt biva-
lentni, tri- nebo i tetravalentni. Diky vy-
voji v bioinZenyrstvi je dnes popsanych
vice nez 100 rlznych formatu, které Ize
podle struktury rozdélit do nékolika sku-

pin (obr. 1):

a) bsAbs se strukturou podobnou imu-
noglobulinu G (IgG), se specifickymi
podtypy, které prekonavaji problémy
parovani lehkych a tézkych retézc(;

b) bsAbs s dalsi vazebnou jednotkou;

) bispecifické fuzni proteiny s dalsi
funk¢nosti nebo specificitou;

d) konjugaty bispecifickych protilatek;

e) fragmenty bispecifickych protilatek
vzniklé spojenim variabilnich jedno-
retézcovych fragment( (scFv).

Ackoli se molekularni detaily téchto
strukturdlnich skupin znacné lisi, z hle-
diska funk¢nosti hraji ddlezitou roli
predevsim afinita vazebnych domén
k cilovému epitopu a pfitomnost ¢i ne-
pfitomnost Fc fragmentu. BsAbs postra-
dajici Fc oblast jsou obvykle zalozené na

scFv a obsahuji variabilni oblasti tézkych
a lehkych fetézcd, které jsou navzdjem
spojeny rlznymi pfistupy (napf. linke-
rem). Tyto molekuly jsou obvykle mensi,

coz muze zlepsit penetraci do tkani, ale
také vede ke kratSimu polocasu in vivo.
To pak c¢asto vyzaduje kontinudlni in-
travendzni podani. Bispecifické proti-

B

Bispecifické IgG Bispecifické fuzni proteiny

"Knobs-into-holes” “Diock & Lock™
150kDa 160kDa
c BsAbs s dalsi D BsAb konjugaty
vazebnou jednotkou

DVD-lgG
175kDa
300kDa
E
BsAb Fragmenty
BITE DART TandAb
50kDa 50kDa 50kDa

Obr. 1. Alternativni formaty bispecifickych protilatek (bsAb) v klinickém vyvoji.
Adaptace z Pytlik et al. [2].

BiTE - bispecific T-cell engager, DART - dual affinity retargeting antibody, TandAb
- tandem diabody
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latky se zaclenénou funkéni Fc doménou
maji delsi polocas a diky aktivaci makro-
fagl a NK-bunék mohou vyvolat ADCC
(od protilatek zavisla bunécna cytotoxi-
cita) a ADPC (od protilatek zavisla fago-
cytdza) - tzv. trifunkéni protilatky. Ak-
tivni Fc doména viak mUize branit tvorbé
cytolytické synapsi, vést k nezddouci
lyze rekrutovanych T-bunék, nebo zvy-
Sit extranadorovou toxicitu. Nékteré no-
véjsi konstrukty (napf. glofitamab nebo
mosunetuzumab) proto obsahuji cile-
nou mutaci vazebnych mist Fc oblasti,
s vyslednou limitaci téchto nezadoucich
ucinka [1].

V kontextu protilymfomové terapie
jsou bsAbs obvykle konstruované k pre-
smérovani imunokompetentnich bunék
k burikdm nesoucim cilovy (nddorovy)
antigen. V soucasné dobé se nejcastéji
k tomuto pfesmérovéani pouziva CD3 na
povrchu T-lymfocyt(, jakozto soucasti T-
-bunécného receptoru. Vazba bsAb na
T-bunécnou CD3 a soucasné na nado-
rovy antigen exprimovany na lymfomo-
vych bunkach umoznuje rekrutaci a ak-
tivaci T-lymfocytl s naslednym vznikem
cytolytické synapsy, uvolnénim vezikul
perforinu a granzymu B s vyslednou de-
strukci malignich bunék. Aby se zabranilo
systémové aktivaci efektorovych bunék
bez pfitomnosti cilovych bunék, je afi-
nita domény cilené na CD3 obvykle nizsi
ve srovnani s doménou cilenou na nado-
rovy antigen [2]. Alternativné Ize misto
CD3 pouzit vazbu na CD5. Ukézalo se
vsak, Ze tato je méné ucinna pii indukci
aktivace T-bunék ve srovnani se stimulaci
CD3; cileni dalsiho pan T-lymfocytérniho
antigenu - CD2 nevedlo k dostate¢né
aktivaci T-bunék, kromé kostimulace se
dvéma anti-CD2 protilatkami a tento
koncept se v praxi neuplatnil [2].

TOXICITA

Bispecifické protilatky maji Siroké spekt-
rum nezadoucich uc¢inkl plynoucich z ak-
tivace imunitniho systému. Vedle toxi-
city spojené s destrukci nenadorovych
bunék nesoucich cilovy antigen (v¢etné
normalnich B-lymfocytd), ¢i toxicity v du-
sledku protinadorového efektu (tumor

flare a syndrom nadorového rozpadu) za-
hrnuji specifické nezadouci ucinky pre-
devsim syndrom uvolnéni cytokinl (CRS)
a neurotoxicitu (imune effector cell-asso-
ciated neurotoxicity syndrome — ICANS).
Tyto se v souvislosti s aktivaci efektoro-
vych bunék imunitniho systému a pro-
dukci prozanétlivych mediatorl vysky-
tuji i u dalsich terapeutickych pfristup(,
které vyuzivaji presmérovani T-lymfo-
cytl k nddorovym burikam. Pfesnd pato-
geneze neni objasnéna, nicméné u CRS
se pfedpoklada mechanizmus podobny
jako u syndromu aktivovanych makro-
fagu i s obdobnymi priznaky, vc¢. febrilii,
znamek aktivace endotelu s vazodilataci
¢i syndromem déravych kapilér; labora-
torné s vzestupem zanétlivych parame-
trl a hyperferitinémii. Za klicové se po-
vazuji cytokiny IL6, IL10 a INFy, ¢ehoz se
vyuziva i pfi terapii, ktera je v soucasné
dobé zaloZena na blokadé efektu IL6 za
pouZziti tocilizumabu, pfipadné na tlu-
meni zanétlivé odpovédi pomoci korti-
koid0. CRS se typicky objevuje pfi prvni
aplikaci, nej¢astéji v prvnich 48 hodi-
néach, neni viak vyjimkou i opakovany vy-
skyt v pozdéjsich cyklech. Vétsina proto-
kolG pro pouziti BsAbs proto doporucuje
i profylaktickou aplikaci kortikoid0 (pfip.
i antihistaminik) [3].

V etiopatogenezi neurotoxicity se
predpokladd porucha hematoence-
falické bariéry vlivem aktivovanych
T-lymfocytl a jejich extravazace s na-
slednym uvolnénim cytokinl po vazbé
na B-lymfocyty v CNS; aktivovany endo-
tel pak mlze atrahovat dalsi bunky s na-
slednou agravaci ICANS v dalSim vyvoji.
Casto se vyskytuje spole¢né s, nebo po
CRS; popsany viak byly i izolované pro-
jevy ¢i projevy predchazejici CRS. Za kli-
Covy mediator se povazuje IL1. V terapii
se vedle symptomatické 1écby uplatiuji
pfedevsim kortikoidy; tlumeni dréhy
IL1 je v soucasnosti predmétem studii [3].

BISPECIFICKE PROTILATKY
PRVNI GENERACE:
BLINATUMOMAB
Blinatumomab, BIiTE (bispecific Tcell en-
gager) strukturdlné zaloZeny na scFv
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spojenych linkerem, byl prvni bsAb
schvalenou pro lé¢bu pacientl s B-lym-
foblastickou akutni leukemii. Prvni stu-
die u pacientl s refrakternim a/nebo re-
labovanym (R/R) B-NHL z pocatku let
2000 (MT103-1/ 01-2001, MT103-1 / 01-
2002, MT103 / 01-2003) ale neprokézaly
vyznamnou klinickou ucinnost (prav-
dépodobné kvili neefektivnimu davko-
vani). Odhalily viak nékolik uskali spoje-
nych s terapii zalozenou na BiTE. Kratky
plazmaticky polocas in vivo (2 hodiny),
zpUsobeny strukturou molekuly a jeji ve-
likosti pfiblizné 55 kDa, vyzadoval kon-
tinudlni intravenodzni infuzi k udrzeni ci-
lové plazmatické hladiny. Vy3si davky zase
vedly k neocekdvanym nezadoucim ucin-
kdim vcetné neurotoxicity a CRS. Nasledné
studie s blinatumomabem, ale i dalSimi
bsAbs, proto pfijaly pfistup postupné es-
kalace davkovani, aby bylo zajisténo dosa-
zeni cilové davky s nizsim rizikem kompli-
kaci. Pro B-NHL bylo hodnoceno nékolik
davkovacich protokoll s pouzitim konti-
nuélnich infuzi po dobu 4 nebo 8 tydnd.
V eskala¢ni studii faze |, ktera hodnotila
antilymfomovou u¢innost blinatumo-
mabu u pacientl s R/R folikuldrnim lym-
fomem (FL), difuznim velkobunéénym
lymfomem (DLBCL) a Mantle-cell lymfo-
mem (MCL), byla maximalIni tolerovatelnd
davka (MTD) stanovena na 60 ug/m?/den.
V kohorté pacientt lécenych MTD (n = 35)
byla celkova odpovéd (ORR) 69 %, u pa-
cientd s DLBCL 55 %. Dalsi studie faze II
ukazala, ze efektivita u pacientli s R/R
DLBCL je vysoce zavisla na dosazeni ma-
ximalni davky. V této eskala¢ni studii (ab-
solutni davka 9-28-112 ug/24 h) témér
tfetina pacientd nedosahla cilové davky
kvali rychlé progresi onemocnéni nebo
kvali toxicité, zejména neurologickym
nezadoucim uc¢inklm. U hodnotitelnych
subjekt byla ORR 43 %, v¢. 19 % kom-
pletnich remisi (CR). Podobnych vysledkt
bylo dosazeno i v dalsich studiich, s ORR
a CR 37 % resp. 22 %, nicméné s nutnosti
preruseni terapie u vice jak poloviny pa-
cientll kvli progresi a/nebo toxicité, pre-
devsim zavaznym projeviim neurotoxicity
(stupen 3 a vice), které se vyskytly u 30 %
pacientd [4].
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Aktualné je v klinickém hodnoceni
kombinace blinatumomabu a dalsich
terapeutik, véetné check-point inhibi-
torl (NCT03340766) ¢i lenadlidomidu
(NCT02568553). | pres jeho velky uspéch
v terapii B-ALL se ale blinatumomab do
Sirsi klinické praxe v [é¢be B-NHL nedo-
stal, predevsim v dUsledku komplikova-
nych [é¢ebnych schémat s nejistym efek-
tem a zavaznymi nezadoucimi ucinky.
Predstavuje vsak,proof of concept’, ktery
ved| k rozvoji dalSich preparata rekrutu-
jicich efektorové bunky imunitniho sys-
tému k lymfomovym bunkam.

BISPECIFICKE PROTILATKY
DRUHE GENERACE

Novéjsi generace bispecifickych protila-
tek byly navrzeny tak, aby se snizilo ri-
ziko komplikaci pozorovanych u aplikace
plvodniho BiTE formatu. Ve své struk-
tufe zahrnuji Fc fragment, ktery prodlu-
Zuje jejich plasmaticky polocas a zjedno-
dusuje aplika¢ni schémata. Na druhou
stranu, pfitomnost Fc fragmentu maze
diky vazbé na Fcy receptor a Clq inter-
akci vést k off-target toxicité, pfedevsim
CRS a hepatotoxicté. Proto je Fc doména
v téchto novych konstruktech obvykle
inaktivovdna (napf. cilenou mutaci),
Casto tak, aby se zachovala jeji vazba na
neonatalni Fc receptor, coz opét zlepsuje
farmakokinetické vlastnosti [1]. Vedle
modifikaci Fc fragmentu je lepsiho bez-
pecnostniho profilu dosazeno i postup-
nou eskalaci davkovani ¢i pripadnou
kombinaci s jinymi [écivy, napt. obinutu-
zumabem, aby doslo k redukci cirkuluji-
cich bunék s cilovym antigenem, kterych
vysoky pocet v periferni krvi se povazuje
za rizikovy faktor nékterych nezadoucich
ucinkd [7]. Mezi bsAb novéjsi generace
patii napf. glofitamab, mosenutuzumab,
odronextamab, ¢i epcoritamab.

MOSUNETUZUMAB

Mosunetuzumab (RG7828, BTCT4465A)
je plné humanizovana IgG1 bsAb ci-
lend na CD20 a CD3 s modifikovanou
doménou Fc. V predklinickych studiich
tato modifikace Fc domény s vysled-
nou inaktivaci ADCC neohrozila cytoto-

xickou Ucinnost mosunetuzumabu [5].
Prabézné vysledky klinické studie faze
I/ 1b u pacientl s R/R B-NHL (GO29781,
NCT02500407) prokazaly dosazeni ORR
aCRu422 % a 18,6 % pacientl s ag-
resivnim B-NHL (n = 119) a u 64,1 %
a 34,1 % pacientl s indolentnim B-NHL
(n = 64); trvald odpovéd byla pozoro-
vana i u pacientd s relapsem po tera-
pii CAR T-lymfocyty. Postupna eskalace
davkovani mosunetuzumabu béhem 1.
cyklu ocekavané zlepsila bezpecnost te-
rapie a umoznila dosazeni vy3sich, po-
tencidlné ucinnéjsich davek. Nezadouci
ucinky souvisejici s 1é¢bou (CRS a neu-
rotoxicita) byly mirné a vétsina se ob-
jevila v 1. Cyklu [6]. Mosunetuzumab je
v soucasné dobé testovan v nékolika kli-
nickych studiich u pacient( s R/R B-NHL,
a to jak v monoterapii, tak v kombinaci
s chemoterapii, s protildtkami konjugo-
vanymi s [é¢ivem, check-point inhibitory
nebo lenalidomidem (tab. 1).

GLOFITAMAB

Glofitamab (RG6026, RO7082859) je tri-
valentni bsAb cilend na CD20 a CD3. Ob-
sahuje tfi oblasti Fab (1x CD3, 2x CD20)
a modifikovanou doménu Fc. Dvé va-
zebnd mista pro CD20 umoznuji vyssi
aviditu glofitamabu pro tento antigen
i pfi nizkych aplika¢nich davkach. Prvni
multicentrickd studie faze | (NP30179,
NCT03075696) zahrnovala pacienty
s R/R DLBCL, R/R primarni mediastinalni
lymfom (PMBL), R/R trFL a s R/R FL.Vsem
pacientdm byl 7 dni pred glofitamabem
aplikovan obinutuzumab. Tento tera-
peuticky pfistup je zalozen na preklinic-
kych datech, kterd naznacuji, ze podani
obinutuzumabu zmen3uje riziko toxicity
diky snizeni po¢tu B-bunék pfitomnych
v periferni krvi. U 76 pacientl s agresiv-
nim R/R B-NHL (DLBCL, PMBL, trFL) lé-
¢enych rdznymi eskalacnymi protokoly
byla ORR a CR 46 %, respektive 29 %.
V kohorté pacientd s R/R FL byla ORR
63 % (50 % CR). Toxicita byla nizk3, te-
rapeuticky dobfe zvladnutelnd, pficemz
stupen CRS = 3 byl hldsen pouze u 5 %
pacient(; nebyla zaznamenana zavazna
neurotoxicita [7]. Medidn PFS v agresiv-

nich a indolentnich souborech pacientt
byl 2.9, respektive 14.9 mésice. Kom-
pletni remise byly obvykle dosazeny
po 3 cyklech a byly dlouhodobé. V kli-
nickém hodnoceni je aktualné srovnani
glofitamabu vs. rituximabu v kombinaci
s gemcitabinem a oxaliplatinou u pa-
cientl s R/R DLBCL, ¢i kombinace glofita-
mabu s check-point inhibitorem, polatu-
zumab-vedotinem nebo lenalidomidem
(tab. 1).

ODRONEXTAMAB
Odronextamab (REGN1979) je anti-
-CD20xCD3 bsAb se strukturou zalo-
zenou na IgG4 s modifikovanou Fc do-
ménou. Studie faze 1 s eskalaci davky
zahrnujici pacienty s R/R B-NHL (DLBCL,
FL, MCL, jiny B-NHL; v¢etné pacientd,
u nichz selhala predchozi 1é¢ba CAR T-
-lymfocyty) neprokazala zadnou toxi-
citu omezujici davku. Odpovédi byly z&-
vislé na davce s ORR v rozmezi od 15 %
do 100 %, pficemz pro indukci odpo-
déavky odronextamabu ve srovndni s pa-
cienty s DLBCL [8]. CRS stupné = 3 a neu-
rotoxicita byly hlaseny u 7 %, resp. 3 %
pacientl, neurologické nezadouci
ucinky stupné 4-5 nebyly pozorovany.
Nasledujici studie tyto vysledky potvr-
dily. U pacientl s R/R FL lécenych dav-
kou 5mg a vice byly ORR a CR 92,9 %,
resp. 75 % s medidnem trvani odpovédi
7,7 mésicQ; u pacientd s R/R DLBCL byla
potiebna vyssi cilova davka - pfi davce
80 mg a vice bylo dosazeno ORR a CR
u 60 % s trvanim odpovédi 10,3 mésicu.
Odpovédi bylo dosazeno i u pacientd
s DLBCL refrakternich na predchozi CAR
T-lymfo terapii (n = 21), kdy bylo dosa-
zeno ORR a CR u 33,3 resp. 23,8 % s tr-
vanim odpovédi 2,8 mésicl (4,4 mésicl
u pacientt s CR) [9]).

EPCORITAMAB

Epcoritamab (GEN3013) je bsAb rov-
néz cilena proti CD20 a CD3 zaloZend
na strukture IgG1 s moznosti subkutan-
niho podavani. Aktudlné publikovand
data ze studie faze 1 s pacienty s R/R
DLBCL a R/R FL (n = 58) konstatuji piiz-
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Tab. 1. Vybrané klinické studie hodnotici mosenutuzumab, glofitamab, epcoritamab a odronextamab v terapii

B-non-hodgkinskych lymfom (B-NHL).

terapeuticka kombinace

mosenutuzumab+ atezolizumab

mosenutuzumab + polatuzumab vedo-
tin vs. Pola-BR

mosetuzumab + lenalidomde, glofi-
tamab + lenalidomide, glofitamab +
obinutuzumab + lenalidomide

mosenutuzumab + CHOP, mosenutuzu-
mab + polatuzumab vedotin + CHP

mosenutuzumab, mosenutuzumab +
polatuzumab vedotin

mosenutuzumab nebo glofitamab +
GemOx

mosenutuzumab, glofitamab + obinu-
tuzumab

glofitamab + R-CHOP nebo Pola-CHP

glofitamab + atezolizumab nebo polatu-
zumab vedotin s obinutuzumabem

glofitamab + rituximab nebo obinutuzu-
mab + CHOP

glofitamab + RO7227166 + obinutuzu-
mab

epcoritamab

epcoritamab + R-CHOP nebo R2 nebo
BR nebo GemOx

epcoritamab vs. volba investigatora

odronextamab

CLL - chronicky lymfocytarni leukémie, FL - folikularni lymfom, HGBL - high-grade B-NHL, SLL — lymfom z malych lymfocyt(, PMBL - pri-
marni mediastindIni B-lymfom, MCL - Mantle cell lymfom, MZL - lymfom z marginalni zény, R/R - relabovany nebo refrakterni

cilové antigeny onemocnéni
BsAb
CD20/CD3 R/RB-NHL a CLL
CD20/CD3 R/R DLBCL, R/R FL
CD20/CD3 R/R FL
CD20/CD3 nova dg DLBCL, R/R DLBCL
CD20/CD3 nova dg DLBCL, DLBCL bez
nedosazeni CR po 1. linii
terapie
CD20/CD3 R/R DLBCL, R/R HGBL
CD20/CD3 R/R B-NHL po aplikaci CAR
T-lymfo
CD20/CD3 1. linie pro high-risk DLBCL
nebo HGBL
CD20/CD3 R/R B-NHL
CD20/CD3 nova dg B-NHL, R/R B-NHL
CD20/CD3 + R/R B-NHL
CD19/4-1BB
CD20/CD3 R/R DLBCL, HGBL, FL,
PMBL, MCL, SLL, MZL
CD20/CD3 nova dg DLBCL a FL, R/R
DLBCL a FL
CD20/CD3 R/R DLBCL
CD20/CD3 R/R DLBCL, FL, MZL, MCL

faze predpokla- clinical trial

dany cas identifikator
ukonceni

I/11 11/2023 NCT02500407
Ib/11 04/2024 NCT03671018
I/1 06/2024 NCT04246086
b/l 06/2022 NCT03677141
111 02/2024 NCT03677154
09/2021 NCT04313608
Il 12/2023 NCT04889716
171 01/2024 NCT04914741
Ib 08/2021 NCT03533283
12/2023 NCT03467373
01/2023 NCT04077723
I/1 12/2025 NCT03625037
I/1 09/2024 NCT04663347
11 05/24 NCT04628494
I 08/2026 NCT03888105

nivy bezpecnostni profil s nizkym rizi-
kem neZadoucich ucinku (CRS u 56,9 %
pacientl, maximalné 2. stupné; neuroto-
xicita u 6,9 % pacientq) i efektivitu s do-
sazenim ORR a CR u 60 %, resp. 20 % pa-
cientd s DLBCL a 85,7 % u FL (0 % CR),
opét s nizsi potrebnou davkou k dosa-
zeni odpovédi u pacientd s FL [10].

DALSI MOZNOSTI
STIMULACE

Vétsina aktudlné klinicky dostup-
nych produktl predstavuje anti-
-CD20/CD3 bsAb. Alternativni nadéjné
bsABs jsou zaloZzené na kostimulaci

4-1BBL/CD19 (RG6076), ¢i na cileni ji-
nych imunokompetentnich bunék, jako
jsou NK-buriky. Cilovym Ag na NK-bu#i-
kach je pfedeviim CD16A schopny in-
dukovat aktivaci NK-bunék i bez dalsi
kostimulace. V klinickém testovani je
aktualné produkt AFM13, coz je an-
tiCD30/CD16 tetravalentni bsAb, jehoz
bezpecnost a efektivita je v soucasnosti
predmétem studii v terapii pacientd
s R/RT-NHL (v¢. transformované mycosis
fungoides) i v 1é¢bé pacientl s Hodgki-
novym lymfomem.

V klinickém hodnoceni jsou pak i kom-
binace bsAb s dalSimi imunomodulan-

cii, jako check-point inhibitory, lenali-
domid, ¢i jiné bsAb (napf. vyse zminéné
RG6076) ve snaze zvysit rekrutaci a sti-
mulaci T-lymfocytud ¢i zabrénit jejich ex-
hausci. Tyto pfistupy pak umoznuji te-
rapii i u pacientl s vysokym rizikem
refrakternosti k terapii napt. v dlsledku
pritomnosti znamych faktorl rezistence.
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Inhibitory imunitnich kontrolnich bodi v 1écbé lymfomii

Kofen J.

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

UVOD

Rozvoj imunoterapie a jeji pouziti v kli-
nické praxi se v poslednich dvou de-
kadach podili zésadnim zplsobem na
zlep$eni vysledkd é¢by jak Ne-Hodg-
kinovych lymfom (NHL), tak i Hodgki-
nova lymfomu (HL). Jeji vyznam v po-
slednich nékolika letech nadale rychle
narusta se zavadénim novych typu této
|é¢by, jako jsou inhibitory imunitnich
kontrolnich bodu (IKB), bispecifické pro-
tilatky, nebo geneticky modifikované
T lymfocyty s chimerickym antigennim
receptorem.

MECHANIZMUS UCINKU

Unik lymfomovych bunék z imunitniho
dohledu predstavuje jeden ze zasad-
nich mechanizm jejich preziti. U¢inna
reakce efektorovych T lymfocytd pred-
stavuje komplexni proces, ktery vyza-
duje jednak rozeznani imunogenniho
antigenu na povrchu antigen prezentuji-
cich bunék (APC) v souvislosti s hlavnim
histokompatibilnim systémem (MHC)
T bunéénym receptorem, a dale nasled-
nou aktivaci pomoci kostimulaénich sig-
nald. Pouze tento komplexni proces
umozni aktivaci, diferenciaci a expanzi
efektorovych T lymfocytd. Imunitni

reakce je nasledné modifikovdna rfadou
imunitnich kontrolnich bodl na povr-
chu T lymfocytl, které zajistuji rovno-
vahu mezi dostate¢nou imunitni odpo-
védi a nezddouci cytotoxickou reakci po
eliminaci hrozby. Tohoto mechanizmu
vsak vyuzivaji nddorové buriky a buriky
nadorového mikroprostredi, které pro-
dukuji ligandy inhibi¢nich receptorl
kontrolnich bod(, coz vede k potlaceni
T bunécné reakce a prispiva k imunoto-
leranci nadoru.

Jako klinicky nejuspésnéjsi koncept
pfi terapeutickém vyuziti tohoto mecha-
nizmu se ukdzaly blokatory inhibi¢nich
imunitnich kontrolnich bodd, jako jsou
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen)
a zejména inhibitory PD-1 (programmed
cell death protein). Vyznam této lé¢ebné
modality dokumentuje rychle narGstajici
pocet registrovanych indikaci pro 1é¢bu
nadori a podtrhuje také skutecnost, ze za
objev vyuziti IKB v onkologii byla v roce
2018 udélena Nobelova cena za fyziologii
Jamesovi P. Allisonovi a Tasuku Honjovi.

V 1é¢bé lymfom( se dosud ukazaly
jako nejucinnéjsi inhibitory PD-1, proto
budou dale zminény podrobné. Blokada
dalich inhibi¢nich IKB, jako CTLA-4,
nebo LAG-3 (lymphocyte activation

gene3) v ¢asnych klinickych studii nepfi-
nesla presvédcivé vysledky.

PD-1 INHIBITORY

Klinicky benefit PD-1 inhibitord se vy-
znamné lisi mezi jednotlivymi typy lym-
fom(. Nejvétsi uc¢innost, véetné dlouho
trvajicich odpovédi, byla zaznamenéna
u pacientd s HL, zatimco u pacientt
s NHL byly vysledky této Iécby celkové
podstatné horsi.

Tento zasadni rozdil v klinické ucin-
nosti je pricitdn zejména rozdilné ex-
presi ligandU proteinu PD-1 (PD-L1, PD-
L2) na povrchu nadorovych bunék a také
vlivu nddorovému mikroprostiedi. Zda
se, ze nejlepsi klinicky efekt maji PD-1 in-
hibitory u lymfomu s geneticky nebo vi-
rové podminénou zvysenou expresi PD-
L1, PD-L2. Diky pravidelné se vyskytujici
genové amplifikaci nebo nadpocetnym
kopiim lokusu 9p24.1 u HL dochazi k vy-
razné zvysené expresi PD-L1 a PD-L2 na
povrchu nadorovych bunék. DalSim fak-
torem, ktery mGze zpUsobit zvysenou
expresi PD-L1, PD-L2, je pfitomnost ge-
nomu EBV v nddorovych burikéch, kterd
vede k aktivaci JAK/STAT signalni drahy
a ve svém dusledku ke zvyseni exprese
PD-1 ligand.
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Tab. 1. Vysledky vybranych PD-1 inhibitort v Ié¢bé R/R Hodgkinova lymfomu.

studie faze pocet pacienti  ORR (%) CR (%) PFS odkaz
nivolumab | 23 87 17 86 % v 6 mésicich Ansell SM, 2015 [1]
nivolumab Il 243 69 16 median 14,4 mésict Armand P, 2018 [2]
pembrolizumab I 31 65 16 46 % ve 12 mésicich Armand, 2016 [3]
pembrolizumab Il 210 72 27,6 medidn 13,7 mésicl ChenR, 2018 [4]
sintilimab Il 96 85,4 29 78 % v 6 mésicich SuH, 2019 [5]
tislelizumab Il 70 87 63 75 % v 9 mésicich Song'Y, 2020 [6]
HODKGINUV LYMFOM - nez 6 mésicd. PFS v 1 roce bylo 46 %.V na- U nové diagnostikovanych pacient(
KLINICKE VYSLEDKY sledujici studii faze Il (Keynote 087) [4] s pokrocilym stadiem HL byla testovana

Nivolumab u R/R HL

Nivolumab je humanni monoklondlni
protilatka proti PD-1. V prvni studii faze
| byl testovan v monoterapii na skupiné
23 pacientu s refrakternim nebo relabu-
jicim (R/R) HL, 65 % pacientt bylo po se-
Ihani predchozi autologni transplantace
kmenovych bunék (ASCT) a po brentu-
ximab vedotinu (BV). Celkovy pomér
odpovédi (overal response rate, ORR)
byl 87 %, kompletni remise (CR) do-
sahlo 16 % pacientU. Preziti do progrese
(PFS) bylo 84 % v 6 mésicich [1]. Nasle-
dujici studie faze Il (CheckMate 205) [2]
potvrdila dobré vysledky monoterapie
Nivolumabem u skupiny R/R HL. Zara-
zeno bylo celkem 243 pacientl hodno-
cenych ve 3 kohortach, 63 pacientl bylo
dosud bez lé¢by BV (kohorta A), 80 pa-
cientl bylo po ASCT a néasledné BV (ko-
horta B) a 100 pacientd dostalo BV pred
nebo po ASCT (kohorta C). Celkovy ORR
v celé skupiné byl 69 %, CR dosdhlo 16 %
pacientld. ORR v kohortéch A, B, C byl
65 %, 68 %, 73 % a CR 29 %, 13 %, 12 %.
Median PFS byl 14,7 mésice. Na zékladé
této studie byl Nivolumab registrovan
pro R/RHL.

Pembrolizumab u R/R HL

Pembrolizumab je humanizovana proti-
latka proti PD-1. Pfi klinickém testovani
u pacientd s R/R HL bylo dosazeno srov-
natelnych vysledkd jako u Nivolumabu.
V klinické studii faze | (Keynote-013) [3]
bylo hodnoceno 31 pacientl s R/R HL,
71 % bylo po pfedchozi ASCT. ORR byl
65 %, CR 16 %, 70 % odpovédi trvalo déle

bylo hodnoceno 210 pacient(, opét ve
3 kohortach, 69 pacientl progredovalo
po ASCT a BV (kohorta 1), 81 bylo po z&-
chranné |é¢bé a BV, ale nebyli nosni
ASCT (kohorta 2) a 60 pacientl po ASCT
bez |é¢by BV (kohorta 3). Celkovy ORR byl
71,9 %, CR 27,6 %. Median PFS 13,7 mé-
sice. ORR v jednotlivych kohortéach 1,
2 a 3 byl 74 %, 64 % a 70 %. Tato stu-
die rovnéz vedla k registraci Pembroli-
zumabu pro indikaci R/R HL, nicméné
v CR nema v soucasné dobé stanovenou
Uhradu z vefejného pojisténi.

Dalsi PD-1 inhibitory

V posledni dobé byla publikovana data
ucinnosti nékolika daldich anti PD-1 pro-
tilatek testovanych u pacientl s R/R HL,
které vykazuji rovnéz velmi dobré vy-
sledky. Srovnani vysledku je v tab. 1.

PD-1 ihbibitory v ¢asnéjsich fazich
lécby HL
Velmi dobré vysledky PD-1 inhibitor( ve
skupiné R/R HL, kde jiz pfedstavuji stan-
dardni moznost lé¢by, vedly dale k tes-
tovani jejich pouziti v ¢asnéjsich fazich
[é¢by v kombinaci s dalSimi [éky.

Ve studii faze I-1l byla testovana
u 91 pacientl s HL jako prvni zachranna
|é¢ba kombinace Nivolumab + BV,
4 cykly, 84 pacientll nasledné podstou-
pilo ASCT [7]. ORR byl 85 %, CR 67 %. P¥i
medianu sledovani 34 mésicl je PFS ve
3 letech 77 % v celé skupiné, u pacientd
s provedenou ASCT piimo po této lécbé
91 %. Celkové preziti v celé skupiné bylo
ve 3 letech 93 %.

kombinace Nivolumab + AVD (kohorta
D CheckMate 205) [8], ve skupiné 51 pa-
cientd byl na konci lIé¢by ORR 84 %, CR
67 %. PFS v 9 mésicich 92 %.

NE-HODKGINOVY LYMFOMY
- KLINICKE VYSLEDKY
Ve srovnani s vysledky |é¢by PD-1 in-
hibitory u HL jsou vysledky lé¢by u pa-
cientd s NHL v neselektovanych soubo-
rech podstatné horsi. Vyraznéjsi efekt
byl pozorovan pouze ve skupinach pa-
cientl s lymfomy s genetickou ampli-
fikaci 9p24.1., jako jsou primarni me-
diastinalni B lymfom (PMBL), lymfom
$edé zény (GZL), primarni CNS lym-
fom (PCNSL), primarni testikularni lym-
fom (PTL), nebo nékteré EBV pozitivni
lymfomy.

Prehled a srovnani vysledkl vybra-
nych klinickych studii zobrazuje tab. 2.

NHL s amplifikaci 9p24.1.

PMBL tvofi asi 6 % z pfipadd DLBCL.
V fadé ohledl, jako jsou lokalita posti-
zeni, mladsi vék pacientl a rovnéz profil
genové exprese, se jedna o lymfom po-
dobny HL. Ve studii faze | bylo hodno-
ceno 21 pacientl s R/R PMBL monote-
rapii Pembrolizumabem, ORR byl 48 %,
CR 33 %, pfi medianu sledovani 29 mé-
sict nebylo dosazeno medianu trvani
odpovédi (DOR) Nikdo z pacientli s CR
neprogredoval po dobu sledovani [9].
Dalsi studie faze Il, ktera navazala a po-
tvrdila tyto vysledky, bylo 1é¢eno Pem-
brolizumabem 53 pacientl s R/R PMBL,
ORR byl 45 %, CR 13 %, medianu DOR
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Tab. 2. Vysledky vybranych studii inhibitor(i imunitnich kontrolnich bodii u NHL.
s:::eie p:;::ttﬁ diagnéza ORR (%) CR (%)

monoterapie
nivolumab 31 R/R B-NHL 26 10

23 R/R T-NHL 17

R/R DLBCL + tINHL
nivolumab Il 121 ASCT R/R 10
ASCT neunosni 3 0

nivolumab 5 4x R/R PCNSL, 1x PTL 100 80
pembrolizumab I 21 R/R PMBL 48 33
pembrolizumab I 53 R/R PMBL 45 13
pembrolizumab I 23 R/R FL, LPL, MZL 17 0
pembrolizumab Il 24 R/R MF + SS 38 8
kombinovana lécba
atezolizumab (anti b 23 R/R DLBCL 16 NA
PD-1) + obinutuzumab 26 R/R FL 57 NA
';’ite&ﬁ:;':”mab * I 27 R/RFL 80 60
anti CD47 (HuSF9) + b R/R DLBCL 40 27
rituximab R/RFL 71 43

PFS odkaz

median 6 m
Lesokhin AM, 2016 [18]
median 2,5 m

median 1,9 m Ansell SM, 2019 [11]

median 1,4 m

NA Nayak, 2017 [10]
NA Armand, 2019 [9]
NA Armand, 2019 [9]

median 3,5 m
ve 12 m 69 %

Ding, 2017 [15]
Khodadoust, 2020 [19]

NA

Palomba, 2017 [16]
NA
NA Nastoupil, 2017 [17]
NA

Advani, 2018 [13]
NA

nebylo dosazeno pfi medidnu sledovani
12,5 mésice [9].

Dal3i nadéjné vysledky byly publi-
kovany na malém souboru pacientl
s R/R PCNSL a PTL lé¢enych Nivolu-
mabem [10]. Jednalo se o 4 pacientky
s PCNSL a 1 s PTL, vSichni pacienti do-
sahli 1écebné odpovédi, 4 CR, 1 PR,
3 z nich byli bez progrese pfi poslednim
sledovani ve 13-17 mésici lécby.

DLBCL
Vysledky monoterapie PD1 inhibi-
tory byly neuspokojivé. Ve studii faze I
(CHeckMate -139) [11] bylo |é¢eno Ni-
volumabem 121 pacient(i s R/R DLBCL,
bud' selhavajici po ASCT, nebo ASCT ne-
unosni. ORR u pacientl po ASCT byl
10 % u ostatnich 3 %. Podobné ve stu-
dii s Pembrolizumabem, indikovanym
jako konsolidace po ASCT s cilem zlep-
Sit PFS v 18 mésicich o 20 % (60-80 %),
nebyl pozitivni Uc¢inek prokazan dle cile
studie [12].

Ani kombinace PD-1 inhibitor( s dal-
simi 1éky, jako jsou CTLA4 inhibitor (ipi-

limumab), ibrutinib ¢i obinutuzumab,
nevedly u R/R DLBCL k presvédcivym
vysledkam.

Naproti tomu nadéjné vysledky mélo
pouZziti inhibitoru IKB pfirozené imu-
nity CD47, ovliviujici funkci makro-
fagl a monocytl. Zvysena exprese
CD47 a jeho ligady SIRPa vede k inhibici
na protilatce zavislé, bunécné zprostred-
kované fagocytoézy. Ve studii faze | byla
testovana u 15 pacientl s R/R DLBCL
protilatka anti-CD47 (Hu5F9-G4) v kom-
binaci s rituximabem, ORR byl 40 %, CR
27 % [13].

Folikularni lymfom a dalsi
indolentni lymfomy

U FL a dalSich indolentnich lymfoma
nevedla monoterapie PD1 inhibitory
k vyraznéjsimu efektu. Ve studii faze Il
(CheckMate-140) [14] bylo Ié¢eno Ni-
volumabem 93 pacientl s R/R FL, ORR
byl pouze 4 %, median PFS jen 2,2 mé-
sice. Ve studii s Pembrolizumabem,
kam bylo zafazeno 23 pacientl s R/R
indolentnimi lymfomy, dosdhli od-

povédi jen 2 pacienti z 18 s FL, me-
dian PFS v celé studii byl zhruba 3 az
4 mésice [15].

Nicméné kombinovana lécba inhi-
bitor( IKB s cilenou proti lymfomovou
[é¢bou ukazala nadéjnéjsi vysledky.
Kombinace atezolizumabu (anti PD-1)
a obinutuzumabu (anti CD20) ve sku-
piné 26 pacientt s R/R FL prokazala ORR
u 57 % pacientl [16]. Pembrolizumab
v kombinaci s rituximabem u R/R FL ve
skupiné 27 pacientd mél ORR 80 %, CR
60 %, medianu PFS nebylo dosazeno pfi
sledovani 7 mésict [17].

T-NHL

Ve skupiné perifernich T-NHL byla za-
znamenana vyssi ucinnost PD-1 inhibi-
torll pouze u nékterych jednotek z této
skupiny. Nadéjné vysledky ukézala stu-
die faze ll, kde bylo lé¢eno Pemrolizuma-
bem 24 pacientl s pokrocilym koznim
R/R T-lymfomem (mycosis fungoides
nebo Sézaryho syndromem), bylo dosa-
zeno ORR 38 %, CR 8 %, PFS v 1 roce byl
69 % [19].
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ZAVER

PD-1 inhibitory pfedstavuji vysoce
uc¢innou metodu lé¢by zejména u pa-
cientl s HL, kde se jiz staly pevnou sou-
¢asti 1é¢by u R/R forem onemocnéni,
zejména po selhani zdchranné chemo-
terapie a ASCT. Jejich optimalni vyuziti
v casnéjsich fazich lé¢by HL je nadale
pfedmétem klinického zkoumani. U pa-
cientd s NHL je monoterapie PD-1 inhibi-
tory Uc¢inna jen u vybranych podskupin,
jako jsou lymfomy s genetickou ampli-
fikaci 9p24.1. V dalsim vyhledu se oce-
kavaji vysledky novych typu inhibitor(
IKB a dale kombinované 1é¢by zahrnujici
dalsi cilenou Ié¢bu lymfom{, ptipadné
chemoterapii.
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Patogeneze CLL a vztah k cilené 1écbé
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UvoD

U CLL doslo v poslednich 15 letech k za-
sadnimu posunu v pochopeni jeji pato-
geneze a nasledujici shrnuti se vénuje
trojici ,molekuldrnich drah”, které Uzce
souvisi s jeji biologii a é¢bou: 1) dere-
gulace apoptdzy; 2) BCR signalizace; 3) T
bunécné interakce v mikroprostiedi. Ne-
jednd se o vycerpavajici pfehled viech
dllezitych drah, ale spise o osobni po-
hled (¢asto spekulativni) na drahy, které
pravdépodobné maji vyraznéjsi vyznam
u vétsi ¢asti CLL pacientd. Pochopeni vy-
znamu uvedenych drah vedlo k zavedeni
BH3-mimetika venetoclaxu (,BCL2 in-
hibitor”) a inhibitor( BCR signaliza¢ni
drahy (ibrutinib, idelalisib, acalabrutinib
a dalsi). Tato léciva se stavaji preferova-
nymi terapeutickymi pfistupy diky své
pozoruhodné ucinnosti napfi¢ spekt-
rem CLL subtyp a zasahuji dvé uvedené
drahy pfimo (apoptdza a BCR). Interakce
s T lymfocyty ovliviiuji nepfimo.

DEREGULACE APOPTOZY
(Pre)nddorové buriky mohou volit rtizné
strategie pro uplatnéni svého malig-
niho potencialu, ale v pfipadé maturo-
vanych malignich B lymfocytud je prav-
dépodobné jejich primarnim cilem
obejit apoptdzu. Toto vychazi z fyziolo-
gie B lymfocyt(, kterych denné vznikaji
desitky milién( a ty zase zahy umiraji. Ve
své podstaté jsou B lymfocyty vybaveny
schopnosti extrémniho metabolického
a prolifera¢niho vykonu, nebot béhem
infekce se snazi ,konkurovat” bakteriim
a virdm s vyssim replikacnim potencia-
lem, ale jejich vlastni ,kontrola” pro-
biha na drovni snadno indukovatelné
apoptozy.

Pro regulaci apoptézy maturovanych
B lymfocyt(i se zd4 byt zdsadni prede-
v$im anti-apopticky protein BCL2 (resp.

jeho mnozstvi vici pro-apoptickym cle-
ntm stejné rodiny jako je BIM). Zisk vy-
sokych hladin BCL2 se objevuje u néko-
lika ptibuznych onemocnéni (folikularni
Castéji jeho translokaci s regula¢ni ob-
lasti pro tézky fetézec imunoglobulinu.
U CLL se translokace BCL2 prakticky ne-
vyskytuji, ale bunky maji vysoké hla-
diny BCL2 proteinu. Prof. Carlo Croce,
ktery BCL2 translokace popsal v 80. le-
tech, se pokousel dvé desetileti pocho-
pit mechanizmus indukce BCL2 u CLL.
V roce 2002 vyustilo toto snaZeni v objev
dvou miRNA (miR-15a/16-1), ktera ne-
gativné reguluji BCL2 a jsou lokalizo-
vana v oblasti 13q14, jejiz ztrata je pii-
tomna u cca 50% CLL pacientt. Zastava
nejasné, jak je vysoka hladiny BCL2 zajis-
téna u CLL bez delece 13q14, ktefi maji
hladiny miR-15/16 velmi vysoké. Ve sku-
te¢nosti i u CLL pacientd s 13914 deleci
predstavuji miR-15/16 jedny z nejabun-
dantnéjsich kratkych nekddujicich RNA,
coz naznacuje, Ze nemusi byt jedinym
klicovym determinantem BCL2 hladin.
Pribéh lokusu 13q14 neni uzavien ani po
vytvoreni mysiho modelu s deleci miR-
15/16 vs. delece vétsi chromozomalni
oblasti, tak jak je bézné ztracena u CLL.
U kazdé z téchto geneticky upravenych
mysi (tj. mala vs. vétdi delece) se vysky-
tuje jiny vzajemny pomér vznikajicich B
bunécnych malignit (CLL/MBL/lymfom)
a lisi se penetrance [1].

Z terapeutického hlediska je dle-
zité, ze CLL bunky jsou v zasadé univer-
zalné zavislé na hladiné BCL2 a pouziti
BH3-mimetika venetoclaxu vede k bu-
nécné smrti. BEhem |écby venetocla-
xem byly popsdny mutace v BCL2 (Gly-
101Val), které cca 200x snizuji silu vazby
[éku k proteinu, coz je klasickym obec-
nym mechanizmem rezistence na malé

B I

molekuly. Také neni asi prekvapivé, ze
vznik rezistence na venetoclax mdze za-
hrnovat zvyseni hladin jinych anti-apo-
ptickych ¢lend stejné rodiny, predevsim
BCLXL, ktery je indukovan pomoci in-
terakce CLL s T lymfocyty, resp. inter-
leukiny, které produkuji (napf. IL4). Bylo
také pozorovano, Ze pfi podani vene-
toclaxu a také BTK inhibitord, dochazi
k selekci subklona bunék s vyssimi hladi-
nami BCL2.To je vyhodné napf. pro kom-
binaci ibrutinibu s venetoclaxem, nebot
ibrutinib ¢ini CLL burky jesté vice de-
pendentni na hladiné BCL2. Pro¢ neni
mechanizmem rezistence na venetoclax
u CLL néjaké obrovskd indukce exprese
BCL2? Zd4 se, Ze indukovat BCL2 je v CLL
bunice pomérné slozité a nejriiznéjsi tes-
tované solubilni molekuly (interleukiny,
CD40, APRIL, BAFF) ¢i BCR aktivace in
vitro nejsou vétsinou schopny vyrazné
zvysit jeho hladiny.

Z hlediska deregulace apoptozy je
tieba u CLL také zminit mutace genu pro
p53, které se typicky vyskytuji v kombi-
naci s deleci ¢asti chromozomu 17p13,
kde je lokalizovan TP53 gen. Protein
p53 je zodpovédny za zastavu bunéc-
ného cyklu béhem poskozeni DNA, ale
ma také rozmanité metabolické funkce
a mimo jiné je schopen negativné regu-
lovat BCR drahu [2]. Je zajimavé, Ze mu-
tace p53 maji tzv. dominantné negativni
efekt, tj. pro znefunkénéni homo-tetra-
meru p53 sta¢i mutace jedné alely, kterd
vede k tvorbé deficientnich tetramert
v 15 z 16 moznych kombinaci, i kdyz
druhd alela p53 je neposkozena. Z to-
hoto ddvodu cca 5 % CLL pacientldl ma
p53 mutaci bez delece 17q13, ale jenom
minimum ma deleci 17g13 bez mutace.
Samotna delece jedné alely p53 sice
vede k mirné nizsi genové davce, ale te-
tramery jsou funkéni. U CLL byly popsény
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také p53 mutace se ,ziskem funkce”, kdy
specifické p53 mutace v urcitych DNA
vazebnych motivech proteinu vedou asi
k aberantni aktivaci gen(, a ne jenom
ztraté funkce, jako je tomu u ostatnich
p53 mutaci [3]. Aberace p53 predispo-
nuji ke Spatné odpovédi na chemoimu-
noterapii/chemoterapii, ale nemaji v za-
sadé vliv na inicidlni odpovéd na BCR
inhibitory ¢&i venetoclax. Zaroven u ci-
lené 1écby vykazuji pacienti s p53 inak-
tivaci tendenci k rychlejsi progresi, coz
v nékterych studiich bylo pozorovano
se statistickou vyznamnosti a v jinych
pouze jako trend [4]. Bude jisté zaji-
mavé pochopit, jak presné p53 reguluje
reakci/adaptaci CLL bunék na BCR inhi-
bitory rdznych typd, tj. BTK vs. PI3K vs.
SYK a na venetoclax.

V kontextu apoptdzy je tieba také pfi-
pomenout aberace ATM proteinu, ktery
se podili na detekci zlom0 DNA, a dalsi
plejddu mutaci gen(, které byly po-
psany pomoci celoexomového sekve-
novani jako rekurentné mutované u CLL
a také pfimo (napf. BIRC3) ¢i nepfimo
(SF3B1) souvisejici s regulaci apoptozy
CLL bunék.

BCR AKTIVACE: PATOGENEM
VS. AUTONOMNE

Dal$im moznym mechanizmem preziti
B bunék je aktivace BCR signalizace. Ve
své podstaté prilisna aktivace BCR sig-
nalizace vede k apoptéze normalnich
B lymfocytd, coz je obranny mechaniz-
mus vUci silné auto-reaktivité, takze CLL
bunka pro zisk anti-apoptické urovné
BCR signalu musi nastavit ,pfesné sprav-
nou” hladinu signélu. Je zndmo, Ze u nor-
malnich B lymfocytd musi na jejich povr-
chu byt pfitomen funkcni BCR receptor
a tento pomoci tzv. tonické signalizace
udrzuje bunky pfi Zivoté, i kdyz v ,sys-
tému” neni antigen z patogenu. U CLL
existuje aberantni posileni podobné au-
tonomni BCR aktivace, ktera souvisi se
strukturou exprimovaného BCR recep-
toru [5], a navazal tak na pozorovani z 90.
let o vyznamu struktury genu pro imu-
noglobulin u CLL. U CLL existuji dva za-
kladni prognostické, ale také biologické

subtypy, které jsou dany pfitomnosti so-
matickych hypermutaci (SHM) v tézkém
fetézci pro imunoglobulin tzv. muto-
vané a nemutované IGHV. Pfredpoklada
se, ze CLL buriky s nemutovanym IGHV
pochéazeji z bunék, které nemély sanci
k interakci v germinalnich centrech (GC),
kde normalné probihda SHM, zatimco
CLL bunky s mutovanym IGHV jsou ty,
u nichz vlivem interakci v GC doslo k ak-
tivaci AID a vneseni mutaci. Je vlastné
Castecné prekvapivé, Zze CLL pacienti
s bunkami s mutovanym IGHV maji lepsi
prognozu, nebot je znamo, Ze aktivita
AID zvySuje mutacni potencial a vede
i k patogennim mutacim v jinych genech
(jako je BCL6 ¢i BCL2). Pfikladem takové
situace je folikularni lymfom, kde vysoka
aktivita AID vede ke konstantnimu mu-
tovani IGHV a také dalSich gend, coz je
jednim z mala znamych prediktor( rizika
transformace FL do DLBCL. Vysvétlenim
by mohlo byt to, Ze u CLL nedochazi k in-
tenzivni ,evoluci” imunoglobulinu dal-
$imi SHM mutacemi (existuji vyjimky),
coz naznacuje obecnou malou aktivitu
AID. Také u CLL pfilis nedochazi k pre-
smyku imunoglobulinovych tfid (cca
5-10 % pacientl), takZze i u mutova-
ného IGHV ma vétsina pacientd na povr-
chu nadorovych bunék IgM. Nékteré vy-
zkumy naznacily, ze k pfesmyku IgM do
IgG dochazi v intra-klondlnich subpo-
pulacich u pacient(, ale tyto bunky asi
nemaji vyznamnou prolifera¢ni vyhodu
vUci zbytku klonu. Klicem k pochopeni
téchto pozorovani muize byt potieba
nepfilis silné BCR aktivace u CLL, coz by
mohlo vysvétlit i nizké hladiny BCR/IgM
na povrchu CLL bunék ve srovnani s nor-
malnimi maturovanymi B lymfocyty.
Mozn3, ze CLL bunky se snazi nemit BCR
drahu pfilis aktivni v kontextu cirkulace
v periferni krvi, protoze by to mohlo vést
k jejich prfed¢asné smrti, kdyz ,neziskaji”
ko-stimulacni signal od T lymfocyt(. Na-
opak bylo popsano, ze pfi migraci CLL
bunék do mikroprostiedi lymfatickych
uzlin dojde k transkrip¢ni indukci BCR
komponent [6] a zvySeni hladin dal-
Sich proteinl zapojenych do BCR dréhy
(napf. CD20). Vyslednym pozorovanim

e — T T

je pak aktivace mnozstvi gen(, o nichz
vime, Ze v normalnich B burikach podIé-
haji kontrole BCR. Pro¢ se toto tedy déje
pouze v kontextu lymfatickych uzlin,
a nikoliv v periferni krvi ¢i kostni dieni?
Klicem je asi ko-stimulace od T lymfo-
cytl, kterd je dostupna jen v uzlinach
a ma pfirozenou ulohu balancovat akti-
vaci BCR tak, aby nevedla k apoptdze, ale
naopak vedla k proliferaci a metabolické
aktivaci bunék (viz kapitola nize). V sou-
¢asném okamziku nelze fici, zda k akti-
vaci BCR v kontextu mikroprostfedi lym-
fatickych uzlin dochazi antigenem, auto
antigenem ¢i jen na zdkladé podpory
autonomni BCR signalizace. Neni vylou-
¢eno, ze toto se méni jednak v prabéhu
choroby a také nemusi byt univerzalni
u vsech pacientd, resp. lisi se u pacientd
dle IGHV statusu a struktury BCR.

P¥i popisu BCR drahy nelze opome-
nout pozorovani, ze velkd ¢ast CLL pa-
cientl vyuzivd specifické subgeny pro
variabilni oblast imunoglobulinu, coz
néktefi autofi vysvétluji jejich vyzna-
mem pro vazbu na autoantigen, opor-
tunni patogen, ¢i naopak vyznamem pro
antigen-nezavislou autonomni BCR akti-
vaci zprostfedkovanou vazbou jednoho
BCR k jinému BCR na membrané stejné
bunky [5].

Velmi markantnim dikazem pro vy-
znam BCR je napfiklad casté vyuziti
IGHV1-69 u CLL s nemutovanym IGHV,
a dokonce specificky pocet aminoky-
selin v oblasti IGH CDR3, ktera determi-
nuje vazbu na,antigenni epitop” a navic
parovani IGH se specifickym lehkym fe-
tézcem. Frekvence vyuziti IGHV1-69 je
u CLL nendhodné vysoka, nebot i u vé-
kové podobnych zdravych osob neni
vidét tendence k akumulaci zdravych
B lymfocytl s IGHV1-69. Tato pozoro-
vani vedla k domnénce, Ze u téchto CLL
bunék je aktivace BCR mozna pfimo
vazbou patogenu (Streptococus/cyto-
megalovirus/HCV) nebo auto-antige-
nem. Dal$im piikladem mize byt vyu-
ziti IGHV4-34 u pacientll s mutovanym
IGHV, které moznd vychdazi s obecné
vyssi Cetnosti normdlnich B lymfocytl
s timto IGHV u starsi populace. Starnuti
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imunitniho systému vede k nendhod-
nym posunlim a snizeni miry polyklona-
lity B lymfocytU. Je tedy castéjsi vyuziti
IGHV4-34 jen ndhoda ¢i mlze byt urci-
tym predstupném CLL? MoZnda samotné
starnuti imunitniho systému pfirozené
sméfuje k fenotypu podobnému mo-
noklondlni B lymfocytdze (MBL), ktera
byla popséna jako pre-klinické stadium
CLL. MBL s tzv. nizkym poctem bunék
byvé z IGHV mutovanych B bunék a ne-
miva IGHV1-69, coz naznacuje, Ze se ne-
jedna o prekurzory CLL s nemutovanym
IGHV. Je pravdépodobnéjsi, i kdyz ne-
prokdazané, ze predchazi IGHV-mutova-
nému CLL, ale v naprosté vétsiné téchto
pfipadll se ,pacient” nikdy nedozije kli-
nicky manifestované CLL. Toto Ize do
jisté miry vnimat jako analogii ke star-
nuti myeloidniho systému, kde zna¢né
procento osob > 80-90 let m& myeloidni
bunky s mutacemi typickymi pro AML,
ale nemaji myeloidni malignitu (a sta-
tisticky z dlivodd véku doziti mit nebu-
dou). Naopak, MBL s tzv. vysokym po-
¢tem B bunék (> 0,5x109/1) ma castéji
nemutované IGHV, bunky mivaji IGHV1-
69 ve frekvencich podobnych jako u CLL
a takovéato MBL jednoznacné castéji pro-
greduje do diagnoézy CLL. U MBL Ize také
najit nékteré typické aberace, jako je
ztrata 13q14. Je zajimavé, ze nékteré re-
kurentni CLL mutace byly popsany také
pfimo v kmenovych CD34+ bunkach
kostni diené CLL pacientl, coz zlstava
nevysvétlenym fenoménem v kontextu
predpokladaného vzniku malignity
z maturovanych B bunék po opusténi
kostni diené [7].

Mnohé o BCR draze jsme se naucili pfi
klinickém pouziti BCR inhibitord, jako
jsou ibrutinib a idelalisib. K pfekvapeni
mnohych se ukazalo, ze BCR signali-
zace fidi migraci B bunék k chemokiniim
a také jejich adhezi. Podani ibrutinibu
tak vede k lymfocytdze a také zméné
hladin desitek povrchovych molekul,
véetné nékterych notoricky zajimavych,
jako jsou CD20, integrin VLA4, chemo-
kinovy receptor CXCR4 ¢i samotny BCR.
Napfiklad bylo popsdno zvyseni hladin
BCR po ibrutinibu u CLL, coZ by nazna-

B I

Receptorna CLL Ligand
BAFF-R BAFF

BCMA, TACI APRIL

BCR antigen?
CD38 CD31

CD40 CD40L

CD44 hyaluronan
cb100 plexin B1
CXCR4 CXCL12
CXCR5 CXCL13

CCR7 CCL19/21
IFNGR IFNy

IL4R, IL21R, ILT5R L4, IL21, IL15,
ROR1 Wnt5a

VEGFR VEGF

VLA4 VCAMT, fibronektin

Tab. 1. Pfehled zakladnich faktor( piitomnych v mikroprostredi CLL.

Zdroj ligandu v mikroprostiedi
stromalni b., NLC

stromalni b., NLC

patogen? apoptické b. (auto-antigen)?
stromalni b., NLC

T lymfocyty

endotelidlni a folikuldrni b.
prakticky vechny b.

stromalni b., NLC

NLC, makrofagy

endotelidlni b.

T lymfocyty

Tfh lymfocyty

stromalni b.

endotelidlni a stromalni b.

stromalni a endotelialni b.

Covalo, ze prestalo dochazet k interakci
BCR s antigenem, nebot ten vede k inter-
nalizaci BCR a Ize to vnimat jako nepfimy
dikaz existence antigenu v mikropro-
stfedi. Nicméné moznym vysvétlenim
je také to, Ze ibrutinib prezivaji spise
CLL buriky s vyssi hladinou BCR a néja-
kou zachovanou autonomni BCR signa-
lizaci obchazejici BTK. Zaroven jsou tyto
efekty ¢asové proménné a nékolik tydn
po nasazeni ibrutinibu Ize pozorovat
nizsi hladiny BCR [8], coz je asi dUsled-
kem nemoznosti CLL bunék migrovat do
mikroprostredi, kde jsou faktory zvysu-
jici hladiny BCR [6].

V tomto kontextu je zajimavou reakci
na ibrutinib kompenzatorni aktivace AKT
drahy [9]. CLL buriky, které nemohou mi-
grovat do lymfatickych uzlin, zvysi hla-
diny proteinu GAB1 a ten zabezpedi je-
jich preziti aktivaci PI3K drahy bez ucasti
BTK ¢i nutnosti kontaktu CLL bunék v mi-
kroprostiedi lymfatickych uzlin. U CLL
bunék vystavenych tlaku BCR inhibitoru
jsou dale selektovany bodové i chromo-
zomalni aberace, které jim poskytuji re-
zistenci k 1é¢bé. Nejlépe popsanymi abe-
racemi je mutace PLCy obchdzejici BCR
signalozom a mutace BTK branici ko-
valentni vazbé ibrutinibu. Relativni re-

zistence k lé¢bé BCR inhibitory mize
nastat i negenetickym adaptivnim me-
chanizmem popsanym vyse ¢i zahrnuji-
cim napt. BCL2 ¢i MAPK drahu [10]. Zda
se, Ze tyto adaptivni mechanizmy hraji
roli spiSe jen po dobu nékolika tydnd az
mésicd po nasazeni ibrutinibu a daji CLL
bunkam casovy prostor ke vzniku even-
tudlni mutace vedouci k plné rezistenci.
V tomto ohledu je raciondlni hledat te-
rapeutické kombinace, které povedou
k eliminaci CLL bunék rychle a predejdou
kompenzatorni adaptaci. Takovymi kom-
binacemi maze byt naptiklad pfidani ve-
netoclaxu ¢i GAB1 inhibitoru (Seda et al.,
Blood, 2021), ale naopak nepfili§ vhodné
je pridani rituximabu, nebot ibrutinib vy-
znamneé snizuje hladiny CD20 [8].

ZAVISLOST NA
MIKROPROSTREDI:

JSOU T LYMFOCYTY
NEJDULEZITE]JSI?

K CLL se dlouho pfistupovalo jako k ne-
moci, ktera je zpUsobena prostou aku-
mulaci bunék s narusenou apoptézou.
CLL bunky jsou sice malo proliferativni,
ale existuji zadsadni intraklonalni rozdily,
tj. CLL buriky v mikroprostiedi lymfatic-
kych uzlin se déli (alespon nékolik %),

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)



zatimco bunky v periferni krvi ¢i kostni
dieni se nedéli témér vibec a ,jen pre-
zivaji” do doby, nez se jim podafi znovu
dostat do mikroprostiedi uzlin. Tato po-
zorovani vedla k hypotéze, ze CLL buriky
neustale recirkuluji mezi periferni krvi
a sekundéarnimi imunitnimi orgény, kde
maji $anci se rozdélit. Nicméné samotny
fenomén recirkulace byl experimentalné
potvrzen jen ¢astecné a jeho presna re-
gulace je intenzivné zkoumana [9].

CLL buriky jen nemigruji do mikropro-
stfedi, ale umi jej spoluvytvaret a stimu-
lovat okolni nenadorové burky, aby jim
poskytovaly potfebné signaly. Mezi tyto
podpurné bunky patfi stromalni buriky,
tzv. ,nurse-like” bunky (NLC) odvozené
od monocytl, T-lymfocyty a NK buriky,
folikularni dendritické bunky a endote-
lidIni bunky. Kazdy tento bunécny typ
muze poskytnout leukemickym bun-
kam jiné kombinace signdlt (TAB. 1) a je
pravdépodobné, ze u CLL pacientl exis-
tuje urcita variability v mife dependence
na rGznych bunécnych typech. Testovani
ko-kultiva¢nich modelt a solubilnich fak-
torl produkovanych v mikroprostiedi
vedlo mnohé k zavéru, Ze klicovymi pro

proliferaci CLL bunék je interakce s T lym-
focyty, resp. jimi produkovanymi faktory,
jako jsou CD40L, IL4 a IL21. Je zajimavé,
ze skoro kazdy testovany solubilni fak-
tor ¢i buné¢ny typ umi podpofit preziti
CLL bunék in vitro, ale de facto jen T lym-
focytérni signadly umi indukoval mno-
zeni CLL (predevsim CD40). Dokonce
ani aktivace BCR aktivace pomoci anti-
-IlgM nevede k proliferaci CLL bunék (zde
je vsak tfeba zdUraznit, Ze aktivace neni
provadéna antigenem, nebot ten vétsi-
nou nezname). Bylo ale popsano, ze ak-
tivace BCR signalizace vede k vyraznéji
silnéjsi odpovédi CLL bunék na aktivaci
CDA40 ligandem [11]. Vime z biologie nor-
malnich B lymfocyt(, Ze idedlni prolife-
race B bunék v germinalnim centru pro-
bihd po synchronizované aktivaci BCR
a CDA40 drahy. CLL bunky zda se zUsta-
vaji zavislé na této fyziologické regulaci.
Je zajimavé, ze ibrutinib jako lécivo, které
ve své podstaté jen velmi mélo indukuje
apoptdézu CLL bunék, je schopno zastavit
jejich proliferaci a dochazi k tomu pravé
nepfimo pres ovlivnéni CD40 drahy [11].
Z terapeutického hlediska by bylo jisté
zajimavé se pokusit interakce s T-lym-

e — T T

focyty blokovat pfimo. Soucasné probi-
haji urcité pokusy s protilatkou blokujici
CDA40 drahu u jinych B malignit. Stoji za
povsimnuti, Ze fludarabin jako klasické
chemoterapeutikum u CLL je vysoce to-
xické pro T lymfocyty, a tak napfiklad
pfi pouziti FCR pravdépodobné dochazi
k vyrazné depleci poctu T bunék, s nimiz
mohou CLL buriky interagovat.
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Vyznam prognostickych a prediktivnich biomarkera
u chronické lymfocytarni leukémie

Papajik T., Urbankova H., Kriegova E.

Hemato-onkologickd klinika a Ustav imunologie, LF UP a FN Olomouc

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)
je nejcastéji diagnostikovanou leuké-
mii na zapadni polokouli. U vétsiny z ne-
mocnych (az 80 %) je dnes choroba
objevena ndhodné v ramci rutinniho la-
boratorniho testovani. Pocet pfipadl
narQsta s vékem, median pfi diagndze
¢ini zhruba 70 let, vice nez 70 % nové
diagnostikovanych nemocnych je star-
Sich 65 let, ve véku nad 75 let je zjisténo
pfes 40 % pfipadd. Nemocni jsou nej-

Castéji zcela asymptomaticti, nachazeji
se v pocatecnim stadiu choroby a vétsi-
nou nevyzaduji bezprostfedni zahajeni
protinadorové terapie. Klinicka rlizno-
rodost projevd choroby v obdobi dia-
gnézy a zejména v nasledném obdobi
odrazi biologickou rdznorodost popu-
lace nadorovych bunék u jednotlivych
pacientl. Vyzkum genomu bunék CLL
odhalil v poslednich letech celou fadu
zmén, které pomohly pochopit pato-

genezi onemocnéni, predpovédét jeho
klinické chovani, odpovéd na lécbu
a odhadnout jeho pravdépodobnou
progndzu. Zaroven byly vyvinuty a do
kazdodenni praxe postupné uvedeny
nové lé¢ebné modality, které dnes za-
sadné méni diive zaZité terapeutické al-
goritmy, umoznuji U¢innou lé¢bu prak-
ticky vSech vékovych skupin nemocnych
a u fady z nich zasadné méni jejich pro-
gnézu. S prichodem novych cilenych
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[ékli a postupnym nahrazenim imuno-
chemoterapie se v fadé situaci, jak u re-
labovanych a refrakternich nemocnych
(R/R), tak i u dosud nelécenych pacientt
(TN), méni také vyznam jednotlivych
prognostickych a prediktivnich bio-
marker(, které mame k dispozici. Navic
jsou objevovany markery nové, které je
tieba pfi cilené [é¢bé rychle inkorpo-
rovat do praxe. Proto je zapotrebi kon-
tinudlné precizovat vyznam klicovych
biomarkerd, a to jak z pohledu jejich
prognostické hodnoty (zhodnoceni pro-
gnozy jednotlivych skupin pacientl bez
ohledu na typ jejich Iécby), tak i z po-
hledu jejich prediktivniho vyznamu (in-
formace o tom, zda marker pfinasi infor-
maci o prospésnosti specifického typu
[é¢by a ma tedy vliv na proces vybéru te-
rapie u konkrétniho nemocného).
Ve kterych situacich jsou pro nds dnes
biomarkery u CLL dilezité?
1.Jak bylo uvedeno vyse, naprosta
vétsina nemocnych je dnes dia-
gnostikovana v pocate¢nim stadiu
choroby, bez jakychkoliv pfiznak,
a tudiz nevyzaduje bezprostiedni lé-
¢ebnou intervenci. U této velké sku-
piny pacientl je potfebné predpoveé-
dét biologické a klinické chovanijejich
onemocnéni. Informace je dulezita jak
pro pacienta a jeho blizké, tak i pro lé-
kare, ktery urci, s jakou frekvenci bude
pacient sledovan (watch and wait)
a ktera vysetieni u néj budou realizo-
vana. Biomarkery (nékteré opakované
odebrané a zhodnocené v urcitém ca-
sovém Useku) mohou piedpovédét,
zda onemocnéni bude v case stalé,
indolentni a bez potfeby protinddo-
rové terapii, a zda nemocny bude mit
pravdépodobnost doziti stejnou jako
ostatni populace v jeho véku. V opac-
ném pfipadé pak biomarkery mohou
zhodnotit, jestli progrese CLL bude,li-
nearni” s postupnym narlstem veli-
kosti nadorové masy a nutnosti zaha-
jeni [é¢by po delsi dobé a po splnéni
obecné pfijimanych kritérii aktivity
choroby, nebo plijde o ,exponen-
cidIni” proliferacia rlst leukemické po-
pulace, situaci, kterd bude vyzadovat

v blizké dobé zahajeni Gi¢inné protina-
dorové lécby. Navic skupina nemoc-
nych v ¢asném stadiu onemocnéni
s pritomnosti rizikovych biologickych
faktorl je dnes predmétem vyzkumu
vlivu casnéjsiho zahdajeni moderni ci-
lené terapie na prognézu onemoc-
néni. Prognosticky vyznam jednotli-
vych biomarkerd v této situaci je dnes
detailné popsan (predpovéd doby do
zahajeni |é¢by - TTFT), jelikoz logicky
nepodléha zménam lécebnych algo-
ritm0. Biomarkery jsou dnes také stale
Castéji inkorporovany do prognostic-
kych indext s cilem presnéjsi indivi-
dudlni predpovédi TTFT.

2.Zhodnoceni robustnich biomarkertd
prfed zapocetim vlastni protinadorové
terapie dnes nabyva na zasadnim vy-
znamu, a to jak ve smyslu prognos-
tickém, tak i prediktivnim. Jednotlivé
biomarkery dnes dokdzi predikovat
Ucelnost a efektivitu zafazeni cilené
[é¢by, resp. kombinace cilenych 1€k
a monoklonélnich protildtek do ini-
cidlniho terapeutického algoritmu,
na druhé strané vyclenit skupinu
pacient(l, kterd dosahuje obdob-
nych |é¢ebnych vysledkd pfi pouziti
imunochemoterapie. Timto personi-
fikovanym pristupem muizeme opti-
malizovat vybér terapie tak, aby byla
maximalizovéana jeji efektivita a mini-
malizovana jeji toxicita s ohledem na
preziti nemocnych, a zaroven brana
v potaz i jeji ndkladova efektivita.

3.U relabovanych a refrakternich pa-
cientl jiz dnes prognostické a predik-
tivni biomarkery slouzi v rutinni kli-
nické praxi k vybéru terapie novymi
molekulami a v blizké budoucnosti
pomohou preciznéji definovat ne-
mocné vhodné k [é¢bé kombinacemi
téchto Iékd.

4. Nové biomarkery mohou také pfedpo-
védét neucinnost ¢i nizkou Uc¢innost
terapie novymi molekulami nebo pre-
dikovat vyvoj onemocnéni v agresiv-
néjsi formu (Richterova transformace).

Které prediktivni a prognostické bio-
markery |ze v sou¢asné dobé povazovat

B I

za klicové a vyuzit je v klinické praxi pfi

volbé terapie nemocnych s CLL?

a. Mutacni stav genu pro tézké retézce
imunoglobulina (IGHV). Pfitomnost
somatickych hypermutaci IGHV ne-
boli mutacni stav IGHV dokéze do ur-
¢ité miry rozdélit CLL na dva zékladni
podtypy onemocnéni. Leukemické
bunky s mutovanym IGHV (M-IGHV;
rozdil > 2 % oproti zarode¢né nukleo-
tidové sekvenci) charakterizuji cho-
robu s vyskytem pfiznivych genetic-
kych zmén, malou nddorovou masou,
klinicky stabilnim, respektive indo-
lentnim pribéhem, dobrou reakci na
imunochemoterapii a dlouhym cel-
kovym prezitim (OS > 20 let). U velké
skupiny mlad3ich nemocnych s M-
-IGHV bez pfitomnosti dalSich nepfi-
znivych prognostickych markerd, 1é-
¢enych kombinaci FCR je dosahovano
plateau v pfeziti bez ndvratu onemoc-
néni (PFS), které naznacuje kurativni
potencidl této lécebné kombinace.
Naproti tomu klon CLL s nemutova-
nym IGHV (UM-IGHV) mé tendenci
akumulovat nepfiznivé genetické
zmény, chovat se vyrazné agresiv-
néji a leukemické bunky vyznamné
hlfe reaguji na imunochemoterapii,
coz se projevuje dosazenim mensiho
poctu lé¢ebnych odpovédi, respek-
tive jejich krat$im trvanim. S tim je
spojen i postupny klonalni vyvoj cho-
roby a znatelné kratsi OS (= 8 let) pfi
pouziti této lécby. Ve vétsiné recent-
nich klinickych studii srovnavajicich
efekt imunochemoterapie s podanim
cilené [é¢by samotné ¢i v kombinaci
s anti-CD20 monoklondlnimi protilat-
kami (nej¢astéji s obinutuzumabem)
u dosud nelécenych nemocnych do-
sahuji pacienti s UM-IGHV vyrazné
lepsich lécebnych vysledkd pii pouziti
inovativni cilené terapie - kindzovych
inhibitord BCR signalizace (BCRi) ¢i in-
hibitoru BCL2 proteinu (BCL2i), a to
jak v poctu lécebnych odpovédi, tak
i v délce PFS. Mutaéni stav IGHV se tak
stava vyznamnym prediktivnim bio-
markerem pro vybér inicidlni terapie
u nemocnych s CLL.
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b. Delece kratkych ramen chromo-

zomu 17 a / nebo mutace genu
TP53. V dobé diagndzy choroby se
inaktivace genu TP53 (v dusledku
delece 17p a / nebo mutace genu
TP53) vyskytuje zhruba u 10 % je-
dincl, v dobé relapsu ¢i progrese
choroby u 30-40 % pacientd a v ter-
minalni fazi onemocnéni ¢i u Richte-
rovy transformace az u 50-60 % ne-
mocnych. Inaktivace TP53 je dnes
bezesporu nejvyznamnéjsim a nejsil-
néjsim prediktivnim a zaroven pro-
gnostickym markerem u CLL. Diky
inaktivaci TP53 nedochazi k apoptdze
bunék po podani chemoterapie, coz
doklada velmi nizky pocet a zaro-
ven mald hloubka lé¢ebnych odpo-
védi na viechny typy aplikované che-
moterapie kombinované s podanim
anti-CD20 protilatek (FCR, BR, G-CLB,
aj.). Vysledkem uvedené Iécby je také
ve vétsiné pfipadll selekce agresiv-
nich subklond choroby nesoucich
tento defekt a klondlni vyvoj, ktery
vede k rapidni progresi onemocnéni
(OS 3-5 let). Nalez delece 17p (FISH)
nebo mutace TP53 (NGS) je dnes jed-
noznacnou indikaci k podani BCRi ¢i
BCL2i, a to jak v inicidlni 1é¢bé, tak i pfi
relapsu choroby (prediktivni vyznam).
Nicméné i pres efektivitu téchto 1ékl
je patrné, ze zvlasté relabovani ne-
mocni s inaktivaci TP53 maiji pfi mo-
noterapii témito molekulami pro-
gnézu horsi nez jedinci s funkéni
drahou TP53 (prognosticky vyznam).
Ztejmé az kombinace BCRi, BCL2i
a monoklondlnich protilatek muze
vést k jesté dramatic¢téjsimu zlepseni
progndézy u téchto vysoce rizikovych
nemocnych.

. Delece dlouhych ramen chromo-
zomu 11 a/nebo mutace genti ATM
a BIRC3. Delece 11g22-23 zahrnuje
geny ATM a casto i BIRC3 a vyskytuje
se utémér 10 % pacientu pfi diagnoze
choroby, pfed zahdjenim inicialni te-
rapie pak az u 20 %. Mutace rezidudIni
alely ATM se vyskytuje az u 36 % pa-
cientd a mutace BIRC3 u daldich 5 %
pacientd. Pacienti s deleci 11q maji

vétsinou pokrocilé stddium choroby
s ndpadnou lymfadenomeagalii, pfi-
tomnost UM-IGHV a interval do nut-
nosti zahdjeni terapie je obvykle kratsi
nez u vétsiny ostatnich podtypt CLL.
Intenzivni imunochemoterapie (FCR)
zlepsila prognoézu téchto nemocnych,
ostatni lécebné rezimy (BR, R-CLB)
maji u¢innost vyznamné nizsi. Me-
dian OS pfi [é¢bé imunochemoterapii
se pohybuje kolem 8 let, pfitomnost
mutace ATM a BIRC3 OS dale snizuiji.
BCRi a BCL2i maji u této skupiny ne-
mocnych velmi dobrou efektivitu,
a jak dfive neléceni, tak i relabovani
pacienti s témito genetickymi zmé-
nami jsou kandidaty lé¢by zminénymi
molekulami.

. Mutace genti NOTCH1 a SF3B1. Gen

NOTCH1 byvd mutovan az u 10 %
nemocnych s CLL v dobé diagnézy
a jeho vyskyt je ¢asto asociovan s tri-
zomii chromozomu 12. Imunochemo-
terapie s pouzitim rituximabu nezlep-
Suje prognézu nemocnych s mutaci
NOTCH1, z ¢&asti diky nizsi expresi
CD20 antigenu na povrchu bunék na-
dorového klonu (prediktivni vyznam),
a tito nemocni jsou rovnéz kandidati
inovativni cilené 1é¢by. Navic pacienti
s touto mutaci maji vétsi pravdépo-
dobnost Richterovy transformace
choroby, kde uvedenou zménu na-
chéazime az u 30 % pfipadd. Mutace
genu SF3B1 se vyskytuje u 10 % ne-
[é¢enych pacientd s CLL a stejné jako
u mutace NOTCH1 se jeji vyskyt vy-
znamné zvysuje u R/R pacientd. Pri-
tomnost mutace NOTCHT ¢i SF3B1 je
spojena s horsi prognézou nemoc-
nych [é¢enych imunochemoterapii,
OS je srovnatelné s prezitim nemoc-
nych s deleci 11g, podani novych léka
u TN i R/R nemocnych mUze rovnéz
zlepsit jejich prognézu.

. Komplexni zmény karyotypu. Tfi

a vice genetickych zmén v jednom
nadorovém klonu CLL charakteri-
zuje komplexni karyotyp (KK), 5 a vice
zmén pak vysoce rizikovy KK. KK se
vyskytuje u zhruba 10-15 % neléce-
nych a az u 40 % R/R pacienttd s CLL.

e — T T

KK je casto spojen s vyskytem deleci
17p a 119, mutacemi TP53, nemuto-
vanym IGHV a ostatnimi rizikovymi
genetickymi zménami a ve vétsiné
pfipadl znamena vysoce nepfizni-
vou prognoézu pii 1é¢bé imunoche-
moterapii (prediktivni vyznam). Lécba
BCRi a BCL2i mGze zlepsit progndzu
nemocnych s KK, vybér optimalni te-
rapie (jednotlivych I1ék{ a jejich kom-
binaci) je u téchto pacientl v soucas-
nosti zivé diskutovan.

f. Mutace v draze B-bunécného re-
ceptoru a mutace proteinti BCL2 ro-
diny. Mutace v genech v draze BCR,
zejména mutace BTK na pozici C481S
a PLCG2, jsou prediktorem rezistence
k 1é¢bé BCRi a vyskytuji se i vice nez
rok (9-15 mésicl) pred selhanim
[éCby. Stejné tak byly odhaleny mu-
tace rodiny BCL2 genl, které pred-
stavuji prediktor rezistence k [é¢bé
BCL2i, i kdyz rezistence k tomuto léku
se jevi jako mnohem komplexnéjsi
proces. Rovnéz se tyto mutace vysky-
tuji velmi casto pred klinicky doku-
mentovanou ztratou Ucinnosti 1écby
(v nékterych ptipadech az 2 roky),
a vyznam jejich ¢asné detekce pro kli-
nickou praxi je pfedmétem nynéjsiho
vyzkumu.

Zavérem lze konstatovat, Ze rozsi-
fujici se paleta soucasnych Iécebnych
moznosti a ddraz na vybér ucinné, ci-
lené a minimalné toxické 1écby u kon-
krétniho nemocného vyrazné akcentuji
vyznam stanoveni prediktivnich a pro-
gnostickych biomarkerd u pacientd
s CLL.
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Minimalni rezidualni nemoc u chronické

leukémie

Doubek M.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)
je onemocnéni s rdznym klinickym pra-
béhem. Diagnostika a [é¢ba je indivi-
dualizovana - prihlizi se k véku, celko-
vému stavu, pridruzenym chorobdm
a ciliim 1é¢by. V poslednich letech pfi-
byly zasadni poznatky tykajici se posou-
zeni progndzy i lé¢by. Zavedeni cilenych
peroralnich inhibitord signdlnich drah
(ibrutinib, idelalisib, akalabrutinib a ve-
netoklax) predstavuje zasadni zlepseni
vysledk( lécby CLL [1].

Velice dllezitym parametrem, kte-
rym lze posuzovat Ucinnost terapie, je
stanoveni hladiny minimalni rezidudlni
nemoci (MRN) - snizeni leukemického
klonu pod Uroven detekce standardnimi
metodami. Stéle vice novych Ié¢ebnych
kombinaci (napfiklad venetoklax + obi-
nutuzumab nebo venetoklax + rituxi-
mab) cili na dosazeni negativity MRN.
Cim hlubsi je [é¢ebna odpovéd, tim déle
trva doba do progrese nemoci a maze
se zlepsit i celkové preziti nemocnych
s CLL. Prognosticky dopad MRN neni
zavisly na podané lécbé ¢i na jinych ri-
zikovych faktorech (mutaéni stav IGHV,
molekularni a chromozomové aberace
apod.) [1-3].

Vysetieni MRN v periferni krvi ¢i
kostni dieni metodami s citlivosti mini-

malné 10-4 (pomoci 4-8barevné prito-
kové cytometrie, PCR s individualné pfi-
pravenymi primery ¢i pomoci NGS) je
vhodné zvazit u nemocnych po 1é¢bé,
ktera prokazatelné dosahuje negati-
vity MRN (napf. kombinované fludara-
binové a bendamustinové rezimy, kom-
binace zaloZzené na obinutuzumabu ¢i
venetoklaxu; alemtuzumab, alogenni
transplantace). Dosud se nejedna o vy-
Setfeni povinné, ale vyznam analyz
MRN v budoucnu pravdépodobné vy-
znamné vzroste s tim, jak bude pomoci
novych léc¢ebnych kombinaci narls-
tat pocet dosazenych negativit MRN.
Vhodné je predevsim u pacientli po
alogenni transplantaci krvetvornych
bunék [1,4,5].

Lécebnymi rezimy, které jiz jsou do-
stupné v bézné praxi a po nichz lIze sle-
dovat MRN jako parametr |é¢ebné od-
povédi, jsou prfedeviim kombinace
venetoklaxu s monoklondlnimi proti-
latkami. Pfi pouziti kombinace veneto-
klaxu s obinutuzumabem v prvni linii
[é¢by CLL (studie CLL14) je dosahovano
az 57 % negativit MRN v kostni dfeni
a 76 % negativit MRN v periferni krvi [6].
V lé¢bé pacientl s relabovanou nebo
refrakterni CLL Ize pouzit kombinaci ve-
netoklaxu s rituximabem (studie MU-
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ting molecular biomarkers into the continuum
of care in chronic lymphocytic leukemia. Leuk
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lymfocytarni

RANO). Touto kombinaci Ize dosdhnout
az 62 % negativit MRN v periferni krvi [7].
Vyhodou téchto lé¢ebnych rezimd mlze
byt i casové omezend doba poddvani,
kterd snizuje riziko nezadoucich ucinkd,
riziko poklesu lékové compliance
a nebezpedi selekce rezistentniho
klonu.

Vzhledem k zavadéni stale Ucinnéjsich
[écebnych protokold CLL, pfedstavuje
sledovani MRN do budoucna vyborny
nastroj ke stanoveni hloubky kompletni
remise. Je zfejmé, Ze vymizeni MRN po
[é¢bé ma silny pozitivni vliv na prognézu
nemocnych. Prikaz MRN pfi predchozi
MRN negativité navic signalizuje riziko
hematologického relapsu.

Podékovani

Autor dékuje predevsim svym spolupracovni-
kiim z Ceské skupiny pro chronickou lymfocy-
tarni leukémii (CSCLL), s nimiz se podili na fadé
projektd, které se tykaji i MRN u CLL, a vedou
registr pacientd s CLL (CLLEAR), diky némuz je
mozné ziskavat data o 1é¢bé CLL v bézné kli-
nické praxi.
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MDS a preMDS: novy pohled na geneticky podklad

Cermak J.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Hemopoetické kmenové bunky (HSC)
maji schopnost sebeobnovy a diferen-
ciace do zralejsich forem, s pfibyvajicim
vékem se schopnosti a funkce HSC po-

mUze byt spojeno s vyznamnym zvy-
Senim incidence somatickych mu-
taci a s vyskytem klonalni proliferace
jiz v ¢asném véku (obr. 2). Pomoci NGS

byly prokdzany mutace zarodecného
genomu u 6-10 % nemocnych s na-
slednym rozvojem selhani kostni dfené
a aplastickou anemii (AA) a u 14 % ne-

stupné méni. Ke starnuti HSC vyznamné
pfispivaji zvySena tvorba volnych kysli-

kovych radikall (ROS) a alterace odpo- el
védi na poskozeni DNA spolu se zménami

v hemopoetickém mikroprostiedi. Ne- 0¥
dostate¢nd odpovéd HSC na poskozeni

muze vést ke vzniku genovych mutaci. E 039
Somatické mutace nékterého z gent byly E- 021
popsany jen u 1 % zdravych jedinct mlad- el
sich 40 let, ale u vice nez 10 % jedincu 0.1
starSich 65 let a jejich vyskyt stoupd az '

k témér 20 % u lidi starsich 90 let (obr. 1). 0.0

Rada téchto mutaci se tyka tzv. provoz- T N
nich gend a nemusi se béhem Zivota pro- "F""' '»5'-";&
jevit bud'vlibec, ¢i az po fadé let. Zasadni

bp"?]

5 O & & @
@’h@;n&}aﬁﬂg“
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5
o

vyznam vsak maji mutace genl uplatriu- Age (yr)
jicich se v klicovych fidicich procesech No. with Mutation 0 1 5o 138 282 219 37 14 5
funkce bunky (tzv.,driver mutations”). Total 740 855 7894 5441 S007 2300 317 26 17

Poskozeni germinalniho genomu

u vrozenych selhani krvetvorby (IBMF)  Obr. 1. Stoupajici prevalence somatickych mutaci ve vztahu k véku.

Obr. 2. Vrozena selhani krvetvorby a jejich riziko klondlni proliferace.

incidence MDS/AML
13 % ve 40 letech

onemocnéni postizené geny poskozena funkce

DKC1, TERT, TERC, TINF2, RTELT,
ACD/TPP1, PARN, NOLA2, NOLA3,
CTC1, STN1, NAF1, NHP2, NOP10

FANC (A, CD1,D2,E,F, G, 1,J,L, M, N,
O,PQR,S,T,U, W), FANCB

dyskeratosis congenita / telome-
ropatie

porucha udrzovéni délky a funkce
telomér, genetickd nestabilita

Fanconiho anémie porucha reparace, poskozeni 33 % ve 40 letech

DNA, tendence ke vzniku mutaci

deficit GATA2 (Emberger(iv syn- GATA2 regulace efektivni genové expre- 6 % v 10 letech
drom, MonMac syndrom, DCML se, proliferace a diferenciace HSC 39 % ve 20 letech

84 % ve 40 letech ()
SDS (Schwachman-Diamondiv SBDS porucha funkce a diferenciace 19 % ve 20 letech
syndrom) ribozom a stabilizace mitéz 36 % ve 30 letech
DBA (Diamond-Blackfanova RPL5,9,11,11,18,26,27,31,35,35A porucha tvorby a stability 2 % ve 45 letech
anémie RPS10, 15A, 17,19, 24, 26,27,28,29  ribozomd, deficit ribozomalnich

GATA1
ELANE, GFI1, HAX1, G6PC3, JAGN1

proteint

tézké kongenitaIni neutropenie deficit tvorby elastazy neutrofilll 22 % v 15 letech

nutné k aktivizaci G-CSF

ANKRD26, RUNX1, ETV6 40 % u mutace RUNX1
8 % u mutace ANKRD26

13 % u mutace ETV6

familiarni MDS spojeny
s trombocytopenif

porucha transkripce s dysme-
gakryopoezou a dysfunkénimi
trombocyty
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mocnych s rozvojem MDS. Nejcastéjsimi
molekuldrnimi mechanizmy uplatnuji-
cimi se u IBMF jsou poruchy udrzovani
délky telomér, reparace poskozeni DNA,
biogeneze ribozomu, a kontroly proli-
ferace. Produktem GATA-2 genu loka-
lizovaného na chromozomu 3 je tzv.
»zinc-finger” transkripcni faktor regulu-
jici efektivni genovou expresi v hemo-
poetickych bunkach a ovliviuje proli-
feraci a diferenciaci hemopoetickych
kmenovych bunék i lymyfopoézu. Ex-
prese GATA-2 genu je regulovana epi-
genetickou modifikaci a heterozygotni
mutace GATA-2 vede k imunodeficitu
a k predispozici k rozvoji myelodyspla-
zie (MDS) se sklonem k naslednym (se-
cond hit) mutacim vedoucim ke klonalni
proliferaci jiz v détském véku. U détské
refrakterni cytopenie (RCC) s monoso-
mii 7. chromozomu byla pfitomna mu-
tace GATA-2 genu se ztratou jeho funkce
v 37 % pfipadu, dospivajicich s RCC
a monosomii 7 byla mutace pfitomna
dokonce u 72 % nemocnych, u 28 % ne-
mocnych byla pfitomna téZ germinaini
mutace ASXL1. Kumulativni riziko vzniku
MDS/AML je u mutace GATA-2 genu 6 %
ve véku 10 let, 39 % ve véku 20 let a do-
konce 81 % ve 40. roce véku. V posled-
nich letech byly do urcité miry objasnény
zmény na 7.chromozomu uplatiujici
se v patogenezi rozvoje MDS. Proteiny
kédované SAM (steril alpha motif) do-
main-9 (SAMD9) a SAMD? like (SAMD9L)
geny lokalizovanymi na 7.chromozomu
se uplatnuji v regulaci proliferace svym
anti-proliferativnim efektem, jejich ger-
minalni mutace je spojena se zvysenym
antiproliferatvnim ucinkem s rozvojem
pancytopenie. Disledkem je zvysena
tendence ke vzniku somatickych ,kom-
penzacnich” mutaci, které naopak indu-
kuji porusenou proliferaci. Vysledkem
muze byt homologni rekombinace dlou-
hého raménka chromozomu 7 neutra-
lizujici snizeni proliferace ¢i vedouci ke
ztraté efektu mutace SAMD9 a SAMDIL
gen(, nebo delece ¢i ztrdta mutované
alely /-7, del(7q), der(1;7)/.

Obdobné riziko klondlni proliferace
je pfitomno i u dalSich vrozenych se-

Ihani krvetvorby (obr. 2). Fanconiho
anémie (FA) vznikd v disledku mutace
gent FANC komplexu, jez se podileji na
opravé poskozeni DNA, u nemocnych
byva pfitomna progredujici pancytope-
nie a zvysené riziko maligniho bujeni,
jez je 50x vyssi nez v bézné populaci
diky neschopnosti reparace poskozeni
a perzistenci vznikajicich mutaci. U 18 %
nemocnych s FA byly prokazany ger-
minalni ,driver mutace” gend, zejména
RUNX1. Kumulativni incidence vyvoje
do MDS/AML je u FA 33 % po 40.roce
véku. Shwachman Diamondiv syndrom
(SDS) vznikd mutaci SBDS genu nut-
ného pro normalni metabolizmus RNA,
funkci a vazbu ribozomalnich podjed-
notek, rozvijejici se pancytopenie vede
k rozvoji MDS, ¢asto s mnohocetnymi
aberacemi karyotypu, kumulativni ri-
ziko vzniku MDS/AML je u SDS 19 % ve
20. roce véku a 36 % v 30. roce véku. Dia-
mond Blackfan(iv syndrom (DBA) vznika
mutaci RPS ¢i RPL gen(l, onemocnéni
je spojeno s poruchou biogeneze ribo-
zomU, defektni translaci a anemii. Zlep-
Senianemie a Ustup zavislosti na transfu-
zich mUze byt zplsoben postupnym
vyvojem smérem do MDS, jenZ jsme po-
zorovali i u jednoho z nasich nemoc-
nych, kde byla sou¢asné vysetienim NGS
prokazana somaticka mutace DNMT3A
genu, incidence evoluce do AML je viak
pomérné nizka (2 % ve 45. roce véku), ke
vzniku jinych malignit je cca 5 %. Dalsi
germindlni mutace u nemocnych s MDS
byly pozorovany u RTEL1, TERT, TERC,
TINF2 a dalsich gen, kde se jedna o po-
ruchy telomerické DNA nutné k funkci
telomér a udrzovani integrity chromo-
zomU (napf. u dyskeratosis congenita).
Tézkd kongenitdlni neutropenie (SCN)
je zpUsobena mutaci ELANE genu za-
sadniho pro aktivaci G-CSF. Nalez mu-
tace receptoru pro G-CSF (CS3R genu)
vede k nasledné akvizici dalSich mu-
taci (nejcastéji RUNX1 genu). Riziko vy-
voje do MDS/AML je pomérné vysoké
(22 % v 15. roce). Recentné byly po-
psany i germinalni mutace dalSich genl
u nemocnych se vznikem MDS pred 60.
rokem véku bez zavislosti na pfitom-
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nosti IBMF (MDH2, MSH6, ATR, MLH1,
PMS2 geny).

U aplastické anémie byly prokazany
germindlni mutace u DKC1, MPL, and
TP53 genl (6-10 % nemocnych). So-
matické mutace byly nicméné proka-
zany u 47 % nemocnych s AA, jejich
vyskyt stoupal s vékem, nejcastéji po-
zorované mutace byly mutace DNMT3A
a ASXL-1 spojena s proliferacni aktivitou
a postupnym zvysovanim frekvence mu-
tované alely (VAF), mutace PIGA genu
a mutace BCOR a BCOR-1 gen byly spo-
jeny se stabilni ¢i snizujici se frekvenci
mutované alely. Soucasnd hypotéza
predpoklada u AA malé procento bunék
se somatickou mutaci, u nichz midze ze-
jména diky imunosupresivni [é¢bé po-
stupné dochézet ke zvysovani frekvence
variantni alely a rozvoji klonalni prolife-
race (obr. 3). V dalSim vyvoji AA po imu-
nosupresi smérem k MDS hraje dulezi-
tou roli akvizice novych ,driver” mutaci,
napf. RUNX1 genu.

Podstatou tzv. klonalni proliferace
neurcitého vyznamu (CHIP) je mu-
tace genu s vice nez 2 % variantni alely,
ktera postihuje geny souvisejici se vzni-
kem nadorového bujeni hematopoézy
(DNMT3A,TET2,JAK2,SF3B1,ASXL1,T-
P53,CBL,GNB1,BCOR,UZAF1 a dalsi), pfi-
tom neni pfitomno evidentni nadorové
bujeni a nédlez nespliuje kritéria pro
MDS, MGUS ¢i PNH (obr. 4), nalez CHIP
je pfitomen cca u 10 % nemocnych star-
Sich 65 let, ale CHIP sama o sobé nepred-
stavuje vysoké riziko, pouze 0,5-1 % ne-
mocnych progreduje smérem k MDS ¢i
akutni leukémii (AL). CHIP je treba odlisit
od tzv. klonalni hematopoézy spojené
s vékem (age-related clonal hematopoie-
sis — ARCH), kde se stoupajicim vékem
pribyva klondlni proliferace gent s niz-
kou VAF, které nejsou spojeny s hema-
toonkologickymi chorobami. V posledni
dobé je vénovana velkd pozornost mu-
tovanym monocytlim v rdmci CHIP, tyto
monocyty se diferencuji do tkanovych
makrofagl a indukuji zanétlivy proces
(napf v intimalni tkani arterii). Inflama-
somy produkuji interleukiny (IL-1p, IL-6,
IL-8), jez podporuji vznik aterosklerézy,
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Cést 2: MDS

mutaci s vékem

2. Aktivace cytotoxickych

T lymfocyth {

5. Terapeuticka
intervence

nosuprese) A 6. Obnova krve by

1. F?Ihiwjininkumulncy

Memutovana HSC

3. Apoptéza kmenovych
krvetvornych bunék

z imunitniho
dohledu

Mutované HSC

Obr. 3. Mechanizmy uplatiiujici se v rozvoji klonalni proliferace z aplastické anémie.

jednotka CHIP

genetické zmény

cytopenie nepfitomna
dysplazie zadna
pocet blastl nezvysen

dalsi kritéria

¢i PNH

mutace somatického
genu, VAF > 2 %

nepfitomnost hemato-
logické malignity, MGUS

Obr. 4. Klonalni proliferace a jeji postupny vyvoj.

ICUS Cccus
zadné mutace ¢i VAF <
2%

alterace
pfitomna pfitomna
zadna

linie
nezvysen nezvysen

nepfitomnost hemato-
logické malignity, MGUS

¢i PNH ¢i PNH

ARCH - klonalni proliferace vétsinou s mutacemi gen( nikoli typickych pro MDS (VAF < 2 %) u starSich nemocnych, u ICUS je tieba vzdy
vyloucit moznou vyvolavajici pficinu mimo hematologickou malignitu
CHIP - klonalni hemopoéza neurcitého vyznamu, ICUS - idiopaticka cytopenie neucitého vyznamu, CCUS - klondlni cytopenie neurcitého
vyznamu, ARCH - klondIni hemopoéza ve vztahu k véku

mutace somatického
genu ¢i chromozomalni

zadna ¢i < 10 % buné¢né

nepfitomnost hemato-
logické malignity, MGUS

MDS

somatické genetické
alterace u vysokého %
nemocnych

pfitomna

>10% ve = 1 bunécné
linii

muze byt zvysen

(< 20 % v kostni dfeni)

remodelaci svaloviny myokardu a se-
kreci P-selectinu, jenz zpétné indukuje
produkci makrofagd. CHIP tak mize vy-
znamné prispivat k poskozeni kardiovas-
kuldrniho systému (obr. 5).

Jako ICUS se oznacuje idiopatickd cy-
topenie neurcitého vyznamu postihujici
jednu ¢i vice fad bez pfitomnosti ,driver
mutace” a bez jednoznaénych morfolo-
gickych zndmek potvrzujicich dysplazii.
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U ICUS je tfeba vzdy podrobné vysetieni
k odhaleni mozné pficiny (chronické za-
nétlivé i systémové onemocnéni, one-
mocnéni ledvin, moznost vyvoje z vro-
zeného selhani krvetvorby). Samotné
riziko ICUS neni vysoké, je viak nutné
peclivé sledovani nemocnych a kon-
troly ndlezu v kostni dfeni pro v&asny
zachyt vzniku somatickych ,driver mu-
taci” a pfechod do klondIni cytope-

nie nejasného vyznamu (CCUS). Bylo
prokdzano, ze béhem 5 let progre-
duje ICUS smérem k myeloidni malig-
nité cca v 10 %, kdezto CCUS v 75 %, né-
ktefi autofi povazuji CCUS za MDS bez
morfologickych znamek dysplazie. Ri-
ziko progrese CCUS je nejvétsi tam, kde
jsou pfitomny vicecetné ,driver mu-
tace” ve vysoké frekvenci variantni alely
(VAF > 30 %)
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s uvolfiovanim cytokint IL-1B, IL-6, IL-8 poskozujicimi endotel, cytokiny vedou k remodelaci svaloviny myokardu,
nékteré mutace (napt. JAK-2) vedou k uvoliovani sérovych proteaz, jez indukuji koagulaci a agregaci a napomahaji

vzniku trombu.

mutace
SF3B1

riziko progrese klonu

pomérné malé

zvysené

vysoké

AML

DNMT3A, TET2, p53

ASXL1, SRSF2, EZH2, RUNX1,
IDH1, IDH2, CBL, UZAF1, ZRSR2

Obr. 6. Rizikové skupiny mutaci pfi rozvoji klonalni proliferace.

charakteristika

mutace sestfihového genu s prsténcitymi sidetoblasty, inefektivni
erytropoézou a indolentnim prilbéhem
akvizice dalsich mutaci — vyznamné zvyseni rizika

indukce klonalni proliferace, nej¢astéjsi mutace u CHIP — moznosti
akvizice dal3ich mutaci

progrese klonalni proliferace (second hit mutation) nekontrolovana
proliferace, obecnd porucha translace a energeticky deficit buriky

V soucasné dobé je pfitomna snaha
o urcité rozdéleni somatickych mutaci
zpUsobujicich klonalni proliferaci do sku-
pin s odliSnou progndzou (obr. 6). Mu-
tace sestfihového genu SF3BT1 je nejcas-
t&j8i mutaci u MDS, jez je pfitomna spolu
s mutaci ostatnich sestfihovych gent
u poloviny nemocnych s MDS. Vysled-
kem mutace SF3B1 je porusend regu-
lace PPOX a ABCB7 gend,, jez vede ke sni-
zeni syntézy hemu a k poruse dodavky
zeleza do mitochondrii. I1zolovand mu-
tace SF3B1 je spojena s pfitomnosti prs-

téncitych sideroblast(, inefektivni ery-
tropoézou a indolentnim pribéhem.
Tento vyvoj je pfitomen i u CHIP a CCUS
s pritomnosti solitdrni mutace SF3B1.
Pfiznivy prognosticky vyznam mutace
SF3B1 muize byt eliminovan naslednou
akvizici,,driver mutaci” (DNMT3A,ASXL1,-
TET2, SRSF2,RUNX1,TP53), neni vsak
jasné, zda pro nepfiznivy vliv staci pfi-
tomnost dalSich mutaci, ¢i je nutny sou-
Casny narGst poctu blastl v kostni dfeni.

Ve druhé skupiné jsou geny, jejichz
mutace jsou nejcastéji podkladem CHIP.

Jedna se o geny uplatiujici se v epige-
netické modifikaci, TET2 gen je DNA me-
tyltransferaza vedouci k demetylaci DNA
za pritomnosti a-ketoglutaratu, naopak
DNMT3A predstavuje metyltransfe-
razu zprostfedkujici metylaci DNA. Gen
p53 je tumor supresoricky gen, jehoz
mutace vede k alteraci reakce na posko-
zeni bunky, indukci proliferace a gene-
tické nestabilité spojené s akvizici dalSich
mutaci. V soucasnosti bylo prokazano,
Ze nepfiznivy efekt mutace p53 genu je
odvisly od toho, zda je zachovéana ales-
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pon 1 funkéni alela genu ¢i nikoli. Sou-
hrnem mozno fici, Ze se jedna o geny, je-
jichz mutace vedou k rozvoji genetické
nestability a k pfedpokladu ziskani dal-
Sich mutaci ovlivnénim epigenetické re-
gulace exprese gen.

Treti skupinu tvofi jiz opakované zmi-
néné ,driver mutace”, jejichz ptitom-
nost signalizuje vysoké riziko progrese
do MDS/AML bez ohledu na pfedchozi
pfitomnost CHIP ¢i CCUS, ale predsta-
vujici ¢asto téz dalsi ziskané mutace
u CHIP. ASXL1 je gen lokalizovany v ob-
lasti 20911, jenz se uplatiuje v epige-
netické regulaci histonl jejich post-
transla¢ni modifikaci cestou polycomb
represivniho komplexu (PRC) a regulaci
Hox genu, vysledkem je inhibice prolife-
race, mutace ASXL1 vede ke kontinualni
stimulaci proliferace. EZH2 gen ké-
duje methyltransferazu nutnou k efektu
ASXL1 na proliferaci. RUNX1 je gen zpro-
stfedkujici diferenciaci progenitorovych
hemopoetickych bunék do zralych sta-
dii, ovliviujici bunécny cyklus, biogenezi
ribozom{ a signalni drahy p53 a TGFp.
Jeho mutace vede ke ztraté kontroly
proliferace a zfejmé i k indukci preziti
a proliferace mutovanych leukemickych
bunék. IDH1 gen hraje roli v tvorbé o-—
-ketoglutaratu nutného k metylaci DNA
a histond, jeho mutace vedou k alteraci
funkce TET2 genu, energetickému defi-
citu a k poruse inhibice tvorby volnych
kyslikovych radikalG. SRSF-2 je gen se-
stiihového mechanizmu, jehoz mutace
ovliviiuje metabolizmus a preziti RNA,
stejné tak jako gen UZAF1. Jedna se tedy
vesmeés o geny, jejichz mutace vedou
k hrubym zménam projevujicim se ne-
kontrolovanou proliferaci, obecnou po-
ruchou translace a energetickym defici-
tem bunky.

V soucasné dobé je rovnéz velkd po-
zornost vénovana uUloze hematopoe-
tického mikroprostredi v kostni dfeni.
V mezenchymalnich burikdch hemato-
poetického mikroprostfedi dochazi k za-
nétlivé stimulaci, vyvolavajicimi faktory
mohou byt starnuti, poskozeni chemic-
kymi latkami ¢i zafenim &i sekrece za-
nétlivych mediatord mutovanymi bun-
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Obr. 7. Uloha hemopoettického mikroprostiedi v rozvoiji klonalni proliferace.
RUizné faktory mohou vést k aktivaci tvorby zanétlivych mediatort (vlevo),
které vytvareji zanétlivé mutagenni mikroprostiedi. Dochazi ke zvyseni
genotoxického stresu, jenz poskozuje normalni krvetvorné burky (HSC) a vede
k jejich apoptoze, soucasné dochazi k selekci mutovanych bunék rezistentnich
ke genotoxickému stresu, jejich klondIni proliferaci a k tendenci akvizice

novych mutaci.

kami imunitniho systému (makrofagy).
Vznika lokalni zanétlivé ,mutagenni”
mikroprostfedi ovlivaujici progenito-
rové buriky. Dochazi ke zvyseni geno-
toxického stresu, coz negativné ovliv-
nuje proliferaci normalnich kmenovych
bunék a vede k jejich apoptdze a k se-
lekci mutovanych bunék rezistentnich
na genotoxicky stres a indukujicich
tvorbu mutovanych imunitnich bunék.
Takto vznikaji predpoklady pro klo-
nalni proliferaci a akvizici dalsich mutaci
(obr. 7). Recentni nalezy téZ ukazuji na
vnitfni resistenci mutovanych bunék na
zanétlivé mediatory pfi rozvoji klonélni
proliferace.

Zavérem je mozno shrnout, Ze vsichni
nemocni s cytopenii nejasného plvodu
by méli byt peclivé vysetfeni, mladsi
nemocni k vylouceni latentné probi-
hajiciho vrozeného selhani krvetvorby
s tendenci k rozvoji klonalni prolife-
race, starsi nemocni pak k odhaleni CHIP
a CCUS a mozné akvizice dalSich mu-
taci, vyznamné ovliviujicich progresi
k MDS/AML.
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Myelodysplasticky syndrom v détském véku

Sukova M.

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

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je
vzacné klondlni onemocnéni krvetvorby
charakterizované inefektivni hematopo-
ézou a rizikem leukemické transformace.
S incidenci 1-4 pfipady/milion tvofi cca
5 % hematologickych malignit u déti, coz
ve vékové skupiné do 18 let predstavuje
v CR cca 5 pfipadl ro¢né. MDS détského
véku zahrnuje heterogenni skupinu cho-
rob, které jsou v kontextu revidované WHO
klasifikace fazeny jak do kategorie Myelo-
dysplastického syndromu, tak do katego-
rie Myelodysplastickych/myeloprolifera-
tivnich neoplazii (MDS/MPN) [1].
Primarni MDS u déti je velmi casto
spojen s hypoplazii kostni diené a cha-

rakterizovan odlisSnym spektrem geno-
vych defektl a chromozomalnich abe-
raci ve srovnani s dospélymi. Na jedné
strané spektra détského MDS je hypo-
plasticka Refrakterni cytopenie dét-
ského véku (RCC) s predpokladem pro-
grese do selhani kostni dfené&, na druhé
strané pokrocily MDS s excesem blast(
(MDS-EB) nebo Juvenilni myelomonocy-
tarni leukémie (JMML). MDS v détském
véku ¢asto vznikd v terénu vrozeného se-
Ihani kostni difené (IBMF), coz vysvétluje
velkou diverzitu projev(. V soucasnosti
je navic identifikovana fada geneticky
podminénych predispozic ke vzniku my-
eloidni neoplazie, které tvofi samostat-

nou kategorii specifickou pro détsky
vék. Tab. 1. shrnuje zakladni rozdily mezi
MDS détského a dospélého véku.
Klasifikace MDS détského véku je
proto zaloZena nejen na morfologickém
obrazu a cytogenetickych nalezech (IPSS
u dospélych), ale zohlednuje i dalsi ge-
netické faktory, které maji prognosticky
vyznam [2]. Prognéza MDS u déti je ve
srovnani s dospélymi nepochybné pfi-
znivéjsi, l[écba je proto vedena s kura-
tivnim zdmérem. Dominantni roli ma
alogenni transplantace krvetvornych
bunék (HSCT), kterd je rutinné pouzi-
vana jako lé¢ba prvni volby u pacientl
s pokrocilym nebo sekundérnim (,the-

Incidence/1 milion

Asociace s IBMFs a predisp. syndromy
Familidrni vyskyt

Chromozomalni aberace (%)

-7/79-
-5/5g-

Molekularni aberace

Lécebny zdmér

IBMFs - vrozena selhani kostni diené

Tab. 1. Rozdily mezi MDS détského a dospélého véku [adaptovano podle 3].

Déti (0-18 let)
1-4
>30

u ¢asti pacienttd

25-30
1

casté zarodecné mutace (GATA2),
méné casté somatické,
mutace v spliceosomu ne nebo vyjimec¢né

kurativni

casté somatické, v spliccosomu bézné

Dospéli > 40 let
> 40
<5

nepravdépodobny
10

20

zarodecné mutace neobvyklé,

Casto paliativni
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rapy-related”) MDS a u RCC s genetic-
kymi abnormitami, kde davé vice nez
polovi¢ni $anci na dlouhodobé preziti.
Vyuziti imunosupresivni |é¢by (IST) a hy-
pometyla¢nich agens ve specifickych si-
tuacich je lé¢ebnou moznosti pro pa-
cienty s absenci vhodného darce pro
transplantaci [3].

Pro stanoveni prognézy a urceni |é-
c¢ebné strategie u détského MDS je
v dnedni dobé zasadni cilend geneticka
diagnostika véetné vyuziti metod sek-
venovani nové generace. Jednotny dia-
gnosticky i 1é¢ebny postup je koordi-
novan na zdkladé doporuceni Evropské
skupiny pro myelodsyplasticky syndrom
u déti (EWOG-MDS).

BIOLOGIE MDS

Podstatou MDS je klonalni proliferace
vychazejici z kmenové hematopoetické
bunky, jejimz disledkem je inefektivni
krvetvorba s moznou progresi do se-
Ihani kostni dfené a rizikem leukemické
transformace. Biologické chovéni je
déno kombinaci vrozenych predispozic-
nich faktor( a ziskanych genetickych po-
ruch, které se akumuluji v pribéhu ne-
moci. Typickou predispozici v détském
véku predstavuji zdrode¢né mutace
v genech zasahujicich do procesti DNA
repair, stability telomer a ribozom, tran-
skrip¢nich faktort a liniové diferenciace,
kterd podminuji vrozena selhani kostni
diené a syndromy s predispozici k my-
eloidni neoplazii. Expozice alkyla¢nim
latkdm a inhibitordm topoizomerazy je
znamym podkladem sekundarniho tzv.
stherapy-related” MDS po chemotera-
pii, ktery je charakterizovan specifickymi
chromozomalnimi aberacemi a rychlou
progresi. Ve srovnani s MDS dospélych je
méné znamo o genetickych odchylkach
v somatickych liniich, které funguji jako
spoustéce u primarniho MDS. Podle re-
centnich vyzkum se zd3, Ze geny bézné
alterované u dospélych (TET2, DNMT3A,
TP53, spliceosom komplex) nemaji vy-
znam v patogeneze détského MDS, kde
se naopak jako drivery uplatfiuji soma-
tické mutace SETBP1, ASXL1, RUNX1,
a RAS onkogenl [4]. JMML je patogene-

ST s

Typ

Refrakterni cytopenie détského véku
Refrakterni anémie s excesem blast(

Refrakterni anémie s excesem blastl
v transformaci

Tab. 2. FAB klasifikace MDS détského véku [adaptovano podle 1].

Zkratka Kostni diren Periferni krev
dysplazie 2 linii % blasti
+ % blasti
RCC <5% <2%
RAEB 5-19% 2-19%
RAEB-t 20-29 % 20-29 %

ticky jasné definovana jako porucha sig-
nalizace zplGsobena mutacemi v RAS-
-MAPK signalni draze.

DIAGNOSTIKA
Stanoveni diagnézy MDS je stejné jako
u dospélych zaloZzeno na histopatolo-
gickém obrazu kostni dfené a cytoge-
netickém nélezu. Morfologicky je MDS
charakterizovan specifickou dyspla-
zii alespon ve dvou krvetvornych liniich
(erytropoéza, myelopoéza, megakaryo-
poéza) a rlznym zastoupenim blastd
v kostni dfeni a periferni krvi, které zo-
hledruje stéle pouZivana FAB klasifikace
(tab. 2), Odlisna kategorizace détského
MDS zohlednuje vétsinou indolentnéjsi
prabéh a pomalejsi progresi nemoci ve
srovnani s dospélymi.

Casty obraz hypoplastické krvetvorby
a postupny vyvoj dysplazie se odrazi
v doporuceném diagnostickém po-
stupu EWOG-MDS, ktery zahrnuje vy-
Setfeni kostni diené z vice mist a opa-
kované v odstupu 2-4 tydn(. Genetickd
diagnostika vyuziva jak metody cytoge-
netické, tak molekularni, véetné sekve-
nace panelll genli a celoexomoého sek-
venovani. Cilem je detekovat vrozené
poruchy krvetvorby a predispozi¢ni syn-
dromy, které vyzaduji odlisny lécebny
pfistup.

REFRAKTERNI CYTOPENIE
DETSKEHO VEKU (RCC)

RCC je nejcastéjsim typem MDS u déti
(~70 %), nese specifické histopatolo-
gické rysy a je v naprosté vétsiné pripadu
spojena s hypoceluldrni kostni dreni
a absenci chromozomilnich abnormit
(70-80 %). Monozomie 7 je hlavnim pro-

gnostickym faktorem pro progresi do
pokrocilého MDS (median: < 2 roky),
RCC bez chromozomdlnich abnormit
muze naopak zlistavat dlouho stabilni
bez potieby lécebnych zasahd. Jako uni-
katni jednotka byla RCC zafazena do
WHO klasifikace v roce 2008. Morfologie
(obr. 1) v kombinaci s periferni pancyto-
penii tvoii obraz selhani kostni drenég,
jehoz pfic¢inou v détském véku muze
byt také aplasticka anémie (AA), vro-
zend selhani kostni dfené, nékteré gene-
ticky podminéné syndromy (GATA2 de-
ficience, SAMD9/9L), metabolické vady
i stavy parainfekéni, coz predstavuje z&-
sadni diferencidlné diagnostické dilema.
Diskrimina¢nim parametrem mezi RCC
a aplastickou anémii je v rukach zkuse-
ného patologa histopatologicky obraz
- nélez dysplazie v hypoplastické dieni
a tzv.,RCC pattern” (obr. 1). Odliseni vro-
zenych selhani kostni diené, jmenovité
Fanconiho anémie, Shwachman-Dia-
monnd syndromu a Dyskeratosis con-
genita, je pfi absenci specifického feno-
typu jen na morfologie obtizné, rutinné
se proto provadi screening, v soucas-
nosti i panelovym testovanim kandidat-
nich gen(. Presto zlstava hypoplasticky
MDS bez chromozomalnich abnormit
obtizné definovatelnou jednotkou, ktera
svym chovanim odpovida spiSe nové
zavadénému pojmu ,ziskané selhani
kostni drené”, kam spada i aplasticka
anémie. Pfedpokladanou spole¢nou pa-
togenezi s aplastickou anémii zohled-
nuje i Ié¢ebny algoritmus vypracovany
evropskou pracovni skupinou (EWOG-
-MDS) (schéma 1). Pro urcitou skupinu
pacientl s RCC je alternativou k alo-
genni HSCT imunosupresivni lécba (anti-
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SAA RCC
Erytropoéza chybéjici nebo malé ostrivky ~patchy” distribuce
< 10 bunék s vyzravanim posun doleva
cetné mitosy
Granulopoéza chybéjici nebo vyznamné snizena vyznamné snizena
ojedinélé malé ostrlvky s vyzravanim posun doleva
Megakaryopoéza chybéjici nebo jen ojed megakaryocyty vyznamné snizena
absence dysplastickych megakaryocyt dysplastické zmény

mikromegakaryocyty

Obr. 1. Histopatologicky obraz refrakterni cytopenie versus aplasticka anémie.

Refrakterni cytopenie détského véku (RCC) — Iééebny algoritmus
_._,_,..---'—ﬂ—‘---..___
EWOG-MDS doporuéeny postup 2013

All karyotypes with the exception of

= - [/ > i
-7 / 79- / 2 2 aberrations B

no transfusion transfusion dependency RBC or plts
and ANC 21,000/l or ANC < 1,000/ul

MSD MUD

watch & wait HSCT HSCT

normo/hyper- *restricted to hypocellular BM
hypocellular BM cellular BM
RIC-HSCT HSCT HSCT
TT/Flu Treo/Flu/TT Treo/Flu/TT

Schéma 1. Lécebny algoritmus u refrakterni cytopenie.
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thymocytéarni globulin a cyklosporinA.).
Zkusenosti s pouzitim rezimu s reduko-
vanou intenzitou (Fludarabine + Tho-
tepa) v pripravé pred HSCT vykazuji
srovnatelnou ucinnost (EFS 75-80 %)
a mensi toxicitu ve srovnani s rezimy
myeloablativnimi [5].

SYNDROMY S PREDISPOZICI
K MYELOIDNI NEOPLAZII
(MN)

Tvofi samostatnou kategorii podle WHO
klasifikace 2016. Jedna se o vzacna mo-
nogenni onemocnéni s vysokou prav-
dépodobnosti vzniku MDS/AML, je-
jichz podkladem jsou zarode¢né mutace
v genech zasahujicich do procest DNA
repair, stability telomer a ribozom, tran-
skrip¢nich faktord a liniové diferenciace
(tab. 3) MDS se manifestuje v ¢asném
détském véku (< 4 roky), ¢asto je spo-
jen s rekurentnimi aberacemi 7. chro-
mozomu a syndromickymi projevy. One-
mocnéni jsou vétdinou autozomdlné
dominantné dédicna, s variabilni pene-
tranci, je tedy mozné dohledat familiarni
vyskyt myeloidnich malignit. Kromé kla-
sickych syndromd genomové instability
(Fanconiho anémie, Morbus Down a Li-
-Fraumeni) sem patfi vrozené syndromy
selhani kostni dfené (IBMF) - Dyskera-
tosis congenita, Diamond-Blackfan ané-
mie, Schwachman-Diamond syndrom,
Kongenitdlni neutropenie), primarni
imunodeficience spojena s deficitem
transkrip¢niho faktoru GATA2, poruchy
trombocytd s predispozici k MN (mu-
tace RUNX1, AMKRD26 a ETV6), pre-
dispozice k MN spojené s mutacemi
CEBPA a DDX4 a tzv. ,RAS-opatie”, vro-
zené syndromy spojené s myeloproli-
feraci podminéné zarode¢nymi muta-
cemi v signaliza¢ni draze RAS [6]. Nalez
zérodecné mutace u détského pacienta
s MDS znamena iniciovat genetické vy-
Setfeni rodiny a z toho plynouci gene-
tické poradenstvi.

MDS ASOCIOVANY

S GATA2 DEFICITEM

GATA2 deficit je primérni imunodefi-
cit, geneticky podminény zarode¢nou

ST s

leukemické transformace [6].

Onemocnéni

Fanconiho anémie (FA)
Diamond-Blackfan anémie (DBA)

Tézka vrozena neutropenie (SCN)

Shwachman-Diamond syndrom (SDS)

Dyskeratosis congenita (DC)

Familidrni trombocytopenie s dispozici
k AML (FPDPM)

GATA2 deficience
Trombocytopenie 5
Trombocytopenie 2

LI-Fraumeni sy

MIRAGE sy, Ataxia-pancytopenia sy
DDX41 véazand predispozice k AML

Myeloidni neoplézie s mozaicizmem +8

Tab. 3. Genetické syndromy s predispozici k myeloidni neoplazii a riziko

MDR-AML - MDS spojeny s pfedchozi chemo- radioterapii

Mutace Frekvence
(skupiny geni) MDS/AML
FANCA-W 30-40 %
RPS, RPL (~22 gentl) 5%
ELA2, HAX1, GFI1, 30 %
JAGN1, G6PC3
SBDS, DNAJC2 30-40 %
DKC1, TERC, TERT, 5%
NOLA3, TINF2
RUNX1 ~40 %
GATA2 30-40 %
ETV6 ?
ANKRD26 5%
TP53 2-4% (+ MDR-AML)
SAMD9, SAMDOL ~20 %
DDX41 ? (starsi)
trizomie 8 ?

mutaci v transkripcnim faktoru GATA2.
Onemocnéni plvodné popsané ve
dvou fenotypech, jako MonoMAC syn-
drom (kombinace monocytopenie a na-
chylnosti s mykobakteridlnim infekcim)
a Embergerlv syndrom, je dnes po-
vazovano za nejvyznamnéjsi genetic-
kou predispozici k MDS. Imunologicky
je GATA2 deficit charakterizovan mono-
cytopenii, B a NK-lymfopenii v periferni
krvi a lymfoidnich tkanich, coz definuje
imunofenotypicky obraz a umoznuje
vyuzit metod pritokové cytometrie ke
screeningu. Manifestaci MDS ve 2.-3.
deceniu, s medidnem ve véku 19,5 (12—
35) let, maze predchazet chronicka cyto-
penie a vyvoj hypoplastické krvetvorby,
mUize se ale manifestovat i v ¢asném
véku jako familiarni a rychle progre-
dujici pokrocily typ. Pro MDS spojeny
s GATA2 je typicka asociace s aberacemi
7. chromozomu. V databazi ENWOG-MDS
byly zdrodecné mutace v transkripénim
faktoru GATA2 nalezeny u 7 % pacientd
s primarnim MDS < 18 let, u 37 % ve
skupiné s monozomii 7. [7] GATA2-MDS
s aberaci 7 je indikaci k alogenni HSCT,

timing by mél zohlednit o¢ekavané ri-
ziko rychlejsi progrese do pokrocilejsich
forem nemoci.

MDS ASOCIOVANY
S MUTACEMI SAMDY9/9L
V soucasné dobé je velkd pozor-
nost vénovana vyznamu mutaci genu
SAMD9/SAMDLY (sterile o motif do-
main-containing protein 9) a jejich vlivu
na hematopoézu. Zarodecné mutace
SAMD9/SAMDLY jsou podkladem vro-
zené endokrinopatie asociované s cyto-
penii a zvy$enym vyskytem myeloidnich
malignit — syndromy Ataxia-pancytope-
nia a MIRAGE (myelodsyplazie, infekce,
porucha rastu, adrenélni hypoplazie, ab-
normity genitalu a enteropatie). Ve zvy-
sené mire

jsou ale jak germimalni, tak somatické
mutace SAMD9/SAMDL9 detekované
i u primarnich, nesyndromickych MDS
s monozomii 7 (20 % pacient(l v databazi
EWOG-MDS). Mechanizmy klonalniho
zvratu hematopoézy v pritomnosti mu-
taci SAMD9/SAMDOL nejsou zatim zcela
jasné (vliv monozomie 7, uniparentéini
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dizomie, dalsi somatické mutace) a jsou
predmétem soucasnych vyzkum [8].

POKROCILY MDS

Pod terminologicky pojem pokrocily
MDS (aMDS) definovany biologickym
chovanim spadaji jednak proliferativné
se chovajici MDS s excesem blast (MDS-
-EB): RAEB a RAEB-t (tab. 2) a jednak MDS
asociovany s predchozi chemo- nebo ra-
dioterapii (MDR-AML). Ze 192 pacientl
s pokrocilym MDS registrovanych ve stu-
dii EWOG: MDS 2006 bylo 59 (30 %) hod-
noceno jako sekundarni MDS (po che-
moterapii, po aplastické anémii nebo
IBMF). Terminologicky na pomezi stoji
také de novo Akutni myeloidni leukémie
s nizkym poctem blastd (low-blast-count
AML). Rozliseni mezi MDS a primarni
AML je dano podle vyskytu specifickych
rekurentnich aberaci, pfitomnosti sple-
nomegalie a vyvoje poctu blastl. (do-
poruceni EWOG-MDS). MDS je typicky
asociovan s aberacemi chromozomu
7 (monozomie nebo delece 7q u 30 %
aMDS a 50 % MDR-AML) a chromozomu
5 (-5, 59-), ktera je ale jako samostatna
neobvykld, byvd soucdsti komplex-
niho karyotypu. Cytogenetické aberace
u MDR-AML zahrnuji kromé monozomie
7 a komplexniho karyotypu i prestavby
MLL genu. V nepfitomnosti monozomie
7 nebo rekurentnich translokaci spoje-
nych s AML je diagnéza aMDS konfuzni
a vyzaduje rychlé vysetieni exomu pa-
nelem zahrnujicim jak geny asociované
s MDS/AML, tak s predispozi¢nimi syn-
dromy, jmenovité zasahujici do signa-
liza¢ni RAS drahy. Genetickd charakte-
ristika a dynamika progrese MDS jsou
urcujicim faktorem pro lé¢ebnou stra-
tegii [2]. AML |écba ev. nizkodavkovany
cytosinarabinosid, pfipadné kombinace
s azacitidinem jsou varianty pro prekle-
nuti obdobi k transplantaci. Alogenni
HSCT po myeloablativnim pfipravném
rezimu je jedind kurativni moznost. Ve
skupiné primarnich pokrocilych MDS je
pak dlouhodobé preziti cca 60 %, pre-
ziti bez udalosti 45 %. Ve skupiné MDR-
-AML jsou vysledky stran dlouhodobého
pfeziti navzdory setrvalému trendu

ke snizovani TRM (Umrti v souvislosti
s transplantaci) neuspokojivé [9].

JUVENILNI
MYELOMONOCYTARNI
LEUKEMIE (JMML)
JMML je samostatné klonalni onemoc-
néni krvetvorby, specifické pro ¢asny
détsky vék, nese urcité rysy chronické
myelomonocytarni leukémie (CMML)
dospélych. WHO klasifikace JMML za-
fazuje do skupiny myelodysplastic-
kych/myeloproliferativnich neoplazii.
Patogenetickym podkladem nemoci je
konstitutivni aktivace RAS/MAPK signali-
zac¢ni drahy podminéna mutacemi v jed-
nom z péti gend: KRAS, NRAS, PTPN11,
NF1 nebo CBL, které jsou prokazatelné
u 90 % pacientd s JMML a definuji jed-
notlivé subtypy. Somatické ,gain-of-
-function” mutace PTPN11, NRAS a KRAS
jsou podkladem nesyndromické JMML,
zatimco myeloproliferace na podkladé
neurofibromatosy 1. typu (NF-1) a CBL
syndromu je definovdna germindlné
podloZzenou RAS-opati a ziskanou bia-
lelickou inaktivaci specifickych gend.
Klinicky prGbéh je variabilni, pro vét-
$inu pacientu je k dosazeni dlouhodo-
bého preziti nezbytnd alogenni HSCT,
nicméné u 15 % JMML (zejména s mu-
tacemi CBL a NRAS) byla pozorovana
spontanni rezoluce klonu. Identifikace
téchto pacientll je predmétem recent-
niho vyzkumu v rdmci EWOG-MDS. Za
timto ucelem jsou také zavadény geno-
mické metylac¢ni analyzy, které identifi-
kuji uroven metylace onkogend, a ¢leni
tak JMML podle biologického profilu do
skupin nizké, stfedni a vysoké metylace.
Metylacni profil je prediktorem odpo-
védi na lé¢bu azacitidinem i pro preziti.
Hypometyla¢ni |é¢ba azacitidinem se
u JMML stala v poslednich letech stan-
dardem. pravdépodobnost odpovédi
z4avisi na mutovaném genu a metylac-
nim stavu. U pacientl s vysokou me-
tylaci je mald Sance na dlouhodobou
odpovéd, azacitidine je proto pouzi-
van jen jako bridge k transplantaci. Alo-
genni HSCT z(stava jedinou kurativni
moznosti u JMML, obecné ma dlouho-
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dobou Uspésnost ~50 % zejména pro
vysoké (35 %) riziko relapsu. Relaps
po transplantaci je opét ovlivnitelny
azacitidinem [10].

NOVE LECEBNE POSTUPY
MDS asociovany s chromozomalnimi
aberacemi nebo jinymi genetickymi
poruchami je vylécitelny pouze alo-
genni transplantaci krvetvornych kme-
novych bunék (HSCT), proto vétsina
(90 %) pacientd s MDS v urcité fazi ne-
moci transplantaci podstoupi. Alterna-
tivni postupy jsou vyhrazeny pouze pro
specifické podtypy (RCC), jako bridge
k transplantaci (azacitidine u JMML)
nebo jako modifikacni 1é¢ba pti relapsu
nebo rezistentni nemoci.

Pro specifickou skupinu RCC s hypo-
plastickou kostni dieni a absenci gene-
tickych abnormit je jiz dlouhou dobu
alternativou k front-line HSCT od shod-
ného piibuzného darce imunosupresivni
[é¢ba (IST) kombinujici antithymocytarni
globulin, cyklosporin A a kortikoidy. Lé-
¢ebné schéma i hodnoceni odpovédi je
stejné jako pro aplastickou anémii (Pro-
tokol EWOG-SAA 2010). Po ukonceni do-
stupnosti koriského antithymocytarniho
globulinu jsou ale vysledky IST u ziska-
ného selhani krvetvorby neuspokojivé
(dlouhodoba odpovéd ~ 30 %), proto se
indikace HSCT od nepfibuzného darce
dostava do prvni linie i u MDS s hypo-
plastickou kostni dreni.

Diagnoéza pokrocilého MDS je ur-
gentni situace, kterd vyzaduje provedeni
HSCT v nejblizsim mozném terminu.
Uspésnost transplantace u primarniho
MDS je 60 %, u sekundarniho MDS po
aplastické anémii 40 %, po solidnich tu-
morech nedosahuje ani 20 %. Progrese
nemoci mize byt i u déti velmi rychlg,
zejména v pfipadé sekundarniho MDS.
Pak je nutné podani chemoterapie za-
lozené na cytosinarabinosidu a antra-
cyklinech s cilem navozeni remise pred
transplantaci. Uspésnost chemoterapie
je ale mensi nez u klasické AML s reku-
rentnimi translokacemi a pfindsi s sebou
rizika zvySené myelotoxicity a infekénich
komplikaci. Jako bridge k transplantaci
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nebo zachrannd pak pfichdzi v avahu
experimentalni 1é¢ba napf. kombinu-
jici hypometyla¢ni agens (azacitidine)
a bcl-2 inhibitor (venetoclax). Vysledky
transplantaci u sekundarniho MDS po
predchozi chemoterapii jsou presto neu-
spokojivé, vyvolavaji potifebu zavedeni
novych Iékl s ucinnosti ovérenou ve far-
makologickych studiich, které jsou ale
vzhledem k vzacnosti diagnézy obtizné
realizovatelné.

Hypometyla¢ni agens azacitidine je
v pediatrické praxi pouzivan jiz vice nez
10 let. Prokazana hypermetylace spek-
tra genll Ucastnicich se v klonalni myelo-
poéze a zkusenosti ze studii u MDS dospé-
lych byly podkladem pro off-label pouziti
jako zachranné lé¢by u relabujici JMML
a refrakterniho MDS. Nedavno ukonc¢end
prospektivni multicentrickd evropska stu-
die AZA-JMML-001 prokézala bezpeénost
a Ucinnost azacitidinu i v 1é¢bé nové dia-
gnostikované JMML.

Ve skupiné nizce metylovanych JMML,
resp. spojenych s NRAS nebo CBL mu-
taci existuje moznost spontanniho vymi-
zeni klonu. Jednim z recentnich projektt
EWOG-MDS je sledovani pfirozeného
prabéhu choroby s pomoci monitorace
rezidudlni nemoci metodami sekvenace
nové generace.
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MDS s nizkym rizikem v dobé genetické diagnostiky

Cervinek L.

Interni hematologickd a onkologickd klinika FN Brno a MU

Myelodysplasticky syndrom (MDS) pred-
stavuje heterogenni skupinu klonalnich
onemocnéni kostni dfené. Onemocnéni
muzeme definovat jako postizeni kme-
novych bunék krvetvorby, charakterizo-
vané neucelnou hemopoézou, vedouci
k cytopenii v periferni krvi a zvysenym ri-
zikem progrese do akutni myeloidni leu-
kémie. Klinicky obraz onemocnéni je do
znacné miry variabilni, coZ je ddno hete-
rogenitou onemocnéni.

DIAGNOSTIKA

Zéakladnim vysetfenim pfi diagnostice
MDS je vysetieni kostni dfené. Vzorky
kostni diené jsou vysetfovany morfolo-
gicky, ale i cytogenticky, imunofenotypi-
zacné a metodami molekuldrni genetiky.
Cytogenetické vysetieni predstavuje

v soucasnosti zakladni metodu, pfinase-
jici zasadni diagnostické a prognostické
informace. Chromozomalni abnorma-
lity mGzeme nalézt u 50-60 % pacientd
s MDS, nej¢astéjsi zachycené zmény jsou
delece 59, monosomie chromozomu 7,
delece 7q, trisomie chromozomu 8 nebo
delece 20q. Zakladni metodou je cyto-
genticka analyza 20 bunék v metafazi,
ale pouzivana je i metoda FISH (flou-
rescencni in situ hybridizace) na nejdu-
lezitéjsi karyoytipické zmény napfiklad
delece 5q ¢i delece 7q. Dllezité je i to,
ze mnoho pacientd ma kombinaci cy-
togenetickych zmén tvofici komplexni
balancované ¢i nebalancované translo-
kace (komplexni karyotyp znadi tfi a vice
chromozomalni abnormality). Stanoveni
karyotypickych zmén ma zésadni vliv na

stanoveni rizikovosti onemocnéni pro
konkrétniho pacienta a zdsadné ovli-
vhuje dalsi l1éc¢ebny postup. Dalsi, ale
zatim pouze fakultativni diagnostickou
metodou je vySetieni metodou prito-
kové cytometrie (flow cytometry). Pfi
tomto vysetfeni je mozno blize spe-
cifikovat blastickou populaci ¢i popu-
laci dysplastickych monocytl. V posled-
nich letech byl u¢inén zasadni pokrok
molekuldrné genetickych vysetfenich,
jez umoznil pfinést informace o zasad-
nich zménach v kmenové bunce jez na-
sledné vyusti do klinického obrazu my-
elodysplastického syndromu. Zakladni
genetické aberace postihuji genetické
a epigenetické zmény v transkrip¢nich
faktorech, zmény v epigenetickych mo-
duldtorech, zmény v oblasti miRNA
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(mikro) a mikroprostiedi kostni diené.
Epigenetické zmény zahrnuji oblast
DNA metylace. Oblasti hypermetylova-
nych CpG promoterd jsou terapeuticky
ovlivnitelné podanim hypometyla¢-
nich preparatd v ramci 1é¢by pacient(
s MDS. Dalsi mutace z této skupiny jsou
TET2, DNMT3a a IDH1/IDH2. Dalsi sku-
pina gent ovlivnujici epigenetickou re-
gulaci jsou modulatory histonud. Do této
skupiny gen(l fadime EZH2, ASXL1. Dalsi
dilezitou genetickou zménou je sestfih
RNA, jehoz alterace hraje zasadni ulohu
u MDS. Do této skupiny fadime geny
SF3B1, U2AF1 a SRSF2. V rutinni praxi
je jiz zavedeno vysetfeni mutace tumor
supresorického genu TP53, jezZ je nacha-
zena predevsim u pacientt s MDS s de-
leci dlouhych ramének 5 chromozomu ¢i
u pacientd s komplexnimi zménami ka-
ryotypu. Etiopatogeneze rozvoje zmén
typickych pro MDS s deleci 5q souvisi
s ndlezem haploinsuficience gent pro
ribozomalni podjednotky RPS 14, kterd
ovliviuje erytropoézu. V souvislosti
s klinickou manifestaci trombocytézy
a neutropenie jsou zdsadni dva geny
slouzici pro regulaci imunitniho sys-
tému a to microRNA (miRNA)-145 a mi
RNA-146.

Haploinsuficience v oblasti miRNA-
145 a miRNA-146 je davana do souvis-
losti s rozvojem trombocytézy. Aktivace
RPS14, mi RNA-145 a mi RNA-146 je jed-
nim z predpokladanych efektl lenalido-
midu na hematopoézu.

LECEBNE MOZNOSTI

U MDS

Lécbu pacientd s MDS je nutné vzdy
pfisné individualizovat v zavislosti na
potizich nemocného, na stadiu onemoc-
néni, pfidruzenych chorobéch pacienta
a na rizikovosti onemocnéni podle sta-
noveného IPSS-R. Celkové mizeme pa-
cienty s MDS roz¢lenit na skupinu s niz-
kym rizikem a na skupinu pacientd
s vysokym rizikem. VSeobecné lze kon-
statovat, Ze u pacientd s nizkym rizi-
kem se snazime spise ovlivnit symptomy
onemocnénia u pacientl s vysokym rizi-
kem pfirozeny vyvoj onemocnéni.

PACIENTI S NIZKYM

A STREDNIM-1 RIZIKEM
MDS (IPSS 0-1)

Observacni strategie u pacientl s velmi
nizkym rizikem vychazi z dat z retro-
spektivnich studii, jez prokazaly, ze
u pacientl s velmi nizkym rizikem star-
Sich 70 let s refrakterni anémii ¢i MDS
s del5g-nebylo ocekavané preziti kratsi
ve srovnani s populaci bez MDS. Dospéli
pacienti s MDS nizkého rizika bez sym-
ptomatické cytopenie, ktera nevyzaduje
[é¢bu mohou byti sledovéni v pravidel-
nych intervalech bez zahajeni terapie.

PODPURNA LECBA

Ukolem podptirné Ié¢by je predevsim snizit
nebo odstranit pfiznaky vyplyvajici z cho-
roby, a zlepsit tak kvalitu Zivota pacienta.
Podpurna lécba vsak chorobu nemaze de-
finitivné vylécit. Soucasti podpurné 1écby
jsou prevody cervenych krvinek a desticek,
protiinfekéni a chelatacni lécba a podavani
rlistovych faktor( krvetvorby.

RUSTOVE FAKTORY
KRVETVORBY

Erytropoézu stimulujici proteiny
(erytropoetin)

Léc¢ba rastovymi faktory krvetvorby by
méla byti zvédZzena u pacientl s refrak-
terni symptomatickou cytopenii. K 1é¢bé
anémie je mozné pouzit rekombinantné
vyrobeny rlstovy faktoru erytrocytd, ery-
tropoetin (EPO) ¢i darbopoetin. Lécba je
ucinna pouze u urcité ¢asti nemocnych.
Je to predevsim u téch pacientq, ktefi
maji nizkou hladinu svého vlastniho EPO
v krvi (méné jak 500 mU/ml) a maji tras-
fuzni potiebu méné nez 2 transfuzni
jednotky za mésic. Median lé¢ebné od-
povédi na aplikaci erytropoetinu je cca
24 mésicl. Lécebna odpovéd se mlze
zvysit, pokud nemocni dostanou EPO
v kombinaci s rGstovymi faktory, které
stimuluji kostni dren k tvorbé bilych kr-
vinek (G-CSF). Pridani G-CSF zvysilo |é-
¢ebnou odpovéd na cca 50 % pacient(,
a to u téch ktefi byli rezistentni na mo-
noterapii erytropoetinem. Pacienti s niz-
kym IPSS rizikem ¢&i s rizikem stfedni
1 a s symptomatickou anémii, pokud
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maji hladinu endogenniho erytropoe-
tinu pod 500 mU/ml a maji transfuzni
potiebu méné jak 2 transfuzni jednotky
za 1 mésic jsou indikovani k 1é¢bé poda-
nim erytropoetinu v monoterapii ¢i po
8 tydnech |écby ke kombinované [é¢bé
erytropoetinem a G-CSF.

Granulocyty stimulujici faktor
(filgrastim)

V pfipadé, ze ma pacient nizky pocet bi-
lych krvinek a ma infek¢ni komplikaci, je
v nékterych pfipadech vhodné podani fak-
toru stimulujiciho kolonie granulocytl (G-
CSF), tzv. rGstového faktoru bilych krvinek

Imunomodulacni terapie
Lenalidomid fadime mezi imunomodu-
latorni preparaty u nichz byla v klinic-
kych studiich prokazéna tGcinnost u pa-
cientd s MDS nizkého rizika s pfitomnosti
delece 5q. PlUsobeni preparatu spociva
v selektivni ovlivnéni bunék s del 5q klo-
nem inhibici haploinsuficientnich gen,
jez jsou kédovany v deletovaném useku
5 chromozomu (ovlivnéni genli RPS14,
mi RNA-145 a mi RNA-146). Lécba lena-
lidomidem se u MDS pacientU s izolova-
nou deleci 59 a transfuzni dependenci
prokazala jako velmi uc¢innd a vedla
k dosazeni transfuzni nezavislosti u 56 %
pacientl. Preparat se podava v davce
10 mg/den perordlné jako kapsle po
21 dnd v mésici a po tydenni pauze se
cyklus opét opakuje. BEhem této Iécby
se z nezadoucich projevli mize obje-
vit svédéni klze, vyrazka, zazivaci po-
tize, Unava a je zvy3ené riziko trombozy.
Zpravidla v prvnim |écebném cyklu
mohou byt pozorovany vyraznéjsi po-
klesy parametrd krevniho obrazu, které
se od dalsiho cyklu zpravidla upravi. Re-
centné publikovani klinicka studie pro-
kdzala ucinnost podani lenalidomidu
u pacientd s nizkym rizikem a transfuzni
dependenci i bez pfitomnosti delece 5q.
Luspatercept je rekombinantni fuzni
protein, ktery se vaze na vybrané li-
gandy superodiny transformujiciho ris-
tového faktoru p (transforming growth
factor - TGF-B). Vazbou na specifické
endogenni ligandy (napf. GDF-11, akti-
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vin B) luspatercept inhibuje signalizaci
Smad 2/3, coz vede k maturaci erytroid-
nich bunék prostifednictvim diferenciace
erytroidnich prekurzor( v kostni dreni.
Signalizace Smad 2/3 je abnormalné vy-
sokd v modelech onemocnéni charakte-
rizovanych neucinnou erytropoézou, tj.
MDS a B-talasemie MDS Indikace 1é¢by
transfuzné dependentni LR MDS RARS,
RARS-T s mutaci SF3B1.

ALOGENNI
TRANSPLANTACE

U pacientll s MDS nizkého a stfed-
niho-1 rizika neni alogenni transplan-
tace krvetvornych bunék standardné
indikovana. Jeji zvazeni je pro mladsi ne-
mocné (do 60-65 let) s tézkou a zhorsu-
jici se cytopenii, vyrazné snizenou bu-
nécnosti kostni diené (hypoplazii) nebo
pfitomnosti vazivovych vldken (fibré-

ST s

zou) ve dfeni. Provedeni transplantace
by se mélo rovnéz zvazovat u sekun-
darni formy MDS po predchozi 1é¢bé
chemoterapii ¢i radioterapii, protoze se
jedna prognosticky o neptiznivou formu
MDS. U pacientl se stfednim -1 rizikem
je alogenni transplantace indikovana
v piitomnosti vice jak 5 % blastl v kostni
dieni nebo pfi prikazu nepfiznivého
karyotypu.

Lécba netransplantovanych nemocnych s MDS s vysokym
rizikem a nemocnych selhavajicich na 1écbé azacitidinem

Jonasova A.
1. Interni klinika 1. LF UK a VFN v Praze

Myelodysplasticky syndrom je hetero-
genni skupina klonalnich chorob he-
mopoetické kmenové bunky charak-
terizovanych inefektivni krvetvorbou,
periferni cytopenii, morfologickou dys-
plazii a nebezpec¢im transformace do
akutni myeloidni leukémie (AML). | pfes
staly intenzivni vyzkum je MDS jednou
z nejobtiznéji fesitelnych hematologic-
kych malignit.

S ohledem k volbé terapie nemocné
s MDS délime na nizsi a vyssi rizikové
skupiny, pomaha nam pfi tom skérovaci
systém IPSS (international prognostic sco-
ring system), novéji revidovany (IPSS-R),
ktery kombinuje vice faktort. Graf 1 uka-
zuje, jak rozdilné je prezivani nemoc-
nych v jednotlivych kategoriich IPSS-R.
Riziko je dnes hodnoceno i podle pfi-
tomnosti nékterych mutaci. Pravé s pfi-
livem vysledkd molekuldrni genetiky, se
sekvenovanim nové generace a s identi-
fikaci souboru prognosticky méné civice
vyznamnych mutaci je vzrGstajici snaha
implementovat mutacni stav do skoro-
vacich systém0 a algoritm0 terapie. Nic-
méné vzhledem k mnohym dal$im fak-
torlim jako je velkd rdznorodost mutaci
u MDS, jejich variabilni kombinace, vliv
variantni alelické frekvence, je imple-

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)

Proportion of Patients Alive

Velmi nizké
Nizké
Stfedni
Vysoké
Velmi vysoké

Median O3

(95% Cl)
8.8 (7.8-9.9)

5.3 (5.1-5.7)

3.0 g?,?—ﬂﬂ;
- 1.6(1.5-1.7
0.8 (0.7-0.8)

Graf 1. Kaplan-Meier kfivky medianti OS u nemocnych v jednotlivych

kategoriich IPSS-R systému.

mentace mutacniho stavu do prognos-
tickych systému jesté nedofesend. Jak
ale ukazeme v dalsim textu, je existence
urcitych mutaci jiz vyuzivana k cilené te-
rapii u MDS nemocnych.

Cile terapie vysoce rizikovych ne-
mocnych jsou: eliminace patologického
klonu to jest snaha o eradikaci onemoc-
néni u mladsich nemocnych, ktefi une-
sou intenzivni terapii, dadle ndm pak
vzdy u véech nemocnych jde o prodlou-

zeni celkového prezivani (overall survi-
val - OS), prevenci a posun doby do AML
transformace a samoziejmé obdobné
jako u nizce rizikovych nemocnych zlep-
Seni cytopenii a kvality zivota. Zakladni
pfistupy pfi souc¢asnych moznostech
terapie nemocnych s vysokym rizikem
MDS ukazuje schéma 1.

Intenzivni terapie, ktera jedina zatim
vede k trvalému vyléceni, je stale pred-
stavovana pouze alogenni transplantaci.
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Schéma 1. Zakladni postupy lIé¢by nemocnych s MDS s vy3sim rizikem.
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Graf 2. Kaplan-Meier kfivka pfezivani nemocnych lééenych azacitidinem v CR

(data z posledni analyzy MYDYS registru (Cesky MDS registr).

Vzhledem k medianu véku MDS nemoc-

nych, ktery se pohybuje kolem 70 let,
a ¢etnym pfidruzenym komorbiditam
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u starsich pacientd, je kandidat vhod-
nych k transplantaci redlné jen malé
procento. Pfinosem je zde pouzivani
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pfipravnych rezim0 s redukovanym pfi-
pravnym rezimem s nizsi toxicitou pro
starsi nemocné. Jak spravné pfipravit
nemocné k transplantaci je stale otaz-
kou. Zda se - a je téz vzdy nasi snahou
- Ze nemocni s mensim poctem blast(
pred samotnou transplantaci maji lepsi
vysledky.V tomto ptipadé se jevi jako vy-
hodné pouziti azacitidinu, ktery je méné
toxicky nez intenzivni chemoterapie
anemocni vstupuji k samotné transplan-
taci v lepsim stavu. To a jaké terapie a re-
zimy pouzit k prevenci a snizeni poctu
relapst, které jsou relativné vysoké
u transplantaci s redukovanym rezimem,
je stale pfedmétem cetnych studii a tvofi
samostatné téma.

Jakukazujimnohé vysledky recentnich
studif, v terapii vysoce rizikovych nemoc-
nych dosud neni pfekonan jiz vyse zmi-
nény azacitidin. Tvofi zaklad terapie na
jedné strané s jiz potvrzenym benefitem
delSiho prezivani proti standardnim te-
rapiim predstavovanym nizce dévkova-
nou nebo i intenzivni terapif jako u AML,
na druhé strané je jasné, Ze v monote-
rapii vétsinou nevede k eradikaci one-
mocnéni, dlouhodobym kompletnim
remisim ¢i opravdu dlouhodobym od-
povédim. Nase prvni i posledni analyza
provedend v ramci spoluprace Ceské
MDS skupiny, podobné jako nase po-
sledni data 628 nemocnych s medidnem
OS 14,6 mésicl, ukazuje velmi dobfe, jak
je MDS s vyssim rizikem stéle problema-
tické terapeuticky a jak nezbytné je zlep-
Seni vysledkd monoterapie azacitidinem
(graf 2) [1]. Jesté vétsim problémem je
terapie po selhani azacitidinu v mno-
hych analyzach se délka pfezivani po-
hybuje mezi 4-5 mésicl (graf 3). Tab. 1.
velmi dobre ukazuje, jaké jsou soucasné
moznosti lécby v bézné praxia jim odpo-
vidajici prezivani nemocnych [2]. Dosud
nebyla stanovena zadna specificka do-
poruceni, jak pfistupovat k nemocnym,
ktefi selZzou na terapii primarnimi deme-
tyla¢nimi preparaty (azacitidin, decita-
bin), at jiz jde o refrakterni nebo relabo-
vané (R/R) MDS nemocné. Je nutné vzdy
individualné hodnotit stav nemocného,
nas cil a moznosti. Primarni a sekundarni
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Graf 4. Kaplan Meier krivky pfezivani MDS nemocnych R/R [71.

rezistence na azacitidin je proto velkou
vyzvou v budoucnosti Ié¢by MDS s vys-
$im rizikem. Jednim z jednodussich po-
stupl, jak zabranit vzniku primarni re-
zistence, je dodrzovat pravidla terapie
(spravné davky a intervaly mezi léc¢-
bou). Obecné se po letitych zkusenos-
tech domnivame, Ze spravné davky jsou
nezbytné v zahdjeni |é¢by, ale v udrzeni
odpovédi je nutna pravidelnost a udr-
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zovani spravnych intervald mezi cykly -
ne vice nez 5 tydnd. Je tak znemoznéno
narudeni kiehké rovnovahy mezi kont-
rolou patologického klonu, ktery v ne-
mocném pravdépodobné stéle preziva,

a jeho schopnosti vytvofit si na [é¢bu re-
zistenci. | u dlouhodobé odpovidajiciho
nemocného muze terapie takto nahle
selhat. Prvnim pokusem, jak se vypofa-
dat s R/R onemocnénim, byla zdména za

jiny demetyla¢nim preparat. Jako prvni
se nabizel decitabin. Nicméné protoze
tento postup celkové nevedl| k podstat-
nym trvalejsim efektlim, obrétila se po-
zornost k novym demetyla¢nim prepa-
ratdm. Nadéjnym se zdal guadecitabin,
analog decitabinu s prodlouzenym efek-
tem a moznou podkozni aplikaci. Ve stu-
dii faze I/1l ze 105 nemocnych (51 nelé-
¢enych a 54 R/R) bylo dosazeno celkové




odpovédi (overal response rate - ORR) ve
40 % a 55 % [3]. Nicméné v dalsi studii
faze Il bylo dosazeno odpovédi pouze
u 14 % a median OS byl 7 mésica [4].
Navic se z dosud nepublikovanych
zdrojl zd4, ze ani randomizovana studie
faze lll, ktera probihala i v CR a kde byl
guadecitabin testovan proti vybéru in-
vestigdtora, nedosahla lepsich vysledkd.
Nadéjnéjsim prepardatem z demetylac-
nich latek by mohl byt ASTX727. Jde
o perordlni preparat — analog decita-
binu kombinovany s inhibitorem citi-
din deaminazy cedazuridinem. Pfed-
bézné vysledky faze Il 50 nemocnych,
z nichz 96 % byli R/R MDS nebo CMML,
bylo dosazeno ORR u 62 % s 8 (16 %) CR,
14 (28 %) CRm (marrow CR) a 9 (18 %)
hematologického zlepseni (hematology
improvement — HI) [5].

Nicméné budoucnosti terapie jak
u primolécby, tak u R/R nemocnych ve-
douci k prodlouzeni pfezivani a zvy-
Seni procenta odpovédi bude nejspise
kombinacni terapie. Zatim u viech no-
vych typu stale tvofi zdklad ke kombi-
nacim azacitidin. Jmenujeme nové per-
spektivnimi preparaty pouzité zatim
pouze v klinickych studii v kombina-
cich prakticky vzdy s azacitidinem, a to
jak u primoterapie, tak u R/R. Sem patfi
intenzivné citovand kombinace azaci-
tidinu s BCL-2 inhibitorem venetocla-
xem, ktery je jiz v USA povolen v terapii
AML u nemocnych, ktefi nejsou kandi-
daty intenzivni terapie. Zatim u MDS
mame data pouze z vysledkl fazi 1 a 2.
Za vsechny uvadime nejnovéjsi studii
57 lé¢enych MDS nemocnych s vysokym
rizikem s pouzitim této kombinace v pri-
moterapii (NCT02942290) [6]. Celkova
odpovéd (ORR) byla 77 % se 45 % CR.
Median OS nebyl dosazen (graf 4). Na
poslednim ASH (American Society of He-
matology) meetingu 2020 bylo prezen-
tovano nékolik dalSich studii této kombi-
nace u R/R onemocnéni. Uvadime studii
faze Ib Zeidan et al. s 46 R/R — MDS ne-
mocnymi, u nichz bylo dosazeno kom-
binaci azacitidinu s venetoclaxem 50 %
ORRs 13 % CR a 38 % CRm, z nichz 44 %
dosadhlo hematologického zlep3eni [7].

Naproti tomu monoterapie venetocla-
xem vedla jen k 7 % ORR, coz je skutec-
nostii u dalsich novych preparati — mala
efektivita v monoterapii.

S identifikaci specifickych mutaci u ne-
mocnych s MDS se rozviji téZ moznost te-
rapeutického vyuziti inhibitor( téchto
mutaci. Jde o skutecné cilenou terapii.
Sem patii kombinace azacitidinu s inhi-
bitory IDH 1,2 (isocitrat dehydrogenaza)
(IDH1 inhibitor - ivosidenib, IDH2 in-
hibotor - enasidenib). Z dosud ranych
fazi mensich klinickych studii u MDS jsou
pozoruhodné pribézné vysledky studie
faze 2 (NCT03383575). Jde o terapii ena-
sidenibem v kombinaci s azacitidinem
u nemocnych s IDH2 mutaci jak v primo-
[é¢bé, tak u R/R nemocnych na azacitidin.
Ve studii bylo dosazeno 85 % ORR, 77 %
CR + CRm u azacitidin-naivnich nemoc-
nych a 56 % ORR s 39 % CR + CRm [8]. Za-
jimavé jsou téz vysledky inovativni tera-
pie s pouzitim APR-246 (Eprenetapopt).
Jde o prvni malou molekulu, ktera se ko-
valentné vaZze na protein p53, vede k sta-
bilizaci tohoto proteinu, zastavé bunéc-
ného cyklu a nasledné apoptoéze burnky.
Tento preparat selektivné indukuje apo-
ptézu bunék s mutaci TP53. Ve studii faze
1 b/2 se zafazenim 51 nemocnych bylo
dosazeno 71 % ORR s 44 % CR. U MDS ne-
mocnych s izolovanou mutaci TP53 bylo
dosazeno 50 % CR s 38% kompletni mole-
kularni odpovédi s VAF pod 5% a vyznam-
nym prodlouzenim OS u respondentt
(14,6 vs. 7,5 mésicu; p = 0,0005) [9].V sou-
Casné dobé probiha v USA faze 3 rando-
mizované studie s APR-246 v kombinaci
s azacitidinem proti samotnému azaciti-
dinu (NCT03745716).

Zajimavé jsou téz vysledky studie faze
1b pouzivajici kombinaci azacitidinu
s magrolimabem (dfive 5F9), protilat-
kou proti CD47 (makrofagovy ,immune
checkpoint”). Blokdda CD47 indukuje
fagocytozu leukemickych kmenovych
bunék v AML modelech. Do studie bylo
zafazeno 68 nemocnych (39 s MDS s vys-
$im rizikem, 29 AML). ORR byl 91 %
u 33 hodnotitelnych azacitidin-naiv-
nich MDS nemocnych se 42 % CR a 24 %
CRm [10].
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Dosazeno bylo vysoké procento CR
(75 %) u nemocnych s mutaci TP 53. Co
se tyce R/R nemocnych ale zatim nejsou
k dispozici zadna data, a to jak u magro-
limabu, tak u eprenetapoptu.

Perspektivni kombinaci pravdépo-
dobné bude téz kombinace azacitidinu
s peroralnim rigosertibem, multikina-
zovym inhibitorem (inhibice PLK a PI3K
kinaz). Rigosertib v infuznim podavani
v monoterapii byl testovan ve studiiu R/R
MDS, nicméné studie byla pferusena pro
neuspokojivé vysledky pribézné ana-
lyzy, kdy nebyl efekt zvlasté v prodlou-
zeni OS proti standardni terapii. Do nit-
robunécnych procesl téz zasahuje dalsi
latka, a to inhibitor ubiquitinace pevo-
nedistat, ktery inhibuje NEDD8-akti-
vacni enzym (NAE). NAE je dilezity pro
aktivaci cullin-zavislé ubikvitin ligazy. In-
hibice NAE pomoci pevonedistatu inter-
feruje s ubikvitinaci a degradaci urcitych
protein(i v proteazomu, coz pfi jejich
akumulaci nakonec vede k bunécné
smrti. Vysledky studie faze 2 u MDS (pe-
vonedistat v kombinaci s azacitidinem)
byly publikovany letos v Leukemia [11].
Ve skupiné nemocnych s MDS s vyso-
kym rizikem bylo dosaZeno v rameni
pevonedistat + azacitidin vyznamnych
rozdilll proti rameni monoterapie s aza-
citidinem (OS: 23,9 vs. 19,1 mésicl, CR:
51,7 vs. 26,7 %). Jesté nadéjnéjsi byly vy-
sledky ve skupiné AML do 30 % blastu
ve dreni, kde byl rozdil OS (23 vs. 16 mé-
sich). V soucasné dobé i v CR probiha
faze 3 klinického hodnoceni. Vysledky
u R/R nemocnych jsou zatim omezené
na jednu studii prezentovanou na AHS
2019 (NCT03238248) [13]. U 21 hod-
notitelnych nemocnych byl ORR 42 %
s 23,8 % (CR a CRm), median trvani od-
povédi byl 8,7 mésict. Stabilizaci one-
mocnéni dosahlo 38 % nemocnych.

Nutné je téz zminit imunitni protina-
dorovou terapii. Na rozdil od terapie so-
lidnich nadord a v hematologii Hodgki-
nova lymfomu v terapii MDS nepfinesly
zavéry ranych fazi studii s nivolimabem,
ipilimumabem a zatim i pembrolizuma-
bem vyznamné nadéjnéjsi vysledky. Na-
déjnéjsi mUze byt nova generace téchto
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latek. V CR v soucasné dobé probihaji
studie faze 2 a 3 pouzivajici kombinaci
azacitidinu a MBG453 (sabatolimab),
coz je monoklonalni anti TIM-3 proti-
ldtka (NCT03946670, NCT04266301).
TIM-3 (T-cell imunoglobulin domain
and mucin domain-3) (TIM-3) je recep-
tor s inhibi¢nim efektem, hrajici roli v zis-
kané a primarni imunité. Je silné expri-
movan na povrchu leukemickych bunék
a MDS blast(l. Blokada tohoto receptoru
muze vést k obnové protinadorové imu-
nity. Pfedbézna data faze 1 zatim ukazuji
jeho velmi dobrou snasenlivost a mini-
malni toxicitu a efektivitu u nemocnych
s MDS. Z 35 hodnotitelnych nemocnych
ORR byl 62,9 %, 8 % CR a 8 % CRm. Opét
u R/R nemocnych zatim nejsou zadna
data. V neposledni fadé je tfeba zminit
velmi optimistické vysledky pribézné
analyzy nasi akademické, oteviené ran-
domizované studie AZA-G (kombinace
azacitidin s G-CSF -granulocyte colony
stimulating factor oproti azacitidinu
v monoterapii). Studie vychazi z nasich
preklinickych dat, kterd ukazuji syner-
gicky efekt azacitidinu a G-CSF na dife-
renciaci myeloidni fady (39). Tato stu-
die, kterd probiha na I. Interni klinice ve
VSeobecné fakultni nemocnici v Praze,
doklada efektivitu predléceni G-CSF vys-
$im ORR (77 %), CR (48 %) a del$im OS
u nemocnych lé¢enych kombinacni te-
rapii (median OS: 18 proti 14 mésicim).
Velkou vyhodou této studie je okamzité
klinické vyuziti této kombinace, nebot
oba léky jsou k dispozici v bézné praxi.
Findlni analyza 80 lé¢enych nemocnych
se nyni pripravuje k publikaci.

Otézkou u nemocnych s MDS a zvlasté
R/R nemocnych je pouziti protinddo-
rové klasické chemoterapie. Shoda jiz
panuje v tom, Ze intenzivni chemotera-
pie zalozena na kombinaci cytosinara-
binosidu s antracyklinem je vhodna jen
jako preklenuti k alogenni transplan-
taci. Nicméné novy kombinovany pre-
parat CPX-351 (liposomalni formulace
cytarabinu s antracyklinem) povoleny
recentné v terapii AML, a to i AML s dys-
plastickymi rysy, by mohl byt dalsi nadéji
u nemocnych, ktefi jiz neodpovidaji na

demetylac¢ni terapii. V soucasnosti u R/R
MDS nemocnych probihaji dvé studie
(NCT04109690, NCT03957876).

Prekonani rezistence na azacitidin je
jedno z dllezitych témat, kterym se pod
vedenim prof. Tomase Stopky zabyva
tym Iékail I. interni kliniky VFN a 1.LF UK
a BIOCEVU.

K inovacim v terapii azacitidinu patfi
i presnéjsi stanoveni respondentl. Nové
sméry vyuzivaji umélé inteligence analy-
zujici pribézné laboratorni nalezy u ne-
mocnych lécenych azacitidinem a iden-
tifikujici jiz v prvnich 90 dnech terapie
pravdépodobné dobré respondenty,
u nichZz méa smysl nadale pokracovat
v terapii — na rozdil od nemocnych s ne-
gativnimi vysledky, ktefi jsou vhodnymi
kandidaty novych studiovych preparatd.

ZAVER

MDS je onemocnéni definované jako
samostatna hematologickd jednotka
s velkou rGznorodosti svych podsku-
pin jiz zhruba 4 dekady. Incidence to-
hoto nékdy vysoce maligné se chovaji-
ciho onemocnéni stéle stoupd. Kurativni
terapie je reprezentovana jen transplan-
taci perifernich kmenovych bunék. Tato
[é¢ba mé ale mezi MDS nemocnymi
pouze malo kandidatd.

Ostatni dosud dostupné Iéky vedou
JJen” ke zlepseni kvality Zivota ¢i pro-
dlouzeni prezivani. V poslednich letech
se ale s rychlym pokrokem ve znalosti
patogeneze onemocnéni a rozvojem
molekuldrni genetiky objevuji nékteré
i cilené, nové, nadéjné preparaty, které
by mohly pfinést dalsi pozitivni krok
v terapii MDS. Mnohé z nich jsou v per-
oralni formé a mnohé by navic mohly
vzhledem k cilenému zadsahu do urdi-
tych drah vzajemné potencovat své
ucinky.
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Na pomezi hematologie a imunologie - genomika vzacnych
onemocnéni krvetvorby
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Ndastup sekvenovdani nové generace
(next generation sequencing — NGS) zna-
menal prelom ve vyzkumu i diagnostice
vrozenych chorob. Metoda, kterd byla
zpocatku pouze vyzkumnd, se velmi
rychle stala nepostradatelnou i pro pres-
nou diferencidlni diagnostiku vzacnych
onemocnéni krvetvorby. Rychly nastup
metod NGS do klinické praxe se zpo-
¢atku neobesel bez fady vyzev ve smy-
slu organizace a financovani vysetreni,
multidisciplinarni spoluprace, tlaku na
rychlost vydani vysledku a jejich sdé-
lovani pacientim, navazného genetic-
kého poradenstvi a dalSich. Spravna
diagnoéza nebo alespon vylouceni nékte-
rych jinych diagnéz jsou ale jednoznac¢-
nym benefitem, ktery vyvazi usili spo-
jené se zavedenim spravné probihajici
NGS diagnostiky.

Existuje nékolik pfistupd zaloZzenych
na NGS, v klinickém vyzkumu se od za-
¢atku uplatnuji predevsim dva z nich -
tzv. celoexomova sekvenace (whole-
-exome sequencing - WES) a sekvenace
genovych panell. Celoexomova sek-
venace poskytuje sekvence vsech ¢asti
genU kodujicich proteiny a pfilehlych in-
tronickych sekvenci. V téchto oblastech
se vyskytuje vétsina variant, které jsou
pfi¢inou vrozenych onemocnéni. Diky
tomu WES ve srovnani s celogenomovou
sekvenaci (WGS) setfi finance, sekve-
nacni a vypocetni kapacitu, zatimco od-
hadovana Uspésnost nalezeni kauzalni
mutace je jen o nékolik procent nizsi nez
u WGS. Pro WES je nutné pouzit sekve-
nator nové generace s dostatec¢nou ka-
pacitou (v soucasnosti jde nejc¢astéji o
pfistroje NextSeq, HiSeq a NovaSeq od
firmy lllumina). Sekvenace genovych pa-
nelll poskytuje sekvence desitek az sto-
vek vybranych genl nebo jejich ¢asti,

ve kterych se nejcastéji vyskytuji mu-
tace. Oproti WES ma vyhodu v lepsim
(a 1épe kontrolovatelném) pokryti gen(
a v moznosti sekvenace na pfistrojich s
mensi kapacitou (napt. MiSeq od firmy
[llumina). Nevyhodou je nemoznost od-
halit kauzalni genetickou pfi¢inu u paci-
entq, kde je pGvodni pracovni diagnéza
jind nez ta, kterd se nakonec potvrdi. To
byl i pfipad pacienta s plivodnim po-
dezfenim na selhani kostni dfené. Vy-
sledek WES ukazal homozygotni deleci
v genu SLC19A1, kterd zplisobuje de-
ficit folatového transportéru vedouci k
megaloblastické anémii, korigovatelné
suplementaci folatu [1]. U dalsiho paci-
enta s plvodnim podezienim na selhani
kostni dfené ukazalo vysetfeni pomoci
WES mutaci v genu ALAS2, vedouci k si-
deroblastické leukémii odpovidajici na
pyridoxin.

ProtoZe nasim vyzkumnym zajmem
jsou mimo jiné poruchy imunity a imu-
nitni dysregulace, snazili jsme se zamé-
fovat na pacienty, u nichz byl pfedpo-
klad zapojeni imunitni dysregulace do
patogeneze onemocnéni. Dosud bylo
popsano vice nez 400 genU asociova-
nych s monogennimi primarnimi imuno-
deficity a/nebo imunitni dysregulaci [2]
a dalsi popsané geny neustale pfibyvaiji.

Chronicka autoimunitni hemolyticka
anémie (AIHA) a autoimunitni cytopenie
(AIC) jsou vzdcna onemocnéni, kterd jsou
¢asto soucasti komplexnich poruch ovliv-
Aujicich imunitni systém. Pro dalsi plano-
vani lé¢by je znalost nebo vylouceni za-
kladni genetické pficiny velkou vyhodou.
Pomoci WES jsme vysettfili 38 déti s chro-
nickou AIHA nebo AIC postihujici vice
linii. Z gent jiz popsanych u PID jsme u
3 pacientl nalezli haploinsuficienci genu
CTLAA4 [3], aktiva¢ni mutaci STAT3 u 2 pa-

cientd, varianty v NFKB1 u 2 pacientdi a u
jednotlivych pacientl varianty v PIK3CD,
TERT a FAS. Jeden pacient mél dvé pa-
tologické varianty (CTLA4 a TSCA2). U
dvou sourozencl - dvojcat jsme nové
popsali a funkéné charakterizovali va-
riantu v genu TLR8 (rukopis v pfiprave).
Dva pacienti méli vzacné varianty poten-
cidlné zpusobujici onemocnéni v genu
JAK2. Dal$imi nalezy byly varianty s niz-
kou penetraci popsané ve spojeni s imu-
nodysregulaci v TNFRSF13B (3 pacienti) a
v TNFRSF13C (1 pacient). Jeden pacient
mél variantu v genu KMT2D zpusobujici
tzv. Kabuki syndrom. U jednoho pacienta
vysetieni WES nedokdzalo zachytit kau-
zalni deleci genu IKBKG, ktera byla poz-
déji odhalena metodou MLPA.

Celkové jsme ve vysetfeném souboru
zachytili varianty ovlivaujici funkci imu-
nitniho systému u 17/38 (44,7 %) paci-
entU. Podle téchto vysledkl se zda, ze
u déti s chronickou AIHA a Evansovym
syndromem je v soucasnosti klinicky
nejpfinosnéjsi a zaroven financné nej-
vyhodnéjsi strategii pouziti aktualizova-
nych genovych paneld pro PID namisto
celoexomové sekvenace.

Grantova podpora
Projekt byl podpofen grantem AZV MZ CR
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Vrozené anémie s poruchou metabolizmu zeleza

Pospisilova D.
EN Olomouc

METABOLIZMUS ZELEZA
V LIDSKEM ORGANIZMU.
Zelezo (Fe) je prvek esencialni pro zivot
vsech organizmd. V bunkach se vysky-
tuje bud ve formé hemového Zeleza (.
vazané na protoporfyrin 1X) nebo ne-
hemového zeleza (v interakci s jinymi
proteinovymi ligandy) a hraje nezastu-
pitelnou roli v mnohych dilezitych en-
zymatickych procesech. Ovliviiuje me-
tabolizmus kysliku, proliferaci bunék,
je soucasti cytochromd, ale predevsim
krevniho barviva hemoglobinu (Hb).
Rovnovédha metabolizmu Zeleza je
nezbytna pro zdravi a pfeziti organi-
zmu. Vétsina Zeleza v organizmu je ulo-
zena ve formé zdsob, které lidsky orga-
nizmus pouziva pro dulezité bunécné
procesy. Stabilni mnozstvi Zeleza je pfi-
tomno v erytroidnim kompartmentu.

Zelezo je soucasti hemoglobinu a recy-
klace zeleza probiha v dlsledku vychy-
tavani starnoucich cervenych krvinek ve
sleziné.

Nevyuzité Zelezo, které neni navédzano
na specifické transportni a/nebo zasobni
proteiny, je pro bunku toxické, protoze
katalyzuje tvorbu nebezpecnych kysli-
kovych radikal(. V organizmu se proto
vyvinul pfisné regulované mechanizmy
pfijmu, transportu a uskladnéni iont(
zeleza, na kterych se podili mnozstvi
specializovanych proteinG. Hlavnim mis-
tem vstiebdvani Zeleza ze stravy, které je
bud' v organické formé (hem) nebo ve
formé anorganické (Fe** a Fe*), jsou en-
terocyty duodena (obr. 1).

Vstrebavani hemového Zeleza je mno-
hem efektivnéjsi nez vstiebavani Ze-
leza anorganického, navzdory tomu je

tato draha velmi malo prozkoumana. Na
pfenosu hemu pfes membranu entero-
cytd se podili hemovy transportér HCP 1
(heme carrier protein 1).V enterocytech je
zelezo z hemu uvolnovano plsobenim
enzymu hem oxygenazy-1 (HO-1). Uvol-
néné zelezo se nasledné pfipoji k draze
transportu Zeleza vstfebaného v anorga-
nické formé (obr. 1).

Na pocatku procesu vstrebavani anor-
ganického Zeleza se iont Fe** redukuje
na Fe?* (obr. 1) za Ucasti duodenalni cy-
totochrom b reduktazy (Dcytb). Fe** je
nasledné transportovano do cytoplazmy
enterocytll za Ucasti transmembrano-
vého transportéru DMT1 (divalent metal
transporter-1, zndmy i jako Nramp2). Pfi-
jaté Zelezo je podle potfeby bud' nava-
zano na feritin a zlstavé jako zdsobni
zelezo v enterocytu nebo je déle pfena-
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Obr. 1. Schéma odpovédi erytropoézy na ztratu krve / injekci EPO a kontinualni zvySené vstiebavani zeleza.
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Tab. 1. Pfehled parametra erytropoézy a metabolizmu Zeleza u vybranych typa vzacnych vrozenych anémii.

seno pres bazolaterdIni membranu a do-
stavad se do krevniho obéhu. Zasadni
roli v bazolateralnim transportu Fe2*
hraje membrénovy protein feroportin 1
(oznac¢ovany i jako IREG1, MTP1), ktery
je zatim jedinym znamym exportérem
Zeleza z bunék a je stejné dulezity i pro
transport zeleza z makrofagl RES, hepa-
tocytl a pres extraembryonalni visce-
ralni endoderm. Uvolnéné Fe? je Ucin-
kem oxidazy hephaestinu oxidovano
zpét naFe®, coz v plazmé umozni jeho
vazbu na transferin (Tf) za tvorby kom-
plexu Fe32-Tf.

Dle potieb organizmu je zelezo
z obéhu vychytdvano v erytroidnich
bunkach vazbou na transferinovy re-
ceptor 1 (TfR1). Zelezo je primarné
skladovano ve formé feritinu v entero-
cytech, erytroidnich burkach v kostni
dfeni a hepatocytech.

Hlavnim regulatorem pfijmu Zeleza
do bunék je hepcidin a tzv hepcidin-
-feroportinova osa. Exprese hepcidinu
na povrchu bunék je prevazné induko-
vana signalni cestou pres kostni morfo-
geneticky protein BMP/Smad pfi zvyse-
ném obsahu Zeleza v séru. Alternativni
signdlni dréha je Janus kinase 2 / Signal
Transducer and Activator of Transcrip-
tion3 (JAK2/STAT3) signdini dréha, ktera

je aktivovéna pfi zdnétu prostrednictvim
zvyseni hladiny interleukinu-6 (IL-6).
Zvyseni IL-6 indukuje zvyseni hladiny
hepcidinu. Vysoka hladina hepcidinu
blokuje export zeleza zavisly na FPN
z enterocytu i hepatocytu do krevniho
obéhu: indukuje jeho degradaci, coz ma
za nasledek omezeni absorpce zeleza
zenterocyttido krve a jeho transportu
ze zasob Zeleza v hepatocytu a mak-
rofazich do krevniho obéhu. Nové po-
psanym a dosud zkoumanym dlezitym
regulatorem metabolizmu Fe je erytro-
feron (ERFE), regulacni hormon produ-
kovany erytroblasty jako odpovéd na
stimulaci EPO. Erytroferon tlumi tvorbu
a sekreci hepcidinu jatry.

Hodnoceni piesného stavu zasob
zeleza v organizmu je naro¢né a stale
ma sva uskali. Historicky byl pouzivan
jako zdkladni parametr pro screening
zasob Zeleza a pretizeni zelezem feri-
tin. Bylo vsak prokazano, ze hladiny fe-
ritinu mohou byt u nékterych typ0 ané-
mii relativné nizké, zatimco pacienti trpi
zédvaznym pfretizenim Fe. Feritin slouzi
do jisté miry jako marker zanétu, proto
je jeho vypovédni hodnota pfi stano-
veni Fe v organizmu u zénétlivych stavi
nespolehliva. Daldimi upfesiujicimi
diagnostickymi vysetfenimi pro hod-

noceni stavu Zeleza je saturace trans-
ferinu (TSAT), magneticka rezonance
(MRI) srdce a jater a stanoveni hladiny
zeleza nevézaného na transferin — tedy
volného Zeleza (NTBI). Slozitost a uskali
hodnoceni poruch metabolizmu Ze-
leza u hematologickych onemocnéni
je mozno demonstrovat na pFikladech
nékterych anémii, které maji speci-
ficky charakter metabolizmu zeleza.
Nékteré z nich jsou velmi vzacné, vysky-
tuji se ojedinéle, ale na podkladé jejich
analyzy byla v poslednich letech pocho-
pena fada dullezitych aspekttd metaboli-
zmu Fe.

VYBRANE VROZENE
ANEMIE (RARE

HEREDITARY ANEMIAS,
RHA) S PORUCHOU
METABOLIZMU ZELEZA.

RHA jsou heterogenni skupinou one-
mocnéni zpUsobenych geneticky pod-
minénymi zménami,
zhorSené produkci nebo zvysené de-
strukci erytrocytd. Incidence dédi¢nych
anémii se lisi, napf. dédi¢na sférocytoza
a beta-talasemie jsou c¢astéjsi, zatimco
Diamondova-Blackfanova anémie, ané-
mie pfi dysfunkci DMT1 proteinu a ané-
mie pfi deficitu pyruvatkinazy jsou velmi

které vedou ke
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vzacné. U kazdého z téchto typl anémii
je pretizeni zelezem béznou komplikaci
a mUze vést k poskozeni organli véetné
jaterni fibrézy, srde¢niho selhani a/nebo
dysfunkce endokrinniho systému.
K tomu dochéazi vSeobecné u pacientt
zavislych na transfuzich, av$ak rGzny stu-
pen pretizeni Fe se bézné vyskytuje i pa-
cientd, ktefi zavislost na transfuzich ne-
vykazuji. Ackoli patofyziologie pretizeni
Fe v dasledku transfuzi je dnes jiz de-
tailné popséana, u netransfundovanych
pacientd se mohou pficiny pretizeni
podstatné lisit.

O vzadjemném plisobeni erytropoézy
a homeostazy Zeleza se vede mnoho
diskuzi, presto jsou specifické regulatory
metabolizmu Zeleza u nékterych typl
téchto anémii do znaéné miry nezndmé.
Na pfikladech poruch metabolizmu Fe
u vybranych typl anémii je uveden pre-
hled specifickych i béznych regulatord
metabolizmu Zeleza s ohledem na me-
chanizmy onemocnéni, které jsou uni-
katni pro jednotlivé anémie. Jsou analy-
zovany mozné pficiny pretizeni zelezem,
které mohou objasnit dosud nezndmé
aspekty metabolizmu Fe a pfispét k roz-
voji terapeutickych intervenci.

REGULACE METABOLIZMU

FE U VYBRANYCH ANEMIL.

Beta-talasémie jsou hemoglobinopa-
tie zplsobené patogennimi mutacemi
v jednom nebo obou beta-globinovych
genech (HBB). Jsou charakterizovany he-
molytickou anémii a neefektivni erytro-
poézou. Na transfuzi nezavisli pacienti
s talasemii (NTDT, dfive beta-thalasse-
mia intermedia) nebo pacienti zavisli
na transfuzich (TDT, dfive beta-thalasse-
mia major) jsou v riziku rozvoje pretizeni
zelezem. Pacienti s NTDT jsou nachylni
k rozvoji zavazného IO i pfi absenci vy-
sokych hladin feritinu (feritin < 800 ng
/ml). Mechanizmus spojujici erytro-
poézu a deregulovany metabolizmus Ze-
leza v NTDT byl dlouho neznamy, k pri-
lomu v chdpéni tohoto mechanizmu
s objevem ERFE v3ak doslo az v posled-
nich letech. Vysokd erytropoeticka akti-
vita vede k drasticky zvy$enym hladindm

ERFE u pacient s NTDT i u beta-talase-
mické mysi, zejména kvali pokracujici
neefektivni erytropoéze, kterad se odrazi
ve zvysenych hladindch GDF15 u pa-
cientl. Na zékladé toho je ERFE v sou-
casné dobé zkouman jako potencidlni
farmakologicky cil v NTD. Navic mdze
zvysena erytropoetickd aktivita vést k re-
tikulocytdze a ke zvyseni sTfR. Kvuli po-
kracujici hemolyze a nedostate¢né kom-
penzaci anémie zGstavaji hladiny EPO
vysoké, dale stimuluji produkci erytroid-
nich bunék a vysokou expresi ERFE. Na
zakladé téchto znalosti se zda mozné,
ze Urovné ERFE lze odhadnout na za-
kladé parametrl erytropoetické aktivity,
véetné EPO, poctu retikulocytl a hladin
sTfR. To mUze byt extrapolovano i najiné
RHA charakterizované deregulovanym
metabolizmem Zeleza a zvySenou nebo
neucinnou erytropoézou a muze oboha-
tit porozuméni metabolizmu Zeleza u ji-
nych RHA.

Diamond-Blackfanova anémie
(DBA) je autozomalné-dominantné dé-
di¢nd anémie ze skupiny selhani kostni
dfené s izolovanym postizenim erytro-
poezy. Je fazena do skupiny ribozomo-
patii, jeji pficinou jsou mutace gent koé-
dujicich ribozomalni proteiny. Dosud
byly popsany heterozygotni mutace
v genech kédujicich 22 ribozomalnich
proteind. Je charakterizovana erytroblas-
topenii, retikulocytopenii, viozenymi va-
dami a predispozici k rakoviné. Pfiblizné
30 % pacientl je lé¢eno chronickymi
transfuzemi, zatimco 35-40 % pacientl
reaguje na steroidy, které az dosud byly
jedinym lékem ucinnym u DBA. Néktefi
pacienti jsou nezdvisli na 1é¢bé, mald
¢ast je indikovana k alogenni transplan-
taci kmenovych bunék. U pacientll za-
vislych na transfuzni [é¢bé se postupné
rozviji zavazné pretizeni zelezem. In-
formaci o stavu zeleza u pacientd léce-
nych kortikoidy nebo u pacientd bez
[écby, u kterych se v literatufe ojedi-
néle udavaji zvy$ené hodnoty TSAT i hla-
diny feritinu (42-1 079 ng/ml, prdmér
177 ng/ml). Tyto Udaje naznacuiji, Ze pre-
tizeni Fe se muze vyskytnout také u pa-
cientll nezdvislych na podani transfuzi.
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Ukdzalo se, Ze se distribuce Zeleza v DBA
li31 od jinych RHA. Ve studii porovnéva-
jici pretizeni Fe definované sérovym feri-
tinem > 1 500 ng/ml nebo LIC > 7mg/qg)
u pacientll zavislych na transfuzi s DBA,
SCD nebo beta-talasemii, hladiny NTBI
byly vy3si u DBA nez u beta-talasémii
i SCD (2,50 mol/l oproti 1,68, resp. 0,23).
Hladiny sTfR byly u pacientd s DBA ne-
detekovatelné, ilustrujici snizené zrani
erytroblastl. Hladiny hepcidinu byly pfi-
méfené zvysené. To naznacuje, Ze obsah
zeleza u pacientll s DBA zavislych na
transfuzi se lisi od beta-talasémie. Je to
pravdépodobné dlsledkem zhorsené
absorpce a vyuziti Zeleza v erytroidnich
prekurzorech, coz ma za nasledek zvy-
Sené NTBI. Dalsi studie v kohorté pa-
cientd zavislych na transfuzich s SCD,
TDT, DBA, PKD, CDA bylo prokazéno, ze
pacienti s DBA méli celkové nejvy3si hla-
dinu orgdnového pretizeni Fe, zejména
pankreatu a srdce. Spole¢né tyto studie
ukazuji, Ze homeostaza Zeleza u DBA je
odli$né regulované nez u jinych anémii,
véetné pacientl zavislych na transfu-
zich. Je znamo, Ze DBA se vyznacuje ex-
trémné vysokymi hladinami EPO dopro-
vazenymi relativni citlivosti EPO. Kromé
toho jsou hladiny GDF15 v DBA mirné
zvysené a maji tendenci byt vyssi u pa-
cientl lé¢enych glukokortikoidy ve srov-
nani s transfundovanymi a hladiny sTfR
Ize detekovat také u pacientl reagu-
jicich na glukokortikoidy. U pacientl
s DBA, ktefi reaguji na lé¢bu glukokor-
tikoidy, mohou byt hypoteticky hladiny
ERFE zvy3ené a tito pacienti mohou byt
vystaveni riziku netransfuznimu preti-
zeni Fe. U vSech pacientl s DBA e tedy
nezbytné pravidelné hodnoceni organo-
vého pretizeni Fe.

Dédicna sférocytoéza (HS) je relativné
Casta dédicna hemolyticka anémie zpQ-
sobena defekty v bunécné membrané
erytrocytl. Vétsina kauzélnich mutaci
se vyskytuje v péti rGznych genech ko-
dujicich membranové proteiny cer-
venych krvinek: SPTA1 (alfa-spektrin),
SPTB (beta-spektrin), ANK1 (Ankyrin 1),
SLC4A1 (pasmo 3 nebo skupina nosict
solute 4) a EPB42 (erytrocytarni protein
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4.2). Pretizeni Fe u HS by teoreticky mélo
byt neobvyklé, Obecné plati, Ze u pa-
cientl s HS dochazi pii zvyseni poctu re-
tikulocytt a zvyseni hladiny EPO ke kom-
penzaci anémie. U vétsiny pacientt je
anémie v dusledku uc¢inné kompenzace
relativné mirnd. U pacient( s tézkou ané-
mii nebo jinymi komplikacemi HS, jako
je splenomegalie a hyperbilirubinemie,
je indikovana splenektomie, kterad vede
k podstatnému poklesu chronické he-
molyzy a zlepseni klinického fenotypu
u vétsiny pacientd. Nékteré starsi histo-
patologické studie sleziny pacientl s HS
ukazaly stfedni az silnou akumulaci Ze-
leza. Akumulace Zeleza ve sleziné a také
rychla recyklace Zeleza v erytropoéze by
mohla vysvétlit, pro¢ je systémové pre-
tizeni zelezem zfidka pozorovano v téz-
kém stavu u nesplenektomovanych pa-
cientd s HS. Je mozno spekulovat, Ze
zmirnéni anémie provedenim splenek-
tomie by tedy mohlo také normalizovat
metabolizmus Zeleza. Nedavno byla po-
pséna u ¢tyf dospélych s mirnou HS (Hb
110-122 g/l a retikulocyty pocty 12,6—
17 %), k nimz muze dojit k pretizeni Fe,
coz doklada tézké jaterni pretizeni Fe
u dvou pacientll a zvyseni LIC u dvou
dalsich pacientt (LIC 6,6 a 6,9 mg/qg). Ge-
netické testovani vyloucilo HH jako pfi-
¢inu pretizeni Zzelezem. To naznacuje,
ze mirné formy HS mohou byt dopro-
vazeny pretizenim Fe, ale zakladni me-
chanizmus nebyl zatim podrobné vy-
svétlen. Nejvice nachylini jsou teoreticky
pacienti bez kompenzace anémie, pro-
toze tito pacienti maji retikulocytézu
a trvale zvysené hladiny EPO. Recentni
studie ukazala, ze prdmérné hladiny
ERFE u dvaceti ¢tyf dospélych pacientd
s HS (10/24 post-splenektomie) byly
mirné zvysené ve srovnani se zdravymi
kontrolami (4 oproti 2 ng/ml), zatimco
variace byla vysoka (2-22 ng/ml), do-
provazena prdmérnymi hladinami EPO
14 1U/1 (6-31 IU/I) a normalnimi para-
metry Zeleza. Pfetizeni zelezem je nic-
méné u HS vzacné a nejpravdépodob-
néji souvisi s neucinnou erytropoézou,
pfesto se mlze objevit u vybrané sku-
piny pacient(.

Deficit pyruvatkinazy (PKD) je vro-
zeny defekt glykolytického enzymu
zpusobeny mutacemi genu kédujiciho
pyruvatkinazu (PKLR) v jatrech a ery-
trocytech a je charakterizovan chronic-
kou hemolytickou anémii. Pretizeni ze-
lezem je u vétsiny pacientll vaznou
komplikaci, a to v obou skupinach s od-
lisSnym klinickym obrazem: u pacientt
na transfuzi zavislych i nezavislych bylo
pretiZzeni Fe ilustrovano v mezinarodni
kohorté pacientd, kde se uvadi vysoka
hladiny feritinu v séru (> 1 000 ng/ml)
u 38 % pacientd, ktefi nebyli pravi-
delné transfundovani, a zvysené hod-
noty obsahu Zeleza v jatrech (LIC) (>
3mg/g susiny) u 82 % pacientl. Navic
méli pacienti s PKD s relativné nizkymi
hladinami feritinu vyznamné pretizeni
Fe, které se odrazi v 90 % senzitivitu pro
LIC > 3g/g u pacientl s hladinami feri-
tinu v séru > 500 ng/ml. Bylo prokédzano,
ze hladiny hepcidinu u PKD jsou sni-
Zeny. Hemolytickd anémie u PKD je do-
provazena zvysenymi hladinami EPO
a kompenzacni retikulocytézou, coz pa-
radoxné narlsta po splenektomii. Ne-
davno bylo prokazano ze hladiny EPO
a prmérné hladiny ERFE byly zvysené
u vétsiny srovnavanych pacientd s PKD
zve srovnani se zdravymi kontrolami.
Ackoli hodnoty hepcidinu nebyly v této
studii k dispozici, primérné hladiny fe-
ritinu byly 521 ng/ml (rozmezi 225-781)
a 36 % pacientl dostavalo chelata¢ni
terapii zelezem. Vysoké hladiny ERFE
u PKD jsou vysledkem zvysené erytropo-
etické aktivity a vedou k potlaceni hla-
diny hepcidinu podobné jako u NTDT.
Pfedchozi studie prokazaly, ze hladina
GDF-15 byla jen mirné zvysena, coz na-
znacuje nizsi stupen neucinné erytro-
poézy u PKD.

MIKROCYTARNI ANEMIE

S MUTACI DMT1 PROTEINU.
Divalent metal transporter 1 (DMT1) je
jednim z klicovych proteind v regulaci
metabolizmu Fe. Umoziuje transport
Fe do duodendlnich bunék a do makro-
fagl a export Fe z endozomi do cyto-
plazmy erytroblastt. Od prvniho popisu
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pacientky ¢eského plvodu z naseho re-
gionu s mikrocytarni anémii zplsobe-
nou homozygotni mutaci DMT1 v roce
2005 byli popsani dalsi 4 pacienti s riiz-
nymi mutacemi genu pro DMT1. Ané-
mie u Ceské pacientky byla pomérné za-
vazna s pramérnou hladinou Hb mezi
75-80g/l. Deficit DMT1 vede u pa-
cientky ke vzniku mikrocytarni hypo-
chromni anémie v disledku snizené
utilizace Fe v erytroidnich bunkach. Sé-
rovy feritin byl jen lehce zvysen, byla
viak prokdzana napadné vysoka hla-
dina sTfR jako dulezity znak deficitu
Fe v erytroblastech. V kostni dieni
byla prokazana erytroidni hyperpla-
zie s nepravidelnou hemoglobinizaci
intermediarnich a zralych normob-
lastt pti defektni akvizici Fe vyzravaji-
cimi erytroblasty. U ¢eské pacientky bylo
prekvapivé prokdzdno pretizeni Fe v ja-
ternich bunkach bez zndmek fibrézy
pfi normalni funkci jater. Pearlsovo
barveni v bioptickém materidlu ukazalo
vyrazna depozita Fe prevazné v hepa-
tocytech. V makrofazich nebylo barvi-
telné Fe nalezeno, cozZ je zfejmé zndm-
kou mobilizace Fe z makrofagu. Hladina
sérového feritinu byla jen hrani¢né vyssi
i pfes zndmky pretizeni Fe. Tento nalez je
mozno vysvétlit tim, Ze Fe zUstava v di-
sledku abnormalni funkce DMT1 pro-
teinu zadrzeno vendozomalnim/lysozo-
malnim kompartmentu hepatocytd, kde
nem(ize spustit syntézu feritinu. V této
atypické situaci neni hladina feritinu
dostatecné vypovédnim znakem pie-
tizeni Fe v jatrech. Obsah Fe v jatrech je
mozné urcit pouze jaterni biopsii nebo
magnetickou rezonanci. | pfes normalni
nélez srdec¢nich funkci byl magnetickou
rezonanci prokazan lehky stupen hro-
madéni Fe v myokardu. Pfi zménach
hladiny hemoglobinu v pribéhu sledo-
vani zUstavala konstantni nizka hodnota
sttedniho objemu erytrocytu i pres po-
davani EPO s parcialnim efektem na hla-
dinu Hb (+15g/1).

ZAVER
Dysbalance rovnovahy Zeleza v organi-
zmu, a to jak jeho nedostatek, tak nad-
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bytek, jsou v kazdém pfipadé pro lidsky
organizmus $kodlivé. Nadbytek zeleza
mUize vést ke generovani reaktivnich
forem kysliku, které mohou poskodit
fadu organ(, predevsim jatra, srdce a sli-
nivku bfisni. Nadbytek Zeleza v téchto
organech mize vést k rozvoji jaterni cir-
hozy, srde¢nimu selhani a diabetu. Ne-
dostatek zeleza na druhé strané vede
ke vzniku patologickych stavd, které
mohou mit rovnéz vyrazny dopad na lid-
sky organizmu. Nejcastéjsi pfi¢inou ne-
rovnovahy metabolizmu Fe jsou vrozené
anémie, jejichz etiologie mlze byt velmi
variabilni. Pro hematologa je velmi di-
lezité provést jednak detailni analyzu
pfi¢iny anémie véetné genetického vy-
Setfeni a pouziti moderni dostupné me-
tody k véasnému odhaleni mozného

organového poskozeni pfi rozvoji di-
sledk chronické anémie a/nebo preti-
Zeni zelezem.
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Nové pristupy k 1é¢bé vrozenych anémii
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Patogenetické mechanizmy uplatnujici
se u vrozenych hemolytickych anémii lze
rozdélit do tfi skupin: a) defektni tvorba
proteint hrajicich roli ve skeletu mem-
brany erytrocytu, b) snizena tvorba en-
zym, jez jsou zasadni pro tvorbu ener-
getickych zasob krvinky c) mutace gent
v nékterém z kritickych mist globino-
vych fetézcl majici vyznam pro funkci
erytrocytu.

U poruch struktury membrany nebyly
zaznamenany zasadni zmeény v pfistupu
k nemocnym, a to zejména diky velmi
dobrému efektu splenektomie a va-
riabilité genl uplatiujici se pfi vzniku
onemocnéni, kdy se zkousi nékteré
nize uvedené metody zvysujici obecné
energeticky potencidl bunky. U poruch
tvorby enzymu erytrocytll jsou vyvi-
jeny stimuldtory funkce genového pro-
duktu, u hemoglobinopatii jsou rozvi-
jeny metody vedouci k Uplné ¢i ¢aste¢né

nahradé poskozeného genu. Dalsi me-
todou je vyvoj latek ovliviujicich nepfi-
znivé dasledky vyplyvajici z inefektivni
erytropoézy.

Pyruvat kindza predstavuje klicovy
enzym pfi tvorbé makroergnich fos-
fatQ, a tim pfi ziskavani zasob ener-
gie pro Cervenou krvinku. Tvorba py-
ruvat kinazy je kddovana dvéma geny:
PKLR a PKM. PKLR se vaze na specificky
nosi¢, s jehoz pomoci dochazi k aktivaci
genu PKR a PKL. PKM gen koduje tvorbu
PKM1 a PKM2 genl cestou sestfihu ur-
¢itych exonlt PKM genu. V cervenych
krvinkdch se vyskytuje pfedevsim PKR
gen. AG-348 (mitapivat) predstavuje
latku vazici se v erytrocytech alostericky
na tetramer PKR gen( a zvysujici afinitu
PKR k fosfoenolpyruvatu. Tim dochézi
ke zvyseni tvorby makroergnich fos-
fatd (obr. 1). Mitapivat byl zatim zkousen
v fazi Il klinickych studii, kdy byl nemoc-
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nym podavan perordlné ve stoupajici
davce 50-300mg denné, 50 % nemoc-
nych odpovédélo béhem 10 dni lécby
vzestupem hodnot Hb > 109/l a efekt
trval i po skonceni studie po 24 tyd-
nech (median efektu 29 tydnu), efekt byl
vazan na pfitomnost alespon jedné mu-
tace PKLR genu vedouci ke snizeni hla-
diny PK.V soucasné dobé probiha mul-
ticentricka studie faze lll. podavajici
mitapivat ve stoupajici ddvce od 5mgdo
50mg 2x denné a nasledné dlouhodobé
[é¢bé minimalni efektivni davkou. Vzhle-
dem k efektu AG-348 na energetické za-
soby erytrocytu je tento pfipravek v sou-
Casnosti zkousen i u srpkovité anémie
a dédic¢né sférocytdzy.

sU poruch syntézy globinovych gena
se v soucasnosti rozvijeji 2 l1é¢ené pfi-
stupy: ¢aste¢nd ¢i kompletni ndhrada
mutovaného genu funkénim genem
a tam, kde to neni mozné, [é¢ba ¢i zmir-
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Obr. 1. Mechanizmus uc¢inku mitapivatu.

néni nepfiznivych dusledky choroby pro
organizmus.

Alogenni transplantace krvetvornych
bunék (alloSCT) prfedstavuje u talasé-
mie i srpkovité anémie kurativni pfistup.
Z indikac¢nich kritérii po alloSCT jsou po-
vazovany nejdulezitéjsi: homozygotni
o talasémie, nemocni mladsi 12 let, pfi-
tomnost piibuzenského HLA identického
dérce, nepfitomnost postizeni organa i
hemosiderézy, SCT neni doporucovana
u nemocnych starsich 55 let. Celkové
pétileté preziti téchto nemocnych je pfi
uziti myeloablativniho pripravného re-
zimu (nej¢astéji busulfan + cyklophos-
phamid) v soucasnosti cca 81 % ( u ne-
mocnych mladsich 16 let vice nez 90 %),
transfuzni nezavislost je pfitomna u 75 %
nemocnych, rejekce $tépu u 4 % nemoc-
nych a mortalita spojend s transplan-
taci ¢ini 7 %. Akutni GVHD (Il.-IV. stuperi)
byla pfitomna 33 % nemocnych, chro-
nickd GVHD u 20 % nemocnych V sou-
casnosti jsou u beta talasémie zkouseny
vsechny typy predtransplantacnich re-
zimQ, véetné kombinace redukovaného
rezimu (fludarabin + busulfan + ATG)
s predlécenim 2 cykly kombinace fludar-
abinu s kortikoidy

U srpkovité anémie jsou hlavnimi in-
dikac¢nimi kritérii vék pod 16 let, pfitom-

nost HLA identického pfibuzného darce,
nedostatecny efekt podavani hydroxy-
urey a minimalni plicni komplikace. Cel-
kové preziti 5 let je u téchto nemocnych
témér 90 %, preziti bez komplikaci ¢ini
81 %, rejekce $tépu byla pfitomna u 2 %
nemocnych, stejné tak jako mortalita pfi
SCT, akutni GVHD byla ptitomna u 15 %
nemocnych, chronickd GVHD u 14 %
nemocnych.

V genové terapii hemoglobinopatii se
uplatiuji 2 metody, genova adice a ge-
nova editace (obr. 2). Genovou adici ro-
zumime vneseni modifikovaného genu
pro tvorbu globinu, jenz je do ur¢ité
miry schopen korigovat snizenou tvorbu
beta globinu (obr. 3). V prvé fazi jsou po
stimulaci G-CSF odebrany pomoci aferéz
CD34+ bunky nemocného, které jsou
nasledné transdukovany ex vivo lenti-
virovym vektorem (BB305), jenz umoz-
nuje vneseni modifikovaného funk¢-
niho genu pro tvorbu globinu (gen pro
tvorbu HbA se zdménou aminokyse-
lin v pozici T87Q). Po podéni myeloab-
lativniho pfipravného rezimu obsahuiji-
ciho busulfan jsou modifikované CD34+
bunky podany zpét s naslednym pfiho-
jenim infundovanych bunék a tvorbou
HbA T87Q. U nemocnych s beta talasé-
mif, ktefi neméli homozygotni formu Bo

Cést 2: Anémie
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talasémie, doslo k vymizeni zavislosti na
transfuzich u 99 % nemocnych s korekci
inefektivni erytropoézy a hodnotami
Hb mezi 82-137 g/l, u homozygotu s fo
talasémii byl pokles poctu podanych
transfuzi pozorovan u 73 % nemocnych,
pficemz u 33 % pacientd byla pfitomna
transfuzni nezdvislost. U nemocnych ne-
bylo pozorovéno odhojeni stépu ani z&-
vaznéjsi forma GVHD. U 6 % nemocnych
byl pfitomen v rlzné dlouhém intervalu
od lé¢by pomoci lentivirového faktoru
vznik malignity (vétSinou lymfoprolife-
race). U nemocnych se srpkovitou ané-
mii byla nezévislost na transfuzich po
lé¢bé genovou adici pozorovana u 75 %
nemocnych bez predchozich komplikaci
choroby a 73 % nemocnych s predcha-
zejici zejména plicni komplikaci, hod-
noty Hb se pohybovaly mezi 114-1309/I
a u nemocnych s predchozim zdvaznym
priibéhem choroby byl cca u trfetiny po-
zorovan vyskyt venookluzivni choroby ¢i
akutniho plicniho syndromu. V soucas-
nosti je lentivirovy vektor s genem pro
HBA T87Q jiz komercné vyrabén (pfipra-
vek Zynteglo).

Genova edice znamend odstranéni
kauzdlni mutace v globinovém genu
(obr. 3). CRISPR-Cas9 je bakterialni sys-
tém umoznujici bakteriim odstranit
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Inefektivni erytmpnéxa

’\./’

FPMN1 = feroportin 1
ERFE- erytroferon

Pretizeni
Felezem

Pred¢asny zanik erytrocytu

. . HEF;“I‘I
.. ® ERFE
r e i
| FPNL
Makrofagy --.
' -
D5 Expanze erytropoézy
s . ’ b fl“""'mi *®  (GDF15, TWSG1, ERFE)
_ - Enterocyt
‘= LAY 3 | . = duodena
'i: " ' L
a® 'u"‘ &: J A s
r & o 1 i o9
LY ] iy = . :f
L) :.: 2
e® J =1
" E . Py
FPN1 =

Zelezo v dieté

Obr. 4. Rozvoj pretizeni zelezem u talasémie.

Inefektivni erytropoéza s pred¢asnym zanikem erytrocytd vede k anemizaci tkani, dochazi ke zvyseni tvorby erytropoetinu,
stimulaci erytropoézy a tvorby erytroferonu (ERFE), jenz ma tlumivy Gcinek na tvorbu hepcidinu, ktery za normalnich
okolnosti degraduje feroportin (FP1). Zvysena hladina feroportinu stimuluje vydej Zeleza do cirkulace z bunék monocyto-
makrofagového systému, z hepatocytll a z enterocytl (¢imz sekundarné zvysuje resorpci Fe z GIT), tim vnika pretizeni

Zelezem, jez je potencovano dodanymi transfuzemi erytrocyta.

bakteriofagy a eliminovat cizorody ge-
neticky material. CRISPR (clustered re-
gularly interspaced short palindromic
repeats — clustery pravidelné rozmisté-
nych kratkych palindromickych repetici)
jsou useky prokaryotické DNA obsahu-
jici kratké repetice nukleotid(l. Kazdou
z repetic nasleduji kratké segmenty tzv.
spacer DNA, ziskané pfi predchozich se-
tkénich s urcitymi exogennimi podnéty.
Systém CRISPR-Cas9 vyuziva dvé neko-
dujici CRISPR RNA (gRNA) vzniklé tran-
skripci stépenych Usekl spacer DNA, a to
crRNA, jez sekvencné odpovida cilové
sekvenci DNA, a transdukéni tracrRNA
jez je jejim komplementarnim obrazem
a napomaha plnému dozrani crRNA do
funk¢niho stavu, obé RNA se v soucas-
nych technikach sdruzuji do jedné chi-
merické RNA (scRNA). Tzv. Cas9 protein
ma nukledzovou aktivitu a indikuje spe-
cificky dvouvldknovy zlom DNA. Jed-

notka gRNA navede Cas9 protein na
specificky genomovy lokus pomoci pa-
rovani bazi mezi sekvenaci crRNA a cilo-
vou sekvenaci. Nasleduje stépeni DNA
v pozadovaném misté a zlom je opra-
ven prostiednictvim bunécnych repara-
¢nich mechanizmd. P¥i reparaci pomoci
homologni rekombinace vede soucasna
transfekce upravenou darcovskou DNA
k opravé s vyfazenim poskozeného genu
¢i s vnesenim jednoho ¢i vice jinych
gen(.V soucasné dobé jsou zatim expe-
rimentalné pouzivany DNA s lentiviro-
vymi vektory ovliviujici aktivitu BCLT11A
transkrip¢niho faktoru tlumiciho akti-
vituy globinového genu, coz vede ke
stimulaci tvorby HbF. Dal$i metodou je
kombinace vektord ovliviujicich im-
balanci o a p fetézcl utlumem tvorby
HbA2 a soucasnou stimulaci HbA2 pro-
motoru vedouci ke zvysené produkci
globinu. U viech dosud lé¢enych ne-

mocnych s beta talasémii ¢i srpkovitou
anémii bylo dosazeno transfuzni neza-
vislosti a vymizeni vasookluzivnich krizi,
pfiprava nemocnych byla identicka jako
u genové adice (stimulace a sbér CD34+
bunék a infuze transfekovanych bunék
po myeloablativni pfipravé).

Zmnozeni infektivni erytropoézy do
rizné miry vyjadiené u raznych hemo-
lytickych anémii vede k anemizaci spo-
jené s tkanovou hypoxii. Hyperplazie
erytropoézy spolu s hypoxii vedou ces-
tou sekrece erytropoetinu k indukci
tvorbu erytroferonu. Cestou signalni
drdhy BMP-SMAD vede erytroferon
k utlumu transkripce DNA pro hepci-
din. Funkci hepcidinu je degradace fe-
roportinu — proteinu zodpovédného
za vydej Fe extraceluldrné. Snizena hla-
dina hepcidinu u stava s inefektivni ery-
tropoézou je disledkem vysoké hla-
diny erytroferonu, jez ma za cil udrzeni
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Obr. 5. Mechanizmus ucinku luspaterceptu.
Lusptercept obsahujici lidsky activin 1B receptor se vaze pomoci TGF ligand na activin, nasledné inhibuje alterovanou SMAD
2,3 signdIni drahu, ¢imz tlumi inefektivni erytropoézu a navozuje normalni diferenciaci a maturaci erytrocyta.

dostate¢ného pfijmu Fe pro hyperplas-
tickou erytropoézu, Dochazi ke zvyseni
vydeje Fe z enterocytll, makrofagli a he-
patocytd a sekunddrné ke zvysené re-
sorpci Fe z GIT (obr. 4). Vyrazné snizena
hladina hepcidinu je pfitomna u ne-
mocnych s talasémii intermedia, ktefi
nejsou transfundovani, u thalassemia
major byva snizeni hladiny mensi diky
¢astecné korekci hypoxie dodavanymi
transfuzemi.V soucasnosti jsou rozvijeny
|écebné metody ovliviujici stupen ine-
fektivni erytropoézy ¢i zvysujici hladinu
hepcidinu.

TGF-B (transforming growth beta)
superfamily aberantné aktivuje ces-
tou aktivinu SMAD 2/3 signdlni drahu
a ovliviiuje negativné pozdni stadia ery-
tropoézy. Luspatercept obsahuje extra-
celularni doménu lidského receptoru
pro aktivin-1IB vazanou na IgG, vazba na
aktivin blokuje SMAD-2/3 signdlnidrahu,
tlumi inefektivni erytropoézu, a podpo-

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)

ruje maturaci a terminalni diferenciaci
erytroidni fady (obr. 5). Efekt luspater-
ceptu byl prokdzan u myelodysplastic-
kych syndrom( a téz u beta talasémie.
V randomizované studii faze lll. u beta
talasémie bylo dosazeno podavanim
luspaterceptu poklesu poctu transfuzi
0 nejméné jednu tfetinu u 21,4 % ne-
mocnych po 24 tydnech a 19,6 % po
48 tydnech, pokles poctu transfuzi o vice
nez 50 % byl pfitomen u 7,6 % a 10,3 %
nemocnych, transfuzni nezavislost byla
dosazena u 11 % nemocnych. Luspater-
cept (pfipravek Reblozyl) je v soucas-
nostijiz v EU v¢. CR registrovan.

Pripravky ovliviujici tvorbu hepcidinu
¢i ferroportinu jsou stale ve fazi ¢asného
klinického zkouseni. Jedna se o analogy
hepcidinu (minihepcidiny), latky stimu-
lujici ¢i jinak ovlivAujici signalni drahu
hepcidinu (anti-TMPRSS6, monoklonalni
protilatka proti BMP6), nebo latky stimu-
lujici tvorbu ferroportinu.
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Pozice podpiirného tymu v hematologickém centru

Kouba M.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

POJMY, JEJICH VYZNAM

A VNIMANI

Podpdrnym tymem v nasledujicim textu
nazyvam multidisciplindrni tym posky-
tujici paliativni péci v duchu jeji moderni
definice [1]. Pojmové a vyznamové zma-
teni, co je to paliativni péce a co je pod-
plrna péce, je znacné. Zatimco vétsina
obecné populace i zdravotnikd vnima
paliativni péci jako péci na konci Zivota,
definice paliativni péce hovoii o nécem
zcela jiném: ,Paliativni medicina je spe-
cializovany medicinsky obor, ktery se za-
byvé péci o pacienty se zavaznym one-
mocnénim. Jde o péci zamérenou na
ulevu od ptiznakl a zatéze zplsobené
nemoci. Cilem je zlepsit kvalitu Zivota
jak pacient(, tak jejich blizkych. Multi-
disciplinarni specializovany paliativni
tym spolupracuje s pacientovym oset-
fujicim lékafem a pfinadsi novou vrstvu
podpory. Paliativni péce vychazi z po-
tfeb pacienta, nikoli z jeho prognézy. Je
poskytovana v kazdém véku a stadiu ne-
moci a mize byt poskytovana soucasné
s [é¢bou zamérenou na vyléceni.” [1]. Pa-
liativni péce je ale vnimana jako péce
0 umirajici a v prostredi vykonové za-
méfené moderni mediciny i celé spo-
le¢nosti ¢asto budi strach a odmitnuti.
Mnohé paliativni tymy ve svété se proto
Ucelové prejmenovavaji, aby se vyhnuly
stigmatizaci slovem ,paliativni”. Stejna je
i nase zkusenost, proto,,podptrny tym”

SOUCASNA POZICE
PALIATIVNI MEDICINY VE
VZTAHU K JINYM OBORUM
A SPECIFIKA HEMATOLOGIE
Podpdlrna a paliativni péce je neoddéli-
telnou soucasti Ié¢by mnoha Zivot ohro-
zujicich onemocnéni a svymi pozi¢nimi
¢lanky a doporucenimi to jasné vyjadfuji
i vyznamné odborné spolecnosti jako
ASCO, ESMO v onkologii nebo napfiklad

AHA v kardiologii [2-4]. Mezinarodni ani
narodni hematologické spolecnosti ve
svych doporucenich dosud takto jasné
nehovofi, ale narustajici evidence v he-
matologii, ktera se zpozdénim kopiruje
vyzkum v onkologii a dal3ich oborech
velmi pravdépodobné povedou k vétsi
standardizaci a dostupnosti paliativni
péce pro hematoonkologické pacienty.

Hematoonkologie je v tomto sméru po-

zadu, uvadim nékolik moznych davod:

- Hematoonkologicti pacienti jsou [é¢eni
vysoce intenzivnimi protokoly s vysokou
mirou zavislosti a velkou individuaIni vaz-
bou na své hematologické centrum. He-
matolog je zvykly vést péci o svého pa-
cienta sam, coz umoziiuje péstovat silny
a pozitivni vztah |ékaf-pacient, ale také
neposkytuje prostor pro sdileni péce
s odborniky na paliativni péci, pfipadné
to vede k jejich pozdnimu zapojeni.

- Ur¢itd izolovanost hematologickych
center se specifickou kulturou komuni-
kace a paradigmat vnimani rizik a pro-
gnozy, lékarské tymy s lokalné zakore-
nénymi hodnotovymi zebticky.

-Velmi komplexni a mnohdy nejisté
progndézovani zvlasté za uziti moder-
nich transplantacnich a buné¢nych te-
rapii, ,Kaplan-Meierovy kfivky zvlasté
v transplanta¢ni mediciné mivaji vzdy
néjaky ocas” [5].

- Dependence na transfuzich podporu-
jici setrvani pacienta v nemocni¢nim
prostfedi nebo ve vazbé na nemocnici.

- Silnéjsi tendence hematologt (ve srov-
nani s onkology) podavat chemotera-
pii i v nizkém performance stavu a v za-
véru Zivota.

BUDOVANI PODPURNEHO
TYMU V HEMATOLOGICKEM
CENTRU

V UHT jsme stale na dlouhé cesté
k funkénimu multidisciplindrnimu tymu.

Caste¢né i proto, ze nebylo lehké zis-
kdvat zkuSenosti a inspiraci jinde. Nas
tym byl nejprve ovlivnén paliativni ko-
munitou v Ceské republice, ktera pied
péti deseti lety méla tézisté v hospi-
cové a mobilni hospicové péci. Fungu-
jici nemocni¢ni paliativni tymy rychle
a uspésné vznikaji za podpory Minis-
terstva zdravotnictvi CR az v poslednich
letech. Zasadni pro nas tedy byly zku-
$enosti ze zahranici a uzky kontakt s Kli-
nikou paliativni mediciny 1. LF UK a VFN,
prvni svého druhu v CR. V literatufe jsou
dobie popsany problémy, nastrahy a fru-
strace, které jsou s budovanim podplr-
ného tymu spojené. Nékteré nase chyby
a slepé ulicky v prabéhu let nabizim
v tab. 1.

Centralni je zde vztah s o3etfujicim
tymem. Hematolog se stejné jako kazdy
jiny lékaf snazi podle svych nejlepsich
schopnosti a s maximalni empatii kom-
plexné pecovat o ,svého” pacienta. O to
obtiznéjsi je pro néj v kazdodenni praxi
pod ¢asovym tlakem vyhodnotit, ze po-
tfebna casovd a odborna investice do
pfipadu pacienta presahuje moznosti
¢i zkusenosti hematologa a je vhodné
pozadat o asistenci podplrny tym. For-
mulovat zadost o podporu a komuni-
kovat to pacientovi je samo o sobé slo-
zité. Hodnotové Zebficky se mezi |ékafi
li8i, coz vyzaduje respekt ze strany pod-
pUrného tymu. V mantinelech predsta-
vovanych &tyfmi zakladnimi etickymi
principy mivaji rdzni lékafi tendenci pre-
ferovat beneficenci, nonmaleficenci, au-
tonomii ¢i spravedlnost. Rozdily jsou vy-
znamné a je dobré s nimi pocitat.

POPIS AKTUALNIHO STAVU
V UHKT PRAHA

Tym slozeny z Iékar(, sester, psycholo-
zek, kaplana a socialni pracovnice stale
vice koordinuje svou ¢innost, vénuje se
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Tab. 1.

Nefunkdni strategie

s mnoha pacienty napfi¢ oddélenimi.

Otevreni ambulance paliativni péce s o¢ekavanim predava-
ni a referovani pacientt indikovanych k paliativni péci.

Soustiedéni se na utrpeni pacienta vice nezli na,zakazku”
osetfujiciho hematologa s domnénim, Ze vim Iépe nez oset-
fujici hematolog, co pacientovi nyni nejlépe ulevi.
Soustfedéni se na téma termindlni péce a dobrého umirani
pfinesenim dobré praxe z hospicového prostredi.

PodpUrny tym pracujici s velkou energii a entuziasmem

Zddvonéni

Odeslani pacienta do paliativni ambulance v dobé l1é¢ebnych netspécht
neni pro hematology prijatelné, [épe funguje sdileny model péce, kdy pa-

cient nepfrerusi sviij vztah k osetfujicimu hematologovi a jako dalsi vrstvu
péce vyuziva podplrného tymu.

Jde o zasadni piekroceni vztahu hematolog - paliativni konziliat. Slovy
Diane Meier,Budete-li se donkichotsky snazit zachranit pacienty pred
jejich 1ékafi, povede to rychle k ukonceni Vasi konzilidrni ¢innosti”) [6].

Je to dllezité, ale jsou-li to hlavni témata prace paliativniho tymu, pod-
poruje to a buduje stigma paliativniho tymu a komplikuje do budoucna
spolupraci s |ékafi i pacienty.

Nékdy je pak podpCrny tym Spatné ¢itelny pro okoli, nema dostate¢né

hierarchickou strukturu zvyklou v nemocni¢nim prostredi, nékdy chybfi
jasné definovana zodpovédnost.

pacientdm na zadost osettujiciho hema-
tologa i primare oddéleni. Psycholozky,
kaplan a socialni pracovnice nabizeji své
sluzby véem hospitalizovanym pacien-
tam i bez vyzvani l[ékafem. Nejcastéjsimi
indikacemi k pfizvani podpUlrného tymu
ze strany hematologa je plan péce u pa-
cientl s ocekévanou kratkou dobou zi-
vota ¢i vysoce rizikovou hematologickou
malignitou, reSeni socidlni situace, psy-
chologicka podpora pacienta a rodiny
a zprostiredkovani spoluprace s paliativ-
nimi zafizenimi. Stale prevladaji zadosti
o konzilidrni spolupraci v pfipadech
kratké prognézy ¢i v terminalnich sta-
vech. V poslednich dvou letech probiha
také pilotni projekt ¢asné integrace pod-
plrné a paliativni péce do terapie neku-
rativné lécenych pacientl s AML v am-
bulantnich podminkach, kdy spoluprace
AML skupiny a podparného tymu zacina
jiz ode dne diagnézy a ma danou struk-
turu inspirovanou podobnym projektem
z Memorial Sloan Kettering Cancer Cen-
ter v New Yorku [7]. Dafi se nam tak bez
Jpaliativni” stigmatizace zapojit do péce
o vSechny konsekutivni pacienty.

SMEROVANI A CILOVY STAV

V bodech uvédim, kam bychom se radi

ve svém snazeni dostali:

« Multidisciplindrni tym je slozeny z lé-
kar(i vzdélanych v paliativni mediciné,
sester, psychologll, duchovnich, so-

ciadlnich pracovnikd. Ti spolu Uzce spo-
lupracuji a tvofi jedno z oddéleni ne-
mocnice, soustfedi se na udrzeni ¢i
zlepseni kvality zivota pacientud se za-
vaznym onemocnénim a jejich rodin.
Dosahuji toho podporou hematolo-
gického tymu a spolupraci s nim. Péce
o symptomy, komunikace, socialni, psy-
chologicka a spiritudlni podpora jsou
vyznamnymi oblastmi zaméfeni pod-
plGrného tymu.

« PodpUrny tym stavi na respektu k pri-
marnimuhematologickémutymu, ktery
je — vétsinou v osobé osetfujiciho he-
matologa — zadavatelem/indikujicim.

- Je nastaven funkéni stav identifikace
pacientu s velkou potiebou podpurné
péce tak, aby nabidku péce podpur-
nym tymem vsichni takovi pacienti
dostali.

- Existuje funkcni systém vzdélavani
pro ¢leny tymu a také predavani na-
bytych znalosti a zkusenosti hemato-
logickému tymu. Podplrny tym své
vysledky a zkuSenosti pfehledné a ak-
tivné publikuje.

« Funguje uzka spoluprace s paliativnimi
[Gzkovymi i mobilnimi zatizenimi v celé
republice a pacientim s nevylécitel-
nym onemocnénim se na konci Zivota
dostava expertni péce véetné podpory
jejich blizkym a pozlstalostni péce.

- Pro definované skupiny vysoce riziko-
vych pacient( existuji protokoly ¢asné

integrované paliativni péce po vzoru
evidence z literatury, kterd jasné pro-
kazuje jejich prospésnost, jsou-liimple-
mentovany jiz od doby diagnézy [8].

. Clenové tymu nabizeji podporu také
personalu UHKT.
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Specifika podptrné 1écby inovativnich terapii
(nové léky a jejich komplikace)
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Lécba hematologickych onemocnéni
a malignit ma sva specifika. Podplrna
péce umoznuje provedeni |écby s dodr-
zenim optimalniho davkovani Iékd a Ié-
Cebnych cykll za souc¢asného snizeni ri-
zika komplikaci, které tyto |é¢by provazi.
Ve sdéleni jsou v Uvodni ¢&asti zvyraz-
néna specifika hematologické podparné
péce, ve druhé ¢&asti je prehledné upo-
zornéno na nové situace, které provazi
inovativni lé¢ebné postupy.

Pacienti 1é¢eni pro hematologickd
onemocnéni a hematologické malignity
(leukémie, lymfomy a myelom) maiji 3i-
roké spektrum zivot ohrozujicich infek¢-
nich a neinfekénich komplikaci. Lé¢ebné
protokoly obvykle obsahuji kombinaci
cytostatik a 1ékd s imunosupresivnim
efektem. Tato 1é¢ba prechodné vede ke
zvySenému riziku zadvaznych oportu-
nnich infekci. Jednim z klicovych pro-
bléml u téchto pacientll je spravné
profylaktické zajisténi v obdobi neutro-
penie, dale spravna volba preemptiv-
nich a empirickych postupl pfi [écbé

febrilni neutropenie/sepse. U vétsiny pa-
cientll 1éCenych intenzivnimi postupy
je nutna substituce erytrocytl a krev-
nich desticek. Rutinnim postupem je ap-
likace G-CSF nejen u neutropenickych
epizod, ale téz v profylaktickém rezimu.
Kortikoidy a Siroce pouzivand imunote-
rapie s anti-CD20 protilatkou navozuje
vyznamny a protrahovany (6-9mési¢ni)
defekt v bunkami zprostiedkované imu-
nitni odpovédi. Do spektra rutinni pod-
plrné péce jsou zahrnuty nutri¢ni supp-
ort a rehabilita¢ni a psychologicka péce.

Specifickou skupinu tvofi pacienti
smnohocetnym myelomem, kde je nutna
rutinni Iécba kostniho postizeni a bolesti.

Dalsi samostatnou skupinu tvofi pa-
cienti po transplantaci hematopoetic-
kych bunék. U této skupiny je nutna kom-
plexni podplrnd péce nejen v obdobi
transplantacni |écby, ale obvykle v rizné
mife dlouhodobd a ¢asto i celoZivotni.

V hematologii jsou nové zavadény
nové léky a postupy, které vedou ke spe-
cifickym reakcim a metabolickym ¢i imu-

nitnim komplikacim. Ve sdéleni jsou po-

drobnéji diskutovany tyto situace:

a) zvysené riziko syndromu lyzy tumoru
u terapie CLL venetoclaxem;

b) dlouhodoba lymfodeplece a nee-
fektivni odpovéd na ockovani u anti
CD-20 protilatek;

c) falesna pozitivita nepfimého anti-
globulinového testu u anti-CD38
protilatek;

d) syndrom lyzy tumoru a neurotoxicita
u bispecifické protilatky anti-CD3/19;

e) léky prodluzujici QT interval —

FLT3 blokatory u AML, ATO u APL, aj;

f) trombocytopatie pfi terapii
ibrutinibem;

g) vysoké riziko meningokokovych sepsi
v dlsledku blokady komplementu-
-C5 pfi lé¢bé eculizumabem u PNH
a a-HUS;

h)irAEs - ,immune-related adverse
events” u ,check point inhibitor(”
(anti-PD1 a antiCTL4);

i) syndrom cytokinové reakce u CAR-T
cell [é¢by.

Survivorship programy pre pacientov s hematologickymi

malignitami

Drgona L.

Klinika onkohematolégie LF UK a Ndrodného onkologického tistavu, Bratislava

V sucasnosti vieme ucinne liecit vacsinu
pacientov s hematologickymi maligni-
tami a podstatnu ¢ast dokazeme aj vy-
liecit. Kazdoroc¢ne tak pribuda pacientov,
ktori sa okrem navzdy pritomného stra-

chu z recidivy nadorového ochorenia
musia obavat aj fyzickych, psychickych
ako aj socidlnych dlhodobych nésled-
kov prameniacich z podstaty diagnézy
a naroc¢nej liecby. Potreba ustanovenia

a ukotvenia odporucani na monitoro-
vanie, skrining a prevenciu dlhodobych,
neskorych komplikacii protinadorovej
lie¢by na zaklade principov EBM vycha-
dza nielen z prirodzenych potrieb pa-
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cientov a ich rodin ale aj zo zdkladného
principu medicinskeho snazenia. Priné-
Same pacientom najmodernejsie moz-
nosti terapie ich choréb, avsak na dl-
hodobé potencidlne néasledky casto
dostatoc¢ne a do dosledkov nemyslime.
Viaceré odborné skupiny uvedenu prob-
lematiku koncepcne riesia, avsak prene-
senie odporucani sledovania preziva-
jucich pacientov nebyva ¢asto v praxi
realizované. Neskoré nasledky protina-
dorovej liecby su pritom dobre zname,
vela sme sa naucili z pediatrickej (he-
mato)onkoldgie, kde 80 a viac percentna
uspesnost liecby logicky prindsa dosta-
tok skusenosti s prezivajucimi pacien-
tami. Podobne pacienti po transplanta-
cii krvotvornych buniek mali ako jedni
z prvych k dispozicii odporucania na dlI-
hodobé sledovanie [1]. Hodgkinov lym-
fom (HL) patri k nadorom, ktoré aj v ran-
nej ére systémovej protinadorove;j liecby
prindsali vysoky pocet vyliecenych pa-
cientov alebo v dlhodobej remisii. Preto
sluzi ako dobry model pre sledovanie
neskorej toxicity dlhodobo prezivaju-
cich/vylie¢enych aj v sucasnosti, ked
sa uspesnost lie¢by zvysuje. Podla ne-
davnej analyzy vyse 20 000 americkych
pacientov s HL vo veku 20-74 rokov
liecenych v rokoch 2000-2015 zazname-
nali takmer 17% umrti, z ktorych bolo
takmer 40 % spdsobenych inou pri¢inou
ako lymfémom. Najcastejsimi pricinami
boli ochorenia srdca, infekcie a intersti-
cidlne plicne choroby [2] . Navyse sa v
tejto skupine pacientov stretdvame aj so
Specifickou toxicitou po transplantaci-
ach krvotvornych buniek. Je preto priro-
dzené, Ze sa nasa pozornost obracia na
kvalitu Zivota preZivajucich pacientov a
ich zdravie po Uspesnej protinadorove;j
liecbe.

Vseobecne je riziko neskorych nasled-
kov a ich zavaznost odvodend od stadia
ochorenia, typu a dizky protinadorovej
liecby, veku, ale aj pritomnosti ostat-
nych, vSeobecnych rizikovych faktorov
(fajcenie, vysoky tlak, obezita). Neskoré
nasledky/komplikacie hematologickych
pacientov prezivajucich po protinadoro-
vej liecbe delime na nemaligne a ma-

ligne (nové primarne malignity). Zaklad
neskorych nasledkov vznika subklinicky
uz pocas lie¢by [3]. Preto sa aj starostli-
vost nezacina az po jej skonceni. Vie-
obecne mozno povedat, Ze snahou by
malo byt dosiahnutie primeranej kva-
lity Zivota pocas lie¢by a po jej skonceni
tak, aby klucové aspekty Zivota kazdého
individuadlneho pacienta boli prernho
uspokojujuce [4].

Najcastejsimi neskorymi nasledkami
liecby hematologickych malignit s moz-
nymi fatadlnym vystupom su sekundérne
malignity a kardiovaskuldrne ochore-
nia. Napr., pacienti s Hodgkinovym lym-
fémom maju 2-4-nasobne vyssie riziko
vzniku sekundarnych malignit (kumula-
tivna incidencia 2. malignity po 40 ro-
koch sledovania je 48,5 %) a kardio-
vaskularnych ochoreni v porovnani s
beznou populaciou [5]. Preto je ich do-
zivotné sledovanie nevyhnutnou sucas-
tou observacnych programov. Prevencii
kardiovaskularnej morbidity a mortality
sa venuje viacero odporucani, rutinne
sledovanie a skrining vysokorizikovych
pacientov méze viest k intervencidm,
ktoré zastavia progresiu alebo zmiernia
dysfunkciu [6].

Pneumotoxicita a endokrinopatie po
liecbe mézu prebiehat niekedy subkli-
nicky alebo len s diskrétnymi sympto-
mami avsak ich véasné podchytenie je
doélezité pre ucinnu terapiu. Poruchy
kostného metabolizmu nie su zdaleka
len problémom pacientov s myelémom.

Velmi dolezitou oblastou pre potenci-
alne vyliecitelnych mladych pacientov je
fertilita. Snaha o zachovanie fertility vyu-
ziva vyber menej toxickych rezimov, hor-
monalne manipulacie a uchovavanie za-
rodo¢nych buniek a tkaniv. S rozvojom
a dostupnostou reprodukénej mediciny
pribuda moznosti rieSenia aj pre nasich
pacientov [7].

Pacienti po liecbe hematologickych
malignit maju ¢asto perzistentny imu-
nodeficit s nasledkami - vyssim rizikom
infekcii, pricom su casto spdsobené aj
patogénmi, proti ktorym sa dé efektivne
ockovat. V porovnani s pacientami s ne-
hematologickymi naddormi su napriklad

pacienti s DLBCL zataZeni vyssou inci-
denciou virusivych a mykotickych pne-
umonii, meningitid a celkovo humoral-
neho deficitu [8]. Vakcina¢né programy
s odporucanymi schémami su vhodnym
prostriedkom na znizenie infek¢nej mor-
bidity a mortality. Specifikd vakcinacie
hematologickych pacientov po lie¢be
sU, aj vdaka sucasnej pandemickej ére
viac zname.

Specificka organova toxicita mava roz-
manity obraz - od spociatku klinicky
nemej nefropatie alebo hepatopatie az
po zdvazné prejavy zlyhavania organov;
vyskyt neuropatie a chronickej bolesti
byva asociovany s vyraznym zhorSenim
kvality Zivota.

Psychické nasledky po néro¢nej pro-
tinddorovej liecbe su nezriedka pod-
cenované a aj ich komunikacia samot-
nymi pacientami nebyva dominantna v
rdmci stretnutia s osetrujucim lekdrom.
Chronicka unava a kognitivne poruchy
byvaju c¢asto limitujacimi prvkami cel-
kového stavu a pocitu zdravia prezivaju-
ceho pacienta.

Je zjavné, Ze Siroké spektrum tazkosti
nasich prezivajucich pacientov vyzaduje
individualny pristup na pozadi ramco-
vého programu dlhodobého sledovania.
Preto sa viaceré odborné spolo¢nosti ve-
nuju tejto problematike a vysledkom su
viaceré odporucané postupy, ktoré ak-
tivne preberaju a vyuzivaju pacientske
organizacie a podporné skupiny.

Ustanovenie kvalitnych programov
na sledovanie dlhodobo prezivajucich
pacientov je aktudlnou vyzvou nielen
pre hematologicku/onkologicku obec,
vyzaduje multidisciplinarny pristup, vy-
pracované algoritmy ale aj fudské zdroje.
Je potrebné si uvedomit, Ze ide o kom-
plexny problém a jedna intervencia ne-
musi ovplyvnit vSetky nasledky. Cesta
ovplyvnenia neskorsej kvality Zivota pa-
cienta zacina v ¢ase planovania terape-
utického postupu vseobecnymi alebo
Specifickymi intervenciami. VSeobecné
zahfnaju redukciu celkovych davok che-
moterapie (bez ovplyvnenia Ucinnosti),
menej alkyla¢nych latok, redukcia déavok
a zmensenie ozarovanych poli, straté-



gia adaptovanej terapie (interim PET/CT
pri HL). Specifické intervencie su zame-
rané na jednotlivé problémy — preven-
cia a skrining sekundarnych malignit;
kardio a pltcne surveillance; zachovanie
fertility; prevencia infekénych komplika-
cii, psychologické intervencie a socialna
pomoc. Jednoduché dotazniky kvality
zivota — napriklad EORTC QLQ-30 su vy-
znamnou poméckou v hodnoteni.

V pripade rozhodnutia vybudovat
kvalitny program starostlivosti o preziva-
jucich hematoonkologickych pacientov
existuju viaceré priklady, ktoré mozno
pouzit a su dostupné na webe [4,9]. Zak-
ladné modely su:

1. centralizované na 3pecializovanych
pracoviskach (ambulanciach), zvy-
¢ajne v centre, kde prebiehala proti-
nadorova liecba; dobrym prikladom
moézu byt niektoré transplanta¢né
pracoviska;

2. decentralizované na regiondlnych pra-
coviskach alebo v ambulanciach prak-
tikov (po ukoncenti lie¢by v Specializo-
vanom centre);

3. zmieSany model.

Vhodnym modelom sa javi vytvorenie
,Observacnej kliniky”, ktory viak vyza-
duje optimalne persondlne, materidlne a
priestorové obsadenie potrebnymi Spe-
cializéciami. Na Slovensku takyto model
t.¢. nie je dostupny, hematologické cen-
trd vyuzivaju rozne spodsoby néslednej
starostlivosti. Pri budovani programov
pre prezivajlcich pacientov po liecbe
alebo na prebiehajucej liecbe (myslime aj
na chronické hematologické malignity) je
treba byt orientovany na pacienta a jeho
potreby, preto je spolupraca s pacient-
skymi organizaciami vitana a potrebna.

V ére rastucich terapeutickych moz-
nosti dostupnych pre pacientov s hema-
tologickymi malignitami bude narastat
pocet prezivajucich pacientov. Integra-
cia programov dlhodobého sledovania
do Standardného planu starostlivosti je
spravny krok.
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Periferné zavadéné centralni katetry (PICC)
u hematologickych nemocnych

Szotkowski T.
za PICC tym HOK FN Olomouc

Zajisténi bezpecného a stabilniho
pfistupu do centrdlniho Zilniho systému
je nezbytnou soucasti podplrné péce
0 vyznamnou ¢ast hemato-onkologic-
kych nemocnych. Umoznuje jak opako-
vané odbéry krve, tak pfedevsim opa-
kovanou aplikaci rady 1ékl a lécivych
pftipravkd, jejichz chemické a/nebo bio-
logické vlastnosti neumoznuji bezpecné
podani prostfednictvim perifernich Zil.
Periferné zavadéné centrdini katetry
(peripherally inserted central catheter -
PICC) patfi k dostupnym prostiedkiim

zajistujicim predevsim stfednédoby pfi-
stup (3-6 mésicl) do centrélni zily pro
nemocné v fadé Iékarskych obord. K nej-
¢astéjsim indikacim zavedeni PICC patfi
pldnovand protinddorova lécba. Dalsi
vyuziti tyto katetry nachézi napfiklad
u nemocnych vyzadujicich dlouhodo-
bou (domdci) parenteralni vyzivu, u téz-
sich forem nékterych chronickych one-
mocnéni s nutnosti opakované nitrozilni
[é¢by, napf. astma bronchiale ¢i epilep-
sie. Umoziuji také opakované nitrozilni
aplikace u nemocnych s insuficientnim

perifernim zilnim systémem v ambulant-
nim rezimu. Frekvence jejich vyuzitiv po-
slednich letech vyznamné nardsta v radé
vyspélych zemi v¢. Ceské republiky.
Podminkou pro plné vyuzivani moz-
nosti PICC je spravny zpusob zavadéni
a predevsim pak pravidelného osetfo-
vani. Oboji je obvykle realizovano v rezii
vyskoleného PICC-tymu, ktery je scho-
pen fesit i komplikace souvisejici s té-
mito katetry. Vyhodou pro tym a ze-
jména pacienty jsou moznost, schopnost
a zkusenosti s implantacemi také dalsich
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prostredkll zajistujicich iv. vstupy, jako
jsou rlizné varianty centralné zavadé-
nych centralnich katetr, midline kate-
try, Zilni porty ¢i PICC-porty. Diky tomu
je pak mozné individualné vybrat opti-
malni variantu Zilniho vstupu ,Sitou na
miru” pacientovi, jeho preferencim, ana-
tomickym pomérdm, Ié¢enému one-
mocnéni, konkrétnimu typy [é¢by a fadé
dalsich faktord.

Hemato-onkologicka onemocnénijsou
Casto spojovana s vyssim rizikem infek¢-

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)

nich, krvéacivych i trombotickych kom-
plikaci cévnich vstupl nez jiné nemoci,
jejichz 1é¢ba vyzaduje pouziti Zilniho ka-
tetru. Tyto komplikace mohou souvi-
set s Casto se vyskytujici trombopenii,
neutropenii a koagulopatii a tykaji se jak
procedury zavadéni téchto vstupl, tak
i jejich pouzivani. Presto je podle zkuse-
nosti autor( tohoto sdéleni vyuziti PICC
u hematologickych nemocnych bezpec-
nym prostfedkem k zajisténi i dlouhodo-
bého (> 6 mésicl) Zilniho pfistupu.

Nase zkudenosti s vyuzitim PICC u ne-
mocnych s akutni leukémii jsou popsany
v recentné pfijaté plvodni praci v ¢aso-
pise Hematologie a transfuze dnes. Dalsi
zkusenosti, vysledky a vybrana specifika
vyuziti PICC v hematoonkologii budou
obsahem prezentace.
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Cést 2: Transplantace krvetvornych bunék

Prehled bunécné terapie v kontextu i mimo kontext HSCT

Lysak D.
Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzer

Bunécna terapie zaziva v poslednich le-
tech obrovsky rozvoj, ktery se dotyka
zejména protinddorové imunotera-
pie, ale i jinych oblasti mediciny. Umoz-
fuje nam lécit a potencialné i vylécit pa-
cienty se zZivot ohrozujicimi relabujicimi
a refrakternimi hematologickymi malig-
nitami. Tento vyvoj byl umoznén mimo
jiné diky zkuSenostem ziskanym pfi pro-
vadéni transplantaci hemopoetickych
kmenovych bunék (HSCT), a to jak z po-
hledu efektivity, tak bezpec¢nosti. Schop-
nost transplantovaného imunitniho
systému kontrolovat rezidudlni nado-
rovou populaci je hlavni vyhodou alo-
genni transplantace, kterd snizuje riziko
relapsu v porovnani s autolognim nebo
netransplantac¢nim piistupem.

Alogenni HSCT predstavuje plat-
formu, na které je mozné aplikovat dalsi
metody bunécné terapie, které umoz-
nuji fesit nékteré potransplantacni kom-
plikace. Uspé3na transplantace spociva
nejen v regeneraci hematopoetického
a imunitniho systému, ale zejména
v Uspésném zvladnuti imunologickych
interakci a prevenci relapsu nadoro-
vého onemocnéni. Imunokompetentni
buriky darce mohou poskozovat tkané
pfijemce, zplsobovat reakci Stépu proti
hostiteli (GVHD) a zaroven diky reakci
Stépu proti leukémii (GVL) eliminovat
nadorové burky. Alogenni HSCT je také
spojena s opozdénou imunitni rekonsti-
tuci, ktera predstavuje riziko infekcnich
komplikaci pro pfijemce.

Samotnd alogenni transplantace je
diky GVL efektu vlastné imunoterapii.
Schopnosti imunitniho systému darce
kontrolovat nddorové onemocnéni se
vyuziva pfi lécbé relapst infuzemi lym-
focytd darce (DLI). Jedna se o nespeci-
fickou bunécnou imunoterapii apliko-
vanou zpravidla v rezimu eskalujicich

davek pro udrzeni nizkého rizika GVHD,
jejiz efektivita je ddna zejména typem
nadoru. Vétsi pravdépodobnost odpo-
védi lze predpokladat u chronickych
lymfoidnich neoplazii (az 80 %) nez
u myeloidnich malignit typu AML/MDS
(20-30 %) [1].

Bunécna terapie mlze pomoci v pre-
venci ¢i [é¢bé potransplanta¢nich kom-
plikaci, které jsou také castymi divody
selhani transplantacni 1é¢by a umrti pa-
cienta, tedy zejména relapsu nadoro-
vého onemocnéni, GVHD a infekci. MGze
se jednat o zvyseni imunologické tole-
rance a lécbu reakce stépu proti hostiteli
anebo naopak o posileni reakce stépu
proti leukémii pfi prevenci ¢i [é¢bé re-
lapsu. Postupy bunécné terapie lze vy-
uzit i pro urychleni regenerace protiin-
fekeni imunity.

Riziko vzniku GVHD je ddno mimo
jiné mnozstvim T-lymfocytll poda-
nych pfi transplantaci. Aktualné je vét-
Sina transplantatl minimalné manipu-
lovanych a davka lymfocytd v nich neni
nijak ovlivihiovana. Prevence GVHD Upra-
vou transplantatu prichazi do Uvahy ze-
jména u haploidentickych, ptipadné ne-
pfibuzenskych transplantaci. Kompletni
deplece lymfocytl napf. pomoci CD34+
selekce ¢i CD3+/19+ deplece muize sice
snizit riziko GVHD, bohuzel ale za cenu
opozdéné imunitni rekonstituce a zvy-
Seného vyskytu relapsu. Hledaji se proto
postupy s cilenou manipulaci defino-
vanych T-bunéénych populaci, které by
umoznily lepsi kontrolu jejich aktivity
in vivo, a tedy lepsi prevenci GVHD. Vy-
uzivaji se metody selekce specific-
kych T-subpopulaci, jako jsou CD8+,
TCRap+/CD19+ deplece nebo deplece
naivnich T-lymfocytd (CD45RA+), s cilem
omezit aloreaktivni odpovéd, ale zacho-
vat NK burky a daldi buné¢né subtypy,

a usnadnit tak imunitni rekonstituci po
transplantaci.

Pokud jiz dojde ke vzniku klinicky z3-
vazné GVHD, a to zejména resistentni
na konvencni imunosupresivni [é¢bu,
mohou se uplatnit dalsi metody bu-
nécné terapie, zejména regulacni T-lym-
focyty (Tregs) nebo mesechymalni stro-
malni buriky (MSCs).

MSCs se vice nez profylakticky pou-
Zivaji v 1é¢bé jiz rozvinuté GVHD. Rada
studii potvrdila jejich efektivitu s cca
40-60 % odpovédi, zejména u akutni
GVHD [2], pfestoze statistické vyznam-
nosti bylo ve studiich dosaZeno jen
zfidka, coz mize byt oviem dano fadou
faktor (komplexni patofyziologie
GVHD, rizné davky a davkovaci sché-
mata, predléceni imunosupresi atd.).
Zpravidla se jedna o alogenni MSCs zis-
kané z kostni diené zdravych dérct. Pro
dosazeni optimalniho efektu jsou dule-
zité opakované aplikace a roli hraje také
casovy faktor, kdy pacienti, u nichz jsou
MSC aplikovany casné po zahajeni korti-
kosteroidd (1-2 tydny), maji vyssi nadéji
na dosazeni kompletni remise akutni
GVHD proti pacientiim s pozdéjsi apli-
kaci. Zaroven nemocni s odpovédi na te-
rapii MSC maji nizsi nerelapsovou mor-
talitu a lepsi preziti. PfestoZze se jedna
o alogenni pfipravek, neni terapie MSCs
zatizena zadnou akutni infuzni toxici-
tou a ani nebyly zjisténé dlouhodobé
komplikace ve smyslu aktivace GVHD ¢i
vlivu na relaps [3]. V fadé center je proto
v soucasné dobé MSCs terapie povazo-
vana za standardni soucast |écby ste-
roidné refrakterni GVHD.

Mechanizmus uc¢inku MSCs nespo-
¢iva v pfimé mezibunécné interakci, ale
spise v produkci protizanétlivych cyto-
kinG a molekul (IDO, PGE,, TGF-, IL-6)
a také v uvolnéni extraceluldrnich ve-
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zikul (EVs) s obsahem bioaktivnich mo-
lekul véetné miRNA. EVs ziskané z me-
senchymdlnich kmenovych bunék
(MSC-EVs) jsou schopné modulovat ak-
tivitu T- i B- lymfocytd, snizuji jejich pro-
liferaci a diferenciaci do efektorového fe-
notypu, zatimco zachovavaji regula¢ni
T-lymfocyty. Imunomodula¢ni efekt EVs
byl prokdzan v fadé experimentalnich
modeld GVHD, kde byl pozorovan pfiz-
nivy vliv na omezeni projevl jak akutni,
tak chronické GVHD. Imunomodula¢ni
potencial a nizkd imunogenicita MSC-
-EVs je predurcuji k |é¢bé potransplan-
ta¢nich komplikaci. Cirkulujici EVs, je-
jich mnozstvi a slozeni, jsou vyuzitelné
také jako biomarkery vzniku GVHD. Ve-
zikuly Ize pripravit také z jinych typa
bunék. EVs derivované z NK bunék zdra-
vych darct (NK-EVs) maji slibny protina-
dorovy efekt v preklinickych studiich.
Obsahuji cytotoxické proteiny (perfo-
rin, granzyme) schopné nicit nddorové
bunky. EVs z dendritickych bunék (DC-
-EVs) nesou vSechny molekuly nutné pro
aktivaci T-buné¢né odpovédi (MHC a ko-
stimula¢ni molekuly) [4].

Regula¢ni T-lymfocyty (Tregs) maiji
oproti MSCs a MSC-EVs dlouhodoby sta-
tus ,vysokého potencialu’, ale jejich kli-
nické vyuziti se teprve rozviji. Tregs jsou
schopné navodit imunologickou to-
leranci a lze je teoreticky vyuzit v pre-
venci i Ié¢bé GVHD. Je popsana asociace
mezi deficienci Tregs a GVHD. Optimalni
zpUsob podani expandovanych Tregs
po transplantaci vsak neni zatim jasny
a probihajici studie musi teprve upres-
nit jejich roli v managementu GVHD [5].

Relativné novou moznost ovlivnéni
GVHD predstavuji invariantni NKT buriky
(iNKT). Jde o vzacnou subpopulaci lym-
focytd s dudlezitou roli v imunitni regu-
laci. Invariantni iNKT lymfocyty inter-
aguji s ostatnimi imunitnimi elementy
a uplatniuji se u mnoha typd patologic-
kych stavy, vcetné zanétlivych onemoc-
néni. Studie dokladajici jejich dllezitost
pro patofyziologii GVHD. Nizké mnozstvi
iNKT ve Stépu ¢i nizka hladina v periferni
krvi po alogenni HSCT je spojena s vys-
$im rizikem vzniku GVHD [6]. Invariantni

NKT redukuji riziko vzniku GVHD v ¢as-
ném potransplanta¢nim obdobi v expe-
rimentalnich modelech, aniz by snizovaly
GVT efekt. iNKT burnky expandované ex
vivo v pfitomnosti a-galactosylceramidu
navic samy vykazuji pfimou protinddo-
rovou aktivitu, a podporuji tak GVL efekt.
Dostatecnd humanni data vsak zatim
chybi a klinickd efektivita iNKT v kontrole
¢i prevenci GVHD neni jesté stanovena.

Eliminace leukemickych bunék pfi
alogenni transplantaci je umoZnéna ro-
zeznanim nadorové specifickych anti-
genl, minor histokompatibilnich anti-
gend (mHAg) a/nebo neshodnych HLA
antigenG imunitnimi burnkami darce.
V pfipadé HLA shodnych pfibuzenskych
transplantaci se uplatni pravé mHAg, za-
timco u transplantaci s nepfibuznymi
dérci se cilem aloreaktivnich bunék
mohou stat vedle mHAg také neshodné
HLA antigeny. Téméf 80 % transplantaci
zahrnuje mHA neshodu, nékteré z nich
jsou omezené na hematopoeticky sys-
tém a mohou zprostfedkovat silny anti-
-leukemicky efekt. HLA-DPB1 neshoda
je pfitomna minimalné u 80 % nepfibu-
zenskych transplantaci a aloreaktivni od-
povéd vyvolava jak GVL, tak GVHD efekt.
Na zadkladé znalosti polymorfizm( re-
gulujicich HLA-DP expresi jsou prefero-
vany nékteré typy neshod vyvoldavajici
omezenou T-aloreaktivitu, kterd posky-
tuje GVL efekt, aniz by zvySovala riziko
GVHD. Tyto tzv. permisivni neshody se
standardné vyuzivaji v rdmci procesu vy-
béru nejvhodnéjsiho darce. Jak mHAg,
tak HLA-DP pfedstavuji vedle nadorové
specifickych antigent vhodné cile pro
bunéénou imunoterapii.

Metody bunécné terapie umozniuji
pfipravovat pro danou leukémii speci-
fické bunécné produkty, které mohou
feit omezenou aloreaktivni aktivitu
danou napf. ztratou cilovych HLA mo-
lekul, kterd mGze vyustit v relaps one-
mocnéni. Infuze T-lymfocytl reagujicich
na nadorové antigeny jako WT1 ¢&i bcr-
-abl vykazuji proti-leukemickou aktivitu
u AML, resp. ALL [1]. Jejich klinicka efek-
tivita je vyrazné spojena s dostate¢nou
in vivo perzistenci téchto bunék.
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Proti-leukemickou aktivitu maji také
NK bunky, které jsou soucdsti pfiro-
zené imunitni odpovédi. Nenesou speci-
fické receptory jako T-lymfocyty a jejich
schopnost rozpoznat patologické burky
je dana rovnovahou aktivacnich a inhi-
bi¢nich receptord. NK buriky predstavuji
prvni lymfoidni populaci, ktera se rekon-
stituuje po transplantaci. Pacienti s AML
transplantovani se $tépy obsahujicimi
aloreaktivni NK bunky maji nizsi riziko
relapsu a ¢asnd obnova NK bunék ovliv-
nuje priznivé vysledek HSCT. Funkce NK
bunék je negativné regulovéna inhi-
bi¢nimi KIR receptory pro MHC | mole-
kuly na cilovych bunkach. Pfi alogenni
transplantaci (haploidentické, s nepfi-
buznym darcem) umoznuje inkompati-
bilita KIR ligand( aloreaktivitu NK bunék
a lepsi transplantacni vysledky ve smy-
slu snizeni frekvence relapst i GVHD. Za-
timco snizeni MHC | exprese na nadoro-
vych bunkach omezuje jejich viditelnost
pro cytotoxické T-lymfocyty, mlze z&-
roven posilovat jejich vnimavost k lyze
zprostiedkované NK burikami, kterd je
déle akcentovana rozpoznavanim stre-
sovych signéld aktivacnimi receptory
(jako NKG2D).

Alogenniiautologni NK buriky mohou
byt také expandovany a aktivovany in
vitro pro jejich vyuziti v adoptivni imu-
noterapii. Nejvétsi zkusenosti jsou k dis-
pozici na souborech haploidentic-
kych transplantaci, kde byla prokazana
funkeni proti-leukemicka aktivita u vy-
soce rizikovych AML. Ovéfuji se také
kombinace (autolognich) NK bunék
s monoklonalnimi protilatkami, které po
vazbé na cilovy nadorovy antigen zvy-
Suji funkci NK bunék zprostredkovanou
Fc receptorem (napf. anti-CD20) [7].

Protinddorové zaméfend bunécna te-
rapie se ale odehravd i mimo kontext
alogenni transplantace. Jako nejslibné;si
se ukazala byt geneticka modifikace
umozniujici pFipravit klinicky relevantni
mnozstvi T-lymfocytl exprimujicich chi-
mericky antigenni receptor (CAR) nebo
nadorové specificky a8 T-bunécny re-
ceptor (TCR). Zejména autologni CAR-T
produkty zazivaji obrovsky boom v ob-
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lasti 1é¢by B-lymfoidnich neoplazii. Opti-
malniintegrace CAR-T terapie a alogenni
transplantace se bude teprve upresno-
vat. Obé metody nabizeji dlouhodobou
remisi u jinak obtizné vylécitelnych one-
mocnéni. Vyuziti nespecifické aloreakti-
vity a GVL efektu u alo HSCT kontrastuje
s cilenym charakterem geneticky modi-
fikovanych CAR-T bunék. Budoucnost
ukdze, jaka bude jejich vzajemna koexi-
stence, a kterd metoda bude pfipadné
dominovat, a to v zavislosti na vyvoji
efektivity, toxicity, lokalnich zvyklosti
atd. Oba pfistupy se budou pravdépo-
dobné doplnovat a z¢asti si konkurovat.

CAR-T terapie u pacientli po alogenni
HSCT obnasi aplikaci lymfocytl pocha-
zejicich z transplantovaného imunitniho
systému. Zatimco vyuziti DLI u pacientt
relabujicich po transplantaci je zatizeno
rizikem vzniku GVHD (cca 45 %), po-
transplanta¢ni podani CAR-T je spojeno
s minimalnim rizikem aktivace GVHD,
a to i pres jejich ,alogenni” plGvod. Ved-
lejsi ucinky lécby v¢. cytokinového syn-
dromu ¢i neurotoxicity nejsou predchozi
transplantaci zvysené a alogenni proce-
dura pravdépodobné neovliviiuje bez-
pecnost ani efektivitu nasledné CAR-T
terapie [8]. CAR-T terapie muze byt zva-
zovana jiz pred alogenni HSCT k ovliv-
néni rezidualni nemoci, avsak s védo-
mim, Ze vétsina modifikovanych bunék
bude odstranéna conditioningem a ci-
leny protinadorovy efekt dany per-
zistenci CAR-T bunék bude nahra-
zen nespecifickym GVL efektem. Nebo
ji 1ze vyuzit v potransplanta¢nim ob-
dobi k planované konsolidaci remise
nebo jako postup pro feseni progrese
onemocnéni.

Klinickd rozhodnuti, jak nejlépe sklou-
bit CAR-T terapii a transplantaci a jaka
je optimalni sekvence obou pfistupq,
nelze bohuzel u fady onemocnéni opfit
o dostatecnd data. V pripadé R/R ALL
maze byt CD19 CAR-T terapie zvazovana
prfed transplantaci k navozeni (MRD ne-
gativni) remise nebo po transplantaci pfi
relapsu onemocnéni. Neexistuje jasny
konsenzus a jde o individudIni rozhod-
nuti. Nedostate¢na perzistence CAR

bunék nebo odeznéni B-bunécné apla-
zie mohou byt indikatory pro zvazeni
alogenni transplantace, prestoze neu-
pozornuji nijak na CD19 negativni re-
lapsy. Kazdopadné je vhodné u B-ALL
pacientl byt na potfebu alogenni HSCT
pfipraven. Pacienti R/R DLBCL mohou pfi
CAR-T terapii dosahnout min. 40 % dlou-
hodobych kompletnich remisi. Efekti-
vita |é¢by je srovnatelna nebo lepsi v po-
rovnani s alogenni transplantaci, navic
s lépe fesitelnou a ¢asové omezenou
toxicitou. CAR-T v podstaté nahradila
transplantaci v 1é¢bé opakované relabu-
jiciho DLBCL. K alogenni transplantaci
mohou byt teoreticky zvazovani pa-
cienti s vysokym rizikem relapsu po
CAR-T (SD), ale obecné je konsolidace
transplantaci u NHL pacient(l s odpo-
védi na CAR-T terapii na rozdil od B-ALL
spornd. BCMA (B-cell maturation anti-
gen) CAR-T predstavuji slibnou metodu
[é¢by mnohocetného myelomu. Zpu-
sob jejich idealniho za¢lenéni do 1éceb-
nych protokolu stejné jako dlouhodoba
efektivita zatim nejsou jasné, nicméné
existuje Sance, ze by mohly v budoucnu
nahradit alogenni transplantaci v této
indikaci. V pfipadé myeloidnich malig-
nit, které jsou nejcastéjsi indikaci k alo-
genni transplantaci, zlistava problémem
volba vhodného cilového antigenu,
které jsou nezfidka exprimovany i na he-
matopoetickych bunkach nebo i jinych
tkénich (napf. CD123 na endotelu). Ové-
fuje se fada postupu, jak zvysit specifitu
CAR-T terapie u AML (jako CAR-T s dudlni
specifitou atd.). Pro dosazeni co nejlepsi
odpovédi bude pravdépodobné vhodna
kombinace obou pfistupd, tedy bu-
nécné terapie a transplantace.

Pouziti ,univerzalnich” alogennich
CAR-T (UCAR-T) by umoznilo odstra-
nit nékteré nevyhody autolognich pro-
duktl (nizka kvalita vstupniho bio-
logického materiadlu, ¢as nutny na
vyrobu atd.) a nabidnout Ié¢bu v krat-
kém casovém horizontu (off-the-shelf).
Metoda bohuzel nardzi na jiné speci-
fické problémy jako je riziko GVHD dané
aloreaktivitou UCAR-T ¢i omezend per-
zistence in vivo zplisobend cinnosti pa-
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cientovych T- a NK bunék. Rada studii se
snazi odstranit tyto nevyhody genetic-
kym editovanim zasahujicim do exprese
T-bunécného receptoru s cilem vytvofit
skutecné universalni CAR-T produkt.

Geneticky modifikovat je mozné
také NK bunky a NK-CAR produkty maji
oproti CAR T-lymfocytdm nékteré vy-
hody, zejména mensi vyskyt komplikaci
(cytokinovy syndrom, neurotoxicita). Za-
roven neni jejich efekt zavisly jen na CAR
receptoru, ale diky pfirozené cytotoxické
aktivité mohou zUstat ¢astec¢né funkeni
i pfi downregulaci cilového nadorového
antigenu.

Bunécna terapie nachazi vyuziti také
pfi prevenci a 1é¢bé infek¢nich kom-
plikaci spojenych s transplantaci. Po
alogenni transplantaci je velkym pro-
blémem opozdénd imunitni rekonsti-
tuce, a to zejména pfi haploidentické
transplantaci ¢i transplantaci s T-depleci
$tépu. Imunitni rekonstituce je ovliv-
néna fadou peri-transplantacnich para-
metrd (typ predchozi lécby a pfipravy,
typ Stépu atd.) a vyznamny vliv ma také
GVHD a jeji prevence i lé¢ba. Transplan-
tovani pacienti jsou ohroZeni nejen reak-
tivaci herpetickych infekci (CMV, EBV),
ale maji oslabenou odpovéd i proti
oportunnim infekcim, virovym (adeno-
virus) i mykotickym (aspergillus). Na-
vzdory pokrokdim v profylaktické a pre-
emptivni farmakoterapii je tato lé¢ba
omezena toxicitou (myelo-, nefrotoxi-
cita) a v nékterych pfipadech nedosta-
tec¢nou ucinnosti.

Imunoterapeutické postupy se snazi
posilit protiinfek¢ni imunitni rekon-
stituci a soucasné nezvySovat riziko
GVHD. Adoptivni ptfenos virus specific-
kych T-lymfocytd (VSTs) mlze byt za-
lozen na jejich pfimé izolaci z afere-
tického produktu darce, napf. pomoci
interferon-vy sekre¢ni metody. Takto Ize
pripravit lymfocyty proti riznym viro-
vym peptiddm a diky obsahu CD4+
i CD8+ frakce dosdhnout jejich dlou-
hodobého pUsobeni. Virové specifické
T-lymfocyty Ize vyrobit ve vétsich mnoz-
stvich také in vitro kultivaci a stimulaci
virovymi antigeny. V rdmci jednoho vy-
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robniho procesu je dokonce mozné
pfipravit multi-specifické protivirové
lymfocyty namitené proti nékolika pato-
gendm soucasné (CMV, EBV, adenovirus
apod.), a tim zkratit laboratorni pfipravu
i celou imunoterapeutickou intervenci.
Efektivita [é¢by pomoci VSTs je pies he-
terogenitu dostupnych studii velmi na-
déjna a dosahuje 60-80 % [9]. Tuto bu-
nécnou terapii je oviéem nutné pfipravit
pro kazdého pacienta individudlné, coz
jeji vyuziti do urcité miry limituje. Pfed-
pokladem je také relativné nizka hla-
dina imunosuprese, protoze zejména
vyssi davky kortikosteroid mohou po-
tlacovat protivirovou aktivitu lymfocytd.
Dal$im omezenim m{ize byt nedostup-
nost darcd, ktefi nejsou patogen naivni
ajsou vyuzitelni pro izolaci patogen spe-
cifickych lymfocytd. Moznym fesenim
je l1é¢ba pomodi tzv. ,third-party” virové
specifickych T-lymfocytd, které jsou zis-
kany od jinych darc(, nez jsou darci pu-
vodnich kmenovych bunék, a které jsou
okamzité k dispozici jako ,off-the-shelf”
produkty. Banky uchovavajici lymfocyty
s definovanou virovou specifitou a HLA
fenotypem by pak umoznily vybér nej-
lepsiho VSTs produktu pro daného pa-
cienta. ProtoZe jsou tyto lymfocyty
pouze ¢astecné HLA shodné s prijem-
cem, nepfetrvévaji po aplikaci dlouho-

dobé, nicméné dostatecné dlouho na
to, aby podpotily potransplanta¢ni imu-
nitni rekonstituci [10].

Bunécné terapie patfi mezi nejzajima-
véjsiinovace v mediciné v poslednim de-
setileti a ma potencial nabidnout feseni
pro fadu zivot ohrozujicich, zejména na-
dorovych, onemocnéni. Rychly vyvoj
v této oblasti je umoznén kombinaci
pokroku v biotechnologii a lepsich zna-
losti nadorové biologie a biologickych
mechanizm{, které jsou zakladem ucin-
nosti a bezpec¢nosti imunoterapie. Bu-
nécnd terapie zaroven predstavuje dy-
namické prostredi, které se velmi rychle
vyviji a pfinasi fadu legislativnich i me-
dicinskych nejistot. Zaroven lze oceka-
vat, Ze celkové pocty pacientl lé¢enych
bunécnou ¢&i genovou terapii porostou
v dalSich 5-10 letech exponencidlné a Zze
tyto terapie z ¢asti nahradi transplantace
krvetvornych bunék.
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toxicitami — syndromem z uvolnéni cy-
tokint (CRS) a neurotoxicitou (ICANS),
frekvence téchto toxicit se lisi v zavis-
losti na pouzitém pfipravku a lé¢eném
onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze pred
infuzi CAR-T probiha lymfodeplecni
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PFS 45.8% v 6 mésicich (95% ClI, 22.6-65.7%)
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Obr. 1. Pieziti bez progrese a celkové preziti u 23 pacient z CR s relabovanymi a refrakternimi B-lymfomy lééenych v CR

preparatem tisa-cel. Median sledovani je 6,5 mésice pro Zijici nemocné.

chemoterapie, jsou ¢asté i cytopenie
ainfekce [1].

V tomto prehledu se budeme véno-
vat zahrani¢nim i ¢eskym zkusenostem
s komercné dostupnymi preparaty a vy-
hlediim do bezprostiedni budoucnosti.
V Evropské unii jsou v soucasné dobé
schvélené dva preparaty (axi-cel a tisa-
-cel) pro lé¢bu relabovanych a refrak-
ternich (R/R) agresivnich B-lymfom( po
dvou a vice predchozich liniich terapie.
Oba tyto preparaty maji anti-CD19 spe-
cificitu a pouzivaji identicky vazebny
fragment (mysi FMC63 ScFv). Treti prepa-
rat (liso-cel) je v obdobnych indikacich
schvalen v USA. Od predchozich dvou
pfipravka se lisi zejména tim, Ze se jedna
o fixni smés CD4 a CD8 bunék v poméru
1:1, ¢emuz je pri¢itana nizsi frekvence
zavaznych nezadoucich ucinkd. Pfima
srovnani efektivity uvedenych tii pre-
paratl jsou obtizna vzhledem k rozdil-
nému designu registracnich klinickych
studii. Celkové odpovédi na |é¢bu (ORR)
je dosahovano v 50-80 %, kompletni re-
mise (CR) v 40-60 % pfipadl a preziti bez
progrese v jednom roce (PFS) u 30-40 %
pacientl. Vzhledem k tvorbé plateau na
kfivkach preziti je mozno ocekavat, ze

vyznamna ¢ast pacientd, ktefi dosahli
kompletni remise, je vylé¢ena. Bez pro-
blému neni ani srovnani toxicity prepa-
ratd, vzhledem k pouzivani odlisnych
kritérii pro CRS v jednotlivych studiich.

Celkem lIze ale fici, Ze CRS i ICANS jsou
nejcastéjsi (i kdy ne nutné nejtézsi) pfi
[é¢bé axi-celem a s ohledem k toxicité
je nutné s timto pfipravkem postupo-
vat opatrné zejména u starSich nemoc-
nych.V souc¢asné dobé existuje fada dat
z velkych center i z pacientskych registrd
dokazujici, Zze vysledky v bézné populaci
pacientl jsou u téchto pfipravkl srovna-
telné s vysledky klinickych studii [5].

V Ceské republice bylo do dubna
2021 lé¢eno celkem 23 pacientl s R/R
agresivnimi B-lymfomy pfipravkem tisa-
-cel ve trech centrech (UHKT, FN Brno,
VEN Praha). Vékovy median byl 63 let
(33-76), 61 % pacientl bylo k CAR-T in-
dikovano po selhani 3 a vice predcho-
zich liniich lé¢by. K datu analyzy bylo
pro lé¢ebnou odpovéd hodnotitel-
nych 18 nemocnych, ORR byla 56 % CR
44 %. Celkové preziti (OS) - 53 % a PFS
46 % v 6 mésicich celkem presné odpo-
vida vysledkdm registracni studie JULIET
(obr. 1). Celkem 70 % pacientt mélo CRS,
ale pouze 13 % grade 3, grade 4-5 toxi-
citu jsme nepozorovali. Pouze 17 % pa-
cientt mélo lehkou formu neurotoxicity
(grade 1). Ve stejném obdobi bylo v jed-
nom centru (FN Brno) indikovano 16 pa-
cientl pro lécbu pripravkem axi-cel. Vé-
kovy median byl 53 let (29-71), median
pfedchozich linii 1é¢by byl 3 (2-5). Cel-
kem 11 nemocnych (z toho 7 PMBL)
bylo 1é¢eno a 9 z nich bylo hodnotitel-

nych pro lé¢ebnou odpovéd. Ctyfi ne-
mocni méli jako nejlepsi odpovéd CR
a 2 parcialni remisi (67 % ORR). Preziti
bez selhdni 1é¢by bylo 67 % v 6 a 44 %
ve 12 mésicich (obr. 2). Udaje pro Ceskou
republiku budou aktualizovany k dobé
konéani hematologického sjezdu v¢. za-
hrnuti vysledk( dalsiho CAR-T centra ve
FN Plzen.

Pripravek tisa-cel je schvalen v EU téz
pro lé¢bu relabovanych/refrakternich
akutnich B-lymfoblastovych leukémii
(ALL) u pacientl do 25 let. V registra¢ni
studii ELIANA doséhlo CR ¢i CR s inkom-
pletni regeneraci krevniho obrazu (CRi)
v¢. eliminace minimalni rezidudlni ne-
moci (MRN) celkem 81 % nemocnych,
vsichni méli i molekularni odpovéd. Na
rozdil od nehodgkinskych lymfom vsak
u pacientl s lécebnou odpovédi byly
Casté relapsy — preziti bez udalosti (EFS)
bylo 73 % v 6 mésicich a 50 % ve 12 mé-
sicich. CRS i ICANS byly ¢astéjsi nez u pa-
cientd léc¢enych stejnym preparatem
pro agresivni B-lymfomy (celkem 77 %
a 40 %, tézkych 47 %, resp. 13 %). Rege-
nerace normalnich B lymfocytl predi-
kovala i relaps maligniho onemocnénié.
V CR bylo do dubna lé¢eno celkem 7 ne-
mocnych (4 pediatri¢ti a 3 mladi do-
spéli) ve 3 centrech (FN Motol Praha,
UHKT Praha a FN Brno). Pfi jednom ¢as-
ném umrti dosahlo ostatnich 6 pacientt
kompletni remise véetné negativity na
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Obr. 2. Preziti bez progrese a celkové preZiti u 11 pacientd s relabovanymi a refrakternimi B-lymfomy lé¢enych v CR

preparatem axi-cel.
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ZUMA-7 (NCT03391466)
TRANSFORM (NCT03575351)
BELINDA (NCT03624036)
ZUMA-12 (NCT03761056)
ZUMA-5 (NCT03105336)
ELARA (NCT03568461)
ZUMA-8 (NCT03624036)

ALL

ZUMA-4 (NCT02625480)
CASSIOPEIA
(NCT03876769)

Mnohocetny myelom
KarMMa-3 (NCT03651128))
CARTITUDE-4 (NCT04181827)
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Tab. 1. Vybrané klinické studie Pokrocilejsi faze klinickych studii s CAR-T lymfocyty.

Produkt Indikace

Axi-cel 2. linie R/R agresivni B-NHL versus SoC

Liso-cel 2. linie R/R agresivni B-NHL versus SoC

Tisa-cel 2. linie R/R agresivni B-NHL versus SoC

Axi-cel Agresivni rizikové B-NHL PET+ po |é¢bé 2 cykly 1é¢by 1. linie
Axi-cel R/R indolentni B-NHL

Tisa-cel R/R folikularni lymfom

Brexu-cel R/RCLL

Axi-cel R/R ALL nebo B-NHL u pediatrickych pacientt

Tisa-cel ALL MRD+ po léc¢bé 1. linie u pediatrickych pacientd a mladsich dospélych
Ide-cel Faze Il R/R MM (po 2-4 liniich Ié¢by) v. konvencni terapie
Cila-cel Faze Il R/R MM (po 1-3 liniich [é¢by) v. konven¢ni terapie

ALL - akutni lymfoblastova leukémie, CLL - chronicka lymfocytarni leukémie, MM — mnohocetny myelom, MRD — minimalni reziduaini
nemoc, NHL - nehodgkinsky lymfom, PET — pozitronova emisni tomografie, R/R - relabovani/refrakterni, SoC — standard 1é¢by.

MRN, ¢tyti vsak méli kompletni MRN ne-
gativni remisi jiz pfed poddnim CAR-T.
V souladu se zkusenostmi ve svété vsak
i zde doslo k relapsu celkem u tff nemoc-
nych. Dalsi pacient mél ¢asnou regene-
raci po prvnim i druhém podani tisa-
-celu a vzhledem k vyse uvedenému byl
preemptivné transplantovan bez mani-
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festniho relapsu. | zde budou data z CR
aktualizovédna k dobé konani hematolo-
gického sjezdu.

Brexu-cel je pripravek schvéleny
v EU pro lécbu lymfomu z bunék plasté
(MCL). Od ptipravku axi-cel se lisi tim,
ze pred vyrobou je provedena deplece
CD19 lymfocytd, coz brani aktivaci a na-

slednému vycerpani CAR-T lymfocytd
in vitro. V registra¢ni studii ZUMA-2, za-
hrnujici pacienty po selhdni Iécby s an-
tracykliny, rituximabem a inhibitorem
Brutonovy kindzy byla bezprecedentné
vysokd ORR (93 %) a CR (67 %). PFS bylo
61 % a OS 8 3% v jednom roce [7]. Nega-
tivem byla vysokd incidence CRS (celkem



91 %, grade 3-4 15 %) a zejména neuro-
toxicity (celkem 63 %, grade 3-4 31 %).
Brexu-cel se osvédcil i pfi 1écbé R/R ALL
u dospélych pacientl (studie ZUMA-3)
s dosazenim CR/CRi u 71 % pacientq,
median preziti do relapsu (RFS) byl
14,2 mésicl pro pacienty, ktefi dosahli
odpovédi. CRS a ICANS byly obdobné
frekventované a tézké jako pri lé¢bé pa-
cientt s MCL [8].

Mnohocetny myelom je onemoc-
néni, na jehoz bunkach neni exprimo-
van antigen CD19. CAR-T specificita je
proto cilend na jiné molekuly, jmenovité
B-bunécny maturacni antigen (BCMA)
a CD38. Ide-cel je pfipravek recentné
schvéleny v USA na zdkladé registracni
studie KarMMa. Zde byli trojité refrak-
terni pacienti (na inhibitor proteazému,
imunomodulacni latku a anti-CD38 pro-
tilatku) IéCeni vzestupnymi ddvkami
od 150x106 po 450106 bunék. Dosa-
Zeno bylo celkem 73 % odpovédi, z toho
u 33 % pacientd CR ¢&i stringentni CR
(sCR). Procento dosazenych odpovédi
i jejich délky se zvy3ovalo s poc¢tem po-
danych CAR-T, pficemz pro pacienty lé-
¢ené nejvyssi davkou byl median PFS
12,1 mésicy, na kfivce viak neni patrné
plateau. CRS bylo 84 %, ale pouze 5 %

nemocnych mélo grade 3, pfizniva je fre-
kvence ICANS (18 % celkem, z toho 3 %
grade 3) [9]. Dalsim ptipravkem v po-
krocilém stadiu schvalovaciho procesu
je cilta-cel (registra¢ni studie CARTI-
TUDE-1 na populaci trojité refrakternich
pacient). Opticky jsou vysledky lepsi
nez s predchozim preparatem (92 % pa-
cientd dosdhlo minimalné velmi dobré
kompletni remise — VGPR, procento sCR
bylo 67 % a PFS 77 % v jednom roce), to-
xicita byla obdobna jako u ide-celu. Ani
zde v3ak na dosud publikovanych kfiv-
kdch preziti neni patrné plateau. Vy-
sledky byly dosud publikovany pouze ve
formé abstraktu [10].

Vybér z dalsich zde nediskutovanych
pokrocilejsich fazi klinickych studii je
uveden v tab. 1. Jde o stavajici preparaty,
u kterych je patrna snaha o posun CAR-T
[é¢by do ¢asnéjsich linii a do novych in-
dikaci (nizce maligni lymfomy, chronicka
lymfatickd leukémie). Nékteré z uvede-
nych studii jsou randomizované faze lll,
coz dosud provedené registracni studie
nebyly. Je potésitelné, Ze klinické stu-
die s CAR-T lymfocyty jsou pfipravovany
i v Ceské republice.

Zavérem lze fici, Ze 1é¢ba R/R ALL a R/R
agresivnich B-lymfom0 pomoci CAR-T

Haploidenticky versus nepribuzny darce,
hlavni faktory pri vybéru

Jindra P.
Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzer

Haploidentickym darcem rozumime
darce, ktery ma s pfijemcem shodny
(a spole¢ny) pouze 1 haplotyp - tedy ty-
picky shodny 5/10 pokud kalkulujeme
s 5 ,transplantacnimi” HLA geny (HLA-
-A,-B,-C,-DRB1,-DQB1). Logicky jde o pfi-
buzného dérce: bud' sourozence ¢i v pfi-
padé mladych pacientll rodice nebo
naopak u starsich pacientu jejich déti.

MuUze se ale samoziejmé jednat i o vzda-
lengjsi pfibuzné &i dokonce nevlastni
sourozence. S ohledem na jejich teore-
tickou dostupnost pro vétsinu pacientt
budili tito dérci zajem transplantacni ko-
munity od 90. let minulého stoleti, nic-
méné vicecetnd HLA neshoda se zdala
byt neprekonatelnou bariérou. A i kdyz
v prvni dekddé naseho stoleti byly nale-
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lymfocytd si nasla své misto ve svété
a do popredi se dostavé i v CR. Lé¢ba
mnohocetného myelomu se etabluje.
Aktudlnimi problémy kromé vysoké
ceny je komplikovana logistika spojena
s vyrobou autologniho preparatu pro
konkrétniho pacienta, 1é¢ba pacientt
refrakternich &i relabujicich po CAR-T te-
rapii, ale i zpUsob a cas referovani vhod-
nych pacientl. Pfimymi konkurenty
CAR-T lymfocytl ve stavajicich indika-
cich jsou predevsim bispecifické proti-
latky, jejichz nejvétsi vyhoda je v oka-
mzité dostupnosti.
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zeny postupy, jak tuto HLA bariéru pieko-
nat (napf. megadavky CD34+ bunék a je-
jich naslednd pozitivni selekce — Aversa
et al. 2005), jejich slozitost a relativné
mala efektivita branily SirSimu praktic-
kému vyuziti. V 1. dekddé naseho sto-
leti vSak byl publikovan tzv.,baltimorsky
protokol” (Luznik et al. 2008) spocivajici
z poddani nemanipulovaného stépu (zpo-
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¢atku pouze kostni diené, poté rutinné
vyuzivany i periferni krvetvorné bunky)
s naslednym podéanim cyklofosfamidu
ve 3-5 dnech po prevodu (tzv. PtCy) zna-
menal skute¢nou revoluci v haploiden-
tickych transplantacich. Jeho jednodu-
chost a ucinnost ve smyslu prekonani
HLA bariéry vedla k masovému rozsi-
feni transplantaci s haploidentickymi
darci ve druhé dekadé naseho stoleti.
To potvrzuji i data EBMT (Bone Marrow
Transplant 2021) a CIBMTR (CIBMTR Su-
mmary slides 2020). Jestlize do roku
2010 bylo v Evropé a USA provadéno
ro¢né pouze nékolik desitek transplan-
taci s haploidentickym dércem (déle Ha-
ploSCT), v roce 2019 to bylo v Evropé
jiz> 3500, a > 2000 v USA, coz pied-
stavuje cca 15-20 % vsech provedenych
aloSCT v daném roce. Bylo publikovano
nescetné praci srovnavajicich vysledky
HaploSCT s transplantacemi s jinym
typem dérce (pfehledné napf. Holtan et
al, JCO 2021). Podrobnéjsi rozbor by byl
nad ramec sdéleni, nicméné jejich za-
sadni vysledky lIze stru¢né shrnout na-
sledné: vysledky jsou v podstaté srovna-
telné se shodnymi nepfibuznymi darci
(MUD-SCT) a haploidenticky darce jiz
tudiz nemUze byt povaZzovan za tzv. al-
ternativniho” dérce, ale je to darce stejné
standardni, jako je plné shodny nepfi-
buzny darce (MUD). Na druhou stranu,
vyse uvedend data EBMT a CIBMTR uka-
zala, ze predpokladany vyrazny a setr-
valy pokles MUD-SCT v dUsledku jejich
nahrazeni HaploSCT se nekonal. Po pre-
chodné stagnaci (nikoliv poklesu) MUD-
-SCT v letech 2013-2017 dochazi k jejich
vzestupu v letech 2018-2019. Naopak
transplantace s pupecnikovou krvi (UCB)
od nastupu rutinnich HaploSCT, které je
evidentné vytlacuji, vytrvale klesaji. Zda
se tedy, Zze Haplo-SCT a MUD-SCT spise
koexistuji, vyhody HaploSCT (viz dale)
spiSe rozsifily dostupnost alogennich
transplantaci, takze je tato procedura
proveditelna u vice pacientd.

A pravé uvedend srovnatelnost vy-
sledkd obou typU transplantaci - Hap-
[0SCT i MUD-SCT - pfinasi jednak moz-
nost urcité personalizace darce (MUD vs.

Haplo) pro specifického pacienta a sou-

¢asné dilemata, kterd jsou dlivodem to-

hoto sdéleni. Jak vybrat optimalniho
darce pro specifického pacienta bez HLA
shodného sourozence? Respektive jaké
jsou determinujici faktory ovliviujici
volbu mezi MUD a haplo darcem?

Vybér jakéhokoliv alogenniho darce
obecné ovliviuji tyto hlavni faktory:

1. HLA shoda;

2. ¢asova dostupnost darce (Stépu);

3. vék darce;

4. CMV status pfijemce/darce;

5. pohlavi dérce (u muzského prijemce);

6. ABO kompatibilita;

7.mnozstvi dostupnych krvetvornych
bunék (typ $tépu, UCB...);

8. faktory na strané prijemce — pfitom-
nost donor-specifickych protilatek
(DSA), nadmérna vaha pfijemce...;

9.vrozené predispozice (rodinny darce,
CHIP).

VySe uvedenou hierarchii nutno po-
vazovat za orienta¢ni a predevsim rela-
tivni. V individudlnich pfipadech je totiz
poradi na tomto,zebticku” faktord velmi
variabilni, faktory se vzajemné prolinaji
a ¢asto mohou byt i ve vzdjemné kon-
tradikci. Napf. v urgentnich indikacich je
rychla dostupnost darce zasadni a mlze
prevazit ostatni faktory v¢. HLA shody.
Anebo na druhé strané dostupny hap-
loidenticky darce je oproti MUD starsi,
s CMV neshodou a tfeba navic vdhovym
nepomérem, coz favorizuje MUD, ktery
ma tyto faktory pfiznivéjsi. Presto lze fici,
ze pro vétsinu konkrétnich transplantaci
jsou faktory na 1.-4. misté zasadni.

Nyni se pokusim nékteré z uvede-
nych faktord alesporn trochu detailnégji
rozebrat.

HLA SHODA

Zda se, ze celkové vysledky HaploSCT
s PtCy jsou srovnatelné s transplantaci
s kompletnég, tj. 10/10 shodnym MUD
(Gagelmann et al., JAMA Oncology
2019). Pfesto je v neurgentnich pfipa-
dech nadale spise doporuc¢ovan MUD
pfed Haplo, zvlasté je-li mozno volit
mezi vice darci a optimalizovat tak tzv.

- Cést 2: Transplantace krvetvornych bunék

nonHLA faktory (napf. Lee et al. Haema-
tologica 2017). Na druhou stranu existuji
silnd data, Zze HaploSCT pfinasi celkové
lepsi vysledky nez SCT s ¢astecné shod-
nym nepiibuznym darcem (PMUD). To
reflektuje i doporuceni EBMT, které u pa-
cientl s akutni myeloidni leukémii pre-
feruje Haplo darce pfed PMUD a v pfi-
padé urgentni transplantace dokonce
i pfed MUD (Lee et al., Haematologica
2017). Hodnoceni vysledkl s rGznymi
typy darcl je déle komplikovéno ros-
toucim pouzitim PtCy i u MUD ¢&i PMUD,
coz déle ,vyrovnava” celkové vysledky.
Stejné tak ma ziejmé vliv i stav zaklad-
niho onemocnéni (remise ¢i mimo re-
misi), intenzita pFipravného protokolu
(myeloablativni ¢i neymeloablativni),
GVHD profylaxe u MUD (standardni
s ATG ¢i PtCy) anebo zdroj krvetvor-
nych bunék (kostni dfen vs. periferni kr-
vetvorné burky). Je evidentni, Ze pfimé
srovnani MUD vs. Haplo vs. PMUD je ex-
trémné komplikované, navic dosud za-
loZzené priméarné na retrospektivnich
analyzach se viemi jejich slabinami.
Nicméné lze fici, Ze aktudlné jsou MUD
i Haplo dérci vnimani jako zcela srov-
natelné, validni volby, které jsou v ,hie-
rarchii” darct preferovany pred PMUD.
denci a tizi chronické GVHD, na druhé
strané mohou mit v urcitych situacich
vyssi riziko relapsu, takze celkové preziti
je u obou typl darcli srovnatelné. O je-
jich preferenci tak rozhoduji predevsim
tzv. nonHLA faktory (viz body 2-9 vyse),
z nichZ je na prvnim misté urgentnost
transplantace a z toho plynouci dostup-
nost darce, klinicky stav pfijemce a ne-
malou roli pak hraji i zkusenosti a prefe-
rence daného pracovisté.

FAKTORY MIMO HLA

Zde hraje prim predevsim jiz vyse
zminéna urgentnost provedeni SCT,
kterd s ohledem na delsi ¢asovy inter-
val od identifikace k odbéru krvetvor-
nych bunék u MUD preferuje Haplo
darce. Z dalsich faktora je jak u MUD,
tak u Haplo dobfe popsan vyznam CMV
shody u dérce a pfijemce. Ta je zvlasté
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dulezitd v pripadé CMV negativnich
pfijemcd (Ciurea et al, Bone Marrow
Transplant 2019 ¢i Ljungman et al, Clin
Infect Dis 2014)

Podobné je vcelku dobfe dolozen i vy-
znam véku darcd u obou skupin. Velka
analyza CIBMTR prokazala jednoznacné
negativni efekt rostouciho véku nepfi-
buznych darcl na preziti (Kollman et al.,
Blood 2016). Zda se, Ze podobny nega-
tivni efekt rostouciho véku darcli plati
i u HaploSCT (Perales etal, Haematolo-
gica 2020), coz by v fadé pfipadd zvy-
hodnovalo MUD, ktefi jsou pfirozené
vétSinou mladsi. Na druhé strané né-
které studie dokladaji, ze efekt véku
dérce u HaploSCT je vyznamny pouze
u starsich prijemcd a u mladsich pa-
cientd nehraje zasadni roli (Canaani et
al., Am J Hematol 2018). Dalsi otazkou
je preference typu haplo darcli — mame
preferovat déti pfed rodici ¢i u starsich
nemocnych sourozence pfed détmi?
Dosavadni data neposkytuji jednoznac-
nou odpovéd. Nicméné z praktického
hlediska je vzdy jednodussi vybirat mla-
dého darce (méné komorbidit, bezpec-
néjsi odbér apod.). Je tedy obecné roz-
sifenou klinickou praxi, Ze podobné jako
u MUD jsou u HaploSCT preferovani
mladsi darci bez ohledu na pfibuznost.
Dalsi spole¢nou praxi je preference muz-

ského darce pred Zzenskym darcem (Ciu-
rea et al, Bone Marrow Transplant 2019).

HaploSCT vsak maji jeden specificky
dulezity faktor, ktery u MUD neni rele-
vantni, a tim jsou tzv. donor specifické
protilatky (DSA). DSA u pfijemce z&-
sadné kompromituji vysledky HaploSCT
s timto darcem, predevsim pro vysoké ri-
ziko selhani stépu (McCurdy et al., Blood
2019). Pfitomnost DSA je tak u HaploSCT
jednim z klicovych faktor( ovliviiujicim
jednak vybér mezi nékolika potencial-
nimi haplo darci, a jednak vibec pfipad-
nou selekci haplo darce jako takového.
Neni-li k dispozici MUD, je v téchto pfi-
padech dokonce preferovan PMUD.

V posledni dobé se objevil jesté dalsi
zajimavy faktor, ktery je specificky vy-
hradné pro HaploSCT a ktery souvisi
s nastupem NGS technologie. Myeloidni
leukémie s genetickou (rodinnou) pre-
dispozici se totiz zdaji byt mnohem ¢as-
téjsSim fenoménem, nez se doposud
soudilo, dokonce je to nové kategorie
ve WHO klasifikaci 2016 (Myeloid Neo-
plasm with Germline Predisposition). Je
logické, Ze u pacientl s timto typem leu-
kémie musi byt potencidlni haploiden-
ticti (rodinni) ddrci vy3etfeni stejnym
zpUsobem jako pacient a v pfipadé pfi-
tomnosti genetické predispozice jako
darci vylouceni.
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ZAVER

Z vyse uvedeného je zfejmé, ze vybrat
mezi haploidentickym a shodnym ne-
pfibuznym dércem neni jednoduché,
zvlasté pokud jich u obou typl mame
k dispozici nékolik. Preference je ovliv-
novana mnoha faktory, které maji v in-
dividualnich ptipadech variabilni vahu
a nelze stanovit univerzalni algoritmus.
Nicméné opakované dolozeny fakt, ze
obecné by nemél byt rozdil ve vysledku
transplantace mezi MUD a haplo dar-
cem, muze vybér zjednodusit. Jak bylo
opakované uvedeno, zcela zdsadni je
dostupnost darce dle potieby specific-
kého pacienta a jeho diagnézy a pak se
jiz mGzeme orientacné ridit hierarchii
riznych faktord uvedenych v tabulce
vyse.

Moznost vybéru mezi nékolika darci
rdznych typl musime vnimat niko-
liv jako komplikaci, ale jako moznost
déle optimalizovat vysledky alogenni
transplantace prostfednictvim jakési
Jpersonalizace” darce pro specifického
pacienta. Je vlastné velkym $téstim, Ze
u pacientl bez HLA shodného souro-
zence jsme se posunuli od hledani,néja-
kého” (jakéhokoliv) darce k hledani toho
.nejlepsiho” mezi nékolika ¢i dokonce
mnoha dostupnymi darci, at jiz nepfi-
buznymi ¢i haploidentickymi.

Potransplantacni cyklofosfamid - univerzalni profylaxe
u vsech typt darci? Kontra

Folber F,, Krej¢i M.

Interni hematologickd a onkologickd klinika, LF MU a FN Brno

UvoD

Alogenni transplantace krvetvornych
kmenovych bunék (alo-HSCT) je za-
kladni Ié¢ebnou modalitou u velké ¢asti
pacientd s akutnimi leukemiemi, my-
elodysplastickym syndromem v niz-
$im véku, relabovanymi lymfomy a dal-

$imi onemocnénimi. Mezi hlavni rizika
alo-HSCT patti na jedné strané infekcni
komplikace a akutni nebo chronicka
reakce Stépu proti hostiteli (GvHD), se
kterymi souvisi nerelapsovd mortalita
(NRM), ovliviujici celkové preziti (OS).
Na druhé strané stoji relaps zdkladniho

onemocnéni (kumulativni incidence re-
lapsu, CIR), ktera ovliviiuje jak OS, tak
preziti bez relapsu (RFS). Jednim z kom-
binovanych ukazatell je pak preziti bez
GVHD a relapsu (GRFS).

Za Ucelem zamezeni rejekce $tépu
a soucasné rozvoje GvHD je jako zaklad
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pouzivana imunosuprese obsahujici nej-
Castéji kalcineurinovy inhibitor (v Evropé
obvykle cyklosporin A, CsA) v kombinaci
s metotrexatem (MTX) nebo mykofeno-
lat mofetilem (MMF).

Mnoho bylo napséano ohledné zlep-
seni vysledkd aloHSCT, zejména zlepseni
OS/RFS a snizeni vyskytu relapsu, GvHD,
infekci a NRM. V soucasné dobé Ize sle-
dovat dva hlavni proudy, jak ¢asti toho
dosahnout - potransplantacni cyklofos-
famid (ptCy) a antithymocytarni nebo
antilymfocytarni globulin (ATG, ATLG).

POTRANSPLANTACNI
CYKLOFOSFAMID, PANUJI
NEJASNOSTI?

O ptCy a jeho vyhodach bylo zevrubné

hovoreno v protilehlé ¢asti tohoto sdé-

leni (PRO).

Prestoze je ptCy bran jako neménny
fakt, existuje i v tak zékladni véci, jako
je jeho podani, nékolik nejasnosti az
kontroverzi:

- Je davka 2x 50 mg/kg optimalni?

« Mél by byt ptCy podan den +3 a +5, nebo
jsouijiné varianty? A zalezi na tom?

« Musi byt CsA zahajen opravdu az den
+5? Nebo jiz dfive? A nechrani pak
nejvice reaktivni formy alogennich T
lymfocytd?

- Je spolu s ptCy vzdy standardem MMF?
A nezvysuje riziko infekci?

- Pokud je cyklofosfamid také soucasti
pfipravného rezimu, lze jej bez rizika
zaménit za ptCy? Nebo zopakovat?

« Musi byt pfipravny rezim néjak déle pfi-
zpUsoben podani ptCy?

« Je ptCy ucinny a bezpecny pfi pouziti
krvetvornych kmenovych bunék z pe-
riferni krve stejné jako u kostni diené?

- Neni preference ptCy ovlivnéna jeho
cenou, zejména v porovnani s ATG?

Nékteré z otdzek jsou jisté kontro-
verzni, jiné jsou spiSe recnické, ale ¢ast
z nich z0stava stale nezodpovézena.

RIZIKA CYKLOFOSFAMIDU,
ZNAMA CI NEZNAMA?

Jiz ¢asné po podani $tépu se mUze obje-
vit syndrom z uvolnéni cytokint (CRS).

Jde o obdobu komplikace zndmé z lécby
CAR-T lymfocyty. Zde se ale syndromu
ucastni aloreaktivni T lymfocyty pfi-
tomné ve stépu, které pfi pouziti ptCy ne-
jsou v prvni dny po podani obvykle nijak
suprimovany. Vyskyt a zavaznost CRS
stoupd s poctem T lymfocytl v podaném
Stépu, zejména ziskaném z periferni krve,
a pfi pouziti rezimd s redukovanou in-
tenzitou. A naopak klesa po podani ptCy,
kortikoid{i nebo tocilizumabu. Podle riz-
nych praci se incidence CRS po haplo-
-HSCT s ptCy rlzni, ale vzdy se pohy-
buje velmi vysoko, okolo 80 %. V pfipadé
transplantaci od HLA-identickych nebo
shodnych nepfibuznych darcl s ptCy je
nizsi, pfiblizné 20 %. Z hlediska zavaz-
nosti jde nejcastéji o nizsi stupné spo-
jené hlavné s febriliemi a hypotenzi. Za-
v fadu jednotek procent [1].

Dalsi moznou komplikaci vysokych
dévek cyklofosfamidu je hemoragicka
cystitida. Tato je obvykle dobfe pre-
ventabilni forsirovanou diurézou a kon-
tinudlnim podanim mesny. Nicméné
predisponovany terén je v kombinaci
s imunosupresi nachylny k recidivujicim
BK virovym infekcim. Mdzeme zde po-
zorovat tfifazovy pribéh: 1) pfimé po-
Skozeni sliznice mocového méchyre
cyklofosfamidem, 2) reaktivace dosud
latentniho BK viru néasledkem imuno-
suprese, 3) zanét sliznice po obnové
imunitnich funkci. Podle rliznych praci
se vyskyt hemoragické cystitidy po ptCy,
at uz souvisejici s BKV nebo ne, pohy-
buje okolo 35 %, pficemz Castéjsi je pfi
pouziti haploidentického darce [2].

Nepfijemnou komplikaci aloHSCT je
reaktivace cytomegaloviru (CMV), ze-
jména u séropozitivnich pfijemcu. Velka
analyza amerického registru CIMBTR
ukazala, ze reaktivace CMV byly po ptCy
signifikantné castéjsi bez ohledu na typ
dérce, a dokonce vedly k vy$simu vy-
skytu chronické GvHD a zhor3eni preziti.
Jde tedy o situaci vyzadujici moderni
profylaxi a bedlivé sledovani [3].

Dfive zminovanym nezadoucim ucin-
kem cyklofosfamidu byla také kardio-
toxicita. Dostupné prace neposkytuji
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dostate¢nou metodickou jistotu pravi-
delného kardioonkologického sledo-
vani. V nejvétsi z nich bylo zjisténo, ze
preexistujici kardiomyopatie neni rizi-
kovym faktorem pro kardiotoxicitu ptCy.
Po transplantaci doslo k mirnému po-
klesu ejeké¢ni frakce levé komory. Po-
transplanta¢ni kardiomyopatie byla po-
zorovana ve 22 % pfipadu a souvisela se
zvySenou mortalitou. Ve srovndni s refe-
rencni skupinou viak nebyl pozorovan
vliv ptCy. Vétsina téchto komplikaci byla
spojena s infekci, at uz sepsi, septickym
Sokem nebo febrilni neutropenii. U dvou
tietin pacientd, ktefi tyto komplikace
prezili, byla navic pouze pfechodna [4].

EXISTUJE ALTERNATIVA,
NEBO DOKONCE
STANDARD?

Pokud bychom se chtéli z jakéhokoliv
dlvodu ptCy vyhnout, mizeme se podi-
vat na druhou stranu barikady.
Konsenzem mezinarodniho panelu ex-
pertd bylo doporuceno pouziti ATG v si-
tuacich schnutych v tab. 1 [5].

Existuji podobnd, na dikazech zalozend
doporuceni, i pro ptCy?

DUEL: SROVNANI PTCY
VS. ATG A (S)MIR?
Praci, které by pfimo srovnavaly ptCy
a ATG, neni mnoho. Velkou iniciativu
v této oblasti prebrala EBMT, kterd nyni
provadi retrospektivni analyzy jednotli-
vych podskupin ve svém registru.

Zatim byly publikovéany nasledujici za-
jimavé prace srovnavajici ptCy s ATG:

HLA-identicky darce u AML [6]: Do
této analyzy bylo zafazeno celkem
2 110 pacientl. Skupina ptCy se od
ATG lisila zejména nizsim poctem ne-
mocnych, jejich nizsim vékem a castéj-
$im pouzitim kostni dfené a myeloabla-
tivnich rezim(, coz znesnadnuje pfimé
srovnani. Kromé mirné rychlejsiho pfi-
hojeni po ATG se v3ak skupiny lisily
pouze statisticky vyznamné nizsim vy-
skytem chronické GvHD po ATG (30 vs.
37 % ve 2 letech; p = 0,02).

PIné shodny nepiibuzny darce
u AML v prvni remisi [7]: Do této analyzy
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bylo zafazeno celkem 1 626 pacient(.
Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil
ve vyskytu akutni nebo chronické GvHD
ani jejich zavaznych forem. Ani v dalSich
parametrech vyskytu relapsu, mortality
nebo preziti nebyl nalezen rozdil.

Nepfibuzny darce s jednou nesho-
dou u AML, prvni transplantace [8]:
Do této analyzy bylo zafazeno celkem
272 pacientl. Ve skupiné s ptCy byla po-
zorovan vyrazné nizsi vyskyt zavazné
akutni GvHD (9 vs. 19 %; p < 0,04) a lepsi
GRFS (37 vs. 21 % ve 2 letech; p < 0,03).

Haploidenticky darce u ALL dospé-
lych [9]: Do této analyzy bylo zafazeno
celkem 434 pacient(. Nebyl zjistén stati-
sticky vyznamny rozdil ve vyskytu akutni
a chronické GvHD. Ve skupiné s ptCy
bylo pozorovano lepsi preziti (HR 0,6 pro
(HR0,61; p = 0,03).

Kombinace ptCy a ATG se také ob-
jevuji, protoze nic neni cernobilé.
Napt. kanadska analyza 159 pacientu
s AML a MDS vysokého rizika ukézala
pfi pouziti této kombinace snizeny vy-
skyt zdvazné akutni GvHD (4 vs. 20 %;
p = 0,004), chronické GvHD (19 vs. 41 %;
p = 0,003) a lepsi preziti (HR 0,69 pro
GRFS; p = 0,04), aniz by byla negativné
ovlivnéna CIR nebo NRM [10]. Nabizi se
ale otdzka (a caste¢né i daty potvrzuje),
zda jiz tato kombinace neni zatizena
nadmérnou toxicitou.

ZAVER

Nékolik zamysleni k diskuzi:

1) Néco je lepsi nez nic; téméf jakykoliv
tfeti 1ék pridany ke standardni dvou-
Iékové imunosupresi bude néjakym
zplsobem fungovat.

2) Kdyz néco pouzit, pak Iék s lep3imi
vysledky; potransplantacni cyklofos-
famid je prokazany a dostatecné ové-
feny jediné v situaci haploidentické
transplantace.

3) Kdyz ocekavame stejné vysledky, pak
pouzijme lék s lepsim profilem toxi-
city; potransplantac¢ni cyklofosfamid
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Tab. 1.
darce zdroj bunék
HLA-identicky  PB MAC
RIC/NMA
BM MAC
RIC/NMA
nepiibuzny PB/BM MAC
pIné shodny RIC/NMA
nepiibuzny PB/BM MAC
s neshodou RIC/NMA
haploidenticky PB/BM s ptCy
bez ptCy
CB CB jakykoliv
pro nemaligni  jakykoliv jakykoliv
onemocnéni

CB - pupecnikova krev

pripravny rezim

PB - periferni krev, BM - kostni dfen, MAC -
pfipravny rezim s redukovanou intenzitou, NMA - nemyeloablativni pfipravny rezim,

doporuceni pro ATG

ANO

ANO, ale zohlednit riziko relapsu
neni dostatek dat

ANO, ale zohlednit riziko relapsu
ANO

ANO, ale zohlednit riziko relapsu
ANO

ANO, ale zohlednit riziko relapsu
nejasné

podle protokolu

nejasné

ANO

myeloablativni pfipravny rezim, RIC -

s sebou nese vyznamnou a specific-
kou toxicitu.

4) Kdyz pfipustime urcitou toxicitu za ur-
citou cenu, vyplati se to?

5) Existuje vzdy univerzalni feSeni?
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Potransplantac¢ni cyklofosfamid: univerzalni profylaxe
u vSech typi darci? Pro

Cetkovsky P.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Po celou dobu historie transplantaci he-
matopoetickych bunék (hematopoietic
cell transplantation — HCT) bylo zaklad-
nim predpokladem provedeni vykonu
co nejvétsi shoda v HLA systému mezi
dércem a prijemcem. Dlvodem bylo
co nejvice omezit imunologické kom-
plikace: rejekci $tépu a nemoc z reakce
stépu proti hostiteli (graft-versus-host
disease — GvHD). V dUsledku téchto pra-
videl viak existovalo mnoho nemoc-
nych, pro néz se navzdory pfibyvajicimu
mnozstvi dobrovolnych darcl v regis-
trech darce nenasel (vhodného souro-
zence miva 20-30 % nemocnych). Po
desetileti se proto védci i Iékafi snazili
rozsifit pool moznych darcl o tzv. alter-
nativni zdroje: pupecnikovou krev, ¢és-
te¢né neshodné nepiibuzenské dobro-
volniky ¢i haploidentické rodinné darce.
Haploidentické programy se dlouho ne-
dafily, nebot kromé extrémni finan¢ni
nakladnosti (sofistikovana manipulace
se Stépem, séroterapie atd.) byly zati-
zeny obrovskym mnozstvim kompli-
kaci, hlavné selhanim stépu ¢i infek-
cemi nebo tézkou GvHD s umrtnosti
Casto prevysujici 50 %. To vedlo ke sku-
te¢nosti, Ze naprosta vétsina transplan-
tacnich center tyto programy opustila
a nerozvijela.

Ve se zménilo pfed 2 dekdadami, kdy
védecky tym z Baltimoru publikoval
prvni vysledky haploidentickych rodin-
nych HCT s pouzitim potransplantaé¢niho
cyklofosfamidu (ptCy). Tato jednoducha
a levna profylaxe GvHD kompletné zmé-
nila rozhodovaci algoritmus pfi vybéru
dérce na vétsiné pracovist a HCT od pfi-
buznych haploidentickych darct se staly
béZzné provddénou metodou (proto se
v soucasné dobé najde darce pro téméf
vsechny nemocné). Mnohé publikace,

véetné multi-institucionalnich klinic-
kych studii, potvrdily bezpecnost a ucin-
nost tohoto typu profylaxe a dokazaly,
ze haploidentické HCT s ptCy dosahuji
vysledkl srovnatelnych s pouzitim stépa
od shodnych sourozenct ¢i nepfibuz-
nych dobrovolnik [1-4] jak u rezimd
s redukovanou intenzitou (RIC HCT), tak
i po myeloablativnich ptipravach (MAC
HCT).

Finan¢ni nendro¢nost a porovnatelné
(¢i zlep3ené) vysledky vedly k tomu, ze
se tento postup (profylakticky poda-
vany ptCy) zacal aplikovat i u jinych typ
HCT neZ pouze v haploidentickych pro-
gramech, napf. u skupiny s nejhorsimi
vysledky: u nepfibuznych ¢aste¢né ne-
shodnych darcl. Studie 5 prokazala,
ze aplikace ptCy umozniuje bezpecné
a efektivni provedeni HCT od caste¢né
neshodného dobrovolnika z registru
(miss-matched unrelated donor, MMUD
—azdo neshody 5/10) s vysledky podob-
nymi jako u haploidentické HCT. Simul-
tanné s priilkazem zlepsenych vysledkd
u MMUD se pozornost zacala soustredit
i na HCT s HLA shodnymi darci (matched
donor transplant — MDT), at ptibuznymi
(matched sibling donors — MSD) ¢i nepfi-
buznymi dobrovolniky (matched unre-
lated donors — MUD); souhrn z téchto
studii je komentovan v publikaci 6. Po-
rovnatelné vysledky jsou publikovany
ve studiich 7-10. Kromé pravdépodob-
ného potencidlu redukovat incidenci
GvHD ma ptCy dalsi atraktivni vlastnosti:
vedle jednoduché aplikace je to prede-
vsim jeho mozné vyuziti jako platformy
pro vyvoj alternativni, méné toxické pro-
fylaxe GvHD bez pouziti kalcineurino-
vych inhibitor( (tzv. calcineurin inhibitor
free regimen), napf. v kombinaci s pro-
teasome inhibitors.

Zatimco ¢ekame na vysledky randomi-
zovanych studii s pouzitim ptCy jak pro
RIC HCT (napt. BMT CTN 1703 a HOVON
96 trial), tak i MAC HCT (napf. BMT-CTN
1301) (které doufejme potvrdi optimi-
stické vysledky dosahované v neran-
domizovanych ¢&i retrospektivnich stu-
diich), nékterd pracovisté jiz bezpecné
pfevedla tuto novou strategii GvHD pro-
fylaxe (ptCy) do kazdodenni klinické
praxe [napf. 8]. Ve srovnani se ,starym”
postupem a dosahla zlepseni nerelap-
sové mortality (NRM), porovnatelnych
pocta relapsU, celkového preziti (OS)
¢i preziti bez progrese (PFS) s trendem
mirné pozitivnim pro skupinu s ptCy
(statistické vyznamnosti pravdépo-
dobné zabranil jen nizsi pocet pacient(
v tomto rameni), ¢astéjsiho ukonceni
imunosuprese (polovina nemocnych
po 1 roce od HCT) atd. Obé probihajici
randomizované studie pfinesou nejen
kontrolu vysledkd vyse popsanych pa-
rametrd, ale i dalsi, jako pocet infekci,
preziti bez nemoci bez nutnosti apliko-
vat imunosupresi (DFOI), zjisténi ceny za
opakované prijeti do nemocnice z di-
vodu GvHD ¢i Ié¢by infekénich kom-
plikaci, atd. A tyto dulezité vysledky by
mohly pomoci definitivné urcit, zda je
ptCy novym standardem GvHD profy-
laxe i u MDT. A protoze na ClinicalTrials.
gov je zaregistrovano 165 studii zkou-
majicich podavani ptCy, tak ndm dalsi
vysledky urcité v brzké dobé situaci
objasni.

Souhrnem lze fici, ze vysledky na auto-
rové pracovisti (potvrzujici publikovana
data z jinych center) dokladaji vyssi ucin-
nost a bezpec¢nost GvHD profylaxe apli-
kaci ptCy u haploidentickych a MMUD
HCT a staly se standardem lécby. Efekt
u MUD je zatim porovnatelny se starym
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postupem (ATG a Cy/MTX ci Cy/MMF pro-
fylaxe) a bude nadéle zkouman. Nicméné
je autorovym hlubokym presvédcenim,
ze ptCy se v brzké dobé stane platfor-
mou nové GvHD profylaxe (a u ¢asti ne-
mocnych /napt. MDT/ vedouci k vyvoji al-
ternativni, méné toxické profylaxe GvHD
bez pouziti kalcineurinovych inhibitor(),
umoznujici aplikaci imunoterapie ¢i ma-
lych chytrych molekul v prevenci relapsu
po alogennich HCT.
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Cast 2: Vzacna onemocnéni

Systémova mastocytoza

Kozak T.
FNKYV, Praha

Systémova mastocytdza (SM) je klo-
nalni onemocnéni pfevazné dospélého
véku, pfi kterém dochazi k nekontrolo-
vané proliferaci a akumulaci mastocytd
v kostni dfeni a dalSich orgénech a tka-
nich. Fenotyp onemocnéni je Siroky, od
zcela indolentniho ndhodné zjisténého
onemocnéni pres nepredvidatelné epi-
zody tézkych alergickych a anafylak-
tickych reakci po agresivni nadorové
onemocnéni nebo pfimo mastocelu-
[arni leukémii. Vzhledem k tomu, Ze jde
o relativné vzacné onemocnéni, je dia-
gnostika i 1é¢ba SM vyzvou, nebot nee-
xistuji jednoznaéna doporuceni, kterd by
se opirala o vysledky vétsich kontrolova-
nych studii.

Mastocyty fyziologicky migruji
z kostni diené jako mastocytarni proge-
nitory (MCp) a osidluji tkan v okoli ma-
lych cév a nervovych vldken, nejvice
kdzi a sliznici, traviciho a urogenitélniho
traktu. Funkéné maji mastocyty fadu
podobnych vlastnosti jako makrofagy,
mastocyty jsou soucdsti vrozené i zis-
kané imunitni reakce, patfi mezi antigen
prezentujici buriky, jsou to také prvni
efektory, které se setkavaji s patogeny
a toxiny zevniho prostiedi a pomahaji
zahdjit imunitni odpovéd. Mastocyty ex-
primuji fadu receptort, napfiiklad Fc re-
ceptor, ktery detekuje protilatky speci-
fické pro dany patogen v misté zanétu,
nebo tzv. Toll-like receptory, které de-
tekuji patogen pfimo. Pfimou degranu-
laci mastocytd a uvolnéni vasoaktivnich
a prozanétlivych latek z granuli masto-
cytd zpUsobuje fada exogennich i endo-
gennich latek. Z exogennich to jsou ze-
jména hmyzi jedy a antigeny injikované
pfimo do klze, zendogennich substanci
jde zejména o latky vznikajici v misté
akutniho zanétu, jako neurotensin, sub-
stance P, endotelin a C5a slozka komple-
mentu. Také spoluprace s T lymfocyty

(zejména Th2), vede k vétsi migraci mas-
tocytl z kostni diené a jejich rychlé aku-
mulaci v misté zanétu.

PFi aktivaci mastocyty uvoliuji oka-
mzité z cytoplazmatickych granuli hista-
min a tumor necrosis factor (TNF), dale
leukotrieny a prostaglandiny a s uréitym
zpozdénim také cytokiny, zejména in-
terleukin 4 (IL-4), vie s cilem jednak lo-
kalné zvysit permeabilitu cév, jednak dat
chemotakticky impulz pro dalsi proza-
nétlivé bunécné efektory. Kromé vyse
uvedenych latek obsahuji vesikuly mas-
tocytl také protedzy, zejména tryptazu
a chymazu.

PATOGENEZE SYSTEMOVE
MASTOCYTOZY

Proliferace mastocytl je podporovana
nékolika cytokiny, napfiklad IL-4 (v¢. au-
tokrinni stimulace) a zejména faktorem
kmenovych bunék (SCF). Receptorem
pro SCF, kterym je KIT, mutace genu c-kit
ma kli¢covy vyznam v patogenezi sys-
témové mastocytdzy. TéEmér ve vsech
pfipadech SM jde o bodovou mutaci
D816V, ktera vede k trvalé aktivaci KIT
postizenim fosfotransferazové domény,
nekontrolované proliferaci a akumulaci
mastocytd. Tato mutace postihuje intra-
celuldrni ¢ast receptoru KIT. V 80-90 %
pfipadu je prokazatelny tento typ mu-
tace u SM u dospélych pacientd, v zavis-
losti na citlivosti testu (nej¢astéji na bazi
RT-PCR) a na materidlu. Pfi tom mira po-
zitivity je stejnd u agresivni i indolentni
formy SM.

EPIDEMIOLOGIE SM

Vzhledem k relativni neobvyklosti to-
hoto onemocnéni a k tomu, Ze fada
pacientl s indolentni formou SM je
nediagnostikovéna, je pochopitelné,
Zze epidemiologickd data jsou zatim
skromna. Z publikovanych praci Ize in-

cidenci SM u dospélych odhadnout
na 0,89/100 000, prevalenci pak na
9,59/100 000. Nejcastéjsi formou je indo-
lentni systémova mastocytéza (ISM), re-
prezentujici 46-82 % vsech SM, 4-40 %
tvofi SM asociovand s jinou nemasto-
cytarni hematologickou neoplazii (SM-
-AHN), zatimco agresivni systémova
mastocytéza (ASM) 2-12 % a vzacna
mastocytarni leukémie (MCL) jen 1 %.

KLINICKY OBRAZ
SYSTEMOVE MASTOCYTOZY
Obecné je symptomatologie SM odvo-
zena od dvou zakladnich patogenetic-
kych mechanizm: uvolfovéni zénétli-
vych vazoaktivnich mediator{l, zejména
histaminu (mediatorovy syndrom) a in-
filtrace organu s jejich selhdnim (na-
dorovy syndrom). Indolentni SM neni
spojena s zddnymi pfiznaky nebo je pfi-
tomny mediatorovy syndrom rGzné in-
tenzity, u pokrocilych forem SM (ASM)
dominuje naopak nadorovy syndrom,
pfiznaky z uvolnéni mediator(i se u nich
mohou objevovat také.

Do klinického obrazu SM patii také
depresivni syndrom, poruchy spanku
a ubytek kognitivnich funkci. Deprese
a poruchy spanku obvykle dobfre rea-
guji na zahajeni terapie. Mezi celkové,
tzv. konstitucni pfiznaky patfi u SM také
Unava, anorexie, no¢ni poceni a ubytek
na vaze, predpoklada se, ze podil na je-
jich vzniku maji zejména cytokiny IL-1f
alL-6.

Dalsi celkové pfiznaky SM jak indo-
lentniho typu, tak agresivniho, mohou
zahrnovat anafylaktické reakce na nej-
riiznéjsi podnéty, nejcastéji na pichnuti
blanitym hmyzem (zejména vosy), na
potraviny bohaté na histamin (ryby, zra-
jici,modré” syry apod.), po nékterych lé-
cich (aspirin, NSAID apod.), vyraznym
spousté¢em uvolnéni mediatord je alko-
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hol. Casto ale pFichazeji alergické reakce
zcela neocekavané na podnéty dosud
tolerované nebo neznamé, vietné
emocniho vypéti.

U obou skupin, vice u indolentnich
forem, se muaze vyskytovat typické chro-
nické kozni postizeni ve formé urtica-
ria pigmentosa (UP). Toto kozni one-
mocnéni maze byt velmi ndpadné nebo
muze byt pfitomno jen nékolik malo
koznich morf. Urticaria pigmentosa po-
stihuje trup a koncetiny, jde obvykle
pouze o dlouhotrvajici kosmeticky de-
fekt, ktery vsak necini zadné jiné obtize.

U vsech forem SM se mohou vyskyto-
vat epizodicka zarudnuti (flush) generlizo-
vand nebo i lokdlni po mechanickém po-
drazdéni (tzv. Darrierovo znameni), byva
pfitomen pruritus, ¢asto velmi intenzivni,
ktery ale dobte odpovida na terapii SM.

Znamkou intermitentniho vyplavo-
vani mediatord jsou abdominalni pti-
znaky, napfiklad nahlé koliky s impera-
tivnimi prdjmy a zvracenim. Ty mohou
byt pfitomny samy nebo ve spojeni
s prechodnym koznim flushem a kolap-
sem s tachykardii a hypotenzi. PrGjem tr-
vajici deli dobu s postupnou malnutrici
az kachexii jsou spise znamkou infiltrace
sliznice GIT mastocyty u ASM. Hlavni kar-
diovaskularni pfiznaky u SM jsou palpi-
tace pfi tachykardii, hypotenze nebo hy-
pertenze, synkopa. Méné casto se u SM
vyskytuje perikardialni vypotek. Jednim
z vyznamnych pfiznak( pokrocilé systé-
mové mastocytézy (ASM) je kostni po-
stizeni. U SM se mohou vyskytnout jako
osteolytickd, tak osteoplasticka loziska,
casto imitujici metastazy solidniho tu-
moru. SM mUze provazet tézka difuzni
osteoporoza. Loziskova osteolyza, resp.
tézka difuzni osteoporéza mohou byt
pfi¢inou patologickych fraktur. Kostni
zmény u SM jsou ddsledkem zvyseného
kostniho obratu zplGsobovaného zvyse-
nou lokalni sekreci tryptazy, histaminu
a heparinu.

Specifickou jednotkou v ramci SM je
forma s lymfadenopatii, je ¢asto prova-
zena eosinofilii. Pro diagnostiku je dile-
zité vyloucit jednak soucasné probihajici
maligni lymfoproliferaci, jednak jiné klo-

nalni onemocnéni s eosinofilii a mutaci
PDGFR.

Méné castym organem postizenym
pfimou infiltraci mastocyty jsou plice,
kde se mUze SM projevit v podobé inter-
sticialniho postizeni.

Zvy3ena tendence ke krvéaceni je u SM
zplUsobena nékolika faktory, kromé
trombocytopenie a trombocytopatie
muze byt zpUsobena aktivaci mastocyt(
s uvoliovanim mediatord, mimo jiné
také heparinu.

U SM, kterd je spojena s jinym nemas-
tocytarnim hematologickym klonal-
nim onemocnénim (SM-AHN), obvykle
dominuje symptomatologie pfislusné
asociované hematologické malignity.
Nejcastéji jde o chronické myelopro-
liferativni onemocnéni (MPN), chro-
nickou myelomonocytarni leukémii
(CMML), akutni myeloblastovou leuké-
mii (AML), myelodysplasticky syndrom
(MDS), méné ¢asto o maligni lymfopro-
liferaci (NHL) nebo o mnohocetny my-
elom (MM).

DIAGNOSTIKA

A KLASIFIKACE SYSTEMOVE

MASTOCYTOZY

Kritéria ke stanoveni diagnézy systé-

mové mastocytdzy jsou uvedenavtab. 1.

Mastocyty maji atypickou morfologii,

v natéru kostni diené jsou obvykle viete-

nitého tvaru nebo mladsiho typu.V praxi

je pomérné casta situace, kdy je pocet
mastocytl v aspirdtu KD jen lehce zvy-
sen, ale jsou atypického vzhledu a histo-
logie KD potom prokaze typické denzni
multifokdIni agregaty. Tézka difuzni in-
filtrace kostni dfené zralymi mastocyty,
zejména ve spojeni s eosinofilii, se vy-
skytuje spise u onemocnéni, jako jsou
myeloidni/lymfoidni neoplazie spojené
s mutacemi PDGFR A a B. Mezi tzv. ved-
lejsi kritéria patii i mutace c-kit.
Klasifikace WHO rozlisuje s ohledem
na naddorovou naloz, symptomy a pro-
gnoézu 5 zakladni zakladnich typd SM:

- Indolentni SM (ISM): nepfitomnost C
symptomu, nepfitomnost jiné hema-
tologické neoplézie, nizka nadorova
naloz.

Cast 2: Vzacna onemocnéni -

- Doutnajici SM (smoldering SM= SSM):
nepfitomnost C symptomu, nepfi-
tomnost jiné hematologické neopla-
zie, = 2 B symptomy.

- Agresivni SM (ASM): pfitomnost ales-
pon jednoho C symptomu.

- SM asociovand s jinou hematologickou
neoplazii (SM-AHN).

- Mastocelularni leukémie (MCL).

TERAPIE A PROGNOZA
SYSTEMOVE MASTOCYTOZY
Spole¢nou terapii vsech forem SM je
prevence a |é¢ba medidtorového syn-
dromu. Preventivné pouzivame kombi-
naci H1 a H2 blokatord, napfiklad raniti-
din (famotidin) s cetirizinem. Pacientdm
s dominujicimi abdominalnimi kolikami
a prajmy jsme doporucovali dinatrium-
-chromoglykat (v CR ale jiz neni do-
stupny). Pro pfipad anafylaxe maji pa-
cienti u sebe balicek s autoinjketorem
adrenalinu (napf. EPIPEN’), musi byt,
ale edukovani v jeho aplikaci. U Spatné
zvladatelnych symptomud pouzivdme
s dobrym efektem kortikosteroidy, jejich
dlouhodobé uzivani vsak neni zadouci.
Pacientim doporucujeme neuzivat po-
traviny s vysokym obsahem histaminu,
jako jsou ryby, tzv. modré zrajici syry
apod., a alkohol (zejména cervené vino),
ktery mGze také spustit mediatorovou
reakci. Z 1€kl nedoporucujeme kys. ace-
tylsalicylovou, i kdyz u nékterych pa-
cientdl mUze vést paradoxné k ulevé od
nékterych symptomu, zejména pfi flush.
Také dalsi NSAID mohou zpUsobit uvol-
néni mediatord u SM.

LECBA ISM A SSM

U indolentni SM a stabilnich indolentné
probihajicich forem SSM neni nutné za-
hajovat specifickou cytoredukéni 1é¢bu.
Zahajujeme ji vSak tam, kde dochazi opa-
kované k Zivot ohrozujicim epizoddm
anafylaxe nebo u téch pacientd, ktefi
maji diky dalSim medidtorovym sympto-
mUm $patnou kvalitu Zivota (napf. tézky
pruritus, poruchy spanku a deprese,
¢asté abdominalni koliky s imperativ-
nimi prdjmy a zvracenim apod.) nebo
tam, kde jsme nuceni indikovat kortiko-
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steroidy s nemoznosti jejich ¢asného vy-
sazeni. Lékem volby je v tomto pfipadé
interferon-a nebo kladribin (2-chlordeo-
xyadenosin). V pfipadé interferonu-a. es-
kalujeme postupné davku z 3 mil. j. 3x
tydné az dojde ke znatelnému efektu,
za maximani davku pro SM povazujeme
5 mil. j. denné. Lécba by méla trvat ales-
pon 6-12 mésicl, kromé obvyklych ve-
dlejsich ucinkl interferonu-a je treba
bedlivé sledovat zejména event. rozvoj
depresivni poruchy. Kladribin poddvame
v davce 0,14 mg/kg télesné hmotnosti
po dobu 5 dni v intervalu 4-6 tydn, ob-
vykle podavame celkem 6 cykll. Cyto-
redukéni 1éCbu je vhodné pfi zahdjeni
prekryt 1-2 tydny kortikosteroidy jako
prevenci nahlého vyplaveni mediator(.
Tam, kde nebyl interferon-o dostate¢né
ucinny, mdzeme v druhé linii indikovat
kladribin a naopak.

Tyrozinkindzové inhibitory (TKI) imati-
nib, nilotinib a dasatinib byly zkouseny
u SM s hrani¢nim efektem u pocetné
omezenych skupin pacient(l. Obecné Ize
fici, ze dosud registrované TKI by mély
byt zvazeny u pacientll s ISM ve tfeti,
resp. dalsi linii 1é¢by, nejvétsi odpovéd
Ize ¢ekat u pacientl bez c-kit D816V, in-
dikace téchto TKI je vsak off-label s ne
pfilis velkou literarni oporou.

Podle dostupnych Gdajl neni preziti
pacientl s ISM rozdilné od délky zivota
v bézné populaci, nicméné neléceni
pacienti s tézkymi anafylaktickymi za-
chvaty mohou mit vétsi riziko predcas-
ného umrti.

LECBA ASM

U pacientll s agresivni SM indikujeme
cytoredukeni terapii co nejdfive po sta-
noveni diagndzy. V prvni linii upfednost-
fujeme spise kladribin ve stejném dav-
kovém schématu jako byl popsan u ISM,
zejména u pacientl s organomega-
lii a lymfadenopatii. Odpovéd na lécbu
ma vice nez 50 % pacient(, jen vzacné
vsak dojde k navozeni kompletni remise.
U pacient s ASM bez prokazané mutace
c-kit D816V lze doporucit i v 1. linii ima-
tinib. Nolitinob ani dasatinib u ASM ne-
prokazaly vyznamny efekt. Naproti tomu

A. Diagnosticka kritéria*

2. Vedlejsi kritéria:

MC v natéru aspiratu KD.
tannim organu.

kutannim organu.

B. kritéria pokrocilosti (B symptomy)

> 200 ng/ml.

s normalnim nebo lehce atypickym KO.

metodou.

C. kritéria pokrocilosti (C symptomy)

portélni hypertenze.

fraktury.

Tab. 1. Kritéria pro diagnézu a typ systémové mastocytozy.

1. Hlavni kritérium: multifokalni infiltraty MC s vysokou denzitou (> 15 mastocytl
v agregatech) v histologii KD nebo jiného extrakutdnniho organu.

a) atypicka morfologie MC (> 25 % MC, nejcasté&ji vietenovity charakter) v histologii
KD nebo jiného extrakutdnniho organu nebo atypicka nebo nezrald morfologie

b) detekce aktivujici mutace v kodonu 816 KIT v KD, nebo krvi nebo jiném extraku-
¢) Koexprese CD2 a/nebo CD25 s CD117 na MC v kostni dfeni, krvi nebo jiném extra-

d) trvalé zvyseni hladiny sérové tryptézy >20 ng/ml s vyjimkou SM-AHN.

1. Infiltrace KD mastocyty > 30 % (fokalni, denzni agregaty) nebo sérova tryptaza

2. Znamky dysplazie nebo myeloproliferace v nemastocytarni hematopoetické linii KD,
ale nepostacujici pro dg. klonalniho hematologického onemocnéni (SM-AND),

3. Hepatomegalie bez alterace jaterni funkce nebo palpacné zvétsena slezina bez
projevl hypersplenismu nebo lymfadenopatie zjisténa palpacné nebo zobrazovaci

1. Insuficience KD (ANC < 1,0x10%/1 nebo HGB < 100x10°%/I nebo PLT < 100x10%1) bez
zndmek asociovaného nemastocytarniho hematologického onemocnéni (AHN).

2. Palpovatelna hepatomegalie s postizenim jaterni funkce, ascites nebo jiné zndmky

3. Palpovatelna splenomegalie se znamkami hypersplenismu.
4. Malabsorbce s véahovym ubytkem pfi infiltraci GIT mastocyty.

5. Osteolyticka loZiska v kostech nebo tézka osteopordza zplsobujici patologické

* Pro stanoveni diagndézy SM je nutné splnit hlavni kritérium a jedno vedlejsi nebo
alespon 3 vedlejsi kritéria. MC: mastocyty, KD: kostni dien.

midostaurin, dalsi ,multiinhibitor” tyro-
zin kindz namifeny proti FLT3, PDGFR
a VEGFR prokazal efekt jak u ,wild-type”
C-KIT, tak u mutace D816V.V klinické stu-
dii faze 2, kam byli zahrnuti také pacienti
s ASM, SM-AHN a MCL, doslo po mido-
staurinu u ASM k navozeni odpovédi
celkem u 75 % pacient(l, median trvani
u této skupiny pacient nebyl dosazen.
Midostaurin je v CR dostupny v pfi-
pravku Rydapt’, jeho Uhrada u SM pod-
[éhd schvaleni revizniho lékare zdravotni
pojistovny. U pacientl s ASM, ktefi neod-
povidaji na terapii 1., resp. 2. linie, nebo
je odpovéd kratka, je tfeba zvazit alo-
genni transplantaci krvetvornych bunék
(HSCT), ktera je zatim jedinou kurativni
metodou. Dat o efektu alogenni HSCT

u ASM je nicméné malo, jednim z nich je
dosazeni kompletni remise a 3leté pre-
Ziti: 43 %.

Aby byl vycet lé¢ebnych modalit
u ASM kompletni, je nutno zminit také
radioterapii. Ta je s dobrym efektem
pouzivana v ramci paliativniho pfistupu
u pacientl s jinak nezvladatelnou bo-
lesti pfi loZiskovém kostnim postizeni.

Obecné je preziti pacientl s ASM vy-
razné krat$i nez délka Zivota dané popu-
lace, Udaje o preziti ASM variabilni a jsou
v mezich 3,5-7 let.

LECBA SM-AHN

Lécba systémové mastocytdzy asocio-
vané s jinou hematologickou neopla-
zii je z pohledu SM jednoduché: domi-
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nujici je terapie daného AHN, nejcastéji
jde o Ph negativni myeloproliferatvni
onemocnéni (MPN), CMML, MDS a AML.
V tomto poradi se také postupné zhor-
Suje progndza pacientd se SM-AHN,
ktera je spojena s medidnem celkového
preziti 2-4,4 roky. Akutni myeloidni leu-
kémie ma tedy ve spojeni se SM horsi
prognoézu nez bez SM. Kurativnim pfi-
stupem v této prognosticky nepfiznivé
skupiné mize byt alogenni HSCT. U pa-
cientl s maligni lymfoproliferaci (ML)
a SM je také lécba zaméfena na lym-
foproliferaci, udaje o prognostickém
vlivu SM na osud ML nejsou zndmy

AL amyloidoza

Pika T.

Hematoonkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Amyloiddzy tvofi pomérné heterogenni
skupinu onemocnéni, jejichz spole¢nym
rysem je ukladani amyloidu - insolubil-
niho bilkovinného materidlu fibrilarniho
charakteru. Amyloid je extracelularné de-
ponovan v tkanich, coz vede k jejich dez-
organizaci a nasledné funkcni poruse.
Doposud bylo identifikovano vice nez
30 rGznych amyloidogennich proteind.
V zésadé rozlisujeme amyloidézu dle roz-
sahu postizeni na systémovou a lokalizo-
vanou, dle charakteru prenosu pak na zis-
kané a hereditarni typy. AL amyloid6za
(light chain) je systémové nebo organové
limitované onemocnéni patfici do sku-
piny monoklondlnich gamapatii, resp.
plazmocelularnich dyskrézii. Jedna se
0 méné obvyklé onemocnéni a incidence
je priblizné 5-12 nemocnych na milion
obyvatel za rok, predstavuje viak vice nez
70 % pripadll ze viech typu amyloiddz.
Onemocnéni je charakterizované depo-
zici fibril tvofenych fragmenty nebo kom-
pletnimi molekulami monoklonalnich
lehkych fetézc imunoglobulinu produ-
kovanych klondlni plazmocelularni po-

LECBA MCL

Mastoceluldrni leukémie je velmi vzacné
fulminantni onemocnéni s medidnem
preziti zhruba 6 mésic. Urcity efekt pro-
kazala u jednoho pacienta kombinovana
chemoterapie FLAG (fludarabin, vysoka
davka ARA-C a G-CSF). Po alogenni
transplantaci kostni diené bylo 50 % pa-
cientl rezistentnich nebo ¢asné zrelabo-
vali. Ur¢itou nadéji pro pacienty s MCL
by mohl byt midostaurin.
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pulaci. Imbibice tkdni amyloidem m4 za
nasledek progredujici postizeni organ(i -
nejcastéji ledvin, srdce, jater a periferniho
nervového systému. V naprosté vétsiné
pfipadl byva u nemocnych zjevné mul-
tiorgdnové postizeni.

Diagnostika AL amyloidézy zahrnuje
komplexni vysetieni zahrnujici prikaz
monoklonalniho imunoglobulinu v séru
a/nebo v modi ¢i strukturélnich podjed-
notek - volnych lehkych fetézc imuno-
globulinu, prikaz produkujiciho B-bu-
nécného klonu (klonalni plazmocyty
ev. vylouceni asociace s mnohocetnym
myelomem, Waldenstromovou makro-
globulinémii ¢i jinou B-lymfoproliferaci)
a organovy screening (echokardiografie
ev. MR srdce, UZ ledvin a jater, stanoveni
proteinurie, kardiomarkerd (troponin,
natriuretické peptidy) a aktivity alka-
lické fosfatazy). Nezbytnosti je biopticky
odbér tkané s histologickym prikazem
(barveni Konzskou ¢erveni) a ndslednou
typizaci amyloidovych mas (imunoflu-
orescence, imunohistochemie, hmot-
nostni spektrometrie).
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Stratifikaci nemocnych do jisté miry
umoznuje stazovaci systém Mayo clinic,
ktery ma nejen prognosticky vyznam,
ale napomahd rovnéz ve vybéru vhodné
terapie.

Lécba AL amyloiddzy je pfisné indi-
vidualni s volbou terapie s ohledem na
vék, komorbidity a pokrocilost organo-
vého postizeni. Eliminace B-lymfocytar-
niho klonu a redukce naloze amyloido-
gennich lehkych fetézcll (tedy dosazeni
hematologické remise) je podminkou
k dosazeni organové |é¢ebné odpovédi,
a tim i del3iho pfeziti nemocnych. Do-
posud nejucinngjsi lé¢ebnou modalitu
pro nemocné s AL amyloidézou predsta-
vuje terapie vysokodavkovanym melfa-
lanem s podporou autologniho $tépu,
které mlze predchazet 3-4mésicni in-
dukcni terapie. Tato 1é¢ebnd modalita
je spojena s vysokym procentem dosa-
zenych remisi, ale vzhledem k ¢astému
vyssimu véku nemocnych, orgdnovému
postizeni a dal$im komorbiditam Ize
tuto terapii poskytnout pouze asi 20 %
pacient(l. V soucasnosti jsou definovéna
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kritéria umoznujici posoudit bezpec-
nou indikaci této lé¢by. Vysokodavko-
vana terapie je spojena s dosazenim he-
matologické odpovédi u vice nez 70 %
nemocnych. Jako indukéni terapie byva
obvykle uzivan rezim CyBorD (borte-
zomib, cyklofosfamidem, dexametazo-
nem). Konvencni terapii u netransplan-
tabilnich nemocnych predstavuje rezim
kombinujici melfalan s dexametazonem
(MDex), u nemocnych s absenci translo-
kace t(11;14) ¢i velkou néalozi monoklo-
nalnich lehkych fetézcl navic v kombi-
naci s bortezomibem (BMDex). Touto
|Ié¢bou byvéa dosazeno hematologické
|é¢ebné odpovédi pfiblizné u 56, resp.
81 % nemocnych pfi relativné dobré to-
leranci 1é¢by. V soucasné dobé je fada
praci dokladujici efektivni terapii ne-
mocnych s AL amyloid6zou novymi léky
s biologickym ucinkem ze skupiny IMIDU
(lenalidomid, pomalidomid) ¢&i novych

inhibitord proteazomu (karfilzomib, ixa-
zomib). Tyto Iéky byvaji uzivany u rela-
bujicich nemocnych ¢i u nemocnych re-
zistentnich na terapii bortezomibem.

V soucasné dobé se do popredi do-
stavad také lécba anti-CD38 protilat-
kou daratumumabem, kterad byla u ne-
mocnych s AL amyloid6ézou v ramci
klinickych studii vyuzivana v monotera-
pii i v kombinovanych schématech, a to
jak u nové diagnostikovanych nemoc-
nych, tak u pacientt s relabujicim one-
mocnénim. Lécba je u vétsiny pacient(
spojena s vysokym procentem hema-
tologickych, ale i organovych odpovédi
pfi velmi dobré toleranci. V soucasnosti
probihaji klinické studie testujici tera-
peutické pouziti protilatek vici amyloi-
dovym depozitdm v tkanich. Nedilnou
soucasti [écby je podpurna terapie ci-
lena na zlepseni ¢i ndhradu funkce po-
stizenych organ(, nezbytna je meziobo-

rova spoluprace. Pfisné individualné Ize
zvézit organovou transplantaci u mlad-
Sich nemocnych s vyznamnym izolova-
nym organovym postizenim, zejména
srdce.
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Waldenstromova makroglobulinémie v roce 2021

Kas¢ak M.
Klinika hematoonkologie FN Ostrava

Waldenstromova makroglobulinémie
(WM) je vzécnym onemocnénim charak-
terizovanym infiltraci kostni dfené bun-
kami lymfoplazmocytarniho lymfomu
(LPL) s produkci monoklonalniho imu-
noglobulinu (Mlg) tfidy IgM [1]. Svym
biologickym chovanim je sice blizkd in-
dolentnim B-lymfom{m, unikatni bio-
chemické a imunologické vlastnosti mo-
lekuly IgM ale zpUsobuji pestrou skélu
jedinec¢nych projevd. Mimo zndmé pro-
jevy, jako jsou hyperviskézni syndrom,
kryoglobulinémie a nemoc chladovych
aglutinin, mGze WM provazet i sekun-
darni amyloidéza, infiltrace CNS popi-
sovana jako Bing-Neeltv syndrom nebo
rdznorodé formy ziskané neuropatie (ty-
picky navozend protildtkami proti gly-
koproteinu asociovanému s myelinem,

takzvana anti-MAG neuropatie). Malo
znama je i sekundarni forma siderope-
nické anémie navozena zvysenou pro-
dukci hepcidinu burikami LPL [2]. WM
byla dlouhodobé vieobecné vnimana
jako onemocnéni na pomezi lymfopro-
liferativni nemoci a plazmocelularni dys-
krazie a v 1é¢bé byly jesté donedéavna vy-
uzivané |léc¢ebné protokoly pro pacienty
s lymfomy a myelomem. V poslednich
10 letech ale doslo k dramatickému roz-
voji znalosti jak v roviné diagnostické,
tak terapeutické.

Co se tyce diagnostiky, standardem
zUstava imunohistochemické vyset-
feni biopsie kostni diené. Kli¢covou dia-
gnostickou metodou je vysetfeni kostni
dieni pomoci multiparametrické prato-
kové cytometrie (IFCM). Zasadni v této

oblasti byla prace skupiny Paiva et
al. [3], ktera vedla k odhaleni charakteri-
stického imunofenotypu B-bunék u WM.
Unikatni imunofenotyp CD22'“/CD-
23m9/CD25%/CD27*/sIgM* a typicka ne-
gativita antigend CD5/CD10/CD11c
a CD103 pomaha odlisit WM od jinych B-
-lymfoproliferaci ¢i raritni jednotky IgM
mnohocetného myelomu. Navic znalost
imunofenotypu poslouzi do budoucna
ke sledovani minimalni rezidudlni ne-
moci. Nejvyznamnéjsim milnikem bylo
odhaleni aktiva¢ni mutace L265P v genu
MYD88 (zdména aminokyseliny leucinu
za prolin na pozici 265) pomoci metod
celogenomového sekvenovani u pa-
cientd s WM a monoklonalni gamapa-
tii IgM (IgM MGUS) v roce 2012. Tato
mutace se vyskytuje u > 50 % pacientu



s IgM MGUS a > 90 % pacientt s WM [4].
Pti znalosti nizkého vyskytu mutace
MYD88 u jinych indolentnich B-lym-
fomU (napfiklad kolem 10 % u lymfom
marginalni zény) a 0 % vyskytu u my-
elomu se stala silnym nastrojem v dife-
rencialni diagnostice. Somatické mutace
v genu CXCR4 jsou pfitomny u 30 % pa-
cientt s WM a fadi se frekvenci na druhé
misto po mutacich v genu MYD88 [5].
Aktiva¢ni mutace genu CXCR4 u WM
jsou podobné vrozenym mutacim zaro-
de¢nych bunék u pacientd s kongeni-
talnim primarnim imunitnim deficitem,
WHIM syndromem (na chromozom X
vazana chronickd necyklickd neutrope-
nie, bradavice a hypogamaglobuliné-
mie). Pomoci bézné dostupné metody
polymerazové retézové reakce vyset-
fujeme v klinické praxi pfitomnost mu-
taci v genu MYD88 tak CXCR4 u pacientl
jak z kostni dfené, tak periferni krve ¢i
mozkomi$niho moku [6].

Obdobné jako diagnostika WM i 1é¢ba
doznala obrovského pokroku. Jednd se
sice naddle o nevylécitelné onemoc-
néni, ale obvykle s dlouhym bezpfizna-
kovym obdobim a pfiznivou prognézou.
Umrtnost u asymptomatickych ne-
mocnych je prakticky identicka z amrt-
nosti v obecné populaci. Léc¢ba je inicio-
vana s objevenim klinickych ptiznakd
a/nebo po splnéni kategorickych krité-
rif. Anti-CD20 monoklonalni protilatka
rituximab a jeji kombinace tvofi na-
déle zékladni pilif Ié¢by. Uptednostrio-
vany jsou protokoly s co nejvétsi bez-
pecnosti. Hlavnim cilem je dlouhodoba
kontrola nemoci se zachovanim kvality
zivota pfi toxicité. Zcela nevhodné jsou
rezimy obsahujici vinka alkaloidy, ant-
racykliny nebo purinové analoga, a to
zejména v primolécbé. Preferovana je
kombinace rituximabu s cyklofosfami-
dem a dexametazonem (DRC) nebo
s bendamustinem (BR). Pomoci zmino-
vanych dobfe tolerovanych rezimi Ize
navodit remisi v trvani 3-6 let [7]. V pfi-
padé symptomatického relapsu po vice
nez 2 letech od inicidlni |é¢by lze zvazit
stejny rezim. Vybranym mlad$im nemoc-
nym lze nabidnout vysokodavkovanou

chemoterapii s autologni transplantaci
krvetvorby [2].

Nejvyznamnéjsim lé¢ebnym posu-
nem u WM byla registrace inhibitoru
Brutonovy tyrozinkindzy prvni gene-
race, ibrutinibu. Ibrutinib predstavuje
ve vice nez 70leté historii Waldenstro-
movy makroglobulinémie vibec prvni
Iék schvaleny pfimo pro toto onemoc-
néni. Tato lé¢ba je dostupna i v Ceské
republice po pfedchozim schvaleni re-
viznim |ékafem. Podkladem ke klinic-
kému testovani ibrutinibu u WM bylo
odhaleni molekularniho mechanizmu -
mutovana forma adaptorové molekuly
MYD88 vede v nadorovych bunkach
WM k aktivaci transkrip¢nich faktord NF-
kB, pomoci interleukin-1 asociovanych
kindz (IRAK1 a IRAK4) a prostiednictvim
Brutonovy tyrosinkindzy (BTK). Inhi-
bice enzymu BTK zastavuje maligni rdst
MYD88 mutovanych nadorovych linii
avede k jejich apoptoéze [8].V registracni
klinické studii, faze Il u dfive lé¢enych
pacientll s WM bylo pomoci ibrutinibu
v dévce 420mg/den dosazeno > 90 %
celkovych lé¢ebnych odpovédi, z toho
79 % velkych [é¢ebnych odpovédi (PR
a lepsi). Lé¢ebné odpovédi nebyly ovliv-
néné zadnym z obvyklych negativnich
prognostickych ukazatel jako vyssi vék,
horsi biologicky stav, vyssi riziko podle
mezinarodniho prognostického ukaza-
tele, mirou infiltrace kostni dreni ¢i po-
¢tem predchozich linii. Muta¢ni sta-
tus genli MYD88 (L265P mutace versus
nemutovany) a CXCR4 (WHIM mutace
versus nemutovany) mél nicméné sta-
tisticky vyznamny vliv na lé¢ebnou od-
povéd. Nejlepsi |écebné odpovédi do-
sahla skupina pacientll s genotypem
MYD88L265P / CXCR4 nemutovany. Nej-
horsi vysledky byly ve skupiné genotypu
MYD88 nemutovany / CXCR4 nemuto-
vany. Podle findlni analyzy studie z roku
2021 byl pfi mediané sledovani 59 mé-
sicl, nebyl median 5letého preziti bez
progrese (PFS) dosazen pro celou sku-
pinu lécenych (54 %) a byl 70 % pro pa-
cienty s genotypem MYC88 mutovany /
CXCR4 nemutovany a 38 % pro genotyp
MYD88 mutovany / CXCR4 mutovany.
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U pacientl s nemutovanym MYDS88 byl
median PFS jenom 0,4 roku. 5leté cel-
kové preziti bylo pro celou skupinu
87 % [4]. Stanovenim genotypu u WM
Ize tedy predvidat Uc¢innost lécby ibru-
tinibem. Negativni prognosticky dopad
nemutovaného genu MYD88 u WM pfi
monoterapii ibrutinimeb muze podle
randomizované klinické studie INNO-
VATE prekonat jeho kombinace s rituxi-
mabem [9]. Na vyznamné uspéchy ibru-
tinibu u WM navazuje druha generace
BTK inhibitort s mensi off-target akti-
vitou a lepsim profilem nezadoucich
ucinkd. Dalsi uc¢inné, ale neregistrované
[éky v 1é¢bé relabované/refrakterni WM
pfedstavuji inhibitory proteazomu bor-
tezomib, carfilzomib a ixazomib v kom-
binaci s glukokortikoidy a rituximabem,
z imunomodulacnich [ékd lenalidomid
a z cilenych inhibitord P13k inhibitor
idealisib v kombinaci s obinutuzabem.
Velmi perspektivni se u WM zda byt inhi-
bice BCL-2 pomoci venetoclaxu a lé¢ba
pomoci anti-CD38 monoklondlni proti-
latky daratumumabu. V béhu jsou dale
studie s inhibitory CXCR4 jako dal3im
molekularnim cilem [10].

Prostfednictvim ceské myelomové
skupiny byla zahdjend Uspé3nd spo-
luprace s Evropskym konsorciem pro
WM (ECWM). Mimo jiné aktivity se vy-
brana centra v Ceské republice podilela
na jedné z nejvétsich klinickych studii
u WM - akademické multicentrické me-
zindrodni randomizované klinické stu-
dii faze 3, ECWM-1, zkoumajici kombi-
naci DRC s pfidanim bortezomibu proti
standardni [é¢bé DRC. V letoSnim roce
bude zahajena dalsi spole¢na multicen-
tricka klinickd randomizovand studie
CZAR-1 zkoumajici pfidani carfilzomibu
k ibrutinibu. Tyto klicové aktivity posou-
vaji lé¢bu WM v Ceské republice na me-
zinarodni Uroven.
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Histiocytoza z Langerhansovych bunék

Adam Z.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Histiocytéza z Langerhansovych bunék
(LCH) je histopatologickd jednotka
s velmi Sirokym spektrem forem klinic-
kych projevl. Lze fici, ze tato nemoc
je schopna svymi pfiznaky a projevy
imitovat Cetné jiné nemoci, od nichz
bez histologického vysetfeni neni
odlisitelna.

U dospélych je incidence 1-2 pfi-
pady/1 mil obyvatel, takZe v CR by ro¢né
mélo byt diagnostikovano 10-20 no-
vych pfipadd. Pii analyze projevl této
nemoci u dospélych byly ziskany na-
sledujici udaje: v 80 % byvaji postizeny
kosti, v 60 % kUze, ve 33 % jatra, slezina
a uzliny, ve 30 % kostni dfen, ve 25 %
plice, ve 25 % orbita, ve 20 % ucho a oro-
dentalni oblast, kde nemoc miize zapfi-
¢init uvoliovani zubd.

Pribéh je u dospélych velmi rliz-
norody. U nékterych postihne jenom
jedno lozisko a po lé¢bé se jiz neob-
jevi, u jinych ma recidivujici charakter,
objevuji se stale novad a nova loziska
a choroba muze byt pfi¢cinou omezené
hybnosti ¢i muize dokonce pfivodit
smrt.

KLINICKE PROJEVY

Kostni projevy LCH

Histiocytéza z Langerhansovych bunék
v dospélosti postihuje dominantné ske-
let, vytvafi osteolyticka loZiska podobna
osteolyze pfi mnohocetném myelomu.
Nejcastéji je uvadéno postizeni kalvy,
nasleduje pak osteolytické postizeni
zeber. U nékterych pacientl jsou kostni
loZiska rdizného stafi, hojici se mista maji
skleroticky lem. Vsechna loziska nemusi
bolet. Zdureni tkani pfiléhajicich ke kosti
signalizuje, Ze choroba pror(ista do okoli
a mnohdy az zdufeni nad kosti upozorni
na pritomnost kostniho loziska. Kostni
loziska ¢asto zpusobuji zvyseny kostni
obrat, a proto jsou znazornitelnd meto-
dou scintigrafie skeletu pomoci techne-
cium-pyrofosfatu. Znazornéni metodou
FDG-PET/CT ma vyhodu v zachyceni
i mimokostnich lozisek, proto ji preferu-
jeme. FDG-PET/CT zobrazeni vypovida
o aktivité ¢i neaktivité loZiska a mGze po-
moci pfi planovéni radioterapie a vyhod-
nocovani |écebné odpovédi. Za zvlasté
rizikové kostni lokalizace jsou povazo-
vany kostni defekty v oblasti orbitaIni se

2016: optimalizace imunochemoterapie s cilem
minimalizace nezadoucich ucinkd. Onkologia
pre prax. 2016;2016(5):291-295.

8. Treon SP, Meid K, Gustine J, et al. Long-term
follow-up of ibrutinib monotherapy in sym-
ptomatic, previously treated patients with Wal-
denstrém macroglobulinemia. J Clin Oncol.
2021;39(6):565-575. doi: 10.1200/JC0O.20.00555.
9. Trotman et al. 2020 Long-term follow-up of
ibrutinib treatment for rituximab-refractory
Waldenstréom’s macroglobulinemia: final ana-
lysis of the open-label substudy of the Phase
3 iNNOVATETM Trial, ASH 2020.

10. Kaiser LM, Hunter ZR, Treon SP, et al. CXCR4 in
Waldenstrom'’s Macroglobulinema: chances and
challenges. Leukemia 2021;35:333-345. doi:
10.1038/541375-020-01102-3.

supraorbitalnimi infiltraty a obecné po-
stizeni obli¢ejovych kosti. Uvedené po-
stizeni byva s vyssi pravdépodobnosti
provazeno pozdéjsim postizenim CNS.

Kozni projevy LCH

Infiltrace kize burikami Langerhansovy
histiocytézy casto postihuje intertri-
gindzni oblasti (perianalni oblast, vulva,
tiisla, pupek). Papulézni projevy jsou
¢asto hodnoceny jako nespecifické ¢i ek-
zémové. Supici plosky jsou zaménovany
se seborrhoickou dermatitidou, zvlasté
u kojencud a malych déti pfi postizeni vla-
saté casti hlavy. To, Ze jde o kozni projev
LCH, nelze obvykle rozpoznat pfi makro-
skopickém pohledu, ale pro rozpoznani
je potreba provést excisi a histologické
hodnoceni vzorku. Proto také dermato-
log St Claire nazval tuto chorobu velkym
imitatorem.

Plicni projevy LCH

Radiograficky nalez je tvofen cystami
a intersticidInimi noduldrnimi opacitami
ulozenymi obvykle blize hiliim, obraz je
viditelny pouze pfi HRCT zobrazeni plic,



neni zfetelny na béZném rentgenovém
snimku.

Z hlediska |é¢by je zasadni déleni na
izolovanou primarné plicni formu LCH
a na plicni postizeni v rdmci generalizo-
vané formy LCH.

Izolovana plicni forma LCH je relativné
Castad u kufakld a analyza klonality zde
prokazala polyklondini proliferaci, za-
timco plicni postizeni pfi generalizované
formé LCH vykazuje znadmky klonality.
Izolovana plicni forma LCH se povazuje
za reaktivni proces reagujici na koufeni
¢ijiné stimuly. U této formy bylo také po-
tvrzeno, Ze v pripadech pacientd se sil-
nou vuli, ktefi dokazali prestat kourit,
doslo dle zobrazovacich a funk¢nich vy-
Setfené k spontanni regresi nemoci.

Pokud vsak jde o plicni formu navazu-
jici na generalizované postizeni skeletu
a dalSich organd, tak je prbéh relativné
nepfiznivy a je indikovdna systémova
|écba,

Pro sledovani plicni formy jsme zavedli
tym docenta Zderka Rehaka z Masary-
kova onkologického tstavu pro specidlni
hodnoceni pomoci FDG-PET/CT s mére-
nim difuzni akumulace FDG v plicich.

Endokrinni a mozkové projevy LCH
Diabetes insipidus je nej¢astéjsi hormo-
nalni komplikaci LCH, jeho manifestace
mUize byt prvnim pfiznakem nemoci
v dospélosti anebo se muize rozvinout
v pribéhu choroby. Diabetes insipidus
byva prokazan az u 30 % dospélych pa-
cientl v pribéhu LCH a v pfipadné mul-
tisystémového postizeni se vyskytuje
v 40 %.

Po dlouhém priibéhu nemoci se obje-
vuji neurodegenerativni lozZiska postra-
dajici CD1a+ buriky. Nejcastéji byva po-
stizeno cerebellum, nucleus dentatus,
cerebellarni bild hmota a mozkovy kmen
s vyraznou zanétlivou infiltraci, obsahu-
jici CD8 lymfocyty. Tento proces vede
k degeneraci a gliéze nervové tkané.

Za zékladni endokrinologické vyset-
feni se proto pro viechny pacienty s LCH
povazuje vysetfeni TSH T4 a osmolarity
ranni moce.V pfipadé podezieni na eno-
dokrinologické postizeni se pak dopl-

Auji dalsi testy, vodni deprivaéni testy,
vysetifeni osmolality plazmy, vyset-
feni sérového kortizolu, rdstového fak-
toru, gonadalnich steroidnich hormon
a gonadotropinu.

Lymfadenopatie

na podkladé LCH

Histiocytdza obvykle nedéld vyraznou
lymfadenopatii. Pokud ano, jde spise
o loziskové nez generalizované posti-
zeni. U nasich pacientd jsme se setkali
jak s pfipadem lokalizované lymfadeno-
patie, kterou vylécil operaéni vykon, tak
s pfipadem generalizované lymfadeno-
patie, kterd méla stejny obraz p¥i PET/CT
zobrazeni jako generalizovany nehodg-
kinsky lymfom.

Usni projevy LCH

Poruchy sluchu mohou nastat jak posti-
zenim zevniho sluchového kanalu, tak
poruchou stfedniho ¢i vnitiniho ucha
propagaci choroby z processus mas-
toideus. Infiltrace je nebolestiva a po-
stupné vede k hluchoté. Casté jsou
sekundérni infekce, které jsou pfic¢inou
zamény za chronickou otitidu. Proto by
u kazdé dlouhodobé afekce, pfipomina-
jici zanét zevniho zvukovodu, mélo byt
histologicky ovéfeno, zda se nejednd
o prvni projev LCH. Nemoc totiz déle
progreduje do vnitiniho ucha a bohu-
zel je casto diagnostikovana az pfi ope-
raci kvlli procesu, ktery destruuje celé
vnitini ucho.

Postizeni jater a sleziny LCH

Jatra i slezina mohou byt touto choro-
bou také postizena, coz se projevi je-
jich zvétSenim. Infiltrace jater mlze vy-
volat pfiznaky jaterniho selhani (pokles
koncentrace albuminu, snizeni aktivity
koagula¢nich faktor(, zZloutenka bez
vyrazného zvyseni jaternich enzym).
U chronickych forem muze vzniknout
periportalni fibrotizace s pfiznaky shod-
nymi se sklerotizujici cholangitidou
a obstrukéni biliarni Zloutenkou, kte-
rou je nutno na zékladné biopsie odlisit
od primarni sklerotizujici cholangitidy
a adekvatné lécit.

Cast 2: Vzacna onemocnéni -

Postizeni dutiny Ustni LCH

Pocinajici infiltrace se v dutiné Ustni pro-
jevuje zdufenim dasni a sliznice patra.
Mdaze dojit i k postizeni kosti a uvolrio-
vani zubl ¢i hypertrofii dasni. Progrese
infiltrdtd pak vytvafi ulcerace v Ustech.
Nékdy je projev LCH v Ustech bez his-
tologie nerozeznatelny od paradentdzy,
projevuje se zanétem dasni, a nékdy pro-
ces piechazi i na kostni strukturu Celisti.
Toto postizeni ilustruje snimek dutiny
ustni dospélého ¢lovéka. Diagnostické
je az histologické vysetfeni. Gingivalni
postiZzeni je ¢asto spojeno s postizenim
alveolarni casti cCelisti a ztratou zub(.
V pripadné uvolnéni zubu se tyto zuby
nemaji extrahovat, protoze pokud se
viak vcas zahdji 1é¢ba, je mozné opé-
tovné zpevnéni zubniho lGzka.

LECBA HISTIOCYTOZY

Z LANGERHANSOVYCH

BUNEK

Lécba kostniho postizeni

- Zde se pouzivaji tyto alternativy: Bio-
psie s kyretazi loziska. Kompletni excize
kostniho loziska se nepovaZuje za indi-
kovanou, protoze tento zpUsob by zpU-
sobil velky a nehojici se kostni defekt
a mrzacil by ¢lovéka.

« Nitroloziskovd injekce kortikoidd. Me-
tylprednisolon v davce 40-160 mg
urychli hojeni.

- Cilena radioterapie je indikovana.

-V pfipadé multifokdlniho postizeni
nebo pfi postizeni specialnich kost-
nich lokalizaci je indikovana systémova
[écba.

Lécba izolovaného postizeni kize

- Pii limitovaném postizeni kdze jsou
tyto alternativy.

- Fototerapie, psoralen a ultrafialové za-
feni (PUVA).

- Ozafeni nizce energetickymi elektrony
- electron beam irradiotion.

- Systémové lécba, jak dale uvedeno, pfi-
padné thalidomid.

Lécba plicni formy LCH
- lzolovand, pouze plicni forma: Stop
kouteni. Pouze v pfipadech, kdy stop

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)



Cast 2: Vzacna onemocnéni

koufeni nema efekt, 1é¢ba prednizo-
nem v dévce 1 mg/kg/den po dobu
1 mésice s nasledujici redukci davky
v priibéhu nékolika dalsich mésica.

« Pokud jde o postizeni plic v ramci systé-
mové formy onemocnéni, pak systémova
|é¢ba kladribin a jiné. Transplantace plic
v piipadé jinak nefesitelné situace.

Systémova lécba

« Vinblastina prednison - historickalé¢ba
s prokdzanym efektem u déti. U dospé-
lych nebyl pfinos jednoznacné proka-
zan! Monoterapii kladribinem Litak s.c.
5mg/m2 5 dni po sobé, pfipadné cy-
tosin-arabinosidem ve stfednich dav-
kach, ¢i etoposid v monoterapii.

« Intenzivni polychemoterapeutické re-
zimy pouzivané pro lymfomy, obsahu-
jici etoposid, napfiklad CHOEP, ¢i MA-
COB-B. Jsou sice efektivni, ale mély by
se pouzivat jen ve vzacnych pfipadech
agresivnich forem LCH.

-Vemurafenib a dabrafenib. V roce
2010 byla u pacientl s LCH prokézana
mutace BRAFV600E a pfi této mutaci
Ize zvazit vemurafenib, pfipadné novéji
dabrafenib.

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)

« Alternativou pro agresivni formy ne-
moci je také provedeni vysokodavko-
vané chemoterapie s autologni ¢i alo-
genni transplantaci kostni dien.

Radioterapie

- Neni zcela jednota v doporucené davce
a je pomérné znacny rozptyl publiko-
vanych davek od 1,4 Gy do 45 Gy. Ale
obecné je povazovéna za optimalni
davka 10-20 Gy pro dospélé a 10 Gy
pro déti.

LECBA
NEURODEGENERATIVNIHO
ONEMOCNENI

Nézory postupné krystalizuji. Neni
jednozna¢né doporuceni - IVIGY?
Rituximab?
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Cést 2: Cytopenie -

Trombocytopenie: diferencialni diagnostika
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Pocet cirkulujicich desticek je vysledkem
rovnovahy mezi jejich tvorbou, starnu-
tim a spotrebou. Ve specifickych situacich
k poklesu poctu cirkulujicich desti¢ek pfi-
spiva vystuprfiované vychytavani desti-
Cek ve sleziné nebo jejich nafedéni pfi
masivnich transfuzich. Reservoar novo-
tvorenych desticek je fragmentovatelny
membranovy systém zralych megakaryo-
cytq, které vytvéreji dlouhé vybézky pro-
stupujici sinusoidami do krve, kde z pro-
minujicich ¢asti membrany krevni proud
uvoliiuje velké mnozstvi desticek [1]. Za-
timco vyzravani megakaryocytu trva pfi-
blizné 5 dn(, uvolnéni desti¢ek do cirku-
lace jen nékolik hodin [1]. To je dulezité
mit na paméti v klinické praxi pfi hodno-
ceni dynamiky zmén poctu desti¢ek po
insultech (velké operace etc.), které nepo-
Skozuji megakaryopoézu. Nejsou-li des-
ticky spotfebovany v hemostaze nebo pfi
patologickych procesech, cirkuluji v peri-
ferni krvi 7-10 dni a staré elementy zani-
kaji v jatrech a/nebo ve sleziné.

V kazdodenni klinické praxi je tfeba
U pacienta s nové prokdzanym snizenim
poctu desticek nejdiive odpovédét na
otéazku, jde-li skute¢né o trombocytope-
nii a pokud ano jakou ma pfi¢inu a vyza-
duje-li urgentni péci.

Pocet desticek se u dospélych pohy-
buje mezi 150-400x10°%/I bez vyznam-
nych rozdili mezi muzi a zenami. Trom-
bocytopenie znamend pokles poctu
cirkulujicich desticek pod 150x10%/I.
Neni-li néjakym patologickym proce-
sem nebo farmakologicky navozena po-
rucha funkce desti¢ek nebo jinak poru-
Sena hemostdza, je trombocytopenie
v rozmezi 50-150%x10%1 vniména jako
bezpecna bez rizika rozvoje hemora-
gickych projevl. V rozmezi 30-50x10%/I
mUzZe po poskozeni integrity tkani nebo

pfi antitrombotické terapii dochazet
ke krvaceni. Spontanni krvacivé pro-
jevy se objevuji je-li pocet desticek pod
20-30x10%/1[2].

Od skutecné trombocytopenie je
tfeba odlisit artefakt nazyvany pseudo-
trombocytopenie, kdy je nizky pocet
desticek zjistény ve vzorku odebrané
krve falesny a pocet cirkulujicich desti-
Cek je v referen¢nim rozmezi.

V rliznych skupinach dospélych pa-
cientd byvaji rozdily v etiopatogeneze
noveé vzniklé trombocytopenie. Jiné me-
chanizmy vedouci k poklesu poc¢tu des-
ticek prevazuji u kriticky nemocnych pa-
cientd vyzadujicich intenzivni péci, jiné
u gravidnich Zen a jiné u stabilnich am-
bulantnich pacient(. PfestoZe tato po-
mUcka v klinické praxi plati, vzdy je nutné
k diferencialni diagnostice trombocyto-
penie pfistupovat komplexné a s respek-
tem ke skutec¢nosti, Ze nékteré vzacné
pficiny trombocytopenie mohou mit, ne-
jsou-li rozpoznany, fatalni nasledky.

VICE CI MENE OBECNA
PRAVIDLA

Z anamnestickych dat a z vysledku fy-
zikalniho vysetieni je kromé hemora-
gickych a/nebo trombotickych projevid
nutné posoudit pfitomnost patologic-
kych stavd a onemocnéni, kterd mohou
byt pficinou trombocytopenie (tab. 1).

Z laboratornich vy3etfeni ma zasadni
vyznam vysetfeni krevniho obrazu s pro-
hlédnutim krevniho natéru (mnozstvi,
velikost a morfologie desticek, jejich
shluky, dfefové elementy nebo nado-
rové bunky vyplavované do periferni
krve, schistocyty pfi trombotickych mi-
kroangiopatiich, megalocyty pfi karenci
vitaminu B,, nebo erytroblasty pfi he-
molytické anemii, leukocytarni inkluze
u onemocnéni spojenych s MYH9 etc.).

Podezfeni na pseudotrombocytope-
nii asociovanou s EDTA (kyselina ethy-
lendiamintetraoctova) Ize potvrdit nebo
vyloucit vysetfenim krve nabrané do od-
bérové zkumavky s alternativnim anti-
koagulans (citrat, heparin) nebo s pfi-
danym MgSO4 omezujicim shlukovani
desti¢ek nebo prohlédnutim natéru [3].

Vysetteni nezralych desticek posky-
tuje informaci o dynamice megakaryo-
poézy a uvolhovani desti¢ek do obéhu
a z tohoto pohledu mize byt uzitecné
v diferencidlni diagnostice trombocy-
topenie (zvy$end hodnota u pacientu
s vystupnovanou spotiebou desticek
a neporusenou megakaryopoézou vs.
nizké hodnoty u pacientd s drefnovymi
utlumy).

K rozliseni trombocytopenie z nedo-
statec¢né produkce od poklesu poctu
desti¢ek z vystupriované spotreby/de-
strukce mlZe prispét i hodnoceni stfed-
niho objemu desticek (MPV). Pacienti
s vystupnovanou periferni spotie-
bou/destrukci desticek mivaji vétsi MPV.

Svizel imunitni trombocytopenie je
neexistence specifického konfirmac¢niho
testu. Diagnostickd nejistota narlsta
u pacientl s dalSimi pfi¢cinami trombo-
cytopenie (infekce, nador, hepatopa-
tie etc.). V podobnych pfipadech maze
pomoci stanoveni desti¢ckovych auto-
protilatek navazanych na desticky nebo
pritomnych v plazmé/séru. Cilovym an-
tigenem téchto protilatek byva destic-
kovy glykoprotein llbllla a/nebo Ib/IX.
Senzitivita testU je sice nizka, ale specifi-
cita vysoka. Priikaz autoprotilatek proto
muze byt uzite¢ny pro potvrzeni imu-
nitni podstaty trombocytopenie, nega-
tivni vysledek testu ale imunitni trombo-
cytopenii nevyloudi.

Pritokova cytometrie ma v kazdo-
denni rutiné diferencialni diagnostiky
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Tab. 1. Diferencialni diagnostika trombocytopenie [2,8].

Jaterni onemocnéni v¢. cirh6zy nebo portalni hypertenze
Splenomegalie

Polékové trombocytopenie (napf. heparin, chinin a chinidin, trimetoprim/sulfametoxa-
zol, vankomycin, penicilin, rifampicin, carbamazepin, ceftriaxon, ibuprofen, mirtazapin,
oxaliplatina, suramin, abciximab, tirofiban a eptifibatid), uzivani alkoholu, toxiny z
prostredi, chemoterapie, alemtuzumab, PD-1 inhibitory, valproat, chinin v ndpojich

Onemocnéni krve a krvetvorby - napf. myelodysplasticky syndrom, leukémie, solidni
nadory (zvlasté generalizované), myelofibroza, aplasticka anemie, megaloblastova
anemie, Gaucherova nemoc

Infekce - virové nebo bakterialni, v¢. sepse

Konsumpc¢ni koagulopatie — napf. diseminovana intravaskuldrni koagulopatie, mimo-
télni obéh
Anamnéza onemocnéni, které by mohlo vést i imunitni trombocytopenii (napf. infekce

jako HIV, HCV, HBV, EBV), autoimunitni onemocnéni (napf. CVID, SLE nebo APS) nebo
nadorova onemocnéni (napf. lymfocytova leukémie a lymfomy)

Trombotické mikroangiopatie — napf. TTP, HUS, HELLP syndrom
Neddavna transfuze (potransfuzni purpura) nebo vakcinace

Vrozené trombocytopenie: TAR syndrom, radioulnarni synostéza, kongenitalni ame-
gakaryooticka trombocytopenie, Wiskott-Aldrich syndrom, onemocnéni asociované
s MYH9, Bernard-Soulier syndrom, von Willebrandova nemoc typ IIB nebo destickovy
typ von Willebrandoovy nemoci

PD1 - Programmed Death-1, HIV — Human Immunodeficiency Virus, HCV - virus hepa-
titidy C, HBV - virus hepatitidy B, EBV — Epstein-Barové virus, CVID — common variable
immunodeficiency, SLE - systémovy lupus erythematodes, APS - antifosfolipidovy
syndrom, TAR - Trombocytopenia and Absent Radius, MYH9 — Myosin Heavy Chain 9,
TTP - trombotické trombocytopenicka purpura, HUS hemolyticko-uremicky syndrom,

HELLP - Hemolysis, Elevated Liver Enzymes, Low Platelet Count

trombocytopenie omezeny vyznam. Uzi-
tecna je pro potvrzeni hereditarni trom-
bocytopenie/patie typu Bernard-Soulier
syndrom nebo Glanzmanova trombas-
tenie, v ramci diagnostiky heparinem
indukované trombocytopenie, pro sta-
noveni retikulovanych desticek, v dia-
gnostice imunitni trombocytopenie.
Nezadouci Gcinky 1ékd jsou velmi cas-
tou pfi¢inou trombocytopenie. Porucha
mUze byt v megakaryopoeze i ve zvy-
sené periferni spotiebé nebo destrukci
cirkulujicich desti¢ek. Diagnostickym za-
kladem je peclivy rozbor farmakologické
anamnézy nejméné 2-3 tydny do histo-
rie. Trombocytopenie u léky indukované
imunitni trombocytopenie (DITP) byva
hluboka a mudze vést k zavaznym krva-
cenim. Pokles desticek se objevuje po
podani |éCiva a upravuje se po jeho vy-
sazeni. DITP velmi ¢asto unikd nasi po-
zornosti, coz sebou nese riziko opako-
vaného vyskytu pfi opakovaném uziti

[é¢iva. Jistotu pfinasi laboratorni prikaz
destickovych protilatek, které se vazou
na desticky jen v pfitomnosti léCiva. Mezi
Iéky prokazatelné vedoucich k DITP patii
chinin a chinidin, trimetoprim/sulfame-
toxazol, vankomycin, penicilin, rifampi-
cin, carbamazepin, ceftriaxon, ibupro-
fen, mirtazapin, oxaliplatina, suramin,
abciximab, tirofiban a eptifibatid [4]. Pa-
tofyziologicky mechanizmus heparinem
indukované trombocytopenie (HIT) je
odlisny, manifestuje se predevsim trom-
botickymi projevy, trombocytopenie
byva stiedné tézka a v pfipadech pozdni
manifestace se HIT protilatky mohou
manifestovat bez pritomnosti heparina.

Soucasny vyskyt trombocytopenie a he-
molytické anemie nebo hemolyzy bez roz-
vinuté anemie je vyzva k neodkladné di-
ferencidlni diagnostice. Klinické a/nebo
laboratorni znamky rozvijejiciho se posko-
zeni tkdni a organ(, zvyseni poctu schisto-
cytl nad 1 % a negativni pfimy antiglobu-
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linovy test (PAT) jsou zndmky trombotické
mikroangiopatie (TMA). Pozitivni PAT
u téchto pacientl prokazuje autoimunitni
hemolytickou anemii (AIHA) a trombocy-
topenii — Evanstv syndrom. Diagnostické
rozpaky zpravidla vznikaji u pacientt
s PAT negativni autoimunitni hemolyzou
(5-10 % vsech AIHA).

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je
systémové autoimunitni onemocnéni
definované trombotickymi nebo po-
rodnickymi piihodami u pacientl s per-
zistujicimi antifosfolipidovymi protilat-
kami. Trombdzy postihuji vSechny ¢asti
fecisté. Trombocytopenie patii spolu
s postizenim srdecnich chlopni, livedo
reticularis, nefropatii asociovanou s an-
tifosfolipidovymi protilatkami, hemo-
lytickou anemii a kognitivni dysfunkci
mezi vyznamné netrombotické projevy
APS [5]. Trombocytopenie byva mirna
(nad 50%x10%1) a asymptomaticka. Pfi
poklesu desticek pod 20x10%1 je tieba
patrat po jinych pfic¢inach. U pacientt
s prudkym pribéhem a multiorgdno-
vym postizenim je tfeba myslet na ka-
tastroficky antifosfolipidovy syndrom
(CAPS) s mortalitou 50 %.

Trombocytopenie je nej¢astéjsi hema-
tologicky projev chronickych hepatopatii.
Nelze ji omezovat na zvysenou sekvestraci
desticek ve slezing, uplatiiuje se i snizena
produkce (u jaterni cirhézy vazne syntéza
trombopoetinu, k Utlumu megakaryo-
poézy dochdzi u virovych infekci, vlivem
alkoholu, pretizenim zelezem, nezadou-
cim Ucinkem farmak), vystupriovana de-
strukce (zvysené stiihové napéti, hyperfib-
rinolyza, zvysena agregace pfi infek¢nich
komplikacich, imunitné podminéna de-
strukce vlivem autoprotilatek — ITP i DITP
u hepatopatie) nebo kombinace nékolika
mechanizmi. Rozpoznani prevazujiciho
patofyziologického mechanizmu ma tera-
peutické konsekvence.

NOVE VZNIKLA TROMBO-
CYTOPENIE U PACIENTA

V HEMATOLOGICKE
AMBULANCI

Je-li hematolog napf. v rdmci konsi-
lia konfrontovdan s pfipadem pacienta
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s nové prokdzanym snizenim poctu des-
ticek musi nejprve potvrdit, Ze jde sku-
te¢né o trombocytopenii a pokud ano,
musi rozhodnout, zdali pacient vyza-
duje-li urgentni péci. Velmi dobfe musi
byt hematolog pfipraveny na situace,
kdy je konsultovan telefonicky a kdy ko-
lega nehematolog na druhé strané te-
lefonni linky naopak Uplné dobfe pfi-
praveny neni. Nespravné rozhodnuti
o odkladu dalsi diagnostiky maze byt
pro pacienta fatalni. Spolehlivé dopo-
ruceni, ktery pacient s nové prokazanou
trombocytopenii mlze byt bezpecné
vysetfovan v ambulanci neexistuje. Urci-
tym voditkem je celkové stabilni klinicky
stav pacienta bez krvacivych projev,
s ,bezpe¢nym” poctem destic¢ek s niz-
kym rizikem krvaceni a bez jinych pro-
jevd zavazného onemocnéni. Zodpo-
védné rozhodnuti ale mGzeme udélat az
poté, co pacienta sami vysetfime.

Casto je v hematologickych ambu-
lancich feSena diferencidlni diagnostika
trombocytopenie provézejici jina chro-
nickd onemocnéni nebo trombocytope-
nie spojené s jinymi zménami krevniho
obrazu, coz hematologlm diferencidlné
diagnostické potize zpravidla nedéla.

NOVE VZNIKLA
TROMBOCYTOPENIE

U PACIENTA NA JEDNOTCE
INTENZIVNI PECE (JIP)
Trombocytopenie se objevuje az u 50 %
kriticky nemocnych a u 5-20 % pacientd
klesa pocet desticek pod 50x10%I.
Pocet desticek typicky klesd béhem prv-
nich 4 dni po velkych operacich, nadir
se zpravidla objevuje 3.-4. pooperacni
den a spontanni vzestup poctu desti-
Cek kolem 5.-7. dne s maximem kolem
14. pooperac¢niho dne [6]. Pretrvava-
jici nebo nové vznikly vyznamny po-
kles desticek ma velmi pravdépodobné
jesté jinou pfic¢inu a predikuje 3pat-
nou prognozu. Uplatiiovat se mlze he-
modiluce, spotfeba, snizend produkce,
sekvestrace, imunitné podminéna de-
strukce nebo kombinace. Objevuje se
i pseudotrombocytopenie [6]. Identifi-
kace priciny je zasadni pro strategii péce.

Prikaz pseudotrombocytopenie za-
vislé na EDTA je ve vétsiné pripadl jed-
noduchy, problémem muze byt pseu-
dotrombocytopenie spojend s lé¢bou
antagonisty destickového glykopro-
teinu llbllla (shluky vznikaji i v citratové
krvi a tyto léky mohou vést DITP) [2].

Casna potraumatickd koagulopa-
tie a hemodiluce navozena masivni
transfuzi erytrocytarnich pfipravk,
plazmy, resp. objemovou resuscitaci je
¢astou pric¢inou trombocytopenie [6].
V rdmci hematologického konsilia je ne-
zbytné inicialni [écbu pacientd s téz-
kym traumatem krok za krokem probrat
s oSetfujicim lékafem.

K vystupnované spotiebé desticek
pfi hemostdze dochézi u nemocnych
s velkou ztratou krve (anamnéza krva-
ceni, resp. posthemoragické anemie, pfi-
tomnad DIC), po tézkém tupém poranéni
(anamnéza traumatu, vysledky fyzikal-
niho vy3etfeni a zobrazovacich metod),
pfi diseminované intravaskularni koagu-
laci (30k, infekce a dalsi provokacni mo-
menty, laboratorni obraz konsump¢ni
koagulopatie), béhem sepse (pfic¢ina
trombocytopenie u 50 % pacientd, pfi-
¢inou byva snizena tvorba, zvysena spo-
tfeba pfi excesivni generaci trombinu
a adhezi desti¢cek na endotelu a/nebo
sekvestrace, hemofagocytéza) nebo
v systému mimotélniho obéhu. Zvyse-
nou spotfebu desti¢ek potvrdi skutec-
nost, ze pocet desti¢ek nestoupne po
transfuzi dvou ABO identickych terapeu-
tickych jednotek destickovych transfuz-
nich pripravkd [2].

Zvysenou sekvestraci desticek ve zvét-
Senych jatrech a/nebo sleziné Ize oce-
kavat u pacientd s anamnézou chronic-
kého jaterniho onemocnéni s portdlni
hypertenzi. Sonograficky prikaz hepa-
tosplenomegalie a patologickych zmén
portalniho fecisté mlze prispét k potvr-
zeni tohoto podezieni [2,6].

Poruchu tvorby desticek je u pacientt
na JIP tfeba zvaZovat po intoxikacich
v¢. alkoholu, u pacientd s aktivnim viro-
vym onemocnénim (HIV, HCV, EBV, CMV)
a u nemocnych s infiltraci kostni drené
nadorovym procesem (leukoerytroblas-
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tové reakce) nebo s utlumem krvetvorby
po radioterapii nebo chemoterapii [2,6].

K vystupriované destrukci cirkulujicich
desti¢ek dochazi u pacientl na JIP pfi
ITP, DITP, HIT, TMA, APS nebo CAPS apod.
U pacientU s ITP byva zndma anamnéza,
neexistuje specificky text, mize pomoci
priikaz specifickych protildtek proti des-
tickovym glykoproteindm nebo odpo-
véd na imunosupresivni l1é¢bu. Priikaz
DITP je zpravidla klinicky, tzn. novy lék
v poslednich 7-14 dnech, zpravidla tézka
trombocytopenie pod 20x10°%/I upravu-
jici se po vysazeni léciva. Hematologic-
kou urgenci je HIT, kterou je potieba zva-
zovat pfi poklesu poctu desticek o 50 %
pavodniho poctu (nadir 20-80x10%/1) ty-
picky mezi 5.a 14.dnem terapie hepariny.
Pfi pravdépodobné HIT je nutné preru-
$eni [é¢by hepariny a neodkladné vyset-
feni HIT protilatek. Dalsi hematologickou
urgenci jsou trombotické mikroangiopa-
tie (TTP, HUS nebo jiné sekundarni TMA).
Pfi sou¢asném rozvoji trombocytopenie,
neimunni, mikroangiopatické hemoly-
tické anémie a organové symptomatolo-
gie je nutno odebrat vzorky krve k dalsi
diferencidlni diagnostice TMA a nejpoz-
déji do 24 hodin zahdjit 1é¢bu vymén-
nymi plazmaferézami. Prudky pribéh
s rychle se rozvijejicim multiorgdno-
vym selhdavanim a vysokou mortalitou
ma CAPS, ktery vyZzaduje podobné jako
TMA nebo HIT rozhodny diagnosticko-
terapeuticky pfistup, tj. laboratorni pri-
kaz antifosfolipidovych protilatek, |é¢bu
vyvoldvajictho onemocnéni, antitrom-
botickou terapii a farmakologickou kon-
trolu cytokinové boufe (hepariny, kor-
tikosteroidy, vyménné plazmaferézy,
intravendzni imunoglobuliny etc.). U pa-
cientl na JIP, ktefi vyvinuli trombocyto-
penii pod 10x10%I s krvacivé projevy po
podanych transfuzich je tfreba vyloucit
potransfuzni purpuru [2,6].

NOVE VZNIKLA
TROMBOCYTOPENIE

U TEHOTNE ZENY
Trombocytopenie nové vznikld béhem
gravidity je nepochybné pro hematology
vyzvou.V klinické praxi se porodnici obra-
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ceji na hematology s zadosti o konsultaci
a spolupraciiv pfipadech trombocytope-
nie ryze porodnickych - gestac¢ni trom-
bocytopenie, trombocytopenie u tézké
preklampsie, HELLP syndromu nebo
u jesté vzacnéjsi akutni steatdzy jater
v gravidité (AFLP). Role hematologa spo-
¢iva ve schopnosti poskytovat komplex-
né;jsi diferencialni diagnostiku trombocy-
topennie v gravidité — tzn. ITP s nebo bez
AIHA, APS, TTP nebo HUS apod.

Pokles poctu desticek pod 150x10%I
provazi asi 10 % vsech gravidit. U Zen
s nové vzniklym poklesem poctu des-
ticek béhem gravidity je tfeba vyloucit
zivot ohrozujici onemocnéni, bezpe¢né
zajistit bezpecny pocet desti¢ek kolem
porodu a zhodnotit riziko trombocyto-
penie matky pro plod.

Obecné je treba patrat po krvaci-
vych projevech (petechie, purpura etc.),
po soucasné hypertenzi (preeklampsie,
HELLP syndrom), po zndmkdach pree-
xistujicich systémovych onemocnéni,
lymfadenopatii, hepatosplenomega-
lii (SLE, malignity), po sou¢asné hemo-
lyze (Evanstv syndrom, TTP), po boles-
tech bficha a dyspepsii (HELLP syndrom)
nebo po neurologickych projevech (TTP,
tézka preeklampsie). V prvnim trimestru

Soucasna terapie ITP

Cervinek L.

se specifické ,téhotenské” trombocyto-
penie nevyskytuji, dominuje zde ITP. Ve
druhém a tretim trimestru je mozné se
orientovat podle poctu desticek. Ges-
ta¢ni trombocytopenie jsou zpravidla
mirné (neklesaji vyznamné pod hod-
notu 100x10%1) a jsou relativné stabilni.
Naopak u ITP mlze byt trombocytope-
nie tézka. Prudky pokles desticek pod
50x10%I je didvodem pro vylouceni pre-
eklampsie, HELLP syndromu, resp. TTP,
a predevsim postpartalné HUS [71.

ZAVER

Diferencialni diagnostika trombocyto-
penie znamena potvrdit, Ze skute¢né jde
o trombocytopenii a pokud ano, spravné
urdit, jak urgentni ma byt diagnosticko-
terapeuticky postup. Pro nehematology
jsou vyznamné zmény krevniho obrazu,
zvl4sté tézka trombocytopenie obdva-
nym problémem. Pro klinického hema-
tologa to mj. znamena, ze musi byt pfi-
praven podobné situace fesit racionalné
v kteroukoli denni dobu.
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projevy, je indikovano zahdjeni |écby i pfi
hodnotach vyssich. Lécbu je potfeba in-
dividualizovat, pfihlédnout k pfanim pa-
cienta a jeho zivotnimu ,rizikovému pro-
filu”. Cilem |écby je prevence krvaceni
adosazeni bezpecné, i kdyZ ne nutné nor-
malni hodnoty krevnich desticek.

LECBA V 1. LINII
Kortikosteroidy

Kortikosteroidy potlacuji fagocytarni
aktivitu a snizuji syntézu autoprotila-
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tek. Standardni inicidlni kortikosteroidni
[é¢bou je prednison (nebo jeho ekviva-
lent) v dévce 0,5-2 mg/kg/den po dobu
2-3 tydnU s postupnym snizovanim
dévky ¢i dexametazon 40 mg/den po
dobu 4 dnl opakovany az 3x. Je dopo-
ru¢eno zkratit dobu podani kortikoid
na 6-8 tydnd.

Intravendzni imunoglobuliny (IVIG)
Podani IVIG je vhodné pfi nutnosti emer-
gentni terapie, dale pak u déti a v tého-
tenstvi, zejména v prvni trimestru, kdy
jsou kontraindikovany kortikosteroidy.
Nejcastéji je doporucovana davka 1g/kg
ve dvou dnech, ¢ 2g/kg v jeden den
nebo 0,4 g/kg po dobu 5 dn.

LECBA ITP V 2. LINII

V 1é¢bé druhé linie ITP doslo v posled-
nich letech k zdsadnimu posunu od imu-
nosupresivni |é¢by k podani novych
[ékU. V této skupiné muizeme lécebné
moznosti rozdélit na Iéky s robustnimi
daty z randomizovanych klinickych stu-
dii a starsi l1éky bez dat randomizova-
nych studii, v neposledni fadé zlstava
mezi l1é¢ebnymi metodami druhé linie
i oddalend splenektomie.

Agonisté TPO receptoru (TPO-RA)

Agonisté TPO receptoru maji pro Iécbu
ITP nejvyssi stupen doporuceni (stu-
pen doporuceni A, Uroven dikazl Ib) ze
vsech pouzivanych lé¢ebnych modalit.
Schvélenou indikaci pro 1é¢bu TPO-RA je
podavani dospélym pacientim s chro-
nickou formou ITP, ktefi jsou refrakterni
k jinym zpGsobdm lécby (napf. kortiko-
steroidy, imunoglobuliny). Do skupiny
agonistll TPO receptoru fadime tfi pre-
paraty, a to romiplostim a eltrombopag
a nové i avatrombopag. Romiplostim
predstavuje unikatni molekulu, tak-
zvané peptibody, sklddajici se ze dvou
¢asti. Prvni Cast je vlastni Uc¢inna sek-
vence molekuly, pfipravend metodami
molekuldrni genetiky, vazici se na ob-
last TPO receptoru megakaryocytu, ale
v jiné vazebné oblasti nez endogenni
TPO. Druhd cast romiplostimu zabezpe-
Cuje stabilitu prepardtu v ¢ase a umoz-

nuje podavani preparatu subkutdnné
jednou tydné. Lé¢ba spociva v subku-
tanni aplikaci romiplostimu v davce
1-10 pg/kg/tyden (davka je odvisld od
poctu desticek). V ramci klinickych studif
byla l1é¢ebnd odpovéd dosazena u 88 %
nesplenektomovanych a u 79 % splene-
ktomovanych pacient(.

Druhym agonistou TPO receptoru
je eltrombopag. Ten pUsobi téz akti-
vacné na TPO receptor megakaryocytu
a to vazbou na jiné vazebné misto, nez
kam se vaze endogenni TPO. Tento pre-
parat neobsahuje stabiliza¢ni vazbu,
proto je nutné kazdodenni peroralni po-
davani léku. Strukturdlné jde o malou
molekulu podavanou oralné v davce
25-75mg/den.

Lécebnd odpovéd byla dosazena
u vice nez 80 % pacient(, ktefi uzivali el-
trombopag v ramci klinickych studii. Tre-
tim TPO agonistou je peroralni pfipravek
avatrombopag. Prepardt byl Uspésné
testovan v rdmci klinickych studii u pa-
cienttd s chronickou ITP. Obecné schva-
lenou indikaci pro lé¢bu TPO agonisty
pfedstavuji pacienti s chronickou for-
mou ITP, ktefi jsou refrakterni k jinym
zpusoblm léc¢by (jako napfiklad korti-
koidy, imunoglobuliny). Dalsi prace rov-
néz ukazaly, Ze u nékterych pacientt je
mozné davku TPO agonistl postupné
snizit, a dokonce i vysadit, aniz by doslo
k ndvratu nemoci. Jednd se o takzvanou
setrvalou remisi, jejiz incidence se odha-
duje asi u 20 % nemocnych.

Inhibitor splenické (SYK) kinazy
vlécbé ITP

Dalsi novinkou v oblasti ITP je fostamati-
nib, perorélni inhibitor splenické SYK ty-
rozinkinazy. Na protilatkach zavisla fago-
cytdza je primarnim mechanizmem, jimz
dochazi u ITP pacientli k destrukci trom-
bocytd. Slezina je dominantni misto pro-
dukce protilatek i hlavni misto destrukce
opsonizovanych trombocytd. Néktefi
pacienti mohou mit i minoritni misto
destrukce trombocytl v jatrech. Lidské
makrofagy exprimuji rdzné Fc receptory,
jez se specificky vazi na IgG imunoglo-
buliny. Funkéné rozpoznavame inhibi¢ni
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a aktiva¢ni Fcreceptory, jez prendseji sig-
ndl cestou tyrozinkindzového receptoru.
Jako hlavni receptory jsou oznacovany
FcR gamma lla a FcR gamma llla, jez jsou
zodpovédné za vychytavani opsonizova-
nych trombocytd. Aktivace FCR gamma
IIA receptoru na povrchu makrofagu
cestou trombocytu s navazanou proti-
latkou spousti intracelularni signaliza¢ni
drahu zabezpeclenou SYK tyrozinkina-
zovym receptorem. Fostamatinib, oralni
inhibitor slezinné tyrozinkinazy (SYK),
dosahl primarniho Ié¢ebného cile v ran-
domizované dvojité zaslepené klinické
studii faze 3. O podani fostamatinibu Ize
uvazovat u pacientl s prokazanou rezis-
tenci na agonisty TPO receptoru.

V neposledni fadé se do skupiny
preparatu s daty z klinickych studii
radi i rituximab

Rituximab, monoklondlni chiméricka
protilatka proti receptoru CD20, se véaze
na B-lymfocyty a zplsobuje jejich lyzu
mediovanou FcR cestou aktivace kom-
plementu ¢i cestou bunécné imunity.
Rituximab pusobi snizeni poc¢tu B-lym-
focytl, a tim nasledné snizeni poctu
produkovanych autoprotilatek, a dale
i blokddu retikuloendotelidlniho sys-
tému. Po |é¢bé rituximabem lze v ne-
randomizovanych studiich pozorovat
40-60 % kompletnich Iécebnych odpo-
védi. Dlouhodobé zUstdva v remisi asi
15-20 % nemocnych. Lé¢ba rituxima-
bem je vétsinou dobre snasena, ale je
nutno upozornit na mozné zavazné ne-
zaddouci reakce pfi podavani této proti-
latky, k nimz nélezi zvySena teplota, po-
ruchy srde¢niho rytmu a vzacné i vyskyt
anafylaxe. Rituximab zvysuje riziko akti-
vace latentnich infekci, jako jsou hepa-
titida typu B ¢i JC vir6za a PML (progre-
sivni multifokalni leukoencefalopatie).

V ramci druhé linie pro

pacienty s ITP zdstavaji starsi
imunosupresivni léky

Azathioprin je prekurzor 6-merkaptopu-
rinu, antimetabolitu, jenZ blokuje lymfo-
cytarni proliferaci. Obvyklé davkovani je
1-2mg/kg/den.
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Cyklosporin A je kalcineurinovy inhi-
bitor potlacujici proliferaci T-lymfocytu.
Obvyklé davkovani je 2,5-3 mg/kg/den.
Je podévan obvykle v kombinaci s kor-
tikosteroidy. Cyklofosfamid je alkylu-
jici latka uzivana jako imunosupresivum
¢i cytostatikum. Davkovani pouzivané
u pacientl s ITP je 1-2mg/kg/den per-
oralné &i v pulsech parenteralné. Vzhle-
dem k mutagennimu potencialu je [ék
u mladsich pacient nevhodny.

Danazol je slaby androgen. Jeho me-
chanizmus Ucinku spociva pravdépo-
dobné v ovlivnéni Fc-receptoru. Dopo-
ruc¢ené davkovani je 400-800 mg denné,
ale dobré vysledky byly zaznamenany
i pfi davkovani 100-200 mg danazolu
denné. Celkové pfiblizné 60-70 % pa-
cientd odpovi na lé¢bu pfiznivé. Lécba
danazolem je obvykle dobfe snasena,
z nezadoucich ucinka jsou casté elevace
jaternich test(, virilizujici Gcinek, prirs-
tek hmotnosti a retence tekutin. Lék je
vhodny predevsim pro starsi pacienty,
ktefi v Uvodu reagovali na kortikoste-
roidni 1é¢bu a u nichZz danazol umozni
snizit celkovou déavku kortikosteroidd.
Dalsi vhodnou indikaci jsou pfekryvné
syndromy s autoimunitami typu systé-
movy lupus erytematodes, nebo jako
|éCebna eventualita pfi kontraindikaci
splenektomie.

Dapson (diaminodifenyl sulfon) je pri-
marné ur¢en do kombinacni terapie pro
pacienty s leprou. Pro sv(j imunomo-
dulac¢ni Ucinek byl testovan u pacientl
schronickou ITP v dévce 75-100 mg/den.

Lék je vhodny pfedevsim do kombinace
s kortikosteroidy a umozni snizit celko-
vou davku kortikosteroidl, bohuzel |é-
¢ebny ucinek pretrvava pouze pfi trva-
[ém podavani.

Mykofenolat mofetil je prekurzorem
kyseliny mykofenolové, jez je nekom-
petitivnim inhibitorem inosin-50-mo-
nofosfatdehydrogendazy, klicového en-
zymu v biosyntéze purind. Davkovani je
obvykle 1-2g/den, l1é¢ebného ucinku je
dosahovéano pfiblizné po 3-4 tydnech
podavani.

CHIRURGICKA LECBA ITP

Splenektomie, stupen doporuceni C,
uroven dukazu IV. Slezina predstavuje
dilezité misto produkce protilatek a je
také hlavnim mistem destrukce des-
ticek s navazanymi autoprotilatkami.
V soucasnosti predstavuje splenektomie
2. linii |é¢by pacient( s ITP, je tedy dopo-
rucovana po selhani 1. linie. Provedeni
splenektomie vykazuje vysoky podil 1é-
¢ebnych odpovédi: 66 % nemocnych je
bez potieby dalsi terapie. Pfiblizné 20 %
respondéri dospéje postupem casu
k relapsu onemocnéni. Vseobecné je do-
porucovano vyckat s provedenim sple-
nektomie s pfihlédnutim ke stavu pa-
cienta, optimalné 12 mésicl, vzhledem
k mozZnosti dosazeni remise onemoc-
néni (v nékterych pfipadech i do jed-
noho roku od diagnézy). Splenektomii
je mozno provést klasickou ¢i laparo-
skopickou technikou. Mortalita vykonu
je nizkd, do 1 %, ¢astéjsi jsou pooperacni

Diferencialni diagnostika neutropenie

Doubek M.

Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno
Ustav Iékat'ské genetiky a genomiky LF MU a FN Brno

Neutropenie (periferni neutropenie) je de-
finovana jako snizeni absolutniho poctu
neutrofild (ANC) v periferni krvi pod
2,0x10%1 [1]. Neutropenie se podle hod-

noty ANC déli na tézkou (ANC < 0,5x10%/1),
stfedné tézkou (ANC 0,5-1x10%1) a mir-
nou (ANC mezi 1 a 2,0x10%1). M(ze se ma-
nifestovat jako permanentni (stald) nebo

- Cést 2: Cytopenie

komplikace, napfiklad infekce v rané ¢i
hematom. Pacienti jsou po provedené
splenektomii ohrozZeni infekci opouzdie-
nymi mikroby, tzv. overwhelming post-
-splenectomy infection (OPSI), s inci-
denci 3,8-4,3 % a mortalitou 1,7-2,5 %.
Proto by vsichni pacienti, u kterych je
planovéna splenektomie, méli pred vy-
konem podstoupit aktivni imunizaci
(oCkovani) dostupnymi vakcinami proti
pneumokokdm, meningokokiim a he-
mofilim. Revakcinace by méla probi-
hat podle doporuceni vyrobce konkrétni
vakciny. Pokud je v dobé indikace sple-
nektomie pacient |é¢en imunosupre-
sivni terapii, Ize jej ockovat az po pro-
vedeni splenektomie po predchozim
snizeni davkovani imunosupresivni tera-
pie. V souvislosti s podavanim antibiotik
jako profylaxe infekce po splenektomii
nepanuje véeobecny konsensus. Néktera
pracovisté aplikuji antibiotickou profy-

.....

NOVE LECEBNE POSUNY

V TERAPII ITP

V oblasti klinického vyzkumu jsou nyni
v Ceské republice dostupné inhibitory
neonatélniho Fc receptoru makrofagu.
Jedna se o dva preparaty, anti FcRn inhi-
bitory Rozanolixizumab a Efgartigimod.
Dalsi nadéjnou molekulou v klinickém
vyzkumu je orélni inhibitor Brutonovy
tyrozinkinazy. Dosavadni vysledky pro-
vedenych klinickych studii s témito pre-
paraty vypadaji nadéjné, ale vyzkum
nebyl dosud ukoncen.

prechodnd (tranzientni) a podle plivodu je
bud'ziskana, nebo dédi¢na.

Diagnézu chronické neutropenie je
tfeba potvrdit alespon ze 3 nezavis-
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lych odbérl periferni krve v prabéhu
3 mésich. Pokud neutropenie pretr-
Vava, je tieba az na vyjimky (benigni et-
nicky podminéna neutropenie) zvazo-
vat dalsi vysetieni, pfipadné genetickou
konzultaci.

Periferni neutropenie se vysky-
tuje az u 1 % populace, s castéjsim vy-
skytem v urcitych regionech (Afrika,
Stfedni Vychod). Vétsinou jde o ziskané
neutropenie. Dédi¢né neutropenie jsou
velmi vzacné, pozorované u méné nez
1/100 000 osob [2]; to znamena, Ze méné
nez 1/1 000 pfipadd neutropenie je dé-
di¢ny. Nicméné z pohledu diferencialni
diagnostiky je tfeba na dédi¢né neutro-
penie myslet, nebot priikaz dédi¢ného
plvodu ma casto zasadni vliv pro pro-
gnézu nemocného a ovliviuje riziko
vzniku nadorovych onemocnéni.

TRANZIENTNI
NEUTROPENIE

Pfechodna neutropenie je nejcastéji
asociovanad s virovymi infekcemi. Dale
jsou pricinami prechodné neuropenie
i nékteré bakteridlni infekce nebo lé¢ba
(chemoterapie) [3]. Pfi¢iny tranzientni
neutropenie shrnuje tab. 1.

CHRONICKE NEUTROPENIE
Jak uz bylo uvedeno, chronické neutro-
penie trvaji déle nez 3 mésice [3]. Pric¢iny
chronickych neutropenii shrnuje tab. 2.

DEDICNE NEUTROPENIE
Diagndza dédicné neutropenie (DN) bez
ohledu na detekovanou kauzalni gene-
tickou mutaci predstavuje pro pacienty
vys3i riziko vzniku hematologické ma-
lignity (10-60 %) ve srovnani s ostatni
populaci (0,01 %) [4].

Distribuce vyskytu DN v populaci je
¢astecné podminéna etnickym pavo-
dem: mutace genu HAXT v Kurdistanu
(Malé Asii) nebo Svédsku, G6PC3 genu
v Arménii a AP14 genu u Menno-
nitd. Mutace v genech ELANE, SBDS,
SLC37A4 a CXCR4 se vyskytuji nezavisle
na etnickém plvodu.

DN jsou monogenné podminénym
onemocnénim. Dosud bylo identifiko-
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Tab. 1. Pri¢iny prechodné neutropenie.

Infekce

Viry cytomegalovirus, virus Epsteina-Barrové, HIV, influenza, parvovirus B19
Bakterie bruceléza, tuberkuldza, tularemie, tyfus, rickettsie

Protozoa Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum

Léky

Antikonvulziva
Antibakterialni
1éky

Antipsychotika

Antirevmatika

Chemoterapeutika

Tyreostatika propylthiouracil

Jiné aminopyrin, deferipron, rituximab, venetoklax

Neonatalni

Autoimunitni

kabramazepim, valproat

sulfonamidy, peniciliny, cotrimoxazol

klozapin, olanzapin, fenotiazidy

levamizol, zlato, penicilamin

Tab. 2. Pfic¢iny chronické neutropenie.

Zpusobena zevnimi vlivy

Nutri¢ni deficit vitaminu B,

Imunitni

Porucha krvetvorby
Myelodysplazie

Aplasticka anémie

Dédi¢né neutropenie a syndromy selhdni kostni diené

Idiopatické

deficit folatu, méd, malnutrice

autoimunitni, systémové onemocnéni pojiva

vano vice jak 24 genl asociovanych se
vznikem dédi¢né neutropenie [5]. Vét-
Sinou jde o mutace v genech zodpo-
védnych za nitrobunécnou regulaci
translace prostfednictvim stresu endo-
plazmatického retikula, a pfekvapivé
ne o geny angazujici se v granulopoéze.
Nejefektivnéjsim zplsobem zjisténi ge-
netické mutace je pouziti masivniho pa-
ralelniho sekvenovani, zejména sek-
venovani celych exomd, protoze $kala
genl a jejich variant zodpovédnych
za vznik DN je Sirokd. Jde o rGizné typy
genetickych mutaci, ¢asto o nové ,mi-
ssense” zamény, jejichZ interpretace

byva obtiznéjsi vzhledem k absenci
funkénich test(. Casto byva takova va-
rianta klasifikovana dle mezinarodnich
doporuceni [5] jako varianta nejasného
vyznamu (VUS). K objasnéni patogenity
detekované varianty je vhodné provést
genetickou konzultaci zejména s ohle-
dem narodinnouanamnézu naddorovych
onemocnéni (leukémii, ale i solidnich tu-
mor(), vyskytu infek¢nich onemocnéni
od détstvi véetné gingivitid a stomatitid.
Dulezité je také zjistit, zda detekovana
varianta segreguje s fenotypem neutro-
penie. Optimalnim postupem pro zafa-
zeni nové, dosud nepopsané varianty
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terapie G-CSF riziko stanovené neni

Tab. 3. Zakladni charakteristiky dédi¢nych neutropenii v dospélosti.

Onemocnéni Dédi¢nost Gen Klinické projevy Riziko vzniku nadoro-
vého onemocnéni
Benigni etnickd neutro- - DARC/ neutropenie populacni riziko
penie (BEN) /ACKR1
Benigni familiarni - nezndmy  neutropenie populacni riziko
neutropenie
Cyklicka neutropenie AD ELANE intermitentni neutropenie, béhem ni stredné zavazné *15 % AML/ALL
az zavazné infekce
Vrozend neutropenie AR HAX1 neutropenie *30 % AML/ALL/CMML/
s mutaci HAX1 MDS
Shwachman-Diamond AR SBDS neutropenie, porucha exokrinni funkce 30 % MDS/AML
syndrom (SDS) pankreatu, maly vzrist, dysplazie metafyz,
mentalni postizeni
Fanconiho anémie (FA) AR, X Skupina neutropenie, trombocytopenie, pigmentacni zmény 30-60 % MDS/AML solid-
FANC genll  klze, viceCetné anomalie skeletu, srdce, ledvin, gondd,  ni nadory
nizka postava, nizka porodni hmotnost (< 2 500 g),
hluchota
GATA2 syndrom AD GATA2 Heterogenita klinického obrazu: 75 % MDS/AML/MPN/
1) MonoMAC: monocytopenie a mykobakterialni infekce CMML

2) DCML nedostatecnost: poruchy dendritickych bunék,

monocytd, B lymfocytd a NK bunék

3) Embergerdv syndrom: lymfedém, hluchota a MDS
4) dédi¢ny myelodysplasticky syndrom / AML
5) WILD syndrom: bradavice, imunodeficience,

lymfedém a anogenitalni dysplazie
6) chronickd neutropenie

*riziko je uvedeno pro tézkou vrozenou neutropenii, kde je tfeba podéavat vysoké davky G-CSF, pro mirnou intermitentni formu bez

AD - autozomalné dominantni, AR — autozomalné recesivni, X — dédi¢nost variant genl na chromozomu X, MDS - myelodysplasticky
syndrom, AML - akutni myeloidni leukémie, MPN — myeloproliferativni neoplazie, CMML - chronicka myelomonocytarni leukémie

je nasledné provedeni funkéni analyzy
k prakazu jeji patogenity [6].

U nékterych pacientl mize dojit k poz-
déjsimu stanoveni diagnézy DN z dGvodu
mirnych nebo chybéjicich hematologic-
kych abnormalit nebo abnormalit pfi fy-
zikalnim vysetfeni az na zékladé dalSich
komplikaci, napf. nddorového onemoc-
néni nebo pfi genotypovani celé rodiny.

Zéakladni charakteristiky nesyndromo-
vych i syndromovych neutropenii v do-
spélosti jsou uvedeny v tab. 3.

VYSETRENI U PACIENTA

S NEUTROPENI{

U pacientl s neutropenii je treba provést

tato zakladni vy3etfeni:

1) Podrobna anamnéza se zaméfenim na
rodinnou anamnézu, dal$i onemoc-
néni v osobni anamnéze a soubéznou
[é¢bu.
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2) Podrobné fyzikalni vysetieni vcetné
posouzeni event. kongenitélnich ab-
normalit a infekci (kozni infekce,
gingivitidy).

3) Podrobné laboratorni vysetieni:
krevni obraz s mikroskopicky ode-
¢tenym diferencidlnim rozpoc-
tem leukocytl (pro stanoveni dia-
gnozy cyklické neutropenie je tieba
az 20 vysetfeni krevniho obrazu
béhem 40 dni); protilatky proti gra-
nulocytdm; pritokova cytometrie
(napt. k urceni poctu velkych granu-
larnich lymfocyt(); antinuklearni pro-
tilatky; hladina B, a folatu; vysetreni
serologickd a molekuldrni v pripadé
podezieni na infek¢ni etiologii; vyset-
feni kostni dfené (pfedevsim u chro-
nickych neutropenii) - histologie, cy-
tologie, cytogenetika; molekularni
genetika (vySetfeni germinalniho

genomu po konzultaci s klinickym
genetikem) [7].

ZAVER

Diferencialni diagnostika neutropenii je
i v soucasnosti pro lékare mnohdy stéle
vyzvou. Diky novym metodam (pfede-
vsim v molekuldrni diagnostice) je ale
mozné fadu dfive nejasnych pfipadu
neutropenie klasifikovat.

Podékovani

Podpofeno grantovym projektem MZ CR (grant
AZV NU20-08-00137) a COST Action CA18233.
Podékovani patii i Mgr. Katefiné Stano Kozubik,
Ph.D. z pomoc s pfipravou tohoto souhrnu.

Literatura

1. Americans. Hydrocortisone-induced granulo-
cytosis in the ‘benign’ neutropenia of the black.
Am J Med. 1979;67:201-205.

2. Donadieu J, Beaupain B, Mahlaoui N, Bel-
lanné-Chantelot C. Epidemiology of congeni-



tal neutropenia. Hematol Oncol Clin North Am.
2013;27:1-17.

3. Newburger DE, Dale DC. Evaluation and Man-
agement of Patients with Isolated Neutropenia.
Semin Hematol. 2013;50(3):198-206.

4. Donadieu J, Beaupain B, Fenneteau O, Be-
Ilanné-Chantelot C. Congenital neutrope-
nia in the era of genomics: classification, dia-

gnosis, and natural history. Br J Haematol.
2017;179:557-574.

5. Richards S, Aziz N, Bale S, et al. Standards and
guidelines for the interpretation of sequence
variants: A joint consensus recommendation of
the American College of Medical Genetics and
Genomics and the Association for Molecular
Pathology. Genet Med. 2015;17:405-424.

Cést 2: Cytopenie -

6. Brnich SE, Abou Tayoun AN, Couch FJ,
et al. Recommendations for application
of the functional evidence PS3/BS3 crite-
rion using the ACMG/AMP sequence va-
riant interpretation framework. Genome Med.
2019;12.

7. Dale DC. How | diagnose and treat neutrope-
nia. Curr Opin Hematol. 2016; 23(1):1-4.

Vzacnéjsi onemocnéni zpuisobujici cytopenie u dospélych:
Hemofagocytarni lymfohistiocytdza, Gaucherova choroba

Kozak T.
FNKV Praha

Gaucherova choroba patfi do skupiny
vzacnych dédi¢né podminénych lysozo-
malnich onemocnéni (lysosomal storage
diseases — LSD), které jsou zpusobeny
snizenou aktivitou nékterého z lysozo-
malnich enzymU. Gaucherova choroba
je zpUsobena sniZzenou aktivitou gluko-
cerebrosidazy 1 (GBA1) v dusledku mu-
tace genu pro GBAT1, jenz je umistén na
chromozomu 1g21. Jde o autozomalné
recesivné dédi¢né onemocnéni, u néhoz
je zndmo vice nez 400 mutaci genu pro
GBAT1, nékteré jsou vice, jiné méné frek-
ventni, ve vétsiné pfipadl jde o mutace
bodové. Incidence Gaucherovy choroby
je 0,4-5,8/100 000 zivych porodd, one-
mocnéni je frekventné;jsi (GD typ 1) v po-
pulaci Askenazi Zid(.
Patofyziologickym podkladem Gau-
cherovy choroby je hromadéni nerozlo-
zenych glykolipidd v lysozomech mak-
rofagu, které ziskavaji charakteristicky
vzhled ,zmackaného papiru” a hro-
madi se ve viscerdlnich orgdnech, ze-
jména ve sleziné a jatrech, ale také
v kostni dfeni a kostech. U tzv. neuro-
nopatickych forem (GD typ 2, GD typ 3)
Ize Gaucheroby bunky najit také v cen-
trdlnim nervovém systému. Pfitomnost
Gaucherovych bunék v organech vede
k organomegalii a nasledné k organové
dysfunkci. Pocet Gaucherovych bunék
v postizenych orgédnech ale takovym
zméndm neodpovida, nejde tedy o pro-

stou mechanickou masivni infiltraci, ale
0 zanétu podobnou humordlni reakci
zprostfedkovanou zvysenou sekreci ca-
thepsinuainterleukind,zejménall-6alL-8
alL-10.

Gaucherova choroba (Gaucher di-
sease — GD) je svym fenotypem spekt-
rum onemocnéni s rliznou mirou orga-
nového postiZeni, od hydropsu s imrtim
in utero pres tézké formy neslucitelné
se zivotem po narozeni az po nena-
padné subklinické formy, které mohou
byt diagnostikovédny v pozdnim do-
spélém véku. Klasicky se ale rozlisuji tfi
formy: GD typ 1, GD typ 2, GD typ 3. Nej-
Castéjsi forma Gaucherovy chroby je GD
typ 1 (90 % Gaucherovy choroby). Odli-
Suje se od ostatnich dvou mimo jiné ne-
pfitomnosti postizeni CNS. Je to forma,
ktera je ¢asta v populaci Askenazi Zidd
s prevalenci 1/850, ale neni zdaleka
omezena jen na tuto populaci. Mize byt
diagnostikovana v kazdém véku, v dét-
stvi se mUze projevovat poruchou rdstu
a zpozdénym nastupem puberty. Tato
forma GD vsak patfi pravé mezi ta one-
mocnéni, kterda musime brat v Uvahu
pfi diferencialni diagnostice organome-
galie a cytopenie v dospélém véku. De-
vadesat procent pacientl s Gauchero-
vou chorobou navstivi pfed tim, nez je
onemocnéni diagnostikovdno, ambu-
lanci hematologa. Nej¢astéjsimi pfi-
znaky v dospélém véku jsou: splenome-

galie, hepatomegalie (neni tak vyrazna
jako splenomegalie) a cytopenie. Z cy-
topenii je nejcastéjsim nalezem trom-
bocytopenie rizného stupné, je dana
hypersplenismem a zaroven nedosta-
te¢nou megakaryopoézou v kostni
dieni. Castym symptomem tohoto
typu GD je hemorhagicka diatéza,
penii, tak c¢asto pfitomnou koagulo-
patii a trombocytopatii. Teprve v dal-
Sim prubéhu onemocnéni se vyviji
anémie, u nejvice pokrocilych forem
muze bat i neutropenie. Casnym pfi-
znakem Gaucherovy choroby, ve
chvili, kdy je jiz pfitomna trombocy-
topenie, miize byt i lymfopenie. Pa-
cienti s GD typ 1 maji také vyssi inci-
denci malignich onemocnéni véetné
leukémii, lymfomi a mnohocetného
myelomu.

Do fenotypu GD typ 1 patfi také po-
stizeni kosti, kostni deformity zejména
v oblasti distalniho femuru (ale mohou
byt kdekoliv), stejné jako tézkda osteo-
porodza s patologickymi frakturami. Pa-
cienti s GD mohou prochdzet tzv. kost-
nimi krizemi, kdy v kratkém obdobi
dochazi k mnohocetnym patologickym
frakturam. Pfimé postizeni CNS u GD
typ 1 neni, nicméné existuji Udaje o zvy-
$eném riziku ¢asného nastupu Parkin-
sonovy choroby u téchto pacientl, me-
chanizmus neni plné objasnén. Vzacné
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Horecka

Splenomegalie

Ferritin > 500 pg/I
Nizka aktivita NK bunék

Tab. 1. Diagnosticka kritéria (HLH 2004).

Diagno6zu HLH podporuje splnéni > 5 z 8 kritérii:

Cytopenie > 2 linii (HGB < 90 g/I, PLT < 100x10%/I, ANC < 1,0x10%/1)
Hypertriglyceridemie (nala¢no) = 3,0 mmol/l a/nebo hypofibrinogenemie < 1,5 g/I

Hemofagocytoéza v kostni dfeni (sleziné nebo lymfatické uzliné)

Solubilni receptor pro IL-2 (sCD25) > 2 400 U/ml

je soucasti fenotypu GD typ 1 postizeni
plic. Laboratorné muze kromé cytopenie
upozornit na Gaucherovu chorobu hy-
perferitinemie, monoklonalni nebo po-
lyklonalni gamapatie.

Podezieni na Gaucherovu choroby GD
typ 1vdospélém véku bychom tedy méli
mit v pfipadé suspektniho klinického
prlibéhu s prikazem organomegalie,
zejména splenomegalie (87 % pacientl
s GD), event. kostniho postizeni, a ty-
pické laboratorni tridady: trombocytope-
nie (£ neutropenie a lymfopenie), kterou
ma 82 % pacientud s GD, hyperferitinemie
(87 % pacientli s GD) a gamapatie (mo-
noklonalni nebo polyklonalni). V kostni
dfeni nebo v jiné tkani odebrané v rdmci
diagnostiky nejasného stavu (napf. ja-
terni biopsie) jsou pfitomné typické Gu-
cherovy buriky.

Diagnoézu definitivné potvrdi prikaz
snizené aktivity GBA1 v leukocytech pe-
riferni krve a molekularné geneticky pru-
kaz mutace genu pro GBAT.

Vzécné, tzv. neuronopatické formy
Gaucherovy choroby GD typ 2 a GD
typ 3 jsou kromé vyse uvedenych pro-
jevl typické progredujicim postizenim
CNS, které ma u GD typ 2 akutni pri-
béh a u GD typ 3 pomalejsi, nicméné
obé tyto formy jsou obvykle zachyceny
v détstvi.

Lécba GD typ 1 a nékterych forem
GD typ 3 je zaloZena na substituci chy-
béjiciho enzymu (ERT - enzyme repla-
cement therapy), u dospélych pacientd
s GD je také snaha o tzv. redukci pro-
dukce substratu (subtrate reduction

therapy - SRT), tedy omezeni produkce
cerebrosidu.

Hemofagocytarni lymfohistiocytéza
(HLH) je vzacné onemocnéni, které ve
své familidrni formé postihuje zejména
déti, ale je nutné na né myslet také u do-
spélych viech vékovych kategorii. HLH
u nich byva poddiagnostikovana, pfitom
fada ziskanych cytopenii mUize jit pravé
na vrub této choroby. U mladsich dospé-
lych muze stale jit o familidrni primarni
formu, u starsich v3ak jde ¢astéji o formu
sekundarni, ktera byva spojena s fadou
patologickych stavi. Diagnostickd kri-
téria a léCebné postupy jsou dobre sta-
noveny u déti, u dospélych neni kon-
senzus jednoznacny. Svou patogenezi
je primarni i sekundarni HLH vystup-
novanym zanétlivym syndromem s hy-
perferitinemii, udrzovanym T lymfocyty
a spojenym s potencialné letdlni cyto-
kinovou boufi. U familiarni formy jde
o geneticky podminény defekt cytoly-
tické funkce T lymfocytl nebo NK bunék
a/nebo o poruchu regulace tzv. infla-
mazomu. Spousté¢em sekundarni HLH
mohou byt predevsim infekce, hlavné vi-
rové (EBV, HIV, CMV, virus krymsko-konz-
ské hemorhagické horecky atd.), ale také
bakterialni, parazitarni (toxoplazmédza,
leishmaniéza) nebo mykotické (Asper-
gillus spp.). Stale vice HLH u dospélych
(40-70 %) je diagnostikovano v souvis-
losti s malignitou, zejména hematolo-
gickou (lymfom, leukémie). HLH se vy-
skytuje u 2,8 % pacient s lymfomem
(nejvice lymfomy z T a NK bunék). Hemo-
fagocytarni lymfohistiocytéza muize byt

- Cést 2: Cytopenie

vyvolana budto plisobenim neoplazie
jako takové nebo muze byt komplikaci
protinddorové [é¢by. Po indukéni [é¢bé
akutni myeloidni leukémie (AML) se vy-
skytuje HLH aZ u 9 % pacient(. Dalsi du-
lezitou skupinou chorob, u niz je nutno
s vyskytem HLH pocitat, jsou autoimu-
nitni onemocnéni jako systémovy lupus
erythematodes, revmatoidni artritida,
Stillova choroba atd. U téchto onemoc-
néni muze mit HLH formu tzv. MAS (ma-
crophage activation syndrome). Dalsi si-
tuace, u nichz se sekundarni HLH muze
vyskytnout, jsou napfiklad organové
transplantace a transplantace krvetvor-
nych bunék, dlouhodobd chronicka
imunosuprese, vakcinace, naro¢né chi-
rurgické zakroky, hemodialyza a vzacné
téhotenstvi. Cytokinova boufe, ktera
mUze provazet bunécnou lécbu CART
(Chimeric antigen receptor T cells) né-
kterych hematologickych malignit, ma
také charakter HLH.

Klinicky se HLH u dospélych projevuje
klasickou triddou: febrilie, bi-tricytope-
nie (¢asto s krvacivou diatézou) a sple-
nomegalii. Za cytopenii se u HLH obvykle
povazuje hemoglobin < 90g/l, trom-
bocyty < 100x10%1 a ANC < 1,0x10%I.
Kromé této zakladni triady mohou ma-
nifestaci HLH provazet edémy, dusnost,
prdjem, ikterus, exantém, poruchy vé-
domi a projevy demyelinizace. Labora-
torné pro HLH svédci kromé cytopenie
vyrazné zvysena hladina sérového ferri-
tinu (u dospélych je ¢asto > 7 000 ug/l),
hypertriglyceridemie, hyperbilirubine-
mie s elevaci AST, zvySena LDH, zvySené
D-dimery a snizend hladina fibrinogenu
pfi normalnim protrombinovém casu.
V aspiratu kostni diené je u 85 % HLH za-
chycena typickd hemofagocytéza. Dia-
gnoézu HLH maze podpofit nalez zvy-
$eného mnozstvi solubilniho receptoru
pro IL-2 (sCD25).

Dle mezinarodnich doporuceni je dia-
gnézu HLH tfeba postavit spole¢né na
zakladé anamnézy a diagnostickych kri-
térii (HLH 2004 - viz tab. 1).

Lécba HLH u dospélych se Fidi podle
vyvolavajici pficiny, presto se v fadé pfi-
padl opird o zkusenosti s lIé¢bou HLH
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u déti a je zamérena na tlumeni akti-
vity T bunék kombinaci glukokortikoidd,
etoposidu a cyklosporinu A. U nékterych
indolentnich forem muze byt [é¢bou
kombinace kortikosteroidd s IVIG. U HLH
vyvolanych infekci je samoziejmosti
|é¢ba pfislusné infekce. Prabéh HLH
ve spojitosti s aktivni EBV infekci mUze
byt rychly a vyzaduje si rychlé nasazeni
anti-T terapie v kombinaci s rituxima-
bem.V pfipadé HLH asociované s lymfo-
mem (obvykle T- nebo NK lymfom nebo
agresivni B lymfom) je do Iécby pfislus-
ného lymfomu vhodné zaradit etoposid,
pokud v planované terapii jesté neni. Vy-
skyt HLH v priibéhu chemoterapie nebo
po ni je podhodnocen, je nutné ji mit
na mysli zejména v pfipadech neceka-
nych protrahovanych cytopenii po kon-
vencni chemo (imuno) terapii. Vyzvou je
v tomto sméru protrahovana cytopenie
po indukéni [é¢bé AML, o niz nelze vzdy
fici, Ze je necekana. Az 9 % pacientd po

indukéni 1é¢bé AML mUze mit syndrom
HLH. V téchto ptipadech je samoziejmé
obtizné indikovat etoposid, proto se
u HLH asociované s AML podavaji korti-
kosteroidy s IVIG. Lé¢ba MAS spojeného
s autoimunitnimi chorobami je speci-
fickym problémem, opird se o vysoké
déavky methylprednisolonu, u rezistent-
nich pfipadt je indikovan cyklosporin A,
event. blokator receptoru pro interleu-
kinu 1 (anakinra), pfipadné inhibice in-
terleukinu 6 monoklondlni protilat-
kou tocilizumab. Tocilizumab je G¢inny
také pfi lé¢bé cytokinové boure spojené
s imunoterapii bispecifickou protilatkou
blinatumomab nebo s podanim CART.
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- Cést 2: COVID-19

Redlna epidemiologie onemocnéni COVID-19 infekci
u nemocnych s hematologickymi malignitami v CR

R4¢il Z.', Zak P?
! Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

2IV. Interni hematologicka klinika FN Hradec Krdlové

Epidemie onemocnéni COVID-19 v Ev-
ropé a Ceské republice postihla celou
populaci, v¢. nemocnych s hematologic-
kymi malignitami, u kterych bylo mozno
ocekavat zavaznéjsi prabéh a vyssi mor-
talitu. Pro zjisténi redIného spektra ne-
mocnych s hematologickou malignitou,
u kterych doslo k rozvoji onemocnéni
COVID-19, identifikaci rizikovych faktor
a klinického prlibéhu, véetné mortality,
Evropska hematologicka spole¢nost vy-
tvofila projekt EPICOVID-EHA.

Tohoto projektu se zucastnila také
centra intenzivni hematologické péce
z Ceské republiky.

Projekt zahrnul vice nez 3 800 nemoc-
nych (v absolutni vétsiné z Evropy) s he-
matologickou malignitou aktivni v posled-
nich 5 letech a sou¢asnym onemocnénim
COVID-19, které probéhlo v roce 2020.

Jde o nejvétsi a skutecné realnd data,
kterd nejsou zatizena subjektivni lokaIni
zkusenosti jednoho ¢i nékolika malo
center, odkud ¢asto mohou vést k malo
presnym ¢i nepravdivym zavérdim.

Data ukazala, Ze absolutné nejvice
postizenou skupinou byli nemocni
s Non-Hodgkinskymi lymfomy, témér
o polovinu méné castéji pak nemocni
s mnohocetnymi myelomy a 3x méné
Castéji nemocni s chronickou lymfatic-
kou leukémii a akutni myeloidni leu-
kémii. Vsechny ostatni diagndzy tvorili
pfiblizné pouze 5 % vsech pripadl one-
mocnéni COVID-19. Vice jak 2/3 nemoc-
nych byly |é¢eny protinadorovymi léky
v poslednich 3 mésicich.

Podobné jako v bézné populaci byla
absolutni vétSina nemocnych s labora-
torné prokdzanym onemocnénim star-
Sich 50 let. Na rozdil od celé populace
vsak 60 % pripadl infekci COVID-19 bylo
osettujicimi Iékafi identifikovéano jako
onemocnéni se zavaznym pribéhem
(u bézné populace je udavan pocet za-
vaznych a kritickych pfipadd souhrnné
kolem 20 %) a 24 % vyzadovalo hospita-
lizace na jednotce intenzivni péce.

Celkovd mortalita v souboru byla
pres 30 %, a i pres to, Ze mortalita zpU-

COVID-19 z pohledu intenzivisty

Sramek V.

Anesteziologicko-resuscitacni klinika, FN u svaté Anny v Brné, Lékarskd fakulta MU

UvVOoD

Intenzivni péce je obor vznikly v 70. letech
minulého stoleti a je zalozeny na kom-
plexni péci o fadu organ(li a organovych
systému. Velice Casto se postupuje syn-
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dromologicky, a proto byla s postupem
Casu vypracovana fada univerzalnich po-
stupU/algoritmi. Cilem mého sdéleni je
upozornit, v ¢em se péce o COVID-19 ne-
mocné lisila od zavedenych postup.

sobena COVID-19 onemocnénim byla
nizsi, pfiblizné 20 %, stdle mnohona-
sobné prevy3uje mortalitu v celé vieo-
becné populaci. Jednoznacné nejvyssi
byla mortalita u pacientt s akutni my-
eloidni leukémii a myelodysplastickym
syndromem.

Pfi analyze se ukdazalo, Ze hlavni pfici-
nou takto zavazného pribéhu onemoc-
néni COVID-19 je aktivita zédkladniho
onemocnéni, pouze 1/3 infikovanych
nemocnych byli totiz pacienti, ktefi byli
v kompletni remisi zakladniho onemoc-
néni. Neni proto prekvapenim, Ze nej-
vyssi mortalita na onemocnéni COVID-
19 byla u nemocnych, ktefi byli l1é¢eni
demethyla¢nimi latkami, u pacientd,
ktefi byli 1é¢eni paliativné anebo pod-
stoupili podani CAR-T bunék.

Prezentace pak tato celoevropska
data da do kontextu s daty od vice jak
350 nemocnych s hematologickou ma-
lignitou a soucasnym onemocnénim
COVID-19 zadanymi do projektu za cen-
tra z Ceské republiky.

SYSTEMY
Respiracni
Virus SARS-CoV-2 nejzdvaznéji postihuje

bunky respira¢niho systému. Nejtézsi
formy vedou k tézkému a dlouhotrvaji-




cimi hypoxickému (a hyperkapnickému)

respira¢nimu selhani. Podplrnd strate-

gie selhavajici vymény plynu:

- Pouziti systémU vysokopritokového
02 (HFO), aplikovanych i na standard-
nich lGzkédch a neinvazivni ventilace
(NIV). Pravé NIV je ale spojovana s né-
kterymi vedlejsimi ucinky UPV - vyso-
kym poctem barotraumat.

« Instrumentace u aerosol generujicich
procedur (OTI, BSK atd.) vedla k vypra-
covani alternativnich postupd — napf.
vétSinové pouziti videolaryngoskopu
u OTI, absence ambuingu atd.
UPV pozitivni pretlak. Tézké respiracni
selhani pfedstavuje vyzvu najit kom-
promis mezi zachovanim nutné vy-
mény plynd a agresivity pouziti IPPV
(zajisténi oxémie je dano hlavné dosa-
zenim vyssich tlakd v plicich, Pmean;
zajisténi normokapnie pak zajisté-
nim minimalni minutové ventilace,
VE). K pfekroceni zavedenych doporu-
¢eni (Pinsp < 30 cmH20; driving pre-
ssure < 15(17) cmH20; VT < 6ml/kg
PBW; adekvatni PEEP dle optimalni
plicni kompliance) dochéazelo ¢asto
- a to jak z neznalosti/nepozornosti,
tak vynucené - zajisténi minimalni vy-
mény plynd i pfi toleranci uznévanych
limitl hypoxémie/hyperkapnie. Do ru-
tinni praxe se dostalo méreni ventilacni
drivu (P0.1, ¢i klinicky pohled + CVP
swings jako nahrada méfeni transpul-
mondlniho tlaku pomoci esofageéiniho
katetru).
Tézka porucha vymény plyni (0,/CO,)
vedla k rutinnimu pouzivani pronacni
polohy (prone position) i na oddéle-
nich, kde to nebylo zavedené. Ve zna-
most vesly jak indikace (Ol < 100 (150)
mmHg), tak i doba v prone pozici
(> 16 (12) hodin denné). Zaveden byl
i koncept polohy na bfise u spontanni
ventilace (awake prone), jehoz ucin-
nost je viak sporna.
ECMO. Pandemie vedla k,masivnimu”
pouziti ECMO (hlavné vwECMO), rozvoji
stavajicich a vzniku novych ECMO cen-
ter, u nékterych i s moznosti si pro ,ne-
mocného dojet do referujici nemoc-
nice” (retrieval system).

- Interference s ventildtorem ¢i velké re-
spiracni Usili vedly k nutnosti kom-
binované analgosedace ve vysokych
davkach (viz dale) také casto k pouziti
svalovych relaxancii v intermitentnim/
kontinudlnim modu s kontrolou / bez
kontroly stupné relaxace (TOF).

Kardiovaskularni
Avizovany vysoky pocet virovych myo-
karditid jsme v praxi nezaznamenali (sle-
dovani v3ak nebylo systematické). Nej-
Castéji jsme se v praxi potykali s nasledky
postizeni plicniho parenchymu (dys-
funkce P srdce v dasledku prekapilarni
plicni hypertenze). Pfipomnéli jsme si,
ze v terénu rGznych pricin plicni hyper-
tenze (postizeni plicniho parenchymu
pfi ARDS, mikrotrombotizace plic pfi hy-
perkoagula¢nim stavu u COVID-19, hy-
poxické a hyperkapnické plicni vaso-
konstrikci) neni mozné diagnézu akutni
plicni embolizace stavét pouze na echo-
kardiografickych paramentech.

U nékolika z cca 300 hospitalizova-
nych nemocnych na ARK FNUSA v letech
2020/2021 jsme fesili:

« Tachykardické poruchy srde¢niho rytmu
(paroxymalni FIS s ROK) — prognosticky
vyznam a management (resinuzace?
rate control?) téchto poruch neni zcela
jasny a jednotny. Stejné jako nutnost na-
vyseni antikoagulace u FIS pretrvava-
jici nékolik dni/tydn( u ICU nemocnych
s obvykle zvysenym rizikem krvéceni.

-Bradykardické poruchy srde¢niho
rytmu — u nékolika nemocnych jsme
museli pouzit do¢asnou KS, zadny pre-
morbidné netangovany nemocny ne-
potieboval definitivni KS.

+ U nékolika nemocnych se vyskytla za-
vazna forma Takotsubo KMP.

Nemocni s tézkou formou COVID-
19 potiebovali po Uvodni stabilizaci BB
k 1é¢bé pretrvavajici sinusové tachykar-
die. Zvlastni indikaci bylo podavani BB
k tlumeni nativniho srde¢niho vydeje
(CO) u nemocnych na ECMO v pfipadé
hyperkinetické cirkulace, kdy ECMO ne-
zajistilo adekvatni vyménu plynG diky
vysokému nativnimu CO.

Cést 2: COVID-19 -

CNS

Poruchy CNS jsou vnimany jako nega-

tivni prediktivni faktor na ICU ve stale

zvysené mire. Tézkd poruchy vymény
plynd, vyzadujici dlouhodobou analgo-
sedaci (a ¢asto i svalovou relaxaci) méla

z hlediska CNS a za nasledek:

- Nutnost kombinované analgosedace ve
vysokych davkach. Paralelni podavani
opiat/propofol/midazolam/alfa2 ago-
nista — nejc¢astéji dexmedetomidin - se
stalo spiSe rutinou. Postupné doplfio-
vané peroralni sedaci, v nasich podmin-
kach nejcastéji antipsychotika nové fady
(kvetiapin).

- Pfetrvavajici sedaci i po vypnuti/snizo-
vani davek po stabilizaci stavu (pouziti
BZD - midazolamu). Nicméné nase po-
kusy se BZD vyhnout &asto skoncily je-
jich znovuzavedenim do medikace.

« Vysoky vyskyt deliria po vyvedeni z hlu-
boké analgosedace.

« Vysoky pocet CMP ischemickych (pro-
koagula¢ni stav) i hemoragickych CMP
(vyssi preventivni ¢i pIna antikoagulace
u TEN/PE/ECMO).

Ledviny/jatra/stfevo

+ AKI velmi ¢asté, priibéh i incidence se
(odhadem, pfesnd data nemame) nijak
nelisily od nekovidové doby.

-Nezaznamenali jsme tézkd posko-
zeni/selhdni jater, kterd jsou v literature
zminovana.

- Dysfunkce GIT (intolerance EN, paraly-
ticky ileus) byla rutinné spojena s téz-
kym stavem, nékolik nemocnych pro-
délalo NPB s nutnosti operaéni revize
(Oglivie syndrom, ischemie stfeva).

Koagulace

Virus SARS-CoV-2 mé zvlastni afinitu k en-

dotelu ajeho poskozenizpisobuje hyper-

koagula¢ni stav, ktery jsme u ostatnich

viréz (epidemie chfipky) nezaznamenali.

« Zaznamenali jsme fadu trombotickych
komplikaci jak ve venéznim (DK, HK
u intravendznich katetr(), tak i arterial-
nim (trombdzy radialni/brachialni arte-
rie po kanylaci) fecisti.

- Za nepiimy dlkaz pro zvy$enou mi-
krotrombotizaci ve tkanich povazu-
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jeme nélez vysokého plicniho shuntu
i u jinak pomérné lehce postizenych
plic, ndlez ischemickych stfev bez zjev-
ného uzavéru velkych arterii ¢i zil, vyssi
hladiny volného Hb pfed napojenim na
ECMO - dr. Suk, nepublikovana data).

Rutinné jsme (v pfipadé absence kon-
traindikaci) pouzivali vy3$si davky preven-
tivni antikoagulace (napf. 2x0,4 ml eno-
xaparinu s.c.), ¢astéji nez obvykle jsme
méfili i¢innost pomoci antiXa (kumlace
LMWH u AKI), v pfipadé UFH pomoci
aPTT (&i v pfipadé nejasnosti antiXa ka-
librovanym na UFH). V nékolika pfipa-
dech jsme diagnostikovali HIT - situaci
jsme vzdy zvladli podavani fondaparinu.

DALSI OBLASTI IP

Sekundarni infekce/ATB

- Béhem pandemie selhaval ATB ste-
wardship - a to jiz od prvni linie, ATB
byla podévana od pocatku virového
onemocnéni, mj. také kvUli nepravdi-
vym pocate¢nim udajam pozitivniho
Ucinku azitromycinu. Lékafi nemocnic
pokracovali v tomto trendu nemocné
Lkryt” antibiotiky, ¢astym dlvodem
byla nespravna interpretace vysokého
CRP (s nevyuzitim potencialu PCT).Byla
Casto pouzivana ATB zalozni fady (car-
bapenemy, PIP/TAZ atd.) v priméarni ATB
[é¢bé. To vedlo k selekci polyrezistent-
nich kment a sekundarnim plicnim su-
perinfekcim (PSAE, Acinetobacter bau-
mannii, pro mé nové i Enterococcus
faecium, které jsem dosud vzdy po-
vazoval za kolonizaci). Cast&jsi pouziti
BAL (nez jsem na ICU zvykli, obvykle
postupujeme pomoci semikvantitativ-
niho stanoveni bakterii v TA) odhalilo
pomérné casté virové (hlavné HSV1) ¢i
méné casté aspergillové superinfekce.

«Pomérné castym vedlejsim ucinkem
naduzivani ATB byl zvyseny vyskyt CD
colitis.

Kauzalni lécba

« Intenzivni péce se tyka prakticky pouze
podani kortikoid( (KS). U¢innost je po-
tvrzena (hlavné u nemocnych potrebu-
jicich UPV), diskutuje se o vysi davky.
V praxi jsme se setkali s excesy vyso-
kych davek (i gramové davky metyl-
prednisolonu), které dle nas nemaji
opodstatnéni a mohou predstavovat
riziko.

- Pouziti dalsich specifickych [ék, ve
kterych vidime jisté pozitivum, je vét-
Sinou vazano na stadia onemocnéni
mimo ICU (mAb, remdesivir), ¢i je dle
mého soudu jesté nutné ovéfit (tocizu-
limab = blok receptoru IL6).

+ V oblasti specifické l1é¢by jsou Iékafi vy-
staveni obrovskému mnozZstvi c¢asto
protichGdnych informaci. Je tfeba za-
chovat chladnou hlavu.

Pribéh

«Intenzivisté — zvykli reagovat akéné —
si museli zvyknout na zdlouhavy prd-
béh tézkych forem COVID-19, trvajici
mnohdy nékolik tydnd. To vyZzadovalo
obrovskou trpélivost, ¢as byl casto
vedle vyvarovani se iatrogennich chyb
jednim z rozhodujicich uzdravujicich
faktord.

Organizace

« Vlysoky pocet nemocnych vyzadujici in-
tenzivni péci v kratkém casovém ob-
dobi byl obrovskou vyzvou pro vnit-
roustavni organizaci i spolupraci mezi
rdznymi zdravotnickymi zafizenimi
a centrdlnim fizenim na Urovni kraje
a statu. Detailni rozbor této slozité pro-

- Cést 2: COVID-19

blematiky presahuje rdmec tohoto
sdéleni.

-Infek¢nost nemocnych znamenala
praci ve ztizenych podminkach, naro¢-
nou psychicky i fyzicky (OOP).

- Rizikové preklady mezi ZZ odhalily
prednosti tzv. retrieval systému, kdy si
pracovnici ECMO center ve spolupraci
s ZZS jezdi pro hrani¢ni/nejtézsi ne-
mocné pfimo do referujicich ZZ.

Etika

- Ukazalo se, ze CR nema pravné zpraco-
vanou problematiku zdravotni péce pfi
omezeni kritickych zdroji. V nékterych
ZZ v nejpostizenégjsich oblastech (KVK)
dochazelo na selekci nemocnych (po-
skytnuti/neposkytnuti UPV), ke které
by za normélnich podminek nedoslo.

«V mnoha ZZ zacal byt vice uplatfiovan
postup dle schvaleného dokumentu
CLK definujici tzv.,,marnou péci.

- Kritickd situace odhalila velké odhod-
lani zdravotnického personalu pomoci
nemocnym. A to i za cenu rizika pro
své zdravi (infekce virem, vycerpanost,
vyhofeni).

Pandemie viru SARS-CoV-2 a s ni spoje-
ného onemocnéni COVID-19 predstavuje
obrovskou lekci pro organizaci i vlastni
praxi intenzivni péce. Do budoucna je
nutné se pfipravit, abychom dalsi viny
nebo zcela nové viny zvladli Iépe nez ty
tfi koronavirové v minulosti [1,2].
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Cést 2: COVID-19 -

Hyperkoagulacni stav pfi onemocnéni COVID-19 -
patofyziologie, diagnostika, klinické projevy, 1écba

Gumulec J.
Klinika hematoonkologie LF OU a FN Ostrava

UvVOoD

Patofyziologie koagulopatie asocio-
vané s COVID-19 je nazornym pfikla-
dem komplexniho fenoménu, kterym
imunotromboéza nepochybné je. Trom-
boticky fenotyp zavazné koagulopa-
tie asociované s COVID-19 je kombinaci
trombotického postizeni Zil, tepen i mik-
rocirkulace. Casto se rozviji navzdory an-
titrombotické profylaxi. V patogenezi se
uplatfuje endotelopatie, jejiz intenzita
a rozsah koreluji se zavaznosti onemoc-
néni [1], souvisejici nerovnovdha mezi
excesivni expresi von Willebrandova fak-
toru (VWF) a klesajici funkéni kapacitou
ADAMTS13 (A Disintegrin And Metallo-
protease with ThromboSpondin 1 re-
peats 13) v arteriolach a kapildrach [2],
vystuprovana aktivace desticek a tvorba
agregatu desticek s multimery VWF [2]
nebo s monocyty , interakce desticek
s neutrofilnimi granulocyty spoustéjici
uvolnéni neutrofilnich extraceluldrnich
pasti [3], excesivni uvolriovani cytokind
aktivujici mj. endotel a desticky, nekon-
trolovana hyperaktivace komplementu
zasadné prispivajici k dalsi aktivaci en-
dotelu, mnohondsobnému zvyseni no-
votvorby trombinu a k vystupnhované
expresi tkanového faktoru [4-6], pro-
tromboticky pUsobici (auto)protilatky [7]
a v neposledni fadé hypofibrinolyza [8].

ENDOTELOPATIE

Po casné infekéni fazi, kdy virus zpUso-
bujici virovou pneumonii prostupuje po
vazbé na receptor angiotensin konver-
tujiciho enzymu 2 (ACE2R) plicnimi epi-
telovymi bunkami, se rozviji systémova
zanétlivd odpovéd. Z histopatologic-
kého prukazu endotelitidy a virovych
partikuli v endotelidlnich buikach vy-

plyva, ze endotel zde hraje zasadni roli.
Aktivace endotelovych bunék vede ke
zvyseni exprese VWF na endotelu. Déje
se tak u kriticky nemocnych i u asym-
ptomatickych pacientd [1]. U kriticky ne-
mocnych je exprese VWF vyrazné vyssi
a pravidelné byva spojena se zvysenim
koncentrace solubilniho P-selektinu
a sCDA40L, tedy s aktivaci krevnich des-
ticek [1]. Systémova zanétliva odpoveéd
vede k poskozeni endotelovych bunék,
k tromb0lm bohatych na desticky a fibrin
a k selhani mikrocirkulace. V zavaznych
pfipadech Ize navic prokéazat zvyseni
koncentrace solubilniho trombomodu-
linu (sTM), ktery je uvolfovan z mem-
brany endotelu az po poskozeni bunky.
sTM muze byt prediktorem fatélniho
prabéhu [1]. Diky uvolnéni inhibitoru ak-
tivatoru plazminogenu 1 (PAI-1) se akti-
vace endotelu podili na hypofibrinolyze.
Vyznamnou roli v procesu aktivace en-
dotelu hraje syndrom uvolnéni cytokin(.

Zvyseni koncentrace VWF je spojeno
s poklesem aktivity ADAMTS13 a ne-
pomér VWF/ADAMTS13 roste se za-
vaznosti COVID-19 [2,9]. Interakce VWF
s destickami je zavisla na prostiedi s vy-
sokym stfihovym napétim. Vysoka kon-
centrace VWF zvySuje pravdépodob-
nost interakce s destickami tim vice,
¢im vyssi je pocet trombocytl [2]. V pro-
stiedi vysoké koncentrace VWF a trom-
bocytézy mUlze nardstat proteolyticka
aktivita ADAMTS13. Vazba desti¢ko-
vého glykoproteinu Ibalfa na A1 do-
ménu VWF vede ke konformacni zméné
A2 domény VWF, coz zvysi schopnost
ADAMTS13 s$tépit molekulu VWF. Pres
rostouci pomér VWF/ADAMTS13 Man-
cini I. a kol. neprokézali zvySenou kon-
centraci ultra velkych multimerd VWF,

naopak nasli zvyseny podil stfedné vel-
kych a malych multimert VWF. Vysvét-
leni vidi v ¢asném nastartovani proteo-
lyzy VWF [2]. Naopak Turecek P. L. a kol.
u kriticky nemocnych ultra velké multi-
mery VWF prokézali [9]. Mechanizmus
poklesu aktivity ADAMTS13 neni Uplné
jasny. Je mozné, Ze excesivni uvolfiovani
VWEF vede ke konsumpci ADAMTS13 [2]
nebo k sekvestraci ADAMTS13 ultra vel-
kymi multimery VWF [9]. M(ze sou-
viset s cytokinovou boufi u COVID-
19, protoze cytokiny inhibuji syntézu
i aktivitu ADAMTS13. Snizeni aktivity
ADAMTS13 je prediktor horsi prognézy.
U tézkych pacientl se v misté akti-
vace endotelu méni pomér koncen-
trace VWF, poctu desti¢ek a aktivity
ADAMTS13, coz poskytuje podminky
pro vznik mikrotrombu. Tento proces
se mUZze Sifit do vzdalenych tkani a or-
ganu a vést k multiorgdnovému selhani
(MODS). Zadna klinicka studie bohuzel
neprokazala efekt acetylsalicylové kyse-
liny na progndézu pacienti s COVID-19,
nicméné dipyridamol, defibrotid, eculi-
zumab a jiné endotel ovliviujici [éky ur-
City terapeuticky potencial maji. Nepo-
mér VWF/ADAMTS13 s prokazatelnym
in vitro efektem rADAMTS13 upozornuje
na ambice tohoto lé¢iva upravit mikro-
cirkulaci pacient s COVID-19 [9].

AKTIVACE DESTICEK

A AGREGATY DESTICEK

S MONOCYTY

Aktivace desticek je u kriticky nemoc-
nych pacientd nezpochybnitelna [1].
Kromé adheze a agregace mohou aktivo-
vané desticky interagovat s dalSimi bun-
kami, napf. s neutrofilnimi granulocyty
s uvolnénim neutrofilnich extraceluldr-
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Obr. 1. Poskozeni plic pfi COVID-19.

nich pasti a/nebo s monocyty s tvorbou
agregatll a expresi tkanového faktoru
(TF) na membrané monocytU. P-selek-
tin na povrchu aktivovanych desticek je
hlavni protein odpovédny za adhezi des-
ticek na monocyty a za spusténi signali-
zace vedouci ke zvy3ené expresi TF. Ak-
tivace desti¢ek a zvySend exprese TF na
monocytech zvysuje generaci trombinu
a predikuje Spatnou progndézu vcetné
rozvoje zavislosti na umélé plicni venti-
laci. Tento fenomén Ize in vitro inhibovat
neutralizaci destickového P-selektinu
nebo blokddou destickového glykopro-
teinu llb/llla abciximabem, zatimco ace-
tylsalicylova kyselina ani klopidogrel
tento ucinek nemaji.

PROTILATKOVA AKTIVACE
DESTICEK A KOAGULACE

U COVID-19

Existuje fada dikazl o souvislosti mezi
tézkym akutnim respira¢nim syndro-
mem pii infekci SARS-CoV-2 a produkci

S176 Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)

(auto)protilatek s sirokym spektrem cild.
Déje se tak castéji u geneticky predis-
ponovanych pacientd s polymorfismem
genu lidského leukocytarniho antigenu
(napt. HLA-DRBT1) [7]. Pii infekci vznika-
jici imunoglobuliny tfidy G mohou pro-
stfednictvim destickového Fc gama
receptoru na povrchu destickové mem-
brany exprimovat P-selektin a startovat
tak jejich prokoagula¢ni aktivitu. V ramci
imunitni reakce se mohou de novo ob-
jevit antifosfolipidové protilatky mani-
festované plnohodnotnym antifosfoli-
pidovym syndromem, silné protilatky
cilené proti komplexu destickovy fak-
tor 4 / heparin, které ale na rozdil od
podobnych protiladtek u heparinem in-
dukované trombocytopenie nemivaji
schopnost aktivovat desticky, protilatky
proti ADAMTS13 s rozvojem sekundarni
ziskané trombotické trombocytope-
nické purpury nebo naopak proti fak-
toru VIlI s obrazem ziskané hemofilie
typu A.

- Cést 2: COVID-19

NEUTROFILNI
EXTRACELULARNI PASTI

U COVID-19

V patogeneze imunotrombdzy se kromé
aktivovaného endotelu, desti¢ek a koa-

gulace podili i aktivované leukocyty
a dysregulace neutrofilnich extrace-
luldrni pasti (NETs). Neutrofilni granu-
locyty produkuji NETs béhem regulo-
vané bunécné smrti procesem NETOzy.
NETSs je trojrozmérna sit tvofend rozvol-
nénym chromatinem posetym histony
a antimikrobidlnimi proteiny. A priori
byva uvolfiovana po stimulaci s cilem
zbavit se patogend. Je-li NET6za spou-
sténa aktivovanymi destickami, muze
ztratit regulaci a vést k poskozeni tkani
a k tromboze. Destickovy faktor 4 (PF4)
uvolfiovany z aktivovanych desticek se
vaze na NETSs, zvysuje jejich denzitu a re-
zistenci na DN&zy. Uvolnovat se mlze
i z desticek zachycenych na NETs a po-
zitivni zpétnou vazbou uzavirat smycku
patologie komplexu PF4/NETs. Podil
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/

Fosfatidylserin

Cytokiny

Obr. 3. Interakce alternativni cesty aktivace komplementu a koagulace.

NETézy je dobfe zdokumentovén u pa-
cientll se sepsi a syndromem akutni re-
spiracni tisné (ARDS). Intenzita NETézy
koreluje s tizi ARDS a s rozvojem MODS

i u pacientll s COVID-19, tzn. muze pre-
dikovat zavaznost nemoci. Je mozné, ze
interakce NETs s aktivovanymi desti¢-
kami je jednim z mechanizm rezistence

Cést 2: COVID-19

na standardni profylaktické davky he-
parinu [3]. NET6za mUze byt inhibovéna
neonatalnim NETs inhibujicim faktorem
z pupecnikové krve [3], dipyridamolem
nebo DNazou (obr. 1).

KOMPLEMENT U COVID-19

Mikrovaskuldrni trombéza byva u téz-

kych COVID-19 pacientd spojena se

zvy$enim aktivity LDH a koncentrace
feritinu a podoba se trombotické mik-
roangiopatii, nejvice komplementem
mediovanému hemolyticko-uremic-
kému syndromu (cHUS) [4], kde je diky
mutacim genG regula¢nich proteind
komplementu vystupnovana nebo dys-
regulovana aktivace komplementu.

Mnohé manifestace COVID-19 jsou zpro-

stfedkované excesivni aktivaci alterna-

tivni (AP), lektinové (LP) i klasické cesty

(CP) komplementu iniciované pfimo po-

vrchovymi strukturami viru a/nebo infi-

kovanymi/poskozenymi burikami:

- Pfimé poskozeni endotelovych bunék
invazi SARS-CoV-2 je zprostiedkované
ACE-2 receptorem exprimovanym na
epitelu dychacich cest, endotelu a mo-
nocytech — start protrombotického
a prozanétlivého fenotypu odhalenim
DAMPs (damage-associated molecular
patterns - DAMPs),

- N-glykosylace spike proteinu SARS-
-CoV-1 umozni vazbu a aktivaci ma-
noézu vazajiciho lektinu (MBL) a nuk-
leokapsidovy protein (N-protein) vaze
MASP-2 (MBL asociovana serinova pro-
tedza 2) — dvé cesty aktivace LP [6],

- Spike protein SARS-CoV-2 (podjed-
notka 1 a 2) pfimo aktivuje/dereguluje
AP [5].

Vsechny tyto cesty vedou k imuno-
trombdze. MASP 1 a 2 pfimo aktivuji pro-
trombin, méni fibrinogen na fibrin, zvy-
Suji aktivitu FXIII a aktivuji protedzami
aktivovany receptor (PAR) mj. na mem-
brané desticek a endotelovych bunék.
C5a slozka komplementu aktivuje des-
ticky, indukuje expresi TF na endotelu
a monocytech, potlacuje expresi protek-
tivnich antitrombotickych proteint a in-
dukuje expresi P-selektinu na desti¢kach.
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Nésledné vznikly komplex C5b-7 expri-
muje monocytarni TF a termindini kom-
plex mj. aktivuje desticky, endotelové
bunky a dale posiluje prokoagula¢ni akti-
vitu TF. Aktivovany trombin a TF zpétnou
vazbou aktivuji komplement, ¢imz se cir-
culus vitiosus uzavira. Je mozné, ze se né-
které proteiny SARS-CoV-2 po lyze infi-
kovanych bunék uvolnuji do krve a déle
aktivuji komplement a trombogenezi [6],
ze podobné jako trombin, plazmin a dalsi
serinové protedzy mohou proteazy koé-
dované SARS-CoV-2 $tépit C3 a/nebo
C5 a dale eskalovat efekt aktivovanych
slozek komplementu v trombogenezi.
Proteiny kédované SARS-CoV-2 mohou
vazat, $tépit, inaktivovat inhibitory kom-
plementu a zvysit miru deregulace akti-
vovaného komplementu. Je mozné, ze
rozdily v zdvaznosti nemoci souvisi s pfi-
tomnosti mutaci genud regulacnich pro-
teinl komplementu podobné, jako
tomu je u cHUS [10]. Nitrobunécna akti-
vace komplementu navozena rozstépe-
nim C3 a C5 vede k silné prozanétlivé od-
povédi s masivnim uvolnénim cytokin(
napt. IL-6, IL-1beta a TNFgama (obr. 2 a 3).

CYTOKINOVA BOURE

Tézky pribéh COVID-19 vede k syn-
dromu uvolnéni cytokind (CRS) a jeho
|é¢ba imunomodulatory nebo antago-
nisty cytokinl je vyznamnou ¢asti kom-
plexni péce zvysujici preziti. Aktivované
makrofagy intraalveoldrné produkuji cy-
tokiny, které pfitahuji a aktivuji dalsi mo-
nonukledry a neutrofily, spoustéji sys-
témovou aktivaci endotelu, redukuji
protektivni vlastnosti endotelu, aktivuji
desticky a jejich tvorbu, startuji syn-
tézu koagula¢nich faktor(, aktivuji ces-
tou TF zevni cestu koagula¢ni kaskady
a vedou k poskozeni i vzdalenych tkani
a k MODS. Vysledek je nerovnovéha na-
pfi¢ Vichowovou triddou.

HYPOFIBRINOLYZA

A ZVYSENA GENERACE
TROMBINU

Asi tietina pacientd s tézkym pribéhem
COVID-19 ma pres standardni trombo-
profylaxi trombdzy. Vétsina z nich ma
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Obr. 4. Hypofibrinolyza u koagulopatie asociované s COVID-19.

vedle vystupriované generace trombinu
poruchy fibrinolyzy (vysoka aktivita akti-
vatoru plazminogenu tkanového typu -
tPA prevazend inhibicni aktivitou inhibi-
toru aktivatoru plazminogenu 1 - PAI-1,
zvyseni trombinem aktivovaného inhibi-
toru fibrinolyzy — TAFI). Zvy3eni aktivity
tPA a PAI-1 souvisi s aktivaci endotelu
a zvyseni aktivity TAFI s intenzivni ge-
neraci trombinu. Vyznamnym zdrojem
PAI-1 jsou kromé endotelu cirkulujici
desticky, které uvolnuji PAI-1 v prostredi
na desticky bohatych (mikro)trombd.
Zatimco v prostredi relativné nizké kon-
centrace trombinu vznika fidka fibrinova
sit tlustych vldken citliva na fibrinolyzu,
v prostfedi vysoké koncentrace trom-
binu vznika husta sit tenkych vlaken fib-
rinu fibrinolyze odoldavajici. Diky vysoké
novotvorbé trombinu dochazi k hy-
peraktivaci FXIIl s tvorbou odolné fibri-
nové sité. ZvySena plazmaticka aktivita
PAI-1 je nezavisly rizikovy faktor spatné
progndzy a mortality.

Hypofibrinolyza vede diky zvysené
intraalveolarni koncentraci TAFI, alfa2-
-makroglobulinu a PAI-1 (a souvisejiciho
Utlumu urokinazy — uPA) k intraalveolar-
nim depozitlim fibrinu, jejichz objem ko-
responduje s rozvojem ARDS a spolu se

sekvestraci leukocytl (zvlasté neutrofil-
nich granulocytd a monocyt(l) se podili
na tvorbé hyalinnich membran a alveo-
[arni fibrézy (obr. 4).

Zatimco antikoagula¢ni 1é¢ba mUze
kontrolovat sifeni depozit fibrinu v mi-
krocirkulaci, hepariny nedokazou od-
stranit intraalveolarni depozita fibrinu.
Inhalace antitrombinu, heparinu nebo
fibrinolytika zda se mUze zamezit pro-
gresi intraalveolarnich fibrinovych de-
pozit bez narustu rizika hemoragickych
komplikaci. Systémova fibrinolyza byva
spojena s rizikem krvaceni.

KRVACENI U COVID-19

Zavaznych krvéaceni se u pacientd
s COVID-19 vyskytuje dvakrat méné nez
trombdz, a pfesto je u krvacivych kompli-
kaci mortalita mnohem vétsi. Dvé tfetiny
zavaznych krvécivych epizod se nejcas-
téji objevuje u pacientl s terapeutickou
antikoagulaci ve druhém nebo tfetim
tydnu hospitalizace. Ve fazi vystupno-
vané zanétlivé odpovédi byva diky feno-
ménu rezistence na heparin ¢asto nutné
zvySovat jeho davku. Vice nez polovina
tézkych krvéaceni se objevuje pfi odezni-
vani zanétu, kdy se heparin méné véze
na ustupujici reaktanty akutni faze a vice




na antitrombin. Tim roste jeho antikoa-
gulaé¢ni Gcinek i riziko krvaceni. Moni-
torovani antikoagula¢niho efektu UFH
pomoci aktivovaného parcialniho trom-
boplastinového ¢asu neni v dobé pro-
meénlivé systémové zanétlivé odpo-
védi spolehlivé a preferovano je anti-Xa.
Dal$im mechanizmem promény pro-
trombotického nastaveni v trombohe-
moragické mulze byt spotfeba FXIII. Pfi
vystupnovaném obratu FXIIl pfi exce-
sivni generaci trombinu muUze dojit ke
konsumpci FXIII v rozsdhlém objemu
trombotizované mikrocirkulace.

ZAVER

Koagulopatie u COVID-19 je prikladem
komplexniho fenoménu imunotrom-
bo6zy. Nema charakter diseminované in-
travaskuldrni koagulopatie jak ji zndme
treba u bakterialnich infekci. To vyzaduje

respekt pfi rozhodovani o strategii labo-
ratorni diagnostiky a terapie.
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Vyroba a pouziti rekonvalescentni plazmy pro 1écbu
onemocnéni COVID-19

Bohonék M.

Oddéleni hematologie a krevni transfuze, Praha

Usttedni vojenskd nemocnice - Vojenskd fakultni nemocnice Praha

Vyroba rekonvalescentni plazmy (RP)
od osob, které prodélaly onemocnéni
COVID-19, se v dobé pandemie infekce
novym koronavirem SARS-CoV-2 stala
zvlastni a novou kapitolou v [é¢bé in-
fek¢nich onemocnéni a transfuzni
sluzby v fadé zemi, v¢. Ceské republiky,
i kdyz se jednd o postup zndmy jiz vice
nez 100 let.

Pfi nahlém vzplanuti epidemie nové
virové infekce, kterd zasdhne rozsah-
lou populaci vnimavych osob, neni
v prvnich mésicich az letech mozna ci-
lena lécba a profylaxe onemocnéni do
té doby, dokud neni k dispozici speci-
fickd antivirova terapie nebo vakcina.
Typickym pfipadem je pandemie in-

fekce novym typem koronaviru SARS-
-CoV-2. KauzaélIni |écba, profylaxe i pre-
vence tohoto infek¢niho onemocnéni
jsou stale predmétem diskuzi, vyzkum
a sbirani zkusenosti z konkrétni klinické
praxe pfi osetfovani pacientl. Zatimco
se terapeutické a profylaktické postupy
ve srovnani s pocatkem roku 2020 vy-
znamné posunuly podavanim monoklo-
nalnich protilatek a rozsdhlou vakcinaci,
na dobré cesté je i vyroba specifickych
antivirotik.

Jednou z velmi rychle dostupnych lé-
¢ebnych alternativ bylo podani RP, tj.
krevni plazmy ziskané od osob, které
prodélaly COVID-19. Podéni anti-SARS-
-CoV-2 protilatek obsazenych v této

plazmé predstavuje zpusob pasivni spe-
cifické imunizace s ocekavatelnou léceb-
nou odpovédi. Zkusenosti z predcho-
zich epidemickych nakaz zplGsobenych
koronaviry SARS-CoV-1 a MERS-CoV na-
znacovaly, ze RP obsahuje neutraliza¢ni
protilatky proti prislusnému viru, které
jsou pravdépodobné hlavnim zdro-
jem jejiho Ié¢ebného potencidlu. Nelze
ovsem vyloucit ani dalsi imunitni me-
chanizmy, jako jsou protilatkami indu-
kovand bunécnd cytotoxicita a/nebo
fagocytdza [1-6].

Plazma odebrana pacientdm, ktefi se
zotavili z infek¢niho onemocnéni, byla
v minulosti mnohokradt s Uspéchem
pouzivdna pro profylaxi nebo lécbu
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fady infek¢nich onemocnéni, i kdyz du-
kazy o ucinnosti a bezpecnosti tohoto
postupu byly dosud vétSinou ome-
zeny pouze na empirické zpravy [7].
Jesté delsi tradici ma terapeutické pou-
Ziti tzv. hyperimunniho séra, které bylo
od konce 19. stoleti az do nastupu éry
antibiotik pouzivano k prevenci a lé¢bé
fady bakteridlnich infekci (napf. zaskrtu,
pneumokokovych a meningokokovych
infekci) i virovych infekci (napf. spalni-
Cek, pfiusnic apod.). Specifické imuno-
globuliny jsou do dnedni doby ucinnou
terapii a profylaxi mnoha virovych one-
mocnéni jako jsou vzteklina, hepatitidy
A'i B, kongenitéalni cytomegalovirova in-
fekce a dalsi [8]. Prvni rozsahlejsi pou-
Ziti RP bylo popsano v obdobi pandemie
Spanélské chfipky (H1N1) v letech 1918-
1920 a s jejim pouzitim bylo uvadéno
snizeni smrtnosti chfipkové pneumo-
nie [9]. Z poslednich epidemickych one-
mocnéni pfed pandemii SARS-CoV-2 se
RP pouzivala k 1é¢bé virové horecky
ebola, blizkovychodniho respira¢niho
syndromu, ptaci chfipky, pandemické
chfipky H1N1 a infekce SARS-CoV-1 [10-
12]. V Argentiné je RP dokonce |é¢eb-
nym standardem v péci o pacienty s he-
moragickou horec¢kou vyvolanou virem
Junin s popisovanou prevenci az 90 %
umrti [13].

Na zakladé téchto zkusenosti s 1é¢-
bou rekonvalescentni plazmou (sérem)
byl ocekdvany predpoklad lé¢ebného
ucinku RP ve formé pasivni imunizace
pacientem/darcem vytvorenymi proti-
l[atkami proti SARS-CoV-2. Skutecnost,
ze octekavani bylo opravdu veliké, po-
tvrzuje fada zahrani¢nich program vy-
roby a pouziti RP, kde v fadé zemi se
odbéry a vyroba RP staly narodnim a vy-
soce podporovanym programem. V USA
byla vyroba a Ié¢ba RP metodicky fizena
a prtbézné vyhodnocovana Mayo Cli-
nic v Minnesoté. Ve velmi nadéjné mul-
ticentrické studii ze srpna 2020 byla
zhodnocena lé¢ba RP u 35 322 pacientl
v 2 807 nemocnicich. Analyzovana data
potvrzovala bezpecnost terapie RP i po-
zitivni efekt na preziti pacient s COVID-
19. Mimo jiné byl potvrzen jednoznacny

pfinos v¢asného podéni RP, kdy 7denni
letalita u kriticky nemocnych, ktefi obdr-
zeli RP béhem 3 dnl od diagnézy, byla
8,7 % ve srovnani s 11,9 % u pacientq,
ktefi RP obdrzeli 4 a vice dni po dia-
gnoze. Podobné vysledky byly zazna-
menany i u 30denniho preziti (21,6 vs.
26,7 %). Jako dlezity faktor se potvr-
dila i koncentrace protilatek anti-SARS-
-CoV-2 tfidy IgG obsazenych v RP, kdy je-
jich vyssi hladina méla signifikantni vliv
na preziti [14]. Tyto zku3enosti byly po-
tvrzeny argentinskou randomizova-
nou a dvojité zaslepenou studii, kterd
na vzorku 160 pacientli prokazuje, ze
v¢asné podani RP (do 3 dnU) s dostatec-
nym titrem virus neutraliza¢nich protila-
tek zamezuje rozvinuti zdvazné a nezvla-
datelné formy onemocnéni [15]. Vyroba
a lé¢ba RP byla podporovana i ze strany
EU prabézné vydavanym, resp. aktuali-
zovanym, doporucenim [16].

Na druhou stranu se oproti optimi-
stickym zpravam stale castéji objevo-
valy studie, které Gc¢innost RP pfi 1é¢bé
onemocnéni COVID-19 zpochybrovaly,
resp. neprokazovaly jeji terapeuticky pfi-
nos [17,18]. Zejména pak multicentricka
randomizovand studie RECOVERY, pro-
vedend vyhodnocenim léc¢by na robust-
nim vzorku 16 278 pacientl ve Velké Bri-
ténii v obdobi kvéten 2020 az leden
2021, neprokazala rozdil v preziti 28 dnli
u pacienti s COVID-19 lécenych RP ve
srovnani s pacienty bez této lécby [19].
Nedostatek evidence pro pouziti RP
v 1é¢bé COVID-19 zacinal byt stale vice
zfejmy.

V Ceské republice byla vyroba RP
od osob, které prodélaly onemocnéni
COVID-19, zahdjena koncem bfezna
2020 a v dubnu 2020 byla RP transfun-
dovana prvnim pacienttm [20]. Klinicka
skupina COVID MZ CR jiz 27. 3. 2020 pu-
blikovala doporuceny postup Speci-
ficka Ié¢ba dospélych pacientl s infekci
COVID-19, kde podani RP bylo uvedeno
spolu s Remdesivirem mezi postupy ,ke
zvazeni” a doporucovano pouze u téz-
kych prabéhd.

Dne 30. 4. 2020 byl vydan specidlni
multioborovy Doporuceny postup pro

- Cést 2: COVID-19

pouziti RP v 1é¢bé dospélych pacientt
s COVID-19, ktery se ve svém indika¢nim
doporuceni v souladu s mezinarodnimi
zkusenostmi lisil tim, Ze upozornoval na
ucinnost RP (spise profylakticky nez Ié-
¢ebné) a na dosud nedostate¢nou EBM
pro ucinné pouziti RP a Ze definoval za-
kladni klinické ukazatele pro sledovani
ucinnosti a bezpecnosti 1écby. V pfiloze
3 tohoto doporuceni byly uvedeny po-
stupy a kritéria pro odbér RP a jeji spe-
cifikace, RP byla v té dobé cerstvé uve-
dena jako regulérni transfuzni pfipravek
v OOP SUKL a méla stanovenou uhradu
(Plasma rekonvalescentni a Plazma re-
konvalescentni patogen-inaktivovana).
Minimalni hodnota titru virus neutra-
lizacnich protilatek byla stanovena na
320 a doporucené davkovani se ustalilo
na obvyklych 2 T.U,, resp. 4-6 ml/kg.

Do vyroby RP se v pribéhu let 2020-
2021 postupné zapojilo celkem 24 zafi-
zeni transfuzni sluzby (ZTS), kterd si mu-
sela poradit s timto pomérné naro¢nym
organiza¢nim i logistickym problémem.
Obtiznost spocivala jiz v samotném na-
boru vhodnych darct, které zpravidla
bylo nutné nalézt mimo zavedené da-
tabéze transfuzni sluzby. Nejvétsi pro-
blém ale pfedstavovalo vysetieni proti-
latkové odpovédi u darcu, kdy zakladni
test stanoveni virus neutralizacnich pro-
tilatek (VNT - virus neutralizacni test) byl
jen velmi obtizné dostupny (pouze ve
4 specializovanych laboratofich spliuji-
cich podminky BSL 3-4) a jeho doplInéni
nebo dokonce nahrada komerénim sé-
rologickym testem pfedstavovalo vel-
kou odbornou vyzvu. Praxe se ve vétsiné
ZTS nakonec ustdlila tak, Zze vytipovany
darce byl nejprve pozvan na tzv. pre-
screening sérologickym testem a teprve
pfi jeho urcité hodnoté byl pozvén na
vlastni odbér s ndslednym vysetfeni VNT
nebo zvolenym vhodnym sérologickym
testem. AZ 30 % potencialnich darc,
kdy vsichni méli prokdzanou pozitivitu
v PCR SARS-CoV-2 testu, tomuto pre-
screeningu nevyhovélo z divodu bud
Uplné absence nebo velmi nizké hod-
noty laboratorné méfitelnych protila-
tek. Pool dércl se navic musel priibézné
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obnovovat, protoze hladina protilatek
zpravidla po 3 mésicich u vétsiny darcd
klesala pod pfijatelnou mez. Na druhou
stranu je vhodné zdUraznit, ze altruis-
mus a ochota potencidlnich darct po
prodélani onemocnéni COVID-19 byla
napfic¢ republikou velikd, a i jim patii dik
za Uspéch tohoto programu.

Dne 13. 10. 2020 byla vydana verze
2 Doporuceného postupu pro pouziti
RP v 1é¢bé dospélych pacientd s COVID-
19 s jiz jasné definovanou indikaci po-
dani RP co nejdrive, optimalné do 3 dnl
od vzniku klinickych pfiznak, s tim, ze
pfed podanim by méla byt u pacienta
ovéfena pfitomnost protilatek proti
SARS-CoV-2. Pfi pozitivnim nalezu je
podéani RP neindikované a byly upfres-
nény sledované ukazatele klinického vy-
sledku. Byla téz upresnéna specifikace
RP v tom smyslu, Ze minimalni titr virus
neutraliza¢nich protildtek byl stanoven
na 160. Posledni doporuceni, ,Meziobo-
rové stanovisko k poddani RP u pacientt
s COVID-19" z 2. 3. 2021, se soustfedilo
hlavné na indika¢ni kritéria s dirazem
na véasné podani u stredné tézkych pfi-
padu jako prevenci rozvoje zadvazného
pribéhu.

V soucasné dobé (jaro 2021) program
vyroby a pouziti RP jiz prakticky skon-
¢il, o u¢innosti RP v 1é¢bé onemocnéni
COVID-19 se stale vedou diskuse a je
nutno konstatovat, Ze RP se nikdy nestala
doporucenou specifickou l1é¢bou one-
mocnéni COVID-19, podporenou dosta-
tecnou evidenci, ale vzdy zGstala v roviné
|é¢by experimentalni, ke zvazeni”. V ob-
dobi duben 2020 az duben 2021 bylo
v CR vyrobeno celkem 19.079 T.U. RP ve
24 7TS a z tohoto vyrobeného mnoz-
stvi bylo vyddno 14.197 T.U. pro cca
7 100 pacientdm v 61 nemocnicich.
Z celkového poctu 131 000 hospitalizo-
vanych pacient(i s COVID-19 za dané ob-
dobi v CR byla rekonvalescentni plazma
podéna jako Ié¢ba 5,4 % hospitalizova-
nym pacientlm.

Aktualné v CR probiha sbér dat k re-
trospektivni studii RESOVID-19 (Retro-
spektivni studie Ucinnosti a bezpecnosti
rekonvalescentni plazmy anti-SARS-

-CoV-2 pfi lé¢bé onemocnéni COVID-
19), kterou zpracovala UVN Praha a ke
které se dosud pfihlasilo cca 10 dal-
Sich nemocnic. Zdmérem studie je ové-
fit nebo vyloucit Gcinnost RP a jeji pfi-
padny vliv na vyskyt nezadoucich
udalosti u pacientd. Primarnim cilem
je zhodnoceni efektivity RP oproti sou-
bézné kontrolni skupiné bez lécby v za-
vislosti na tizi prdbéhu COVID-19 v dobé
podani RP nezavisle na dobé trvani pfi-
znak COVID-19 pred podanim RP u sku-
piny hospitalizovanych pacient( starsich
18 let s tizi pribéhu 3 az 6 dle stupnice
ACTT, ktefi nemaji FRAILTY skore vyssi
nez 6. Kromé toho jsou ve studii defino-
vané dil¢i vyzkumné cile, jako Cetnost
nozokomialnich infekci po podani RP,
rozsah poskozeni plic u pacientl s po-
danou RP oproti kontrolni skupiné, dy-
namika poskozeni, smrtnost a preziti dle
doby od pozitivniho PCR testu do doby
poddani RP a smrtnost a preziti dle hod-
noty titru VNT podané RP. Pfedpokla-
dany termin dokonceni sbéru dat a je-
jich vyhodnoceni je podzim 2021.
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Vakcinace proti viru SARS-CoV-2 u pacientlt s nadorovym
a nenadorovym hematologickym onemocnénim a darci krve /

krvetvorné tkané

Beran O.

Klinika infek¢nich nemoci 1. LF UK a UVN v Praze

Pandemie infeké¢niho onemocnéni
COVID-19 pfinesla v roce 2020 vzhle-
dem ke své zdvaznosti a celosvétovému
dopadu urgentni potfebu vyvoje no-
vych antivirotik a vakcin. Ackoli tento
proces trva obvykle fadu let az deseti-
leti, podafilo se jiz béhem prvniho roku
pandemie zavést do klinické praxe néko-
lik 1&é¢iv a v bezprecedentné kratké dobé
byly uvedeny do praxe prvni ucinné
vakciny. Onemocnéni COVID-19 je aso-
ciovano s vyrazné vy3si smrtnosti u pa-
cientd s hematologickymi malignitami
presahujici 30 %. Navic tito pacienti vy-
lucuji virus del3i dobu a mohou byt zdro-
jem novych variant. O¢kovani proti viru
SARS-Co-2 tak logicky predstavuje kli-
Cové dulezitou a efektivni cestu, jak za-
mezit zavaznym pribéhdm a umrtim na
nemoc COVID-19.

Pacienti s imunodeficientnimi stavy
v¢. hematologickych malignit a osoby
na imunosupresivni lé¢bé byli vylouceni
z klinickych studii vedoucich ke schva-
leni vakcin v soucasné dobé pouziva-
nych v EU — Comirnaty (Pfizer-BioNTech),
Moderna, Vaxzevria (dfive AstraZeneca)
a vakcina Janssen. Imunogenicita ani
bezpecnost u téchto rizikovych skupin
nebyla zpocatku zndma a data jsou zis-
kdvdna postupné z observacnich kli-
nickych studii. Souc¢asna doporuceni
tak zatim nemaji oporu v kvalitnich du-
kazech a jsou zalozena na omezeném
mnozstvi dostupnych udaju, zkusenos-
tech z jinych vakcinaci a konsenzuélnich
nazord expertl. Dosud publikované vy-
sledky naznacuji, ze ucinnost vakcinace
u zdvazné hematologicky nemocnych
pacientd mGze byt vyznamné snizena.
Studie Mounzera et al. napf. zjistila ve

skupiné 67 pacientl s hematologickou
malignitou produkci protilatek po oc-
kovani 2 davkami mRNA vakciny pouze
u 54 % osob. U pacientl s B-CLL mélo
pouze 23 % detekovatelné protilatky.
Presto z dosavadniho pribéhu vakci-
nacni kampané vyplyva, Ze vakcinace je
vhodna jak u pacientl s hematologic-
kymi malignitami, tak u vétsiny pacient(
s nenddorovymi chorobami krve a krev-
niho srazeni. Vzdy je oviem zadouci, aby
soucdsti rozhodovani o ockovani byla
konzultace pacienta a o3etfujiciho spe-
cialisty se zvazenim vsech pfinosl i po-
tencidlnich rizik a odstranéni pfipadnych
obav z vakcinace. Co se ty¢e nenadoro-
vych onemocnéni krvetvorby patfi mezi
ohroZzené nemoci COVID-19 zejména
pacienti s hemoglobinopatiemi ¢i au-
toimunnimi hemolytickymi anémiemi,
ktefi vykazuji horsi priilbéh a prognoézu
nemoci. Proto se predpoklada, Ze piinos
vakcinace prevazuje mozné riziko zhor-
seni hematologického onemocnéni, byt
i v tomto ptipadé dosud chybi dikazy
z klinickych studii. Podobné u pacientt
s trombocytopenickymi stavy a poru-
chami desticek je tfeba zvazit vyssi riziko
komplikaci spojenych s COVID-19 oproti
vzacnym nezadoucim ucinkdm vakci-
nace. Ockovat by se standardné méli
i pacienti s asplenii ¢i funk¢nim hypo-
splenismem, byt nepatii dle dostupnych
udajl mezi nejrizikovéjsi skupiny.

U imunosuprimovanych pacientl Ize
ocekavat snizenou odpovidavost hu-
moralni i buné¢né imunity na vakcinu
proti COVID-19 a v dusledku méné kva-
litni a kratkodobéjsi protekci podobné
jako u jinych virovych infekci. V soucas-
nosti neni stanoven jednoznacny ko-

reldt ochrany pfed virem SARS-CoV-2,
a prestoze Ize v rdmci monitoringu pro-
vést vysetieni hladin imunoglobulint
v séru, jeho vysledek ma zatim klinicky
dopad na rozhodovani velmi omezeny.
Z téchto ddvodu je velmi dulezité pa-
cientlim pfipominat riziko infekce i po
vakcinaci a o¢kovat také rodinné pfislus-
niky, blizké kontakty a personal pecujici
o tyto pacienty.

Riziko pfenosu infekce SARS-
-CoV-2 krevni transfuzi je stale pouze
teoretické. Darcovstvi krve tak nepred-
stavuje u osob po prodélané infekci
ani u oc¢kovanych jedincli Zddnou kom-
plikaci. Vakciny na principu mRNA i vi-
rovych vektor(l se v organizmu rychle
rozpadaji a neni zadny dikaz, Ze by
transfuzni pfipravky predstavovaly ri-
ziko pro pfijemce. Podobné jako u ji-
nych nezivych vakcin, ani po vakcinaci
proti COVID-19 neni nutny zadny ca-
sovy interval pred krevnim odbérem,
nicméné alespon tydenni odstup je
vhodné vzhledem k moznym nezadou-
cim G¢inkm ockovani dodrzet. Po pro-
délané infekci SARS-CoV-2 je mozné
krev Ci jeji slozky darovat za 14 dni po
uzdraveni nebo konci izolace. V |é¢bé
onemocnéni COVID-19 v jeho casné
fazi Ize nadale vyuzit rekonvalescentni
plazmu od darc po prodélané infekci
nehledé na vakcina¢ni status obsahu-
jici Sirsi spektrum protildtek proti viro-
vym antigenlim oproti osobam pouze
ockovanym.

Vyvoj vakcin proti COVID-19 je zatim
mimofadné uspésny zavod. V kvétnu
2021 bylo ve svété schvaleno ke klinic-
kému vyuziti 8 vakcin, z nichz zejména
inovativni mRNA vakciny prekvapily
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svou vysokou ucinnosti a bezpecnosti.
Nakolik je ovéem tato vakcinou navo-
zend imunitni odpovéd snizend u rizi-
kovych a oslabenych skupin pacientt
a jak dlouhou a kvalitni ochranu proti
COVID-19 poskytne, nyni jesté spoleh-
livé nevime. V prednasce budou zhod-
noceny literarni Udaje tykajici se ocko-
vani hematologickych pacientl a darct
krve ¢i krvetvorné tkané a aktudlni od-
bornad doporuceni s ddrazem na as-
pekty postvakcinaéni imunity proti viru

SARS-CoV-2 a feleni specifickych
situaci.
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- Cést 3: Terapeutické hemaferézy

Hemaferéza - aktualni postupy v urgentni a chronické

terapii nemocnych

Gasova Z., Bhuiyanova Ludvikova Z., Vackova B., Bchmova M., Sloukova M.
Aferetické oddéleni UHKT, 1. LF UK a VEN v Praze

TERAPEUTICKE
HEMAFEREZY -
TERAPEUTICKE ELIMINACNI
TECHNIKY VYUZIVAJICI
CENTRIFUGACNI PRINCIP
Terapeutické hemaferézy jsou lécebné
extrakorporalni vykony, jejichz cilem
je zredukovat obsah patogeneticky ak-
tivnich komponent nebo zmnozenych
krevnich slozek v cirkulaci nemocného.
Odebrané slozky se nahrazuji roztoky
krystaloid(, koloidd, plazmou nebo ery-
trocyty od zdravych dércl. K terapeu-
tickym vykondm se také obvykle pfifa-
zuji ,produkéni” aferézy, pfi kterych se
pfipravuji koncentraty lidskych tkani
a bunék pro transplantaci a hemopo-
etickou rekonstituci nebo koncent-
raty mononukledrnich bunék (MNC)
pro protinddorovou terapii (DCVAC,
CAR-T apod.). Terapeutické hemaferézy
se provadéji pomoci separatort krev-
nich komponent, které vyuzivaji cen-
trifugacni princip. Krevni slozky se se-
paruji podle své specifické hmotnosti.
V pribéhu vykonu se nemocnému nej-
prve odebira krev, kterd se misi s anti-
koagula¢nim roztokem a poté vstupuje
do pfistroje, v némz dochazi k oddéleni
a k sbéru separované komponenty. Zby-
vajici slozky krve se vraceji zpét do cirku-
lace nemocného.

Do skupiny terapeutickych aferetic-
kych technik lze také pfifadit techniky
zalozené nejen na centrifugacnim prin-
cipu, ale také techniky, které vyuzivaji
filtracni nebo adsorpcni postupy. V né-
kterych indikacich se jeden vykon pro-
vadi za pomoci dvou pfistrojl, které
pracuji na rozdilnych principech, napf.
na kombinaci centrifugace a imunoad-
sorpce IgG. Provedeni terapeutickych
hemaferéz obvykle zajistuji specializo-

vana transfuzni, hematologicka a nefro-

logicka pracovisté.

Terapeutické hemaferézy Ize rozdélit
na nékolik nasledujicich skupin:

a) Deplecni vykony, u nichz se z cirku-
lace nemocnych odstranuji zmnozené
slozky krve - leukocyty, erytrocyty
a trombocyty. Objem odebrané slozky
obvykle nepfevysuje 1 000 ml. Ode-
brany objem Ize dle potteby nahradit
vhodnymi roztoky - krystaloid( nebo
koloidnich roztoka.

b) Vyménné vykony s vyménou plazmy
nebo s vyménou erytrocytu. V pri-
béhu vykonl se odebiraji velké ob-
jemy plazmy (1-1,5ndsobky plazmo-
vého objemu) nebo velké objemy
erytrocytl (1-2nasobky celkového ob-
jemQ erytrocytll). Odebrany objem je
nutné nahradit vhodnymi nahradnimi
roztoky — plazmou, koloidnimi roztoky
nebo erytrocyty od zdravych darc(.

¢) Imunoadsorp¢ni postupy a extra-
korporalni hemorheoferéza. V sou-
Casné dobé se vyvijeji stale ucinnéjsi
separacni techniky. Jejich vyuziti je
vhodné v situacich, kdy se centrifu-
gacni vyménnou plazmaferézou ne-
dafi snizit obsah nezadoucich kom-
ponent v cirkulaci. Jednou z dalSich
moznosti jsou imunoadsorpcni po-
stupy. Lze je vyuzit semiselektivné
k snizeni obsahu ur¢itého typu pa-
togeneticky aktivni komponenty
v plazmé, napf. imunoglobulinl a li-
poproteind. Mezi latky s uc¢innou ad-
sorpc¢ni schopnosti patfi napf. rekom-
binantni stafylokokovy protein A,
Peptid-GAM nebo ov¢i protilatky proti
lidskym imunoglobulindm.

Dalsi moznost predstavuje lécebny
postup extrakorpordlni hemorheofe-
réza s eliminaci definovaného spek-

tra latek s vysokou molekularni hmot-
nosti z cirkulace nemocného, napf.
fibrinogenu, a-2-makroglobulinu,
imunoglobulinu M (IgM), trombomo-
dulinu a LDL lipoproteinG. Tyto latky
maji vyznam v patogenezi mikrocir-
kula¢nich onemocnéni. U nemocnych
s vékem podminénou makularni de-
generaci (VMPD) pomaha hemorheo-
feréza upravit rheologické parametry
krve, tj. viskozitu krve a plazmy, stejné
jako agregabilitu erytrocytli a trom-
bocytll a také poruchy pratoku krve
v choroidu. Dale napoméha upravit
flexibilitu erytrocyt(i, oxygenaci tkani
a vizudlni funkce.
d) Postupy, pfi nichz se separuji pfi-
pravky pro transplantaci a hemopo-
etickou rekonstituci - PBPC/PBSC
(peripheral blood progenitor cells /
peripheral stem and progenitor cells
— kmenové krvetvorné bunky z peri-
ferni krve).
e) Postupy, pfi nichz se separuji mono-
nuklearni bunécné frakce pro 1é-
Cebné vyuziti. Pfipravuji se:
-autologni koncentraty mononuk-
ledrnich bunék pro extrakorporalni
fotochemoterapii (ECP), pro pfi-
pravu protinddorovych vakcin na
bazi dendritickych bunék nebo pro
piipravu CAR-T lymfocyt(.

-alogenni pfipravky mononuklear-
nich bunék pro DLI k potlaceni re-
lapsu leukémie u nemocnych po
transplantaci krvetvornych bunék -
Graft vs. Leukemia Efect.

f) Pediatrické hemaferézy predstavuji
samostatnou skupinu mezi terapeu-
tickymi vykony, pfestoze se v pediatrii
vyuzivaji stejné principy aferetickych
postupl a stejné pfistroje jako u do-
spélych nemocnych. Déti se vsak lisi
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svymi fyzickymi a psychickymi moz-
nostmi a toleranci k aferetickym po-
stuptm. U détskych pacientl je proto
tfeba vyfresit problémy vzniklé v sou-
vislosti s relativné vétsim extrakorpo-
ralnim objemem separacnich systému.
Zvlasté dllezitd je priprava vyhovuji-
ciho zilniho pfistupu, volba vhodného
antikoagula¢niho rezimu a monitoro-
vani vitalnich funkci béhem vykonu.

INDIKACE TERAPEUTICKYCH
HEMAFEREZ

Terapeutické hemaferézy jsou vykony,
které s vyjimkou extrakorporalni foto-
chemoterapie nezasahuji do patoge-
neze onemocnéni. Jsou vsak schopné
upravit klinicky stav nemocného, zlep-
Sit kvalitu jeho zivota a pfipadné od-
délit zavazné komplikace zakladniho
onemocnéni. Uplatiuji se v [é¢bé he-
matologickych, nefrologickych, neuro-
logickych, oftalmologickych, onkologic-
kych a revmatologickych onemocnéni.
Extrakorporalni fotochemoterapie (ECP,
fotoferéza) je terapeuticky postup, ktery
ovliviuje reaktivitu imunitniho systému
nemocného. Metoda se indikuje v tera-
pii onemocnéni, na jejichz patogenezi se
podileji T lymfocyty.

Terapeutické hemaferézy se indikuji
pfi akutnich stavech, nej¢astéji u nemoc-
nych se zachytem trombotické trombo-
cytopenické purpury (TTP) a u nemoc-
nych s hyperleukocytézou s ptiznaky
z leukostazy pii zachytu AML. V téchto
situacich je tfeba vykon provést co nej-
drive, protoze ma bud Zivot zachranu-
jici vyznam nebo pfedchazi vyraznému
zhor$eni klinického stavu.

K urgentnim indikacim muUze docha-
zet v pracovnich hodindch, ale ¢asto
také necekané v noci a béhem vikendd
a svatkd. Neodkladné vykony u kriticky
nemocnych pfedstavuji neplanované
situace, které vybocuji z bézné rutinni
prace. Urgentni vykony vétsinou pfed-
stavuji jedinou moznost, jak ucinné po-
moci v klinicky slozité situaci. Je tfeba
pocitat také s riziky vykond a s neza-
doucimi reakcemi, které mohou nastat
zvlasté u nemocnych se snizenymi fyzic-

kymi rezervami. Velkou pomoci jsou zde

zkusenosti a znalosti pracovnik( afere-

tického tymu a moznost provadét vykon

v indikovanych pripadech u IGzka ne-

mocného v podminkach oddéleni JIP.

V terapii nemocnych s chronickymi
onemocnénimi v situacich, kdy nehrozi
nebezpecdi z prodleni, se vykony pfedem
planuji a provadéji se v.domluvenych
terminech, ¢asto opakované u stejného
nemocného (extrakorporalni fotoche-
moterapie u nemocnych s koznimi
lymfomy nebo u nemocnych s akutni
a chronickou reakci stépu proti hosti-
teli (GVHD), extrakorporalni imunoad-
sorpce u nemocnych s onemocnénim
Myasthenia gravis, deple¢ni erytrocyta-
feréza u nemocnych s polycytemia vera
nebo extrakorporalni hemorheoferéza
u nemocnych s vékem podminénou ma-
kuldrni degeneraci, VPMD).

V akutnich i pldnovanych situacich je
tieba pocitat se zajisténim nékterych
postupt
a) Funk¢ni zilni pFistup ,Conditio sine

qua non” Volba vhodného Zilniho
pfistupu vychézi z naléhavosti vy-
kond, z klinického stavu nemocného,
z moznosti pracovisté, z predpokla-
dané doby trvani a frekvence vykon(
a také ze schopnosti nemocného spo-
lupracovat. Pracovnici odpovidajici za
provedeni aferézy (Iékaf, sestra) maji
predem posoudit Zilni vstup nemoc-
nych. Pokud je funkéni periferni zilni
pfistup, doporucuje se jej upfednost-
nit pred centralnim Zilnim vstupem.
Centralni Zilni katetr je vhodnou al-
ternativou, prestoze je provazeny vys-
$im rizikem komplikaci, napf. pneu-
mothorax, hemothorax, hematom,
vzduchova embolie a infekéni kompli-
kace. Nejcastéji se pouzivaji centralni
zZilni vstupy nebo av. shunt. U dlouho-
dobé a opakované terapie neni peri-
ferni zilni vstup vhodny.

b) Cile terapie. Pfed zahdjenim série te-
rapeutickych vykonl se doporucuje
stanovit cile terapie a vhodny sepa-
racni postup (rozsah a frekvence vy-
kon(, volba ndhradnich roztokd, an-
tikoagulace). Terapeutickym cilem
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je ,nasbirani” pfedpokladané davky
krevnich komponent, dosaZeni pfe-
dem stanovené koncentrace leuko-
cytll, trombocytl a erytrocytl v krvi
nemocného nebo vyznamné sni-
zeni hladiny patogeneticky aktiv-
nich komponent (protilatek, lipopro-
teind a pod) v plazmé nemocného.
Efekt terapie u deplec¢nich, u vymén-
nych vykonud a u produk¢nich aferéz
se obvykle o¢ekava po 1-7 vykonech.
U extrakorporalni fotochemoterapie
je situace odlisnd, terapie ovliviiuje
reaktivitu imunitniho systému a je re-
lativné dlouhodobd. U¢innost zavisi
na terapeutickém postupu a obvykle
se posuzuje po cca 3-12 mésicich
|é¢by. Série terapeutickych vykon( se
ukon¢i po dosazeni planovaného cile
nebo se ukondiv situaci, kdy cile nelze
dosahnout a potencialni rizika prevysi
efekt terapie.

¢) Monitorovani parametrti koagu-
lace. V pribéhu vyménné plazmafe-
rézy (TPE) se odstrani jak patogene-
ticky aktivni komponenty obsazené
v plazmé, tak i fada dalsich latek,
véetné koagula¢nich faktor(, které se
podileji na zajisténi hemostéazy. Vy-
ména 1,0-1,5 objemu plazmy odstrani
pfiblizné 63-75 % proteinl, v¢etné
koagula¢nich faktord. Pro zajisténi
normalni funkce hemostazy postaci
cca 15-20 % jejich aktivity. Hodnoty
koagula¢nich faktor( se obnovi v pri-
béhu 2-3 dnli po TPE.

U TPE se jako nahrada odebrané
plazmy pouzivd bud plazma nebo ko-
loidni roztoky, napf. 5% roztok albu-
minu. V terapii nemocnych s TTP a HUS
se podava plazma. Plazmu lze také do-
porucit jako ndhradu v situacich, kdy pfi
opakovanych vykonech dochazi k vy-
razné redukci hladin fibrinogenu a koa-
gulacnich faktor(. Pokud se TPE pro-
vadéji opakované v dennim rezimu za
pouziti ndhrady koloidnim roztokem,
muUze nastat vyrazné snizeni hladin koa-
gulacnich faktord. Sledovani parametrd
koagulace je vhodné, kazdodenni moni-
torovani viech ukazatell obvykle neni
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nutné. V situacich, kdy se nepredpokla-
daji vyznamné zmény koagula¢nich pa-
rametry, Ize sledovat hladinu fibrino-
genu jako nepfimého ukazatele deplece
také ostatnich koagulacnich faktord.

UCINNOST
TERAPEUTICKYCH
HEMAFEREZ

Predpokladem pro ucinné provedeni
terapeutickych hemaferéz je: (a) pfi-
tomnost patogeneticky aktivni kompo-
nenty v cirkulaci nemocného, (b) pouziti
vhodné techniky, kterd umozni uc¢inné
odstranéni této komponenty a (c) moz-
nost ovéreni vysledk( terapie.

U deplecnich vykond zavisi mnoz-
stvi odebrané krevni komponenty na
objemu zpracované krve, i kdyz se zde
na uc¢innosti vykonl podileji dalsi uka-
zatele jako koncentrace separovanych
komponent v sbérné linii, rychlost sbéru
a také doba vykonu. U deplece trombo-
cytd (24 nemocnych UHKT s onemoc-
nénim polycytemia vera, 68 vykonu) se
zpracovanim 1-1,8 objemu krve nemoc-
nych jsme pozorovali v priméru 50%
pokles koncentrace trombocytud v krvi.
U deplece leukocytd u nemocnych
s AML (33 nemocnych, 74 vykonu) nastal
pokles leukocytl cca o 40 %, zatimco
u nemocnych s CML (32 nemocnych,
126 vykon() byla ucinnost v nasem sle-
dovaném souboru nizsi s poklesem leu-
kocytll cca o 30 %. U terapeutické leu-
kocytaferézy se relativné casto prokaze
mensi pokles poctu leukocytll po vy-
konu, nez by se dalo ocekavat. Uvedeny
jev pravdépodobné souvisi s procesem
mobilizace leukocytli z extramedular-
niho do intravaskularniho prostoru, ke
kterému dochazi v pribéhu vykonu.
Rozsah této mobilizace nelze pfedem
odhadnout.

U deplecni erytrocytaferézy Ize snizit
hodnoty hematokritu nemocnych v pra-
béhu jednoho vykonu o cca 6-10 %, ev.
i vice, v zavislosti na klinickém stavu a to-
leranci nemocného. U vyménné erytro-
cytaferézy u nemocnych se srpkovitou
anémii jsme pozorovali pokles hodnot
hemoglobinu S (HbS) z 92 % pred vy-

konem na pozadovanych cca 30 % po
vykonu.

U TPE (vyménné plazmaferézy) zavisi
rozsah a frekvence provadéni vykon( na
objemu plazmy nemocného, na distri-
buci patogeneticky aktivni komponenty
mezi intravaskularnim a extravaskular-
nim prostorem a na rychlosti syntézy této
komponenty. U¢innost odstranéni latek
béhem TPE lze vyjadfit exponencidlni
funkci. Z prabéhu zavislosti vyplyva,
Ze nejucinnéjsim postupem je vymeéna
plazmy v rozsahu 1-1,5nasobku celko-
vého objemu plazmy nemocného. V pri-
béhu vykonu se odstrani 2/3 z celkového
mnozstvi intravaskuldrni patogenni kom-
ponenty. Dal3$im zvySovanim rozsahu vy-
konu se jiz odstrani jen malé mnozstvi pa-
togeneticky aktivni komponenty, aviak
zvysuje se frekvence nezddoucich reakci
nemocného. V souboru nasich nemoc-
nych jsme pozorovali pokles hladiny fib-
rinogenu po TPE o cca 60 %, zatimco hla-
diny IgG se snizily cca 0 30 %.

U extrakorporalni imunoadsorpce IgG
(Peptid-GAM) se snizila pfi osetfeni jed-
noho objemu plazmy hladina fibrino-
genu o 15 % a hladina IgG o 65 %.

U extrakorpordlni rheoferézy jsme
v nasem souboru 24 nemocnych s VPMD
(s vékem podminénou makularni de-
generaci) pfi oSetfeni jednoho ob-
jemu plazmy pozorovali v priiméru po-
kles cholesterolu o 40 %, triglycerid
050 %, LDL o 57 %, fibrinogenu o 55 %
a a-2 makroglobulinu o 70 %.

U autolognich separaci PBSC/PBPC
(80 nemocnych z VFN s malignimi lym-
fomy, 109 vykon() jsme ziskali z jedné
separace prlimérnou davku 7,5x10° CD
34+ bunék/kg hmotnosti nemocného.
U alogennich separaci PBSC/PBPC
(62 déarc UHKT, 76 vykonQ) jsme
z jedné separace pfipravili v priméru
davku 6,3x10¢ CD 34+ bunék/kg hmot-
nosti nemocného. Doporucend davka
k transplantaci se pohybuje v rozmezi
2-5x10° CD 34+ bunék/kg hmotnosti
nemocného. Objem zpracované krve
odpovidal rozmezi od 2-5nasobkim
celkového objemu krve nemocného
nebo darce.

- Cést 3: Terapeutické hemaferézy

BEZPECNOST
TERAPEUTICKYCH
HEMAFEREZ
Prestoze se terapeutické hemaferézy po-
vazuji za bezpecné vykony, mohou v je-
jich prbéhu nastat zdvaznéjsi neza-
douci reakce. BEhem separaci dochazi
k pfesunlim tekutin mezi intravasku-
l[arnim a extravaskuldrnim prostorem,
k zménam v hladindch minerald v séru,
k zménam hladin koagula¢nich faktora
a imunoglobuling.
Ve zvySeném riziku nezadoucich

reakci se nachazeji nemocni:
+s poruchami kardiorespiracniho sys-

tému s nestabilnimi vitalnimi funkcemi,
- v intenzivni péci,
s anémii a s trombocytopenii,
« s krvacivymi komplikacemi,
- |é¢eni ACE inhibitory,
- s alergi,
« s potransfuznimi reakcemi v anamnéze

a
« gravidni nemocné.

Nemocni mohou byt v bezvédomi
(napf. uTTP), na terapii kyslikem nebo na
ventila¢ni podpore. Mohou mit zndmky
organového selhdvani. V takovych situa-
cich je nutné zajistit pokracovani pod-
pory vitalnich funkci a dalsi intenzivni
péciiv pribéhu vykonu.

Béhem naroc¢néjsich vykonu, napf.
u velkoobjemovych separaci PBSC/PBPC,
mohou nastat vyznamné zmény v hladi-
nach minerdld v séru (pokles hladin K*,
Mg**, Ca**) a také muze dojit k vyraz-
nému ovlivnéni parametrd koagulace
a krevniho obrazu. Alkaléza potencuje
vliv hypokalémie a obdobné puisobi po-
dani glukdzy a inzulinu.

V prabéhu vyménnych terapeutickych
vykon se pacientim podavaji transfuze,
které mohou byt provazené potransfuz-
nimi reakcemi. Pfi vyménné plazmafe-
réze v terapii TTP a HUS se opakované
transfunduji velké objemy plazmy.

Koncentraty erytrocytl se podavaji ve
velkém mnozZstvi a opakované pfi pro-
vadéni vyménné erytrocytaferézy u ne-
mocnych s malérii nebo se srpkovi-
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tou anémii. Erytrocyty se téz pouzivaji
k predplnéni ptistroje pfi provadéni tera-
peutické hemaferézy u déti. Je vhodné,
aby koncentraty erytrocytl nebyly starsi
7 dnU. U relativné ,cCerstvych” erytro-
cytl je nizsi riziko hemolyzy a erytro-
cyty obsahuji vysoké hladiny 2,3 DPG
(nizsi afinita Hb k O2 a snadnéjsi uvol-
néni 02 v tkanich). V supernatantu cer-
stvych erytrocytl jsou nizké hladiny
K+ a kyseliny mlé¢né. Postupy pfi apli-
kaci transfuznich pripravkd v prabéhu
terapeutickych hemaferéz se shoduji
se standardnimi postupy pfi podavani
transfuzi.

U planovanych vykonu je vhodné pre-
dem zajistit dostate¢nou pfipravu ne-
mocného - ovéfit, ev. pfipravit vyho-
vujici Zilni pfistup, zajistit minimalni
hodnoty krevniho obrazu (hematokrit
minimalné 21 % - vhodnéji alespon
24 %, trombocyty vyssi nez 50x109/1),
ovéfit stav kardiorespira¢niho systému,
renalnich a hepatalnich funkci, minera-
logram a parametry koagulacnich vyset-
feni— APTT a Quick, hladina fibrinogenu.

Neni vhodné, aby byl nemocny v pri-
béhu vykonl na soubézné terapii ACE
inhibitory pro zvysené riziko zavaznych
hypotenzivné — anafylaktoidnich reakci.
V pribéhu vykonl se doporucuje u pa-
cientl neinvazivni monitorovani vital-
nich funkci. Pacienti, ptipadné darci, jsou
pod stalym dohledem sestry a lékafe.

Nezadouci reakce se obvykle vysky-
tuji v rozmezi od 3 % do 25 % vykon(.
Vétsina komplikaci souvisi s nedosta-
tecnou funkci Zilniho pfistupu nebo
s klinicky nestabilnim stavem pacienta.
Vlastni separacni proces vyvolava neza-
douci reakce v mensim poctu pfipadd,
ccav 1% azv 11 % vykonu. Reakce jsou
vétSinou méné zdvazné a lze je Uspésné
vyfesit i bez pred¢asného ukonceni vy-
konu, napf. hypokalcemie nebo leh¢i hy-
potenzni reakce pacienta. Nicméné byly
popsany i smrtelné komplikace - v d0-
sledku krvaceni, kardiorespiracniho se-
[hani, syndromu TRALI nebo v souvislosti
se vznikem tézké hypotenzivné-anafy-
laktoidni reakce u nemocnych lé¢enych
ACE inhibitory.

Cést 3: Terapeutické hemaferézy -

S ohledem na mozné komplikace
v pribéhu hemaferéz se terapeutické
vykony maji indikovat na zakladé posou-
zeni ocekavaného piinosu terapie a jeho
porovnani s moznymi riziky. ASFA (Ame-
ricka spolec¢nost pro aferézu) publikuje
a pravidelné reviduje doporucené po-
stupy pro provadéni terapeutickych he-
maferéz u jednotlivych onemocnéni. Vy-
uzivéd poznatkl mediciny zalozené na
dlikazech. Doporuceni se tykaji indikaci,
rozsahu a ukonceni terapeutickych he-
maferéz. Afereticka pracovisté v Ceské
republice respektuji doporuceni ASFA
a pracuji podle jejich postupd.

Literatura

1. Bruce C. McLeod ,Apheresis Principles and
Practices’, AABB Press, Bethesda, Maryland 2003.
2. Balogun, R. A., Therapeutic Apheresis in
Special Population, J. of Clin. Apher. 2010;25:
265-274.

3. Connelly-Smith L, Tanhehco YC, ChhibberV,
et al., Choosing Wisely for Apheresis, J. of Clin.
Apher. 2018;33(5):576-579.

4. Gasova Z, Terapeutickd vyménna plazma-
feréza, Postgradualni medicina, 2012;14(8):
877-884.

Vyznam vyménné plazmaferézy v 1écbé trombotickych

mikroangiopatii

Lanska M., Blaha M., Zak P.

IV. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

Trombotické mikroangiopatie (TMA)
predstavuji skupinu heterogennich
onemocnéni, kterd jsou charakterizo-
vana postizenim endotelu drobnych cév
v rliznych orgénech. Podstatou je tvorba
trombocytarnich agregatl v mikrocirku-
laci s naslednou poruchou funkce po-
stizenych organd, zejména ledvin, CNS
a srdce. Dochazi ke konzumpci trombo-
cytd a rozvoji mikroangiopatické hemo-
lytické anémie (MAHA) [1]. TMA zahrnuji
velmi nesourodou skupinu syndrom
a stav(, kde ke konec¢né diagnéze do-

chazime postupnym vylucovanim jed-
notlivych pficin (per exclusionem).
Plvodné byla TMA délena do 2 skupin -
trombotickd trombocytopenickd purpura
(TTP) a hemolyticko uremicky syndrom
(HUS), pficemz prvni se délila déle na
Jdiopatickou” a ,sekundarni” a druhd na
Jtypicky” a atypicky” HUS [3]. Tato bézné
pouzivana terminologie viak nedokéze
rozpoznat slozitost TMA a nerozliSuje také
mezi rznymi patologickymi mechanizmy.
PFi podezfeni na TMA je nutno na prv-
nim misté vyloucit TTP. Onemocnéni je

vysledkem vrozeného nebo ziskaného
deficitu ADAMTS13 (disintegrin meta-
loprotedza typ I, ¢len 13), metalopro-
tedzy $tépici velké multimery von Wille-
brandova faktoru na mensi multimery.
Prvni pfipad byl popsén v roce 1924, ale
mnoho let byla prognéza pacientd fa-
talni (90% umrtnost), dokud pouziti vy-
ménné transfuze nebo infuze plazmy
nevedlo ke zlep3eni pfeziti. Randomi-
zovana kontrolovana studie Rockové
prokazala vys3si ucinnost terapeutické
vymény plazmy (therapeutic plasma ex-

Transfuze Hematol Dnes 2021; 27(Suppl 1)



change - TPE) proti infuzi plazmy [2].
TPE je podle americké spolecnosti ASFA
(American Society for Apheresis) defino-
vana jako terapeuticky postup, pfi kte-
rém krev pacienta prochazi zafizenim
(separatorem), které oddéluje plazmu
od ostatnich slozek krve. Odebrana
plazma se nahradi ndhradnim roztokem
(albuminem nebo plazmou) [4].

TPE se stala standardem péce o pa-
cienty s TTP. Efektivita |é¢by byla proka-
zéna pfed pochopenim patogeneze TTP
nebo jinych TMA, proto byla TPE nasledné
aplikovana na véechny TMA na zékladé
zlepseného preziti pacientli s TTP. S obra-
zem TMA se mGzeme setkat u mnoha dal-
Sich onemocnéni, jako jsou maligni hy-
pertenze, diseminovana intravaskularni
koagulace (DIC) ¢i preeklampsie, u kte-
rych ale nebyl efekt TPE prokazan [3].

Bylo popsano nékolik mechanizmd
ucinku TPE pfi 1é¢bé TTP. Mezi popsané
mechanizmy patfi odstranéni patologic-
kych protilatek, imunitnich komplexd
a cirkulujicich cytokin(, a nahrazeni chy-
béjicich slozek plazmy. Nékdy jsou také
popisované zmény ve funkci imunitniho
systému (v¢. zmén ve funkci T a B bunék),
tyto mechanizmy by mohly hrat roli
v efektivité TPE u jinych typtd TMA. Bohu-
zel chybi randomizované kontrolované
studie poskytujici jasné dlikazy o ucin-
nosti. Vétsinou jsou k dispozici pouze ka-
zuistiky a série pfipadu.

Kazdé 3 roky publikuje ASFA dopo-
ruceni pro jednotlivé aferetické me-
tody. V tabulce 1 je uveden souhrn jed-
notlivych TMA a soucasny pohled na
moznosti vyuziti TPE v [é¢bé. Efekt byl
prokdzan pouze u TTP, kde zlstava
TPE metodou volby, u ostatnich typa
je vyznam vétsinou sporny [4]. V roce
2016 byly publikovany vysledky stu-
die Li et al., ktera nezjistila zadny pfi-
nos TPE u pacientd s TMA, kde aktivita
ADAMTS13 byla vy3sinez 10 % [5].

Pro spravnou lé¢bu a véasné zahdjeni
specifické terapie je nezbytna rychla di-
ferencidlni diagnostika viech pficin
TMA. Pfi podezieni na TTP je nutné co
nejdrfive zahajit lé¢bu pomoci TPE. Cha-
rakteristika procedury je v Tabulce 2.

- Cést 3: Terapeutické hemaferézy

IV - aferéza se zd4 byt neefektivni

Tab. 1. Indikace TPE v Ié¢bé TMA (modifikovano podle Padmanabhana [5]).

Onemocnéni Indikace UlohaTPE  Sila dikazh
podle ASFA (EBM)
TTP I 1A
TMA asociovand s infekci 11l 2C
(STEC-HUS)
TMA zprostfedkovana protilatky proti H faktoru I 2C
komplementem (aHUS) mutace gentt MCP 11l 2C
TMA asociovana 1l 2C
s transplantaci krvetvor-
nych bunék
TMA asociovana s léky Ticlopidin I 2B
Clopidogrel 11 2B
Gemcitabine/Quinine v 2C
HELLP syndrom pred porodem v 2C
po porodu 11l 2C
TMA koagulaci zprostied- Mutace THBD, DGKE, PLG 11l 2C
kovana
Kategorie | - [é¢ba 1. linie, Il - 1é¢ba 2. linie, lll - optimalni role aferézy nebyla stanovena,

podle Padmanabhana, [5]).

Frekvence: denné

detergentni plazma

Tab. 2. Charakteristika TPE procedury dle doporuceni ASFA (modifikovano

Doba trvani: do vymizeni neurologickych obtizi, normalizace LDH, vzestupu trombocy-
th nad 150x10%1 po dobu 2 dnd, Ize ukoncit ihned nebo postupné

Vyménény objem plazmy: 1-1,5nasobek plazmatického objemu

Nahradni tekutina — ¢erstvé zmrazena plazma, v pfipadé alergickych reakci solvent

Dalsi postup zavisi na ¢asném vysetieni
deficitu ADAMTS13. V pfipadé aktivity
enzymu pod 10 % se jednd o TTP a bude
pokracovano v [é¢bé pomoci TPE v kom-
binaci s kortikoidy [6]. Pfi hodnoté nad
10 % nutno vyloucit jiné pfic¢iny TMA, pfi
postizeni ledvin zejména HUS zprostied-
kovany komplementem (CM-HUS, aty-
picky HUS).

V poslednich letech se do popfredi
[é¢by nékterych typd TMA dostavaji mo-
noklonalni protilatky. Kaplacizumab, hu-
manizovana bivalentni nanocastice zaci-
lend na AT doménu von Willebrandova
faktoru (VWF) plsobi blokadu vazby
trombocytd na extra-velké multimery
VvWEF, tim zabraruje tvorbé mikrotrombd.
Indikace podani kaplacizumabu u TTP
byla podpofena studiemi TITAN a HER-
CULES. Dle nejnovéjsich doporuceni

je kaplacizumab pouzivan jiz v 1. linii
[écby [6].

Dalsim onemocnénim, kde Ize s Gspé-
chem pouzit monoklonalni protilatky,
je CM-HUS. Eculizumab, rekombinantni
humanizovana protilatka proti C5 kom-
plementu zpuUsobuje blokaci terminalni
slozky kaskady komplementu.

ZAVER

Trombotické mikroangiopatie zUstavaji
i dnes zavaznymi onemocnénimi spoje-
nymi s vysokou morbiditou a mortalitou.
Nejvétsim pfinosem v diagnostice i tera-
pii je rychlé stanoveni aktivity enzymu
ADAMTS13, coz umozni odliseni TTP od
ostatnich TMA. U ziskané formy TTP zU-
stava vyménna plazmaferéza (TPE) Zivot
zachranujicim vykonem. U jinych typt
TMA je vyuziti TPE omezené. Chybi do-
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statecné dlikazy o Ucinnosti této terapie.
Lécba téchto jednotek spociva v [écbé
vyvoldavajici pficiny a podplrna terapie.
Dulezitou roli v moderni [é¢bé TMA se-
hréavaji i monoklonalni protilatky.
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Periferni krvetvorné burky (PBPC) se
pouzivaji k alogennim transplantacim
krvetvornych bunék mnoho let. Poprvé
byly pouzity jiz v roce 1978. Ziskavaji se
od rodinnych a nerodinnych dérct aferé-
zou po mobilizaci pomoci ristového fak-
toru G-CSF. Cilem aferézy je efektivné na-
sbirat poZzadovanou transplanta¢ni davku
s ohledem na bezpecnost darce. Od po-
¢atkd darovani krvetvornych bunék byla
povazovana bezpecnost darcli po mobili-
zaci a odbéru za dlleZitou soucést celého
procesu darovani. Avsak se zalozenim
The World Marrow Donor Association
(WMDA) v roce 1994 se této oblasti zacala
vénovat jesté vétsi pozornost. WMDA
spolu s dalSimi odbornymi organizacemi,
jako je napf. EBMT (The European Society
for Blood and Marrow Transplantation),
vytvaii a doporucuje standardy tykajici
se péce o nerodinné darce. O rodinné
déarce se v minulosti starala prevazné
Transplantacni centra. V poslednich le-
tech v3ak dochazi v souvislosti s nut-
nosti daldiho vylepSovani bezpecnosti
a kvality péce o pacienty i darce k akredi-
tacnim Setfenim, kterd nds nuti prfehod-
nocovat a vylep3ovat dlouho zavedené
postupy. V souvislosti se zavedenim hap-
loidentickych transplantaci dochazi také
k vyraznému nérlstu poctu odbérl krve-
tvornych bunék u rodinnych darcli a ke

zménam v posuzovani jejich zplsobilosti
k odbéru. V praxi se rozviji nové separa-
¢ni techniky, pouzivaji se modernéjsi pfi-
stroje a zavadéji se nové pripravky k mo-
bilizaci darcl. Zacind spiSe prevazovat
nazor, ze standardy péce o rodinné dérce
by mély byt stejné jako péce o nerodinné
déarce. Témito aspekty se opakované
v poslednich letech zabyvaly pracovni
skupiny EBMT a WMDA a byla provedena
fada studii, které se tykaly bezpec¢nosti
darovani krvetvornych bunék. Piipadné
nezadouci Ucinky spojené s darovanim
krvetvornych bunék se hlasi do spole¢né
databdze WMDA, aby se mohla data vzdy
zpétné vyhodnotit.

Na nasem oddéleni odebirdame PBPC
od 90. let 20. stoleti. Rodinné a nero-
dinné darce po mobilizaci a separaci kr-
vetvornych bunék od roku 2002 dlou-
hodobé sledujeme. Rodinni darci jsou
k aferéze indikovani z klinického tseku
UHKT a od roku 1996 spolupracujeme
s Ceskym registrem darct krvetvornych
bunék v Praze v odbérech krvetvornych
bunék od nerodinnych dércl. V minulosti
byl dlouho k mobilizaci vsech darcd pou-
zivan pouze originalni pripravek filgras-
tim. Prvni pouziti biosimilarniho filgras-
timu Zarzia u rodinnych darc v UHKT je
datovéno k lednu 2017, u nerodinnych
darcl byl pouzit az o rok pozdéji, v lednu

€
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5.Li A, Makar RS, Hurwitz S, et al. Treatment with
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acquired thrombotic microangiopathy not as-
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2016;56(8):2069-2077
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of thrombotis thrombocytopenic purpura.
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2018. Haploidentické transplantace se
zacaly v na Klinickém Gseku UHKT pro-
vadét v roce 2014 a my jsme v souvislosti
s jejich zavedenim pozorovali vyrazny na-
rdst poc¢tu odbérl krvetvornych bunék
a trend ke zméné v posuzovani zpulsobi-
losti u rodinnych darcl. V roce 2018 zis-
kalo UHKT akreditaci JACIE, ¢emuz pred-
chézelo pfehodnocovania vylepSovanijiz
zavedenych procesu. Velky dlraz je stale
kladen na viechny preventivni kroky pfi
odbéru s cilem minimalizovat mnozstvi
moznych nezddoucich udalosti. Pokud
by nastala sporna situace ohledné zdra-
votni zpUsobilosti darce, musi se velmi
podrobné zhodnotit mozna rizika pro
darce a benefity pro pfijemce. Je nutné,
aby celou situaci zhodnotily tymy neza-
vislych odbornikli z medicinského i etic-
kého hlediska. Zdravotni zpUsobilost
k odbéru ma posuzovat lékaf, ktery neo-
Setfuje pfijemce krvetvornych bunék. Pfi
dlouhodobém sledovani darcl jsme az
na ojedinélé pfipady nezaznamenaly z3-
v souvislosti s mobilizaci a odbérem pe-
rifernich krvetvornych bunék. Nase dlou-
holeté zkuSenosti potvrzuji, Ze darovani
krvetvornych bunék z aferézy je bez-
pecné. Pfi mobilizaci a odbéru se vysky-
tuje nevelké mnozstvi nezdvaznych kom-
plikaci, které je schopen vyfesit zkuseny
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tym aferetického oddéleni. Celému pro-
cesu darovani krvetvornych bunék ale
hlavné musi predchazet odborny a uvaz-

livy vybér dérce a jeho dostatecnd infor-
movanost o celém postupu darovani.
Nadale je nezbytné u nerodinnych i ro-

- Cést 3: Terapeutické hemaferézy

dinnych darcd krvetvornych bunék po-
krac¢ovat ve sledovani jejich dlouhodo-
bého zdravotniho stavu.

Role lékare aferetického centra pri lécebnych vykonech
v nehematologickych indikacich

Blahutova S.'2, Hrdlickova R.!, Cermakové Z.1?

!Krevni centrum, FN Ostrava
2LFOU

Uvod: Lékaf aferetického centra zastfe3u-
jici 1é¢ebné hemaferetické metody mul-
tioborové spolupracuje, a to nejen s he-
matology, ale i s neurology, nefrology,
internisty, onkology, gynekology, oftal-
mology a s lékafi jinych medicinskych
oborl. Je od néj vyzadovéna komplexni
znalost principt metod hemaferéz, legis-
lativy a odborné zkusenosti. Ridi se pfi
svych rozhodnutich aktuélnimi doporu-
Cenimi pro provadéni aferetickych metod
- v souladu s ASFA (American Society for
Apheresis) a ESFH (European Society for He-
mapheresis). Je v jeho kompetenci vést
a pravidelné aktualizovat standardni ope-
racni postupy a dokumentaci ke vséem he-
maferetickym vykonUm tak, aby vyho-
vovaly spravné klinické praxi, legislativé,
potiebam provadéjiciho zdravotnického
pracovisté a pozadavkdim rdznych audi-
torskych subjektl a zadavatel(. Je zod-
povédny za pravidelna skoleni a edukaci
personalu aferetického pracovisté a spo-
lupracujicich Iékard. Spole¢né s techni-
kem dohlizi na pfistrojové vybaveni a je-
jich validace. Ve spolupraci s oSetfujicim
|ékafem pacienta se podili na spravné in-
dikaci hemaferetického vykonu. Ma pravo
pfipadné vykon i zkontraindikovat. Uréuje
druh separacniho pfistroje a pfislusenstvi
(sety, filtry, kolony). Vybira druh a mnoz-
stvi substitu¢nich a antikoagula¢nich roz-
tokd pro jednotlivé vykony. Voli ve spolu-
praci s aferetickou sestrou nejoptimalné;jsi
Zilni pFistup. Edukuje pacienta pred vy-
konem, sepisuje s nim informovany sou-

hlas. Stanovuje pfipravu pacienta tak, aby
vykon zvladl s co nejmensimi obtizemi. Je
na jeho rozhodnuti, zda bude vykon pro-
veden v ambulantnim rezimu, ¢i za hos-
pitalizace. Navrhuje rozsah, pocet a frek-
venci vykonu. Pfimo nastavuje a zapisuje
do dokumentace aferetického centra za-
myslené parametry hemaferetickych
procedur, rozhoduje o nutnosti a druhu
podani premedikace a o mife a druhu anti-
koagulace extrakorporalné zpracovévané
krve béhem vykonu. Stanovuje zpUsob
monitoringu pacienta, laboratorni odbéry
a konkomitantni 1é¢bu. Ma nezastupitel-
nou roli z hlediska bezpecnosti vykonu,
tzn. musi byt kdykoli ptipraven fesit ve
spolupraci s aferetickou sestrou piipadné
nezadouci reakce pfi a po vykonu. Je zod-
povédny za zhodnoceni bezprostiedniho
lécebného efektu a viech vysledka. Sepi-
suje lékafskou zpravu pro osettujiciho Ié-
kare. Dle klinického stavu pacienta po vy-
konu rozhoduje o jeho observaci, dimisi
¢i pfijeti/pokracovani hospitalizace. Op-
timalizuje harmonogram hemaferetic-
kych vykond, tzn. v indikovanych pfipa-
dech upozoriuje osetfujiciho lékafe na
nutnost zmény poctu, frekvence vykonu,
¢i dokonce zménu lé¢ebné strategie. Pra-
videlné statisticky vyhodnocuje pocty
a efektivitu vykont na aferetickém praco-
visti, analyzuje vyskyt nezadoucich reakci
a navrhuje/ realizuje ndpravna opatreni.
Metodika: Rozbor specifik u vybranych
hemaferetickych metod dle literarnich
zdroju a jejich porovnani s mnohaletymi

vlastnimi zkusenostmi aferetického Useku
ambulance Krevniho centra Fakultni ne-
mocnice Ostrava.

Vysledky: Na aferetickém useku am-
bulance Krevniho centra Fakultni ne-
mocnice Ostrava je ro¢né provadéno
cca 670 vyménnych lécebnych aferéz
(TPE), 120 imunoadsorpci (I1A), 40 reoferéz
(REO), 75 deplecnich erytrocytaferéz (EA)
a 40 leukaferetickych separaci mononuk-
ledrnich bunék od nestimulovanych darct
(LA). U vykon( TPE dominuji neurologické
diagndézy jako je myastenia gravis, scle-
rosis multiplex, akutni a chronické zanét-
livé demyeliniza¢ni polyneuropatie (AIDP
a CIDP). U vykonU EA je provadéna redukce
erytrocytd pro diagnézy polycytemia vera,
sekundarni polyglobulie a hereditarni he-
mochromatéza. U vykon IA je provadéna
deplece imunoglobulinli pfi autoimunit-
nich chorobach typu myastenia gravis a fo-
kalni segmentalni glomeruloslerosy. Reo-
ferézy byly indikovany pro suchou formu
vékem podminéné makularni degenerace
sitnice (VPMD). U kazdé metody jsou zdU-
raznény indikacni a terapeutické limity,
uskali vykonl a mozné komplikace. Sdé-
leni obsahuje pou¢né kazuistiky.

Zavér: Bezpecné a efektivni provedeni
hemaferéz je dano souborem faktord,
mezi néz patii predevsim spravna indi-
kace a nacasovani vykonu, pfistrojové vy-
baveni a ndhradni roztoky, zajisténi vhod-
ného Zilniho pfistupu, adekvatni edukace
a pfiprava pacienta a erudice Iékafského
i sesterského persondlu.
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Imunohematologie trombocytt

Bolckova H. T.
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

TROMBOCYTOVE ANTIGENY
Trombocyty maji na svém povrchu HPA
antigeny (human platelet antigens — an-
tigeny lidskych trombocytl), ty se na-
chézeji na glykoproteinovych komple-
xech llb/llla, Ib/IX/V, la/lla a proteinu
CD109.

V soucasné dobé je popsano 35 HPA
antigend, 12 HPA antigen tvofi 6 biale-
lickych systému (HPA 1,2,3,4,5,15) s anti-
geny ,a” a,b" Alely pro tyto antigeny se
lisi v jednom nukleotidu genu kédujiciho
pfislusny membranovy glykoprotein ev.
protein. Antigen ,a” je produktem alely
s vyssi frekvenci vyskytu, antigen ,b” je
produktem alely s nizsi frekvenci vyskytu.
Ostatni HPA antigeny jsou vzacné anti-
geny s nizkou frekvenci vyskytu, proti-
latky proti jejich protikladnym (antitetic-
kym) antigendim nebyly zjistény.

Na povrchu trombocytl se nachézeji
také glykoproteiny IV (CD36) a VI a také
malé mnozstvi antigenl krevnich sku-
pin I, P a systému ABO (antigeny A, B,
H). Antigeny A, B, H jsou navazany na
cukernych strukturach pfipojenych ke
vsem trombocytovym glykoproteintim.
Na trombocytech jsou exprimovéany
také antigeny HLA I. tfidy A, B a méné
i Clokusu.

ANTITROMBOCYTOVE
PROTILATKY

Protilatky proti vlastnim trombocyto-
vym antigendm zpusobuiji idiopatickou
nebo autoimunni trombocytopenickou
purpuru (AITP). Aloprotilatky proti trom-
bocytovym antigendm mohou zpUso-
bit zdvazné klinické stavy: neonatalni
aloimunni trombocytopenii (NAITP),
refrakternost na podani trombocytl
(PTR), potransfuzni purpuru (PTP), pa-
sivni aloimunni trombocytopenii (PAT),
s transplantaci asociovanou aloimunni
trombocytopenii (TAT).

Akutni idiopatickda nebo au-
toimunni trombocytopenicka pur-
pura (AITP) se vyskytuje zejména u déti,
obvykle po virové infekci s vyssi inci-
denci na podzim a v zimé. Antitrom-
bocytové autoprotilatky u akutni AITP
byvaji castéji tfidy IgM. Chronicka AITP
se vyskytuje vétSinou u dospélych. Auto-
protilatky u chronické AITP byvaji tfidy
IgG (95 %), IgM (26 %) a IgA (4 %). Auto-
protilatky jsou obvykle vazany na trom-
bocyty a jako volné cirkulujici protilatky
jsou detekovatelné v asi 40 % pripadd.

AITP béhem téhotenstvi mlze zpu-
sobit neonatdlni AITP autoprotilatkami
tfidy IgG, které jsou schopny projit pres
placentu. Neni zde Zadny prediktivni fak-
tor pro vyskyt a zavaznost fetalni/neo-
natdlni trombocytopenie zplsobené
matefskymi autoprotildtkami. Neexis-
tuje zadna korelace mezi poctem trom-
bocytld u matky a u ditéte. Nicméné za-
vaznost trombocytopenie u prvniho
postizeného ditéte koreluje s trombocy-
topenii u ditéte v nasledujici gravidité.
Intrakranidlni krvaceni nastava velmi
vzacné.

Antitrombocytové autoprotilatky ne-
jsou antigen specifické a jsou nami-
fené proti spole¢nému epitopu jednoho
nebo vice glykoproteint. Asi 25 % proti-
latek je glykoprotein specifickych.

Neonatalni aloimunni trombocyto-
penie (NAITP) se projevuje jako trom-
bocytopenie a krvaceni u jinak zdravého
plodu/novorozence. Je zplisobend ma-
tefskou aloprotilatkou proti otcovskym
aloantigendm plodu/novorozence. Tato
protilatka se vaze na trombocyty plodu
a muze urychlit jejich destrukci, coz
vede k trombocytopenii. Trombocyto-
penie mulze byt rlizné zavazna od mirné
po tézkou s krvacivymi projevy, nejza-
vaznéjsi formou je intrakranialniho krva-
ceni, které muaze byt i fatalni. Nej¢astéjsi
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pfi¢inou v Kavkazské populaci je pro-
tildtka anti-HPA-1a - je to zaroven pro-
tilatka, kterd zpUsobuje nejzavaznéjsi
trombocytopenie s krvacivymi projevy
v¢. intrakranidlniho krvaceni. Az v 80 %
pfipad dochazi ke krvaceni uz prena-
talné, po porodu je nejvétsi riziko krva-
ceni v prvnich 96 h zZivota.

REFRAKTERNOST NA PODANI
TROMBOCYTU (PTR)
Refrakternost na podani trombocytl
je definovana jako neocekavané nizky
vzestup poctu trombocytll u pacienta
po transfuzi Cerstvych ABO kompati-
bilnich trombocytl. Vétsina pfipadu
refrakternosti je zpUsobena neimun-
nimi pfic¢inami. Nicméné vyznamna
¢ast pacientll (26-71 %) si na dlouho-
dobé transfuzni terapii vytvofi proti-
latky proti antigendm HLA . tfidy., které
potom mohou byt pfi¢inou zrychlené
destrukce transfundovanych trombo-
cytd. Asi 10 % pacientl refrakternich
na trombocyty si vytvoii vedle anti-HLA
protilatek také aloprotilatky proti trom-
bocytovym HPA antigenim. Byly po-
psany také pripady refrakternosti zpa-
sobené aloprotilatkami anti-HPA a také
anti-gplV.

Potransfuzni purpura (PTP) je
vzacna potransfuzni reakce charakteri-
zovana nahlym poklesem poctu trom-
bocytd 5-10 dnl po transfuzi krve.
Byla popsané po transfuzi plné krve,
erytrocytQ, trombocytl a plazmy. Po-
stihuje jiz imunizované pacienty (ze-
jména Zeny po vicecetnych gravidi-
tach), jedna se o sekundarni imunitni
odpovéd.

V séru pacienta jsou pfitomny spe-
cifické antitrombocytové aloproti-
latky (nejcastéji anti-HPA-1a), v akutni
fazi jsou pfitomny také autoprotilatky.
PTP se prezentuje tézkou trombocyto-
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penii (< 10 000 trombocytd/ul), mize
byt pfitomno zivot ohrozujici krvaceni.
V 10-20 % ptipadli dochazi k fatalnimu
intrakranidlnimu krvaceni.

PASIVNI ALOIMUNNI
TROMBOCYTOPENIE (PAT)
Pasivni aloimunni trombocytopenie
patii také do potransfuznich reakci.
Je charakterizovana trombocytopenii,
kterd nastadva béhem nékolika hodin
po transfuzi krevniho pfipravku, v némz
jsou pritomny specifické antitrom-
bocytové protildtky. Ty pak reaguiji s pfi-
slusnymi antigeny na trombocytech pfi-
jemce a zpUsobuji jejich destrukci. Byly
popsany pfipady pasivni aloimunni
trombocytopenie zplsobené protilat-
kami anti-HPA-Ta a anti-HPA-5b.

S TRANSPLANTACT
ASOCIOVANA ALOIMUNNI
TROMBOCYTOPENIE (TAT)

S transplantaci asociovana aloimunni
trombocytopenie mize vzacné nastat
u pacientU po transplantaci krvetvornych
bunék v pfipadé, ze zbytkové lymfocyty
pfijemce tvoti aloprotilatku proti inkom-
patibilnim antigenm trombocyt( darce.
Byly popsany piipady zplisobené alopro-
tilatkami anti-HPA-1a a anti-HPA-5b.
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HLA sérologické vysetreni pri haploidentické transplantaci

krvetvornych bunék

Miarkova E.

Oddélent Imunohematologie, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Transplantace kostni diené ¢i krvetvor-
nych progenitorovych bunék z periferni
krve (HSCT) je Ié¢ebny vykon vhodny
pro Sirokou $kalu hematologickych one-
mocnéni i pro vrozené poruchy imunity
a metabolizmu. Transplantace krvetvor-
nych bunék se déli podle darce na au-
tologni, kdy jde o prevod vlastni krve-
tvorné tkané nemocného, alogenni od
zdravého dérce a syngenni od zdravého
jednovaje¢ného dvojcete. Pro nékteré
diagnézy je transplantace krvetvornych
bunék jedinou dosud zndmou pri¢innou
|Ié¢bou. Na druhé strané, zejména alo-
genni transplantace s sebou nese riziko
Cetnych, nékdy az fatalnich komplikaci.
U alogenni transplantace dochazi
kromé transplantace krvetvornych
bunék i k transplantaci bunék imunit-
niho systému. Cilem je kromé obnovy

krvetvorby i spravna funkce imunit-
niho systému v téle pfijemce, véetné
prevence relapsu onemocnéni diky
tak zvaném efektu stépu proti nadoro-
vému onemocnéni / leukémii (graft ver-
sus leukemia — GvL). Ke komplikacim alo-
genni transplantace patfi potencionalné
az smrtelna reakce $tépu proti hostiteli
(graft versus host disease — GvHD), déle
reakce pfijemce proti podanému stépu
(host versus graft reaction — HvG), ktera
muze vést k selhani stépu a jeho odho-
jeni a také vyskyt zavaznych infek¢nich
komplikaci. Aby se co nejvice omezila
rizika spojend s podanim alogenniho
$tépu a pritom se zachoval Zaddouci GvL
efekt, je treba peclivé volit jak pripravny
pfedtransplantaéni rezim, tak i profylak-
tickou potransplanta¢ni imunosupresi
a lécbu pripadné chronické GvHD.

Pro Uspésnost alogenni HSCT ma za-
sadni vliv pouzity darce. Vybér vhod-
ného dérce krvetvornych bunék ovliv-
nuje fada faktord, z nichz nejdalezité;jsi
je mira shody v HLA znacich bilych kr-
vinek mezi pacientem a darcem. Ideal-
nim darcem alogenni krvetvorné tkané
je HLA identicky sourozenec. Dalsi moz-
nosti je HLA shodny nepfibuzny darce.
Podle transplanta¢niho protokolu
Ustavu hematologie a krevni transfuze
a Kliniky détské hematologie a onkolo-
gie ve FN Motol se vsichni pacienti po-
tencionalné indikovani k transplantaci
a nejblizsi pribuzni pacientl (sourozenci,
rodice a déti) genotypizuji v lokusech
HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 a -DPB1.
HLA shodného, pfibuzného ¢i nepfi-
buzného dérce Ize v sou¢asné dobé na-
[ézt pro pfiblizné 70 % pacientll indiko-




vanych k HSCT. Pokud neni k dispozici
HLA shodny darce, hleda se mezi tzv.
haploidentickymi pfibuznymi, ktefi sdili
jednu polovinu gent (otcovskou ¢i ma-
tefskou) pro HLA antigeny, tzv. haplotyp.
Haploidenticti jsou vzdy rodice se svymi
détmi. Statisticky v poloviné pfipadud
jsou haploidenticti sourozenci. Z druhé
poloviny sourozencd je statisticky jedna
¢tvrtina HLA shodnd a jedna ctvrtina
HLA neshodna. Pokud neni k dispozici
haploidenticky darce, ¢i jej nelze vyuzit
napf. z davodu pozitivniho lymfocytoto-
xického crossmatch testu mezi pacien-
tem a darcem, hleda se ¢aste¢né shodny
(9/10) nepfibuzny darce.

Pokud je k HSCT vyuzit haploiden-
ticky dérce, je potfeba k potlaeni neza-
doucich imunitnich reakci (GvHD i HVG)
zavést specialni rezim, jehoz zakladem
je potransplanta¢ni podani cyklofosfa-
midu (PTCy). Cyklofosfamid je alkyla¢ni
¢inidlo, které poskozuje DNA proliferu-
jicich bunék. Podanim cyklofosfamidu
pacientovi v pfesné ur¢enou dobu po
pfevodu krvetvornych bunék dojde
k postupnému nastoleni tolerance vlci
neshodnym HLA antigentim dérce [1].
Zavedeni potransplanta¢niho rezimu
s cyklofosfamidem tak umoznilo ma-
sivni rozvoj haploidentickych transplan-
taci v poslednich letech. V UHKT byla
prvni haploidenticka transplantace pro-
vedena v roce 2014 a od roku 2015 je za-
vedena jako standardizovany postup.

ProtoZze mnoho pacientl cekajicich
na HSCT je polytransfundovanych, popf.
maji v anamnéze téhotenstvi ¢i pred-
chozi transplantaci, je u pacientd s hap-
loidentickym ¢i ¢aste¢né HLA shodnym
darcem potreba vysetfit i pfitomnost
HLA protilatek s dlirazem na donor speci-
fické protilatky (DSA). Pfitomnost donor
specifickych protilatek proti neshodnym
HLA antigenim darce negativné ovliv-
fuje pfihojeni $tépu a DSA jsou pova-
zovany za rizikovy faktor pro rejekci ¢i
selhani $tépu [2]. Celkové ma tedy pfi-
tomnost donor specifickych HLA protila-
tek negativni vliv na celkové preziti.

HLA protilatky Ize vysetfit testy vyuzi-
vajicimi lymfocyty déarcli a testy pevné

faze. Na darcovskych lymfocytech je za-
lozen lymfocytotoxicky test a metody
pritokové cytometrie. Lymfocytoto-
xicky test je pres pll stoleti vyuzivany
test umoznujici jak detekci a identifi-
kaci HLA protildtek, tak lymfocytotoxic-
kou kfizovou zkousku (crossmatch) mezi
lymfocyty darce a sérem pfijemce [3].
Pokud se v séru pacienta vyskytuji kom-
plement vazajici, donor specifické HLA
protilatky, tak reaguji s komplemen-
tarnimi antigennimi strukturami ex-
primovanymi na povrchu darcovskych
lymfocytl. Komplex antigen-proti-
latka pak aktivuje komplement a nésle-
duje lyza bunky zviditelnéna pomoci
vitalniho barveni. Obarvend burika
tedy znadi pozitivni reakci. V pfipadé,
ze nedojde k reakci protilatky s anti-
genem a bunécna membrana zlstane
intaktni, nedochdzi k penetraci barviva
a neobarvend bunka znaci negativni
reakci.

Pomoci panelu lymfocytll ziskanych
od darcll krve otypovanych na HLA an-
tigeny Ize v séru pacient( zjistit aktualni
pfitomnost cytotoxickych HLA protila-
tek. Po rozsifeni panelu lymfocytl Ize
urcit specifitu cytotoxickych HLA protila-
tek. Problematickd muze byt specifikace
protilatek u vysoce imunizovanych pa-
cient, kde dochazi k reakci se Sirokym
spektrem darcovskych lymfocytl. Mezi
nevyhody lymfocytotoxického testu
patii pomérné nizka senzitivita, potieba
viabilnich darcovskych lymfocytd a de-
tekce i non-HLA protildtek. Pfidanim
sekundarni protilatky (anti-human IgG)
Ize zvysit citlivost lymfocytotoxického
testu a detekovat i HLA protilatky neakti-
vujici komplement.

Priitokova cytometrie umoznuje po-
moci fluorescen¢né znacenych sekun-
dérnich protilatek HLA protilatky nejen
detekovat, ale i kvantifikovat a identifi-
kovat. Vysetieni donor specifickych HLA
protilatek metodou priitokové cytome-
trie poskytuje obecné vyssi senzitivitu
nez lymfocytotoxicky test.

Testy pevné faze vyuzivaji solubilizo-
vané HLA molekuly imobilizované na
pevnou matrici. Tou muize byt mikrotit-
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racni desticka (ELISA metody) nebo poly-
styrenové mikrokulicky (tzv. bead-array
techniky vyuzivajici pratokovy cytometr
nebo fluorescenc¢ni analyzator Luminex).
Komerc¢né dodavand in vitro diagnostika
umoznuje screening a identifikaci nejen
bézné se vyskytujicich, ale i mnoha vzac-
nych HLA protilatek proti antigen{im lo-
kust HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ a -DP.

Testy pevné faze jsou obecné citli-
véjsi nez testy vyuzivajici bunky dérct
a mohou poskytovat i semikvantita-
tivni hodnoceni detekovanych protila-
tek. K nevyhodam téchto testl patfi na-
pfiklad rlizna hustota HLA antigenl na
testovanych povrsich a nespecifické
interakce s molekulami obsazenymi
v séru [4]. Testy pevné faze detekujici
komplement vézajici protilatky (pomoci
C1qg, C3d a C4d) mohou napovédét kli-
nicky dopad protilatek a je vhodné je
vysetfit zejména u pacientl se silnymi
donor specifickymi HLA protilatkami.
Moznost semikvantitativniho hodno-
ceni sily protilatek je spojena s volbou
hodnoty cut-off. V tomto ohledu neni
mezi laboratofemi jasnad shoda, nebot
rdzna pracovisté pouzivaji rlzné kity
od rlznych vyrobcl. Z toho dlvodu je
vhodna ucast v externim hodnoceni
kvality a/nebo v mezilaboratornim po-
rovnavani. Na UHKT se pouzivaji kity
pro screening a identifikaci HLA pro-
tilatek I. a Il. tfidy od firmy Immucor
a vyrobcem doporuceny program pro
vyhodnoceni.

Pt¥i vybéru vhodného darce se na
UHKT v rdmci HLA sérologického vyset-
feni pred haploidentickou HSCT pro-
vadi lymfocytotoxicky crossmatch mezi
neseparovanymi T i B lymfocyty darce
a sérem pfijemce. V pfipadé pozitiv-
niho vysledku se kfizovéa zkouska opa-
kuje se sérem oSetfenym dithiothrei-
tolem (DTT). Reakce v pfitomnosti DTT
umozni odlisit protilatky tfidy I1gG, které
jsou povazovéany za klinicky vyznam-
néjsi, od protilatek tfidy IgM, u kterych
se predpoklada mensi klinicky vyznam.
Pozitivni lymfocytotoxicky crossmatch
(zplsobeny IgG protilatkami) je pova-
zovan za kontraindikaci k transplantaci
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s timto darcem. Déle se vysetfuji HLA
protilatky lymfocytotoxickym testem
a pomoci testl pevné faze s vyuZzitim
pfistroje Luminex. V pfipadé pozitivniho
vysledku pro screening protilatek HLA I.
a ll. tfidy nasleduje identifikace a semi-
kvantitativni hodnoceni detekovanych
protilatek s dlirazem na donor speci-
fické protilatky, pripadné ur¢eni komple-
ment aktivujicich HLA protilatek pomoci
vazby C3d.

Pro pacienty s pozitivnim crossmatch
testem nebo vyskytem klinicky vyznam-
nych donor specifickych protilatek je
hledan alternativni darce. Pfi nedostup-

nosti ndhradniho dérce se zvazuje de-
senzibiliza¢ni pfipravny rezim pacienta,
ktery vétSinou umozni redukci ¢i do-
konce odstranéni donor specifickych
protilatek, a tim i snizeni rizika odhojeni
¢i selhani stépu.

Jelikoz jsou néktefi pacienti v dobé
mezi prvnim HLA sérologickym pred-
transplantacnim vysSetfenim a datem
pfevodu krvetvornych bunék zavisli na
transfuzni terapii, je vysetfeni HLA proti-
latek (lymfocytotoxicky test a screening,
pfipadné identifikace HLA protilatek na
Luminexu) opakovano 8 dni pred datem
transplantace.

Pozdni potransfuzni hemolytické reakce

Rehorova, L.}, Prochazkova, R2.

" Transfuzni oddéleni; Krajskd nemocnice Liberec, a. s, Liberec
2 Fakulta zdravotnickych studii; Technickd univerzita v Liberci

Hemoterapie i pfes vyznamny pokrok
v rozvoji vysetfovacich technik pfindsi jista
rizika. Ani dokonalé predtransfuzni vyset-
feni nemusi odhalit vSechna nebezpeci.
Pojmem potransfuzni reakce jsou ozna-
¢ovany viechny neocekdvané ucinky
souvisejici s podanim transfuznich pfi-
pravka. Velka c¢ast potransfuznich reakci
je zprostiedkovana imunitné, cilem sdé-
leni je zaméfit se na pozdni hemolytické
potransfuzni reakce a uvést pfiklady
z klinické a laboratorni praxe a diskuto-
vat moznosti jejich eliminace ¢i snizeni.
Z imunohematologického pohledu je
rizikem transfuze vznik komplikace spo-
jené s antigeny a/nebo protilatkami, ob-
sazenymi v transfuznim pfipravku. Jde
o antigeny erytrocytd, leukocytl a trom-
bocytd a o protilatky proti témto anti-

gendm. V dlsledku toho dochazi bud

k tvorbé protilatek nebo k rozpadu ¢i
aglutinaci krevnich bunék vyvolanym
podanymi protildtkami.

Komplikace, navozené transfuzi, mi-
zeme rozdélovat jednak podle ¢asové
souvislosti s podanim transfuze (akutni

a pozdni), a jednak podle klinické zavaz-
nosti (zdvazné a lehké). Panuje obecné
povédomi, Zze akutni komplikace by-
vaji vétsinou zdvazné a pozdni méné
zavazné. Je vsak tfeba si uvédomit, ze
tomu tak neni ve vsech pfipadech, ze
nékteré akutni reakce nemusi byt tézké
(nehemolytickd febrilni potransfuzni
reakce vyvoland anti-HLA protilatkami)
a naopak nékteré pozdni reakce mohou
ohrozit Zivot (pozdni hemolyticka reakce
u polymorbidniho oslabeného pacienta,
event. transfuzi navozend aloimunizace
u Zeny mUze predstavovat ohrozeni zi-
vota plodu v pfipadnych naslednych
téhotenstvich).

Za zavaznou potransfuzni reakci se
povaZzuje nezddouci odezva pacienta ve-
douci ke smrti, ohrozZeni Zivota, vyzadu-
jici hospitalizaci nebo prodlouzeni hos-
pitalizace, majici za nasledek trvalé ¢i
vyznamné poskozeni zdravi nebo ome-
zeni schopnosti pacienta. Ostatni reakce
se povazuji za nezavazné (lehké).

Akutni potransfuzni komplikace vzni-
kaji jiz v pribéhu transfuze nebo v krat-
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kém odstupu po ni (v fadu minut ¢i de-
sitek minut), obecné se za akutni reakce
povazuji reakce vzniklé do 24 hodin od
podani transfuze.

Akutni potransfuzni hemolytickd
reakce je charakterizovana intravasku-
larni hemolyzou a moZnosti rozvoje Zivot
ohrozujicich stavd Soku, rendlniho se-
Ihani a DIC. Pfedpokladem vzniku akutni
hemolytické reakce je ,pfipraveny terén”
pro antigen-protilatkovou reakci - jiz vy-
tvofené protilatky u pfijemce a inkom-
patibilni antigeny na erytrocytech darce.
Dalsi podminkou je aktivace komple-
mentové kaskady. Naprosto nejcasté;jsi
pficinou je podani ABO inkompatibil-
nich erytrocytt. Je to dano tim, Ze aglu-
tininy anti-A a anti-B maji velmi dobrou
schopnost aktivovat komplementovou
kaskadu a zaroven jsou husté exprimo-
vany na erytrocytu (cca 1 milion na kr-
vinku). Z davnéjsi praxe nase transfuzni
zafizeni pamatuje i smrtelnou hemoly-
tickou reakci po podani transfuze pfi za-
méné pacientl na klinickém oddéleni
(systém ABO), akutni reakci (tfesavka,
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dusnost) pfi podani Ge+ erytrocytového
pfipravku pfijemci s vysokym titrem alo-
protilatek proti tomuto antigenu s vy-
sokou frekvenci vyskytu a obdobnou
reakci pfi podani Le(a+) erytrocytového
pfipravku pfijemci s raritni, klinicky vy-
znamnou anti-Le(a) protilatkou. Dle na-

Sich zkuSenosti se akutni hemolytické

reakce nevyskytuji tak sporadicky, jak

uvadi literatura, fada jich mdze byt zpQ-
sobena pravé vyskytem protilatek proti
antigenlim s vysokou frekvenci vyskytu

Ci raritnimi protiladtkami.

Pozdni potransfuzni komplikace pak
nastavaji s odstupem nékolika dnd (nej-
Castéji po 5-7 dnech, mize ale byt az po
14 dnech) po podani transfuze, obecné
se za pozdni reakce povazuji reakce
vzniklé za vice nez 24 hodin od podani
transfuze.

Mezi potransfuzni komplikace z imu-
nohematologickych pfi¢in patfi pozdni
potransfuzni hemolytickd reakce
a aloimunizace proti antigenim krev-
nich bunék. Podminky pro vznik téchto
pozdnich komplikaci nastavaji témér
u véech alogennich transfuzi. PFicinou
je existence mnoha rozdilnych antigen
erytrocytll — v soucasné dobé je po-
psano vice nez 360 antigend, fazenych
do tricitky systém(, nékolika kolekci
a dale do souborl antigenli s nizkou
a vysokou frekvenci vyskytu. Jedinou vy-
jimku tvori transfuze od jednovaje¢ného
dvojcete, v ostatnich pfipadech existuje
vysoka pravdépodobnost, ze transfun-
dovany pfipravek ponese néjaky anti-
gen, ktery pfijemce nema a mize proti
nému vytvaret protilatky. Nastésti exis-
tuji jak vyznamné rozdily v imunogeni-
cité jednotlivych antigend, tak i ve vni-
mavosti jednotlivych prijemcl k tvorbé
protilatek.

Patofyziologie pozdni potransfuzni
hemolytické reakce:

1. Absence prikazu protilatek pfi pred-
transfuznim vysetfeni, pficemz se or-
ganizmus jiz s danym antigenem se-
tkal (gravidita, transfuze) a vytvofil si
aloprotilatky, které ¢asem vymizely
z obéhu. Dlvodem nezachyceni je
nejcastéji to, Ze jsou jiz pod hranici de-

tekovatelnosti, zcela vyjimecné labo-
ratorni chyba ¢i snizena citlivost pred-
transfuznich testd. Schopnost tvorby
protilatek vsak pretrvava diky sekun-
darni ,anamnestické” imunologické
odpovédi. U pacientli s AIHA s vol-
nymi autoprotilatkami se k testu kom-
patibility pouzivd vysycend plazma
nebo sérum, ale i precizné provedené
adsorp¢ni testy mohou zpUsobit diluci
vySetfované plazmy nebo séra, a tim
i diluci pfipadné skryté aloprotilatky,
kterd nemusi byt ve vysycené plazmé
nebo séru detekovana.

2. Protilatky se vazou na transfundované
erytrocyty, tzn. pokud je protilatek
méné nez erytrocytq, protilatky se ad-
sorbuji na erytrocyty a vymizi z plazmy
pfijemce. Hemolyzuje proto jen ¢ast
erytrocytl a ¢ast erytrocytl po vysy-
ceni protilatek do¢asné normalné pre-
Ziva. Darcovské erytrocyty predstavuji
silny antigenni podnét, a tak nastane
mohutnd tvorba specifickych protila-
tek cca 5. den po transfuzi a druhd ¢ast
erytrocytl se rychle odstrani z obéhu.
Proto dojde ke zvyseni koncentrace
bilirubinu a je pozitivni PAT (zpUso-
beno navazanim vytvorenych protila-
tek na erytrocyty).

Pozdni potransfuzni hemolyticka
reakce je charakterizovdna extravas-
kuldrni hemolyzou, raritné mulze byt
i intravaskularni hemolyzou vedouci
k poklesu hodnot hemoglobinu, even-
tudlné anémii a mirnému ikteru nejcas-
téji v odstupu 5-7 dni, ale i 2-3 tydny
po transfuzi. Jiné klinické pfriznaky se
objevuji jen vzacné (teplota, zimnice).
Obvyklou pfi¢inou je nepravidelna an-
tierytrocytarni protiladtka, kterd nevyvo-
l[ava intravaskuldrni hemolyzu. Nejcas-
t&ji jsou to anti-Rh protilatk