LEKARSKA FAKULTA

UNIVERZITY PALACKEHO V OLOMOUCI

HEMATO — ONKOLOGICKA KLINIKA

VYBRANE RIZIKOVE FAKTORY CHRONICKE
MYELOPROLIFERATIVNi NEMOCI TYPU MYELOFIBROZY

MUDr. Miroslava PALOVA

Doktorska dizertacni prace

Olomouc, 2019



Prohlaseni
Prohlasuji, ze jsem tuto praci vypracovala samostatné a vSechny zdroje informaci,
které jsem pouzila, jsou uvedeny v seznamu literatury.

V Olomouci dne 12. 4. 2019

Miroslava Palova



Podékovani

Touto cestou bych rada podékovala vSem, ktefi mi pomohli s vypracovanim
dizertaCni prace.

PfedevSim bych chtéla podékovat svému Skoliteli doc. MUDr. Tomasi
Szotkowskému, Ph.D. za odborné vedeni pfi zpracovani dizertaCni prace a
poskytnuté rady. Mé podékovani nalezi také panu prof. MUDr. Karlu Indrakovi,
DrSc. a prim. MUDr. Antoninu HluSimu, Ph.D. za cenné pfipominky, rady a velmi
vstficny pfistup.

Za podporu a umoznéni postgradualniho studia bych chtéla podékovat panu prof.
MUDr. Tomasi Papajikovi, CSc., pfednostovi kliniky.

Za pomoc se zpracovanim a interpretaci laboratornich vysledkd chci podékovat
doc. Mgr. Ludku Slavikovi, Ph.D. a Mgr. Jané Navratilové.

Za vyznamnou pomoc pfi statistickém zpracovani mé prace patfi mé podékovani
RNDr. Tomasi Furstovi, Ph.D. z katedry matematické analyzy a aplikaci matematiky
Pfirodovédeckeé fakulty UP Olomouc.

Nejvétsi diky vSak nalezi vSem mym blizkym za podporu, trpélivost a toleranci mé

Casové vytizenosti.

Nékteré cCasti mé dizertaéni prace vznikly s podporou grantovych projektl
IGA LF 2017 007 alGA_LF 2018 004.



OBSAH strana

1. Pfehled pouzitych zkratek 7
2. Souhrn dizertacni prace 9
3. Prehled kli€ovych slov 14
4. Uvod 15
4.1. Epidemiologie 15
4.2. Etiologie 15
4.3. Patogeneze 15
4.4. Klinické symptomy 16
4.5. Laboratorni nalezy a diagnostika 17
4.6. Rizikova stratifikace 21

4.7. Vychodiska a dosavadni IéCebna strategie na
Hemato-onkologické klinice 25

4.7.1. Pacienti s nizkym a stfednim rizikem-1

dle DIPSS/ DIPSS Plus skore 25
4.7.2. Pacienti se stfednim rizikem-2 a vysokym

rizikem dle DIPSS/ DIPSS Plus skére 26
4.7.3. Symptomaticka terapie 28
4.7.4. Extramedularni hematopoéza 31

5. Vlastni prace

5.1. Podstudie 1: Hodnoceni mutacniho profilu nemocnych s MF 32
5.1.1. Uvod 32
5.1.2. Cile prace 33
5.1.3. Vyskyt a vliv driver mutaci 33
5.1.4. Vyskyt a vliv sekvenénich variant kandidatnich gent 44
5.1.5. Multivariaéni analyza prognostickych faktort 58

5.2. Podstudie 2: Hodnoceni generace trombinu u nemocnych s MF 62

5.2.1. Uvod 62
5.2.2. Cile prace 64
5.2.3. Stanoveni a vyhodnoceni generace trombinu 65

5.3. Podstudie 3: Hodnoceni kostniho obratu a metabolismu
pacientd s MF 78



5.3.1. Uvod

5.3.2. Cile prace

5.3.3. Vyhodnoceni kostniho obratu
6. Shrnuti
7. Seznam tabulek, grafli, obrazku
8. Seznam literatury

9. Seznam publikaci autora

78
79
79
88
91
94
112




1. PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

Ph- MPN
PV

ET

MF/ PMF
prePMF
CML
MDS
AML
TEN
SVT
PVT
BCS
JAK2
STAT
JAK2 V617F
MPL
CALR
ASXL1
SRSF2
IDH1/2
EZH2
TET2
DNMT3A
CBL
RUNX1
DNA
RNA
AS-PCR
Q-PCR
RT-PCR
NGS
VAF

Ph (Philadelphia) negativni myeloproliferativni nemoc
prava polycytémie

esencialni trombocytémie

myelofibréza/ primarni myelofibroza

prefibroticka faze primarni myelofibrozy
chronicka myeloidni leukemie

myelodysplasticky syndrom

akutni myeloidni leukemie

tromboembolicka nemoc

trombdza splanchnickych Zil

trombdza portalni Zily

Budd-Chiariho syndrom

Janusova kinaza 2

Signal transducer and activator of transcription
mutace genu pro Janusovu kinazu 2 v pozici 617
Myeloproliferative leukemia virus oncogene
kalretikulin

ASXL transcriptional regulator 1
serine/arginine-rich splicing factor 2

isocitrate dehydrogenase (NADP (+)) 1 cytosolic
enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit
tet methylcytosine dioxygenase 2

DNA methyltransferase 3A

Cbl proto-oncogene C

runt related transcription factor 1
deoxyribonukleova kyselina

ribonukleova kyselina

alelové specificka polymerazova fetézova reakce
kvantitativni polymerazova fetézova reakce
real-time polymerazova fetézova reakce
sekvenovani nové generace

frekvence variantni alely
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VUS varianta nejasného vyznamu

IPSS International Prognostic Scoring System

DIPSS Dynamic International Prognostic Scoring System

(ON celkové preziti

HR pomeér rizik (hazard ratio)

allo-SCT alogenni transplantace krvetvornych bunék

RIC rezim s redukovanou intenzitou

GvHD reakce Stépu proti hostiteli

INF interferon

HU hydroxyurea

EPO erytropoetin

ASA kyselina acetylsalicylova

LDH laktatdehydrogenaza

Hct hematokrit

Hb hemoglobin

IL-2 interleukin 2

OPG osteoprotegerin

RANK/ RANKL receptor activator of NF-kB/ receptor activator of NF-kB
ligand

P1NP N-terminalni propeptid prokolagenu typu 1

ICTP karboxyterminalni telopeptid kolagenu typu |

bALP kostni izoenzym alkalické fosfatazy

25HOD 25- hydroxyvitamin D

TSH tyreotropni hormon hypofyzy

Ca? kalcium

CB celkova bilkovina

PT protrombinovy ¢as

TT trombinovy Cas

aPTT aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as

VWF von Willebrandlv faktor

APC aktivovany protein C

TGT/TG trombin generacéni test/ generace trombinu

ETP endogenni potencial trombinu

Cmax maximalni koncentrace trombinu
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PPP
PRP
K3EDTA
ADP
ARA
TRAP
WHO
IGW-MRT

ELN
EBMT
CIBMRT

FDA
EMEA
CZEMP
CVR
LOZ

plasma chuda na desticky

plasma bohata na desticky

draselna sul kyseliny etylen diamin tetraoctové
adenosindifosfat

kyselina arachidonova

peptid aktivujici trombinovy receptor

World health organization

International Working Group — Myeloproliferative Neoplasms
Research and Treatment

European Leukemia Net

European Society for Blood nad Marrow Transplantation
Center for International Blood and Marrow Transplant
Research

US Food and Drug Administration

Evropska Iékova agentura

Ceska skupina pro Ph- myeloproliferativni nemoci
kardiovaskularni rizikové faktory

levy oblouk Zeberni




2. SOUHRN DIZERTACNI PRACE

Uvod

Primarni myelofibroza (PMF) je chronickym klonalnim onemocnénim krvetvorby.
Spolu s pravou polycytémii a esencialni trombocytémii patfi do skupiny Ph-
negativnich myeloproliferativnich neoplazii (Ph-MPN). Taktéz prava polycytémie a
esencialni trombocytémie mohou ve svém prubéhu prechazet do stadia
myelofibrozy (MF). PMF je sice onemocnénim vzacnym, nicméné diky vysoké
morbidité a vyznamné kratSimu pfezivani nezanedbatelné ¢asti pacientd, se v ramci
Ph-MPN jedna o jednotku prognosticky nejhorsi.

V nasi analyze jsme hodnotili vybrané rizikové faktory u myelofibréozy. Pro lepSi

prehlednost byla nase prace rozdélena do tfi ¢asti (podstudii).

Podstudie 1: S ohledem na Spatnou prognozu €asti nemocnych s myelofibrézou,
ktefi vyzaduji intenzivni |éCbu vCetné alogenni transplantace krvetvornych bunék,
jsou intenzivné studovany klinické a laboratorni rizikové faktory, dullezité pro
posouzeni vyvoje onemocnéni. Dosavadni rizikova stratifikace byla zalozena
zejména na demografickych, klinickych, hematologickych a cytogenetickych
parametrech, které umoznuji odhadnout prognézu nemocnych. Jejich znalost
pomaha ve volbé optimalniho terapeutického postupu. V posledni dobé,
v souvislosti s rozvojem molekularné biologickych vySetfovacich metod, nabyva
stale vice na vyznamu hodnoceni mutacniho stavu nemocnych. U myelofibréz bylo
identifikovano mnozstvi mutaci, jez se déli na driver (fidici) a passenger (pfidatné).
Pfestoze zadna z dosud popsanych mutaci neni povazovana za kauzalni, fada z
nich vyznamné ovliviiuje projevy a prubéh nemoci. Cilem naSi prace bylo
zhodnoceni vyskytu a vlivu driver mutaci a vySetfeni pfitomnosti pfidatnych

sekvencnich variant kandidatnich genu s jejich dopadem na prubéh onemocnéni.

Podstudie 2 se zabyva vySetfenim moznych poruch hemostatické rovnovahy u
nepfiznivé ovliviiujicim kvalitu i délku Zivota, posuzovali jsme eventualni dysbalanci
hemostazy méfenim individualniho potencialu pro generaci trombinu. V klinické
praxi predstavuje vyhodnoceni rizika trombozy u daného jedince nezfidka znacny

problém, v dusledku Casté koexistence rizikovych faktord trombdzy i krvaceni.
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Komplexni metoda trombin generacniho testu (TGT) monitoruje koncentraci
trombinu v Case, ktera odrazi celkovy stav hemostatického systému a je schopna
reflektovat vSechny pro- a antikoagulacni reakce, zejména mozny efekt
aktivovanych trombocytl a dalSich krevnich bunék. Mira generace trombinu muize
korelovat s hyper- nebo hypokoagulaénim stavem. Hlavnim cilem této analyzy bylo
stanoveni generace trombinu u nemocnych s MF, posouzeni schopnosti testu
detekovat odchylky hemostatické rovnovahy a identifikovat pacienty s vysokym

rizikem trombdzy.

Podstudie 3 pojednava o kostnim obratu a metabolismu pacientd s MF. HIlubSi
poznani patogeneze fibrozy kostni dfené by mohlo zpfesnit klasifikaci Ph-MPN,
ZlepSit monitorovani nemocnych, popfipadé identifikovat novy terapeuticky cil.
Zatimco objevy posledni let pfinesly znacny posun v pochopeni vyznamu aktivace
JAK/STAT signalni drahy vedouci k proliferaci nadorového klonu, mechanismus
samotné fibrogeneze a osteoskler6zy diené zlstava stale nejasny. Hodnotili jsme
biochemické markery kostni remodelace (ALP, P1NP, ICTP), kostni metabolismus
a produkci osteoprotegerinu pro jeho vliv na funkci osteoklastt, endotelialni rust a
neoangiogenezi. Cilem bylo nalezeni vhodného parametru pro neinvazivni
monitorovani stupné fibrézy kostni dfené v pribéhu nemoci a laboratorni
zhodnoceni kostniho obratu.

Jednotlivé analyzy byly realizovany na dlouhodobé sledovaném souboru 73
pacientt s MF |éCenych na Hemato-onkologické klinice Fakultni nemocnice

Olomouc v obdobi let 2011-2017 s diagndézou stanovenou v rozmezi let 1998-2017.

Vysledky
Podstudie 1: Typ driver mutace signifikantné ovliviuje klinicky fenotyp a pribéh

nemoci. Nemocni s CALR mutaci méli v dobé diagnozy oproti CALR nemutovanym
vyznamné niz8i vék, vyssi hodnoty trombocytd, mensi splenomegalii a nizsi vyskyt
B-symptoma. Subanalyza JAK2 V617F mutovanych MF prokazala také vliv alelické
naloze mutované alely na odlisny klinicky a laboratorni projev choroby (vyznamné
vétSi splenomegalie a vysSi pocty leukocytd v dobé diagnézy u nemocnych
s alelickou nalozi JAK2 V617F = 50 %). Lze fici, ze typ driver mutace definuje

riznou biologickou povahu a klinické projevy nemoci.
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Sekvenovanim nové generace byl vySetfen vyskyt pfidatnych sekvencénich variant
14 kandidatnich genl v dobé diagnézy. Sekvencni varianty gend jsme detekovali u
44 % myelofibréz se srovnatelnou frekvenci vyskytu u JAK2, CALR a MPL
mutovanych. NejCastéji postizenymi geny byly ASXL1 (27 %), TET2 (11 %) a
u prefibrotické faze PMF (21 %). Pacienti s myelofibrozou a pfidatnymi alelami byli
v dobé diagndézy vyznamné starSi. Rozbor skupiny nemocnych s nejCastéjSimi
ASXL1 variantnimi alelami nepotvrdil vyznamné rozdily ve véku Ci laboratornim
fenotypu choroby ve srovnani s ASXL1 wild type jedinci. DalSi maligni onemocnéni
se vyskytovala vyhradné u pacientd s pfidatnymi variantami gend. Nemocni s
prognosticky nepfiznivymi sekvenénimi variantami gentd méli vyznamné kratSi
celkové preziti. Pomoci multivariacni analyzy jsme sledovali vliv jednotlivych
prognostickych faktorl na celkové preziti. Nejprve jsme vybrané rizikové faktory
testovali univariaéné, vyznamné vychazely nasledujici: DIPSS skére, vék, hodnota
Hb, cirkulujici blasty = 1 %, konstitu¢ni symptomy, pocet trombocytu, pfitomnost
palpaéné hmatné splenomegalie a pfitomnost alespon jedné nepfiznivé genové
varianty. V mnohorozmérném modelu bylo jedinym vyznamnym prognostickym
faktorem preziti DIPSS skoére.

Vysetfeni sekvenc¢nich variant genl pfi diagnéze mize pomoci presnéji identifikovat
rizikové nemocné a ziejmé je relevantni pro zpfesnéni predikce celkového preziti
nemocnych. Nalezy ale jeSté vyzaduji analyzy vétSich sestav nemocnych s delSi

dobou sledovani.

Podstudie 2: Pro zcela klicovou roli trombinu v hemostaze bylo pouzito méreni
jeho generace kdetekci dysbalanci hemokoagulaéni rovnovahy. Generace
trombinu byla rozdilnd ve skupinach pacient a zdravych jedincl. PFi vySetfeni
provadéném v plasmé bohaté na desti¢ky vyznamné korelovaly parametry trombin
generacniho testu s aktualnimi podty trombocytl. Pacienti s trombocytémii >
400x10%1 méli signifkantné vyssi generaci trombinu. Pacienti s méné pokrocilou
chorobou a v prefibrotické fazi PMF se vyznacovali vy$Si generaci trombinu. Lze
tedy predpokladat, ze pravé tato ¢ast nemocnych mulze byt ohrozena vy$Sim
rizikem trombo6zy. Naopak trend k nizSi generaci trombinu byl pozorovan u CALR

mutovanych MF.
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Podstudie 3: VySetfenim marker( kostni remodelace nebylo zjisténo zvySeni
bALP. P1NP byl zvySen u 18 %, ICTP u 32 % nemocnych s myelofibrézou. Hodnoty
nekorelovaly s pokroCilosti fibrozy, nevykazovaly vyznamny rozdil oproti
prefibrotické fazi primarni myelofibrézy ani ostatnim Ph-MPN. Osteoprotegerin byl
zvySen u 53 % myelofibroz, hodnoty korelovaly s pokrocilosti nemoci, nicméné
nebyly signifikantné rozdilné ve srovnani s prefibrotickou fazi primarni myelofibrézy
¢i ostatnimi Ph-MPN. Testovani parametri kostniho metabolismu prokazalo
vyznamné rozdily jen v hladinach vitaminu D. Deficit vitaminu D byl astéji zjistén ve
skupiné myelofibréz, u nichZz jeho sérové koncentrace korelovaly s pokrocilosti

choroby.

Zaveér

Podstudie 1: Dasledna rizikova stratifikace pacientd ma velky vyznam pro spravné
terapeutické rozhodnuti a pomaha selektovat vysoce rizikové nemocné vhodné
k alogenni transplantaci krvetvornych bunék. Ta i nadale zustava jedinou IéCebnou
modalitou s kurativnim potencialem. VySetfeni mutacniho profilu nemocnych
napomaha identifikovat rizikové jedince a je relevantni pro zpfesnéni predikce
celkového preziti. Rizny mutaéni status taktéz odpovida za variabilni klinicky obraz
nemoci. Studium vyskytu a vyznamu pfidatnych molekularnich variant gent je u MF
stale aktualni. Jejich zaclenovani do prognostickych modeld vSak vyzaduje

dostate¢nou validaci.

Podstudie 2: Vyskyt trombotickych a krvacivych komplikaci stale predstavuje
terapeuticky problém, ktery nepfiznivé ovliviiuje délku i kvalitu Zivota nemocnych.
Potfeba identifikace laboratornich ukazatel presnéji reflektujicich sklon k trombdoze
¢i krvaceni proto zlstava stale aktualni. Nalezy TGT svédcCi pro rozdilnou generaci
trombinu u nemocnych s MF v porovnani se zdravou populaci. Tvorba trombinu u
MF byla ovlivnéna zejména pocCtem trombocytl, dale pak mutacnim stavem dci

pokrocilosti choroby.

Podstudie 3: Testované plasmatické markery nebyly dostatec¢né citlivé pro
neinvazivni monitorovani fibrézy kostni dfené v rutinni klinické praxi a nenahrazuiji
trepanobiopsii. Potvrzena zvySena exprese osteoprotegerinu ziejmé hraje roli

v patogenezi myelofibrozy, nicméné neni vhodnym markerem reflektujicim stupen
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fibrézy. Z parametrd kostniho metabolismu byly zaznamenany rozdily jen v
sérovych koncentracich vitaminu D, s nizSimi hladinami u vyjadfené myelofibrézy ve
srovnani s ostatnimi Ph-MPN bez verifikované fibrozy dfené. Tize jeho deficitu
korelovala s pokrocilosti choroby. S ohledem na skuteCnost, Ze se vitamin D
spolupodili na inhibici JAK/STAT signalni drahy, vyvstava otazka vyznamu jeho

substituce v ére JAK inhibitord.
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3. KLICOVA SLOVA

Myeloproliferativni nemoc — myelofibréza - kalretikulin (CALR) - JAK2 V617F —
sekvenovani nové generace — ASXL1 gen - pfeZiti - generace trombinu — kostni

obrat - osteoprotegerin — vitamin D
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4. UvoD

4.1. Epidemiologie

Revidovana WHO klasifikace myeloidnich malignit z roku 2016 rozeznava nékolik
hlavnich kategorii, v€etné akutni myeloidni leukemie (AML) a pfibuznych neoplazii,
myelodysplastického syndromu (MDS), myeloproliferativnich neoplazii (MPN),
pfekryvného MDS/MPN syndromu, mastocytdézy, s eozinofilii asociovanych
myeloidnich/lymfoidnich neoplazii s rekurentnimi mutacemi PDGFRA, PDGFRB,
FGFR1 a PMC1-JAK2 a myeloidnich neoplazii s germinalni predispozici [1].
Primarni myelofibroza je fazena do skupiny chronickych Ph-negativnich
myeloproliferativnich neoplazii (Ph-MPN) spolu s esencialni trombocytémii a pravou
polycytémii, které ve svém prubéhu taktéz mohou pfechazet do fibrézy kostni dfené
[2]. Incidence PMF je 1,5 pfipadu na 100 000 obyvatel za rok, median véku pfi
diagnéze je 67 let. Priblizné 17 % pacientl je diagnostikovano pfed 50. rokem
zivota [3,4]. Incidence PV je vy$Si u muzd nez u zen, a to 2,8 versus 1,3 pfipadu na
100 000 obyvatel za rok. Kumulativni riziko pfechodu do post-polycytemicke
myelofibrozy je 6 % po 10 letech a 26 % po 20 letech trvani nemoci [5,6]. Incidence
ET je 2,5 pfipadu na 100 000 obyvatel za rok, kumulativni riziko transformace do

post-trombocytemické myelofibrézy je 9 % po 15 letech trvani choroby [7,8].

4.2. Etiologie

Pfesna vyvolavajici pfi¢ina MF neni znama. Postuluje se, Zze rozvoj nadorového
klonu je asociovan se somatickymi mutacemi pluripotentnich progenitorovych bunék
a zménami mikroprostfedi kostni dfené [9]. V mensSiné pfipadu je vyskyt PMF
spojovan s expozici oxidu thori€¢itému, toluenu, benzenu a ionizujicimu zafeni [10].
Vysoka incidence PMF byla zaznamenana u pfezivSich vybuch atomové bomby

v HiroSimé.

4.3. Patogeneze

Pro vznik Ph-MPN je zasadni konstitutivni aktivace JAK/STAT signalni drahy, jez
vede k permanentni autofosforylaci JAK2 kinazy a nasledné i samotnych STAT
proteind (Signal transducer and activator of transcription) v cytoplasmé.
Fosforylované formy STAT proteinU translokuji do bunééného jadra, kde se podileji

na aktivaci exprese genu regulujicich buné&nou proliferaci, diferenciaci a apoptozu.
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Vysledkem je na cytokinech nezavisla nadmérna proliferace hemopoetickych bunék
a myeloidnich progenitort a aktivace dalSich signalnich drah zahrnujicich STATS3,
STAT5, MAPK, ERK, PI3K-AKT [11-13]. Dusledkem aktivace signalnich drah je
klonalni proliferace atypickych megakaryocytd s intenzivnéjsi produkci cytokin a
rustovych faktortu. To vede ke zvySené tvorbé neklonalnich fibroblastd s naslednou
fibrotizaci dfené. Fibroblasty nesdileji chromozomalni abnormality nalezené u
hemopoetickych bunék. Fibréza kostni dfené je zfejmé& sekundarni reakci na
klonalni hematopoézu [14]. V kone¢ném dusledku zapfiCifuje rozvoj cytopenie,
extramedularni hematopoézy, hepatosplenomegalie a vznik konstitu€nich
symptomu (zvySeni télesné teploty, nocni poty, vahovy ubytek, Uunavu).
Mechanismus zodpovédny za rozvoj extramedularni hematopoézy neni objasnén.
Predpoklada se abnormalni uvolhovani prekurzorovych bunék dfené do sinusoid a
krevniho obéhu. Extramedularni hematopoézou mohou byt zasazeny témér
vSechny organy, serdzni povrchy, télni dutiny, kize, centralni nervovy systém
[15,16].

4 .4. Klinické symptomy

e Asi 15 - 30 % pacientu je asymptomatickych.

e Mezi nejCastéji udavané potize patfi unava (50 — 70 % pfipadd) a
symptomaticka splenomegalie (20 — 50 % pfipadl) provazena abdominalni
bolesti, pocitem plnosti bficha, kachektizaci, zhorSenim fyzické aktivity,
rozvojem portalni hypertenze a zhorSenim cytopenie sekvestraci bunék
periferni krve ve zvétsené sleziné. Dale hepatomegalie (40 — 70 % pripadul),
konstituéni symptomy (hubnuti, bolesti kosti, zvySena teplota, nocni poty v 5
— 20 % pfipadl) a pruritus (16 %) [4,10,17].

e Incidence arterialnich a zZilnich trombéz je 2 na 100 paciento-roku [18]. Ve
13 % pripadl pfedchazela trombo6za diagnéze PMF [19].

e Plicni hypertenze, definovana zvySenim stfedniho tlaku v a. pulmonalis = 25
mm Hg, je u MF asociovana s kratSim celkovym pfezitim. Roli pfi rozvoji
tohoto syndromu muize hrat myeloidni infiltrace plicniho parenchymu,
tromboembolismus, portalni hypertenze a trombocytémie. Presny
mechanismus pusobeni zvySeného poctu trombocytld v patogenezi plicni

hypertenze neni znam. Predpoklada se, ze trombocytarni ristové faktory a
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transformuijici rastovy faktor (TGF) stimuluji fibroblasty, jez se pak podileji na
vzniku plicni fibrozy s naslednou plicni hypertenzi [20].

e Portalni hypertenze, tzn. zvySeny tlak krve v povodi v. portae nad 5 mm Hg,
se u MF muze rozvinout v dusledku zvySeného pritoku krve splanchnickym
feCistém pfi  splenomegalii, intrahepatalni obstrukce asociované
s extramedularni hematopoézou nebo trombdzy v. portae, v. lienalis Ci vv.
hepaticae [21].

e Organové poskozeni extramedularni hematopoézou se muze projevovat
splenomegalii, hepatomegalii, lymfadenomegalii, pleuralnimi Ci
perikardialnimi vypotky, dysurii, dusnosti, neurologickymi projevy, koznimi

eflorescencemi [15].

4.5. Laboratorni nalezy a diagnostika

Hodnoty hemoglobinu — pokles hodnot hemoglobinu < 100 g/l je popisovan asi u
50 % PMF. Rozvoj anemie se vysvétluje nasledujicimi mechanismy: redukci
erytropoézy v kostni dfeni postupujici fibrozou, neefektivni erytropoézou spojenou
s extramedularni produkci erytrocytl, diluéni anemii i zvySenou sekvestraci a
destrukci cirkulujicich erytrocytl ve zvétSené sleziné, autoimunitni hemolyzou,
disledkem krvaceni pfi trombocytopenii nebo portalni hypertenzi. U pacientll se
muze vyskytovat jedna nebo kombinace uvedenych pfi€in [4]. Charakteristickym
morfologickym nalezem v natéru periferni krve je poikilocytéza, pfFitomnost

dakryocytu (obr. 1 a 2) a normoblastu v periferni krvi.

Hodnoty trombocyti — zvySené pocty trombocytd > 500x10°%/1 v dobé diagndzy
jsou pozorovany u 13 % nemocnych s PMF, sniZzené hodnoty krevnich desti¢ek u
26 % [4,22]. Trombocytopenie CcCastéji provazi progresi choroby. U prave
polycytémie a esencialni trombocytémie bylo identifikovano také mnozstvi
kvalitativnich zmén trombocytu. Nicméné korelace mezi zadnou z téchto abnormalit
a rizikem trombotickych ¢&i krvacivych komplikaci nebyla jednoznacné prokazana

[23]. Samotné MF jsou v tomto ohledu prostudovany jesté méné.
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Hodnoty leukocytu — zvySené pocty leukocytll > 30x10°%1 se v dobé diagndzy
objevuji pfiblizné u 11 % pacientl, leukopenie u 8 % [4,22]. Typickym nalezem
v diferencialnim rozpoctu leukocytl je tzv. posun doleva (leukoerytroblast6za)
s vyplavenim nezralych forem neutrofilni fady (napf. metamyelocytl, myelocytd,

promyelocytu, resp. i blastu) do periferni krve.

Aspirace kostni drené - je u pacientl s MF Casto obtizna, mize byt i ,sucha“.
AspiraCni biopsie neni diagnostickou metodou. Béznym nalezem je hyperplazie

neutrofilni granulopoézy a morfologicky abnormalni megakaryopoézy.

Biopsie kostni dfené — histologické vySetfeni kostni dfené je nezbytné pro
potvrzeni diagnézy. Typicky pozorujeme zmnozeni retikularnich a nasledné
kolagennich vlaken, rozSifeni dfenovych sinusoid s intravaskularni hematopoézou a
zmnozeni atypickych megakaryocytld (obr. 3). Snizené zastoupeni az absence
osteoklastl a neoangiogeneze jsou dominujicimi znaky pokrocilé myelofibrozy [24-
26]. Prefibroticka faze PMF (prePMF) se vyznacuje zvySenou celularitou diené
s proliferaci atypickych megakaryocytli, zmnozZenou granulopoézou, redukovanou
erytropoézou a absenci retikularni fibrozy vyssi nez grade 1 (obr. 4) [26]. RozliSeni
prePMF od PMF a ostatnich Ph-MPN ma vyznam pro odliny klinicky fenotyp,

molekularni profil a celkové preziti pacientl [27].

Vysetreni mutaci — mutace vyskyujici se u MF délime na driver (fidici) a
passenger (pfidatné). Mezi driver mutace, jez vedou ke konstitutivni aktivaci
JAK/STAT signalni drahy, fadime mutaci JAK2 V617F, mutaci v genu kddujicim
trombopoetinovy receptor (MPL) a kalretikulin (CALR). Lze je oznaCit za
diagnostické. Jejich udavany vyskyt u PMF je nasledujici: JAK2 mutace u 60 —

65 %, CALR mutace u 20 — 25 % a MPL mutace u 5 % pfipadl [28-31]. Pacienti, u
nichz neni zjisténa ani jedna ze tfi driver mutaci, se oznacuji jako triple negativni.
NejCastéji popisované passenger mutace jsou v genech ASXL1, SRSF2, IDH1/2,
EZH2, TET2, DNMT3A, SF3B1 a CBL (blize bude rozvedeno v pfislusné kapitole)
[32-35].
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Tabulka 1: WHO diagnosticka kritéria PMF 2016.

Hlavni kritéria

1. Proliferace atypickych megakaryocytl spolu s pfitomnosti retikularni a/nebo
kolagenni fibrézy grade 2-3.

2. Nesplnéna WHO diagnosticka kriteria pro ET, PV, BCR-ABL+ CML, MDS a
dalSi myeloidni neoplazie.

3. Pfitomnost JAK2, CALR nebo MPL mutace, v pfipadé jejich negativity
pfitomnost jiného markeru klonality” nebo absence reaktivni myelofibrézy™.

Mala kritéria

1. Anémie

2. Leukocytdza = 11x109/|

3. Hmatna splenomegalie

4. ZvysSeni laktatdehydrogenazy

5. Leukoerytroblast6za

Diagnéza PMF vyZaduje splnéni vSech 3 hlavnich a alesponn 1 malého kritéria
(potvrzeného ve dvou mérenich).

Tabulka 2: WHO diagnosticka kritéria pre-PMF 2016.

Hlavni kritéria

1. ZvySena -celularita s proliferaci atypickych megakaryocytl, zmnoZenou
granulopoézou, C€asto redukovanou erytropoézou a absenci retikularni
fibrézy vySSi nez grade 1.

2. Nesplnéna WHO diagnosticka kriteria pro ET, PV, BCR-ABL+ CML, MDS a
dalSi myeloidni neoplazie.

3. Pritomnost JAK2, CALR nebo MPL mutace, v pfipadé jejich negativity
pFitomnost jiného markeru klonality” nebo absence reaktivni myelofibrézy™.

Mala kritéria

1. Anémie

2. Leukocytdza = 11x109/|

3. Hmatna splenomegalie

4. ZvySena hodnota lakatdehydrogenazy

Diagnéza PMF vyZaduje splnéni vSech 3 hlavnich a alespori 1 malého kritéria
(potvrzeného ve dvou mérenich).

"Nejcastéji vyskytujici se passenger mutace (napi. ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/2,
SRSF2, SF3B1) mohou pomoci k potvrzeni klonality choroby.

“Reaktivni fibréza kostni dfené v souvislosti s infekci, autoimunni chorobou, chronickym
zanétlivym stavem, vlasatobunécnou leukémii, lymfoidni neoplazii, metastazujici
malignitou nebo toxickou myelopatii [1].
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Tabulka 3: IWG-MRT diagnosticka kritéria post-polycytemické myelofibrézy.

Hlavni kritéria

1. Pfedchozi diagn6za WHO definované PV.

2. Fibroza kostni dfené grade 2-3 (na Skale 0-3) nebo grade 3-4 (na Skale 0-4).

Mala kritéria

1. Rozvoj anémie, ztrata potfeby venepunkci pfi absenci cytoredukéni terapie.

2. Leukoerytroblastdza v periferni krvi.

3. Narust hmatné splenomegalie = 5 cm pod levy oblouk Zeberni nebo nové
vznikla hmatna splenomegalie.

4. Vznik 2 1 konstituéniho symptomu’.

Diagndza vyZaduje splnéni obou hlavnich a alespori 2 malych kritérii.

Tabulka 4: IWG-MRT diagnosticka kritéria post-trombocytemické

myelofibrozy.

Hlavni kritéria

1. Pfedchozi diagn6za WHO definované ET.

2. Fibroza kostni dfené grade 2-3 (na Skale 0-3) nebo grade 3-4 (na Skale 0-4).

Mala kritéria

1. Anémie, pokles hemoglobinu = 20 g/l z puvodni hodnoty.

2. Leukoerytroblastoza v periferni krvi.

3. Narust hmatné splenomegalie = 5 cm pod levy oblouk Zeberni nebo nové
vznikla hmatna splenomegalie.

4. ZvySeni laktatdehydrogenazy.

5. Vznik 2 1 konstituéniho symptomu’”.

Diagno6za vyZaduje splnéni obou hlavnich a alespori 2 malych Kritérii.

IWG-MRT - International Working Group for Myelofibrosis Research and Treatment
"Konstituéni symptomy: ztrata hmotnosti (o vice nez 10 % za 6 mésicti), zvySeni télesné
teploty > 37,5°C (bez prikazu infekce) a nocni poty (s no¢ni vyménou pradla) trvajici
déle nez 1 mésic [23,36-38].

4.6. Rizikova stratifikace

Rizikova stratifikace pacientl ma velky vyznam pro spravné terapeutické rozhodnuti
a pomaha nam selektovat vysoce rizikové nemocné vhodné k alogenni
transplantaci krvetvornych bunék (allo-SCT), ktera i nadale zUstava jedinou
kurativni lé¢ebnou modalitou myelofibrézy. Transplantaéni pfistup je vSak i pres

dosazené pokroky zatiZzen vyznamnou mortalitou a morbiditou.
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IPSS (the International Prognostic Scoring System) vyvinuty pracovni skupinou pro
vyzkum a léCbu myelofibrézy IWG-MRT vroce 2009 byl jednim z prvnich
prognostickych modell uzivanych u pacientd s myelofibrozou. Je aplikovatelny
v dobé diagnézy a hodnoti pét nezavislych prognostickych faktort: vék nad 65 let,
hemoglobin pod 100 g/l, pocet leukocytd nad 25x10%/1, pocet cirkulujicich blastd

v periferni krvi = 1 % a pfitomnost konstituénich symptom, tabulka 5 [39].

DIPSS (the Dynamic International Prognostic Scoring System) byl nasledné
vypracovan na zakladé vysledkd studie s prodlouzenym sledovanim kohorty 525
pacientd s PMF. Hodnoti stejné faktory jako vySe zminény model, ale reflektuje
vétSi prognosticky vyznam vzniklé anémie. Ta ovlivhuje pFeziti nemocnych se
zhruba dvojnasobnym pomérnym rizikem ve srovnani s dalSimi parametry. Je
pouzitelny ke zhodnoceni rizika choroby nejen v dobé diagnézy, ale kdykoliv

v prib&hu nemoci, proto dynamické prognostické skére, tabulka 5 [40].

DIPSS-plus skore (the Dynamic International Prognostic Scoring System-plus) je
modifikovanym DIPSS skére. Zahrnuje nezavislé rizikové faktory ovliviujici preziti
pacientl: vék nad 65 let, hemoglobin pod 100 g/l, poCet leukocytd nad 25x109I,
pocet cirkulujicich blastl v periferni krvi = 1 %, konstitu¢ni symptomy, transfuzni
zavislost, trombocytopenii pod 100x10%1 a nepfiznivy karyotyp (tj. komplexni
karyotyp, +8, -7/7q-, i(17q), inv(3), -5/59-, 12p-, 11923 prestavba), tabulka 5 [41].
Mezi vysoce rizikovymi pacienty dle DIPSS-plus skore byla dale vy¢lenéna skupina
nemocnych ,velmi vysokého® rizika s vice nez 80 % mortalitou ve dvou letech
predikovanou monosomalnim karyotypem, inv(3)/i(17q) ¢&i pfitomnosti dvou
z nasledujicich faktort: pocet cirkulujicich blasta v periferni krvi nad 9 %,
leukocytéza = 40x10%1 nebo jiny nepfiznivy karyotyp [42].

V literatufe je dale uvadéna asociace mezi horSim celkovym pfezitim u PMF a
nizkou alelickou nélozi JAK2 V617F [43,44]. Spatnou prognézu s medianem

celkového preziti 2,5 roku maji také triple negativni pacienti [45].
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Tabulka 5: IPSS, DIPSS a DIPSS Plus skore

IPSS skore hodnoti nasledujici faktory:

vék > 65 let (1bod)

pocet leukocytl > 25x10%1 (1bod)

hemoglobin < 100 g/l (1 bod)

cirkulujici blasty v periferni krvi =2 1 % (1 bod)

aipIwNE

konstituéni symptomy” (1 bod)

Hodnoceni IPSS skore

0 bodu: nizkeé riziko (OS 11,3 let)

1 bod: stfedni riziko-1 (OS 7,9 let)

2 body: stredni riziko-2 (OS 4 roky)

= 3 body: vysokeé riziko (OS 2,3 let)

DIPSS skoére hodnoti nasledujici faktory:

1. vék > 65 let (1bod)

2. pocet leukocytt > 25x10%1 (1bod)

3. hemoglobin < 100 g/l (2 body)

4. cirkulujici blasty v periferni krvi =2 1 % (1 bod)

5. konstituéni symptomy” (1 bod)

Hodnoceni DIPSS skoére

0 bodu: nizké riziko (OS nedosazeno)

1 — 2 body: stfedni riziko-1 (OS 14,2 let)

3 — 4 body: stfedni riziko-2 (OS 4 roky)

= 5 bodU: vysoké riziko (OS 1,5 let)

DIPSS Plus skére hodnoti nasledujici faktory:

DIPSS nizké riziko (0 bodi)

DIPSS stiedni riziko-1(1bod)

DIPSS stiedni riziko-2 (2 body)

DIPSS vysokeé riziko (3 body)

Nepfiznivy karyotyp (1 bod)

Pocet trombocytl < 100x10%1 (1 bod)

| ESIENISINITS

. Anémie vyZadujici transfuze (1 bod)

Hodnoceni DIPSS Plus skére

0 bodu: nizké riziko (OS 15,4 let)

1 bod: stfedni riziko-1 (OS 6,5 let)

2 — 3 body: stfedni riziko-2 (OS 2,9 let)

2 4 body: vysoke riziko (OS 1,3 roky)

Rozvoj molekularnich technik na bazi metod masivné paralelniho sekvenovani
pfinesl fadu novych, diagnosticky i prognosticky relevantnich poznatki o
molekularni podstaté Ph- MPN, které jsou v sou¢asné dobé intenzivné studovany.
V poslednich letech byla vyvinuta Fada dalSich prognostickych modell, které
odrazeji snahu prevéest tato nova poznani do klinické praxe. Autofi prognostického
skore zaloZzeného na mutacnim stavu CALR a ASXL1 uvadéji nejdelsi OS u
pacientd CALR*/ASXL1 s medianem preziti 10,4 let a nejkrat§im pfezitim u CALR-
[ASXL1* MF s medianem preziti 2,3 roky. Nemocni CALR*/ASXL1* a CALR-
[ASXL1 méli shodné preziti s medianem 5,8 let [46].
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Aktualné publikovana tfi nova prognosticka skore u PMF (MIPSS70, MIPSS70+
vision 2.0 a GIPSS) zohlednuji nezavisly prognosticky vyznam mutaci, karyotypu a
razny vliv anémie v zavislosti na pohlavi. Zatim vSak nejsou dostate¢né validovany
v klinické praxi. Souhrnné je uvadi tabulka 6 [47-50].

NejcastéjSimi pfi¢inami smrti pacientu je progrese fibrézy s kachexii a komplikacemi

vyplyvajicimi z cytopenie a transformace do akutni leukemie [51].

Tabulka 6: Nové navrzené prognostické modely u PMF.

MIPSS70 MIPSS70+ vision 2.0 GIPSS
1 HR! mutace VHR? karyotyp VHR? karyotyp
(1 bod) (4 body) (2 body)
> 2 HR! mutace Nepfiznivy® karyotyp Nepfiznivy® karyotyp
(2 body) (3 body) (1 bod)
Absence CALR typu 1 > 2 HR! mutace Absence CALR typu 1
(1 bod) (3 body) (1 bod)
Hemoglobin < 100 g/I 1 HR! mutace ASXL1 mutace
(1 bod) (2 body) (1 bod)
Leukocyty > 25x10%/ Absence CALR typu 1 SRSF2 mutace
(2 body) (2 body) (1 bod)
Trombocyty < 100x10%I Tézka anémie* U2AF1Q157 mutace
(2 body) (2 body) (1 bod)
Cirkulujici blasty = 2 % Mirna anémie®
(1 bod) (1 bod)

Konstitu¢ni symptomy
(1 bod)

Cirkulujici blasty =2 2 %
(1bod)

Fibroza dfené grade = 2
(1bod)

Konstitu¢ni symptomy
(2 body)

'HR (high risk) mutace: ASXL1, SRSF2, EZH2, IDH1/2, u MIPSS70+version 2.0 také
U2AF1Q157.

2VHR (very high risk) karyotyp: -7/7q-, i(17q), inv(3)/3g21, 12p-/12p11.2, 11q-/11923,
+21, nebo dalsi trisomie chromosomu nezahrnujici +8/+9.

3nepfiznivy karyotyp: véechny abnormality nespadajici do VHR karyotypu ani do
pfiznivého karyotypu (tj. normalni karyotyp, 13g-, +9, 20qg-, translokace/duplikace 1,
abnormality Y).

‘tézka anémie (Hb < 80 g/l u Zzen a Hb < 90 g/l u muZzi).

mirna anémie (Hb 80 — 99 g/l u Zzen a Hb 90 — 109 g/l u muZzu).

MIPSS70 (Mutation-enhanced
transplant-age patients) hodnoti 9 faktorl, stratifikuje pacienty do tfi rizikovych
skupin: nizké riziko (0-1 bodd; OS nedosazeno), stfedni riziko (2-4 body; OS 7,1 let)
a vysoke riziko (= 5 bodu; OS 3,1 let) [47].
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MIPSS70+ vision 2.0 (the Karyotype-enhanced MIPSS70) hodnoti 9 faktoru,
stratifikuje pacienty do péti skupin: velmi nizké riziko (0 bodl; OS nedosazeno),
nizké riziko (1-2 body; OS 16,4 let), stfedni riziko (3-4 body; OS 7,7 let), vysoké
riziko (5-8 bodu; OS 4,1 let), velmi vysokeé riziko (= 9 bodl; OS 1,8 let) [48].

GIPSS (the Genetically inspired prognostic scoring system) hodnoti 6 faktorq,
stratifikuje pacienty do Ctyf skupin: nizké riziko (0 bodu; OS 26,4 let), nizSi-stfedni
riziko (1 bod; OS 8 let), vy$Si-stiedni riziko (2 body; OS 4,2 let), vysokeé riziko (= 3
body; OS 2 roky) [49].

4.7. Vychodiska a dosavadni |ééebna strategie na Hemato-onkologické klinice

Jedinou potencionalné kurativni metodou MF je i nadale alogenni transplantace
kostni dfené&, provazena pomérné vysokou mortalitou a morbiditou. Proto by vzdy
méla byt zvazena individualni rizika spojena s allo-SCT oproti pfedpokladanému
preziti nemocného bez transplantace. Na druhou stranu zadna z dalSich |é€ebnych
modalit nevede k dosazeni dlouhodobych remisi.

VétSina z aktualné publikovanych doporudeni je na urovni ,nazoru expert(“. Redeni
mnohych klinickych situaci proto zlstava stale nelehkou vyzvou. V klinické praxi
vychazime prevazné z vysledkld kontrolovanych klinickych studii nebo aktualnich

ELN (European Leukemia Net) doporuceni z roku 2018 [52].

4.7.1. Pacienti s nizkym a strednim rizikem-1 dle DIPSS/ DIPSS Plus skore

Ne vSichni pacienti s MF vyZaduji okamzité zahajeni léCby. PMF je heterogennim

onemocnénim s rlznou délkou pfeziti. S vyjimkou alogenni transplantace kostni
dfené neni Zadna ze soucasnych IéCebnych moZnosti kurativni. Také nemame
dostatek dikazl o pfinosu specifické terapie u asymptomatickych pacientd
S nizkym a stfednim rizikem-1 dle DIPSS Plus skére. Tito nemocni mohou byt
pouze observovani a zpravidla kazdych 6 mésict zvani ke kontrole stavu choroby.
Symptomati¢ti nemocni s anémii, splenomegalii, konstitu¢nimi symptomy jsou
indikovani ke konvenéni terapii, v pfipadech vyznamné leukocytozy Ci
trombocytémie k cytoredukéni lécbé (viz dale) [2]. Cilem terapie je kontrola

symptomu, zlepSeni kvality zivota pfi minimalni toxicité IéCby.
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Dle konsenzu ELN z roku 2018 je doporucovano zvazeni allo-SCT u nemocnych se
stfednim rizikem-1 pfi objeveni se transfuzni zavislosti, > 2 % blastu v periferni krvi
v alespofi dvou méfenich, nepfiznivém cytogenetickém nalezu (tj. komplexni
karyotyp, +8, -7/79g-, i(17q), inv(3), -5/50-, 12p-, 11923 pfestavba), nebo pfitomnosti
vysoce rizikové mutace (ASXL1, EZH2, SRSF2, IDH1/2) [52]. Otazka allo-SCT je
relevantni také u CALR negativnich/ ASXL1 pozitivhich MF s celkovym prezitim <5
let [46]. Zatim neexistuje jednoznacny konsenzus pro pfipady dalSich passenger
mutaci (napf. TP53, TET2, CBL). U téchto nemocnych preferujeme v soucasné
dobé peclivé sledovani se spiSe Casnym zvazenim allo-SCT v pfipadé vyvoje

choroby.

4.7.2. Pacienti s vysokym a stiednim rizikem-2 dle DIPSS/DIPSS Plus skére

U nemocnych s vysokym a stfednim rizikem-2 je indikovana allo-SCT. Rozhodnuti o

transplantaci nezavisi pouze na rizikovych faktorech MF, ale také na klinickém
stavu pacienta (véku, performance stavu, portalni hypertenzi, komorbiditach) a
dostupnosti darce. Myelofibroza jakozto onemocnéni vy$Siho véku je spojena
s nezanedbatelnou peritransplantacni morbiditou a mortalitou, proto je peclivy vybér
vhodnych pacientt zasadni. Dfive udavana peritransplantacni mortalita v 1. roce po
standardnich myeloablativnich rezimech se pohybovala od 30 % do 48 %, celkové
preziti od 30 % do 60 % [53-58]. Jedna z nejvétSich studii s 289 pacienty s primarni
myelofibrézou transplantovanymi po myeloablativnich pfipravnych rezimech uvadi
s transplantaci spojenou mortalitu 18 % u pfibuzenskych a 30 % u nepfibuzenskych
transplantaci, 5-ti leté celkové preziti 37 % u transplantaci od HLA-identického
pfibuzného a 30 % od HLA-identického nepfibuzného darce [59]. Zavedeni
pfipravnych reziml s redukovanou intenzitou (RIC) snizilo vysokou mortalitu
spojenou s transplantaci a umoznilo indikovat i pacienty pokro€ilejSiho véku.
Nejnoveéjsi studie s 233 pacienty popisuje 5-ti leté celkové preziti po allo-SCT az 78
% u MF s nizkym a stfednim rizikem-1 dle DIPSS Plus skoére a 35 % v pfipadech s
vysokym rizikem. V medianu doby sledovani osmi let pfezivalo 53 %
transplantovanych [60]. Optimalni pfipravny rezim s redukovanou intenzitou neni
stanoven, nejCastéji pouzivané jsou fludarabin v kombinaci s busulfanem nebo
melfalanem. Kréeger a kol. popisuji 5-ti leté celkové preziti po RIC 67 % a incidenci
relapst v 5-ti letech 29 % [61]. Velka retrospektivni analyza pacientd s PMF

transplantovanych po rezimech s redukovanou intenzitou prokazala 5-ti leté celkove
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preziti 56 % u transplantaci od HLA-identického pfibuzného darce a 48 % od HLA-
identického nepfibuzného darce [62]. Prospektivni studie srovnavajici
myeloablativni pfipravné rezimy sRIC u MF nejsou dostupné. Neékolik
retrospektivnich praci ale naznaCuje podobné vysledky u obou typu pfipravnych
rezimu [53,56,63]. Obecné jsou myeloablativni rezimy provazeny znacnou toxicitou,

proto pro starSi nebo komorbidni pacienty je rezimem volby RIC.

Predtransplantacni nalez vyznamné splenomegalie je terapeuticky problém pro
zvysené riziko protrahovanych cytopenii, krvacivych ¢i infekénich komplikaci.
Splenomegalie vétsSi nez 22 cm patfi mezi nepfiznivé faktory preziti po allo-SCT
nezavisle na IPSS skore [64]. Optimalni pfistup k vyznamné splenomegalii pfed
allo-SCT je stale diskutovan. Radioterapie sleziny navrzena jako soucast RIC
rezimu pro pacienty s masivni splenomegalii byva komplikovana cytopeniemi,
infekcemi a krvacenim [65,51]. Splenektomie zUstava vykonem se signifikantni peri
a postoperacni morbiditou (komplikace ve 27 % pfipadu) a mortalitou (5-10 %) [66-
69]. Studie CIBMTR (Center for International Blood and Marrow Transplant
Research) navic neprokazala vliv splenektomie &i ozafeni sleziny na preziti po
transplantaci u nemocnych s myeloidnimi malignitami, v¢etné MF [69].
V soucCasnosti je v popfedi zajmu vyhodnoceni pfinosu JAK-inhibitorli pfed allo-
SCT. Dosud byly raznymi autory publikovany pfiznivé i nepfiznivé vysledky. Pred-
transplantacni terapie symptomatickych nemocnych JAK-inhibitorem ruxolitinibem,
vedouci ke zlepSeni jejich performance stavu a regresi splenomegalie, mize mit
pfiznivy vliv na peri- a posttransplantacni pribéh. Ve studii s ruxolitinibem
aplikovanym pfed allo-SCT méli lepSi celkové preziti pacienti odpovidajici na IéCbu,
ve srovnani s témi rezistentnimi [70]. Jsou ale popsany i pfipady, kdy ukonc&eni
ruxolitinibu pfed pFipravhym rezimem vedlo k rozvoji zavaznych komplikaci, véetné
kardiogenniho Soku a tumor lysis syndromu [71]. Sou¢asna EBMT/ELN doporuceni
preferuji JAK-inhibitory k Ié€bé konstituCnich symptomO anebo symptomatické
splenomegalie pfed transplantaci [72]. V souladu snimi 2zvaZujeme u
symptomatickych jedinct indikovanych k transplantaci ruxolitinib, podavany v
maximalnich tolerovanych davkach. Pro minimalizaci rizika rebound fenoménu
zaCiname s postupnou redukci davky 5-7 dni pFfed pfipravnym rezimem,

s ukonc€enim ruxolitinibu den pfed zahajenim pfipravného rezimu [72]. Alternativné
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volime nizce davkovanou radioterapii sleziny. Splenektomii pfed transplantaci
standardné neprovadime pro vysoke riziko perioperacnich komplikaci [66-68].

Nemame dostatek udaju o vlivu terapie INFa na vysledek allo-SCT u Ph-
myeloproliferativnich nemoci. AvSak u chronické myeloidni leukemie (CML) Pigneux
a kol. prokazal zvySenou incidenci akutni GvHD u CML IéCenych INFa pfed
alogenni transplantaci [73]. lanotto a kol. popisuje 7 pacientu I[éCenych
pegylovanym INFa, podstupujicich allo-SCT. VSichni zemfeli v medianu 10 mésicu
po transplantaci, zejména v dusledku GvHD [74]. | pfes limitovana data
nepodavame INFa u pacientl s MF a vysokou pravdépodobnosti provedeni allo-

SCT v nasledujicich mésicich.

Nepriznivymi faktory preZiti po alogenni transplantaci krvetvornych bunék u
pacientld s PMF jsou aplikace vice nez 20 transfuznich jednotek erytrocytd, velikost
sleziny nad 22 cm a HLA-neshodny darce. V pfitomnosti alespori dvou
ze zminénych faktorl bylo 5-ti leté pfeziti pacientli po transplantaci 8 % [64]. Tito
nemocni nemusi profitovat z provedeni alogenni transplantace kostni dfené.
Recentné publikovany soubor transplantovanych MF uvadi jako nepfiznivé faktory
preziti pacientl po allo-SCT vysoké riziko dle DIPSS Plus skore a index komorbidity
> 3 [60]. Pacientim s vysokym a stfednim rizikem-2, ktefi nejsou vhodnymi
kandidaty alogenni transplantace krvetvornych bunék, by méla byt v prvé fadé
nabidnuta ucast v klinickych studiich, jelikoz zatim zadny z konvenénich Iéki nema

kurativni potencial.

4.7.3. Symptomaticka terapie

Lécba anémie asociované s myelofibrézou

Nejcastéji jsou uzivany kortikoidy (prednison 0,5 mg/kg/den), thalidomid (50 mg/den
t+ prednison), danazol (600 mg/den), dalSi moznosti jsou androgeny (napf.
fluoxymesterone 10 mg 3x denné nebo testosteron 400-600 mg i.m. tydné) [2,75-
77]. Cetnost lé&ebnych odpovédi vySe zmin&nych preparat(i se pohybuje mezi 15-
25 % s pramérnou délkou trvani jeden az dva roky. U nemocnych s prokazanou
deleci 5q je doporuCovan lenalidomid (xprednison), pfiemz Upravy anemie
dosahne 30 % pacientll a regrese splenomegalie 42 % pacientu [78,79].
Kontroverzni zlstava otazka aplikace rekombinantnich erytropoetind (EPO).

Nékterymi autory neni jejich pouziti doporuCovano pro zaznamenané pfipady
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rychlého zvétSeni sleziny a neucinnost u transfuzné zavislych pacientl [2,80].
Naproti tomu nékteré studie uvadeéji Ié€ebnou odpovéd u 20-60 % pacientu s délkou
trvani kratSi nez 1 rok [81]. Aplikaci rekombinantnich EPO zvaZujeme u anemickych
pacientd bez transfuzni zavislosti, bez splenomegalie, snizSi hodnotou
erytropoetinu (EPO) v séru. Z pravé testovanych novych molekul se v [éCbé anémie

jevi nadéjné JAK2 inhibitor momelotinib a inhibitor telomeraz imetelstat [82,83].

Lécba splenomegalie asociované s myelofibrézou

Lékem 1. volby je vétSinou hydroxyurea (HU), ktera je efektivni v redukci
splenomegalie u zhruba 40 % pacientl s délkou trvani |[é€ebné odpovédi primérné
1 rok [84]. Byla prokazana signifikantni asociace mezi pozitivnim mutacnim stavem
JAK2 V617F a |éCebnou odpovédi na HU [85]. V nékterych pFipadech muze vést ke
zmenseni splenomegalie a trombocytopenie thalidomid [76,77]. V literatufe je
redukce velikosti sleziny popisovana u 8 — 19 % pacientt léCenych thalidomidem,
zaznamenana byla také pfi 1é¢bé lenalidomidem v kombinaci s prednisonem
[77,86].

Interferon alfa - prfedpoklada se, ze INFa muze svym pfimym ucinkem na
nadorovou kmenovou bunku snizit jeji proliferaci [87]. V kontrastu s u€innosti INFa
u pravé polycytémie a esencialni trombocytémie vSak nebyly jeho vysledky v |é¢bé
PMF zpocatku az tak uspokojivé a ve vice nez 50 % pfipadu byl Spatné tolerovan
[88]. ZkuSenosti srekombinantnim pegylovanym INF-a-2a naznacCuji jeho
terapeutické vyuZiti zejména v hypercelularni fazi choroby s akceptovatelnym
stupném toxicity [89-92]. V pfipadech ¢asné PMF bylo IéEbou INFa dosazeno
klinického zlepSeni &i stabilniho onemocnéni u vice nez 80 % pfipadul, zlepSeni
histologického nalezu v kostni dfeni (redukce fibrozy a atypické megakaryopoézy) u
26,7 % a regrese splenomegalie u veétSiny pacientll [90]. U pacientl s MF
a celularitou dfené > 30 % byla terapie rekombinantnim INFa spojena se snizenim
megakaryopoézy a granulopoézy, redukci diefiové fibrozy a upravou drfefové
celularity [92]. Recentné bylo u nemocnych s MF pfi Ié€bé pegylovanym INF-a-2a
pozorovano delSi celkové preziti, nez by odpovidalo jejich DIPSS skére. Ukon&eni
IéCby bylo asociovano s hor§im celkovym preZitim, pfiCemz nejhorsi prognézu méli
nemocni rezistentni k INF-a-2a. Zda se, Ze rezistence k interferonu je znakem

agresivity choroby [74]. ACkoliv vede léCba INF alfa k poklesu alelické naloze JAK2
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V617F, jeho vliv na klinicky fenotyp, riziko transformace do akutni leukemie Ci

celkové preziti zatim nebyl prokazan [74,93].

Ruxolitinib, JAK1/2 inhibitor, molekula kompetitivné se vazici na vazebné misto
pro ATP v kinazové doméné JAK2 proteinu, je prvnim ze skupiny JAK-inhibitort
schvaleny FDA (Food and Drug Administration) a EMEA (European Medicines
Agency) pro léCbu myelofibrozy. Vazebné misto ruxolitinibou se nachazi mimo
mutovanou oblast, proto je léCebna odpovéd nezavisla na mutacnim stavu JAK2
V617F. Registrovan byl na zakladé vysledkl dvou randomizovanych studii
COMFORT | a COMFORT |Il, které potvrdily jeho efektivitu ve zmirnéni
konstitu€nich symptomu, redukci splenomegalie a zlepSeni kvality Zivota pacientd
s vysokym a stfednim rizikem-2 dle IPSS/DIPSS skoére [94,95]. Dlouhodobé
sledovani randomizovanych pacientu také prokazalo prodlouzeni celkového preziti,
nicméné vyznam tohoto pozorovani je nejasny vzhledem ke cross-over designu
studie a srovnavani s historickou kontrolou nemocnych [96-99]. U MF nizSich rizik
zatim nemame studie hodnotici vliv ruxolitinibu na celkové preziti oproti dalSim
[éCebnym modalitam. Ruxolitinib nesnizuje riziko leukemické transformace a vede
pouze k malym zménam v histomorfologickém obraze kostni dfené [96,100].

Dle ELN je ruxolitinib Iékem volby pro nemocné vysokého a stfedniho rizika-2 se
symptomatickou splenomegalii anebo konstituénimi symptomy. Ruxolitinib je taktéz
indikovan v pfipadech MF stfedniho rizika-1 s vysoce symptomatickou
splenomegalii, nebou jedinci se splenomegalii &i konstituCnimi symptomy
nereagujicimi na pfedchozi |écbu [52,101-103]. NejcastéjSimi nezadoucimi ucinky
jsou trombocytopenie nebo anemie. Byly publikovany i pfipady zavazného rebound
fenoménu s rychlym narGstem bolestivé splenomegalie, ojedinéle i Sokovym stavem
po prerudeni |éCby [96,104,105]. Proto neni-li nutné okamzité ukonceni IéCby,
postupné sniZzujeme davky, eventualné s konkomitantni medikaci kortikoidy.
Ruxolitinib zfejmé svym vlivem na funkci T-lymfocytd a dendritickych bunék zvySuje
riziko oportunnich infekci (hlaSeny reaktivace TBC, herpes zoster, elevace titru
HBV-DNA u pacientu s chronickou hepatitidou B, vzacné progresivni multifokalni
leukoencefalopatie) [106-110]. S ohledem na to nezahajujeme ruxolitinib u
nemocnych s aktivni infekci. V pfipadech zvySeného rizika virovych infekci

podavame antivirotickou profylaxi acyklovirem.
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U nemocnych se symptomatickou splenomegalii neodpovidajici na Zzadnou
medikamentozni |éCbu posuzujeme zafazeni do klinické studie, radioterapii,

pfipadné splenektomii.

Splenektomie je alternativou pro nemocné v relativné dobrém performance stavu,
zUstava ale vykonem se signifikantni peri- a postopera¢ni morbiditou a mortalitou.
Retrospektivni studie uvadéji perioperacni komplikace u 27 % pacientl a 5-10 %
mortalitu. Faktory spojené s horSim pfezitim po splenektomii jsou vék > 65 let,
transfuzni zavislost, leukocyty = 25x1091 a cirkulujici blasty = 5%. Mezi nejCastéjSi
komplikace splenektomie patfi krvaceni, trombdzy, infekce a ,myeloproliferativni®
reakce s trombocytézou, leukocytozou a dokonce i erytrocytdézou. Jsou popsany i
pfipady progrese velikosti jater po splenektomii v dusledku ,migrace”
extramedularni hematopoézy [66-68,111]. Vyraznou hepatomegalii proto
povazZujeme za relativni kontraindikaci splenektomie. DalSi indikace ke splenektomii
zahrnuji symptomatickou portalni hypertenzi, ¢asté aplikace transfuzi erytrocytll a

refrakterni cytopenii [2].

Radioterapii sleziny (v maximalni celkové davce 3 Gy) uzivame u vybranych
refrakternich symptomatickych pacientl. Efekt radioterapie je uvadén u 63 - 95 %
pacientld s medianem délky trvani odpovédi 3,5 az 6 mésicu [112]. Mezi zavazné

komplikace patfi ty, spojené s rozvojem cytopenie.

Alkylaéni leky - dfive pouzivany busulfan vede u ¢asti nemocnych k redukci
masivni splenomegalie, avSak jeho dlouhodobé podavani bylo spojeno se zvySenou
incidenci leukemické transformace nebo protrahovanymi cytopeniemi [113]. Mél by
byt terapeutickou alternativou jen pro starS§i symptomatické nemocné, ktefi

netoleruji nebo jsou rezistentni k ostatnim I[é€ebnym moznostem.

4.7.4. Extramedularni hematopoéza

Extramedularni hematopoéza mulize mimo sleziny a jater postihnout také
peritoneum, plice, lymfatické uzliny, torakolumbalni patef, kosti hornich a dolnich
koncCetin. Klinicky se manifestuje ascitem, plicni hypertenzi, adenomegalii nebo
refrakternimi bolestmi kosti. LéEbou volby pro symptomatické pacienty je nizce
davkovana radioterapie [2].

31



5. VLASTNi PRACE

5.1. Podstudie 1: Hodnoceni mutaéniho profilu u nemocnych s myelofibrézou.

5.1.1. Uvod
U pacientl s MF bylo identifikovano mnozstvi mutaci a jednonukleotidovych
polymorfism(. Mutace se déli na driver a passenger. Zadna z dosud popsanych

mutaci se nepovaZzuje za kauzalni.

Driver mutace: v patogenezi Ph-MPN je zasadni konstitutivni aktivace JAK/STAT
signalni drahy, jez vede k permanentni autofosforylaci JAK2 kinazy a nasledné i
samotnych STAT protein0 v cytoplasmé. Fosforylované formy STAT proteinQ
translokuji do bunécného jadra, kde se podileji na aktivaci exprese genu
regulujicich bunécnou proliferaci, diferenciaci a apoptézu [10,12]. Konstitutivni
aktivace JAK/STAT drahy muze byt zpasobena bud pfimo somatickou mutaci genu
JAK?2 v pozici V617F, nebo nepfimo mutacemi v genu s regulacnim vlivem na tuto
signalni drahu (MPL). Taktéz mutace v genu pro kalretikulin (CALR) je spojena
s aktivaci STAT proteina [27-30].

V roce 2005 objevena somaticka mutace JAK2 V617F vedla k prilomu v klasifikaci,
diagnostice a pochopeni Ph-MPN [27]. Nicméné pouze u 50-60 % PMF je
detekovana mutace JAK2 V617F, v dalSich 5-8 % pfipadd mutace v kodonu 515
nebo 505 genu kodujicim trombopoetinovy receptor (MPL) [27,28].

KdyZz v roce 2013 Klampfl a kol. a Nangalia a kol. popsali somatické rekurentni
mutace postihujici exon 9 v genu CALR, které se vyskytuji u vétsiny JAK2 a MPL
nemutovanych pacientl s PMF, vzrostl po¢et nemocnych se znamym molekularnim
markerem klonality na 80-85 %. Gen CALR koduje protein kalretikulin, chaperon
endoplasmatického retikula schopny vazat Ca?*. Mutace v CALR genu jsou znac¢né
heterogenni skupinou Citajici nejméné 50 rlznych mutaci charakteru kratkych
deleci ¢&i inserci. VétSina z nich zpusobuje posun d&teciho ramce, pfiCemz
alternativni Cteci ramec vede ke vzniku abnormalniho proteinu [29,30]. Mutovany
kalretikulin pak preferenéné interaguje s trombopoetinovym receptorem, coz vede
k jeho aktivaci a nasledné stimulaci JAK/STAT signalni drahy [114]. Dvé nejCast8gji

se vyskytujici (v 80 % pfipadu) jsou 52-bp delece (typ 1) a 5-bp inserce (typ 2).
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Zhruba 10-15 % pacientu s PMF se oznacuje jako triple negativni, tzn. Zze u nich

neni zjisténa ani jedna ze tfi znamych driver mutaci [45].

Passenger mutace - pomoci celogenomového sekvenovani byly identifikovany
dalSi mutace, nejCastéji v genech ucastnicich se epigenetickych procesu (ASXL1,
IDH1/2, EZH2, TET2), sestfihu RNA (SRSF2, SF3B1, U2AF1) a dalSich procesu
(DNMT3A, CBL) [32-35,115-123]. Tyto mutace se mohou vyskytovat soucasné
s driver mutacemi, pfiCemz byvaji prokazany jiz v dobé diagnozy Ph-MPN [123]. Na
rozdil od driver mutaci nejsou pro Ph-MPN specifické a nachazeji se také u mnoha
dalSich myeloidnich malignit, jako jsou akutni myeloidni leukemie (i
myelodysplasticky syndrom [124,125]. Jejich role v patogenezi MF zatim nebyla
dostateCné objasnéna. Pfitomnost passenger mutaci v genech ASXL1, SRSF2,
EZH2, IDH1/2, dle nékterych autort i v genech TET2, TP53, KIT, RUNX1, CEPBA,
SH2B3, CBL a U2AF1Q157 byva spojovana s horSi prognézou nemocnych
[35,116,123,126]. Ukazuje se, zZe dulezity je také pocet nepfiznivych pfidatnych
mutaci s nejkratSim celkovym prezitim nemocnych se dvéma a vice mutacemi
[127].

5.1.2. Cile prace:

1. VySetfeni vyskytu a vlivu driver mutaci na klinicky a laboratorni fenotyp choroby u
pacientl s histologicky verifikovanou myelofibrézou.

2. VySetfeni vyskytu sekvencénich variant kandidatnich gent v dobé diagndzy a
sledovani jejich vlivu na Kklinicky prabéh choroby u pacientld s histologicky

verifikovanou myelofibrézou.

5.1.3. Vyskyt a vliv driver mutaci

Pacienti

Analyzovano bylo 66 pacientl diagnostikovanych v naSem centru v obdobi let 1998-
2016. Jednalo se o0 45 nemocnych s diagn6zou PMF, 10 s post-PV myelofibrézou a
11 s post-ET myelofibrézou. Slo o 30 muzii, 36 Zzen, s medianem véku 55,5 let
(rozmezi 18-77).
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Provedena vysetieni, material, metody a statistické zhodnoceni

VysSetreni a material

U vSech pacientl byla testovana pfitomnost mutaci JAK2 V617F, v genech MPL a
CALR. VSechny analyzy byly provedeny s vyuzitim genomické DNA (gDNA)
izolované z leukocytl periferni krve. Zaroven byla vylou€ena pfitomnost fuzniho
genu BCR/ABL1 pomoci nested RT-PCR na urovni komplementarni DNA (cDNA).
Mutace v kodonu 617 genu JAK2 byla vySetfovana alelové specifickou
polymerazovou fetézovou reakci (AS-PCR). V pozitivnich pfipadech byla alelicka
naloz kvantifikovana pomoci qPCR s vyuZitim kitu ipsogen JAK2 MutaQuant kit
(Qiagen). U vS8ech subjektl se realizoval screening exonu 9 genu CALR
pomoci fragmentacni analyzy. V pozitivnich pfipadech byl pfesny typ mutace
identifikovan Sangerovou metodou sekvenovani. Mutace genu MPL (S505N a
WS515L/K/A) byly vySetfeny s vyuzitim multiplexni AS-PCR a fragmentaéni analyzy

PCR produktl. Detekované mutace byly ovéfeny Sangerovym sekvenovanim.

Metody a statistika

Laboratorni a klinicka data z doby diagn6zy byla sbirana retrospektivné. Klinické a
laboratorni parametry byly systematicky porovnany s muta¢nim stavem nemocnych.
Vysledky jsou prezentovany jako median a rozmezi zjisténych hodnot u plynule
proménnych, pfipadné frekvence u kategorialnich proménnych.

Vztah mezi kategorialnimi proménnymi byl analyzovan pomoci chi kvadrat testu v
kontingenc¢nich tabulkach. Pokud byly €etnosti malé, pouzili jsme exaktni Fishertv
faktorialovy test. Rozdil v hladiné spojitych proménnych ve skupinach pacientl byl
hodnocen pomoci Kruskal-Wallisova testu. Kruskal-Wallisuv test je neparametricka
analogie jednovybérové ANOVY. Test zkouma, zda obé datové sady pochazeji ze
stejné distribuce (tedy z distribuce se stejnym medidanem). Krivky pfeziti byly
vyhotoveny s pouzitim Kaplan-Meierovy metodiky a porovnany pomoci log-rank
testu. VSechny testy byly provedeny na hladiné statistické vyznamnosti 0,05.
Veskera prace s daty, vizualizace a analyzy byly provedeny v softwaru MATLAB
and Statistics Toolbox Release 2013b, The MathWorks a STATISTICA 12, StatSoft.
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Vysledky

Charakteristika souboru

Klinicky a laboratorni fenotyp pacientl v dobé diagndzy v zavislosti na typu driver

mutace shrnuje tabulka 7.

Tabulka 7: Klinicky a laboratorni

v zavislosti na typu driver mutace.

fenotyp pacienti v dobé diagnézy

JAK2

V617F CALR MPL
Vyskyt mutace (%) 54,5 34,8 6,1
Muzi/ Zeny 13/23 12/11 3/1
Median véku v letech 59 49 62,5
(rozmezi) (18-77) (23-76) (44-68)
Median hemoglobinu - g/l 127 120 99,5
(rozmezi) (78/155) (86-148) (90-110)
Median podétu leukocyt x109/1 11,8 8,3 5,9
(rozmezi) (4,5-37,7) (1,5-26,9) (1,8-19,2)
Median podtu trombocyt x10%I 312 445 179
(rozmezi) (74-1233) (62-1093) (68-342)
Median cirkulujicich blasti (%) 0 0 1
(rozmezi) (0-4) (0-4) (0-2)
Median laktatdehydrogenazy - ukat/I 7 5,78 11,2
(rozmezi) (3-30) (2,9-19,7) (7,9-20,1)
Velikost sleziny - median cm pod LOZ, 10 2 6,5
(rozmezi) (0-30) (0-10) (3-10)
PFitomnost konstitu¢nich symptom*
(% pacient() 56,5 4,5 0

pocet pocet pocet
IPSS pacientt pacientt pacientt
Nizké riziko 11 12 0
Stredni riziko-1 17 7 4
Stredni riziko-2 8 4 0
Vysokeé riziko 0 0 0

*Konstitucni symptomy: zvy$eni télesné teploty > 37,5°C (bez prikazu infekce), ztratu
hmotnosti (o vice nez 10 % za 6 mésicl) a noc¢ni poty (s nocni vyménou pradia).

Vyskyt driver mutaci

Distribuce driver mutaci ve vySetfovaném souboru byla nasledujici: JAK2 V617F 36
pripadld (54,5 %), CALR (exon 9) 23 pfipadl (34,8 %), MPL W515 4 pfipady (6,1
%). Distribuce driver mutaci v podskupiné PMF byla: JAK2 V617F 24 pfipadd (53,3
%), CALR (exon 9) 15 pfipadt (33,3 %), MPL W515 4 pfipady (8,8 %). U jednoho
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pacienta byla zjiSténa souCasné mutace JAK2 V617F s CALR, naopak u dvou
pacientu triple negativita. Z CALR mutovanych nese 60,8 % mutaci typu 1 (14/23),
17,4 % mutaci typu 2 (4/23) a 21,8 % (5/23) dalsi méné frekventni typy, znazorfiuje
graf 1.

Graf 1: Frekvence vyskytu jednotlivych typu mutaci v CALR genu.

mdel52 mins5 mins2 mdel3 mdel4d6 mdell9

Trombotické komplikace se objevily u 27 % nemocnych, z toho v 72 % pfipadu se
jednalo o zilni trombotické komplikace, ve zbylych pfipadech o arterialni. Krvacivé
komplikace byly dokumentovany u 1,5 % nemocnych s konkomitantni stfedné
téZkou trombocytopenii. U 46 % pacientd s zilni trombdzou a u 60 % nemocnych
s trombdzou arterialni byl zjistén dalSi pfidatny rizikovy faktor (deficit proteinu S,
deficit proteinu C a pfitomnost lupus antikoagulans). Distribuci driver mutaci u

pacientl s trombotickou komplikaci zobrazuje tabulka 8.
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Tabulka 8: Distribuce driver mutaci u pacientu s trombotickou komplikaci.

CALR TN JAK?2 V617F MPL
Zilni trombozy (podet pacienttl) 3 1 8 1
Arterialni trombozy (pocet pacient() 3 0 2 0

TN — triple negativni

Zaznamenany byly objektivné verifikované trombotické a krvacivé komplikace, které se
objevily v dobé diagnézy nebo v pribéhu sledovani. Trombotické komplikace zahrnovaly
Zilni trombozy (hluboka Zilni tromboza, plicni embolie, trombbza splanchnickych Zil nebo
mozkovych splavi) a arterialni trombdzy (tranzitorni ischemicka ataka, ischemicka cévni
mozkova pfihoda, akutni infarkt myokardu a periferni arterialni vaskularni komplikace),
krvacivé komplikace (krvaceni z gastrointestinalniho traktu, hematurie, hemoragicka
cévni mozkova pfihoda, vyznamné krvaceni béhem operacnich nebo stomatologickych
zakroku).

Efekt CALR mutace

Ve skupiné CALR mutovanych jsme prokazali signifikantné nizsi vék nemocnych
(49 versus 59 let; p=0,009; graf 2), hrani¢né vyssi poéty trombocytl (445x109/
versus 312x10%1; p=0,05; graf 3), vyrazné mensi splenomegalii (2 cm versus 10 cm
pod levy oblouk Zeberni; p=0,005; graf 4) a nizSi vyskyt konstitu¢nich symptoma
(45 % versus 56,5 %; p=0,02) vdobé diagnézy ve srovnani s CALR
nemutovanymi. Zaznamenali jsme niz3i poCet leukocytd v dobé diagnézy u CALR
mutovanych, efekt ale nedosahl statistické vyznamnosti. Hodnoty hemoglobinu,
hematokritu, cirkulujicich blastl v periferni krvi a laktatdehydrogenazy nebyly
vyznamné rozdilné v obou skupinach.

U pacientd s CALR mutaci typu 1 bylo vy$Si zastoupeni nemocnych s nizkym a
stfednim rizikem-1 dle DIPSS skoére, zatimco mezi MF s CALR mutaci typu 2
pfevazovali pacienti s vysokym a stfednim rizikem-2, graf 5. Nicméné vzhledem
k celkové relativné nizkému pocétu CALR mutovanych pacientd nemuizeme

statisticky relevantné zhodnotit viiv podtypu CALR mutace na fenotyp nemaoci.
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Graf 2: Vék pri diagnéze myelofibrézy v zavislosti na typu driver mutace.
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Graf 3: Hodnoty trombocytu pfi diagnoze v zavislosti na typu driver mutace.
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Graf 4: Pritomnost splenomegalie pfi diagnéze v zavislosti na typu driver

mutace.
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Graf 5: Rozlozeni DIPSS skore pacienti v dobé diagnézy dle typu CALR
mutace.
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Viiv alelické naloze JAK2 V617F na klinicky a laboratorni fenotyp choroby
Median velikosti alelické nalozZe byl 53 % (rozmezi 7,7- 99). Prokazali jsme
vyznamné vétsi splenomegalii (12 cm versus 0 cm pod levy oblouk Zzeberni;
p=0,0001; graf 6) a vyssi hodnoty leukocytt (16,7x10%/1 versus 8,8x10%/I; p=0,003;
graf 7) v dobé diagndzy u pacientu s alelickou nalozi JAK2 V617F nad 50 %.
Rozdily v ostatnich sledovanych parametrech (hemoglobin, hematokrit, cirkulujici

blasty v periferni krvi, trombocyty, LDH) nebyly statisticky vyznamné.

Graf 6: PFitomnost splenomegalie v zavislosti na alelické naloZi JAK2 V617F.
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Graf 7: Hodnoty leukocytu pri diagnéze v zavislosti na alelické nalozZi
JAK2 V617F.
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Celkové preziti nemocnych s myelofibréozou

V dobé analyzy byl median sledovani souboru 46 mésicl (rozmezi 2-221), 13 (20,3
%) pacientl zemfelo v medianu 42 mésicu (rozmezi 13-173) od diagndzy, graf 8. U
tfi pacientd doslo k progresi do akutni myeloidni leukemie v medianu 24 mésicu od
diagndzy, ve dvou pfipadech byla pfiCinou smrti ischemicka cévni mozkova
prihoda, v dalSich pak komplikace v dusledku cytopenie spojené s progresi
choroby. Median celkového preziti (OS) u CALR mutovanych byl 47 mésicu, u
CALR nemutovanych 45 mésicu. Rozdil nebyl statisticky vyznamny [128].
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Graf 8: Kfivka celkového preziti pacientt s myelofibrozou.
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Kfivka celkového preZiti souboru nemocnych s primarni
myelofibrézou, post-PV myelofibrozou a post-ET myelofibrozou.

Diskuze

Procentualni zastoupeni driver mutaci v nasi sérii pacientd odpovida publikovanym
souborim. Taktéz jsme potvrdili srovnatelné rozlozeni variant CALR mutaci

s nejCastéjsi mutaci typu 1 (CALR del52) [29,30,115,129,130]. Pozorovali jsme
rozdily v klinickém pribéhu choroby v zavislosti na mutaénim stavu, svédcici pro
riznou biologickou podstatu nemoci u jednotlivych typu mutaci. VSechny driver
mutace vedou k perzistentni aktivaci JAK/STAT signalni drahy, nicméné
pravdépodobné se liSi svym specifickym vlivem na dal§i metabolické procesy [45].
Nase vysledky jsou v souladu s popisovanym pfiznivym efektem CALR mutace na
klinicky fenotyp choroby [35,129,131,132]. Kohortu CALR mutovanych MF
charakterizoval vyznamné nizsi vék, vySSi pocty trombocytl, mensi splenomegalie
a méneé Casté konstituéni symptomy v dobé diagnézy. Taktéz hodnoty leukocytu
byly napadné nizsi (nedosazeno statistické vyznamnosti). V ostatnich testovanych
parametrech vyznamné rozdily nebyly. DalSi autofi identifikovali i niZ§i kumulativni
incidenci anémie u CALR mutovanych [131]. V posledni dobé se ukazuje, ze

fv s

pfiznivéjsi fenotyp a progndza je spojena jen s CALR mutaci typu 1, zatimco u MF
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s CALR mutaci typu 2 jsou Castéji nalézany vysSi hodnoty leukocytu, vySsi procento
cirkulujicich blastl, vétsi splenomegalie a celkové preziti srovnatelné s JAK2 V617F
mutovanymi. Za tyto rozdily zfejmé odpovida odliSny patogeneticky mechanismus
jednotlivych CALR mutaci s relevantnimi strukturalnimi a funkénimi rozdily mezi
proteiny kédovanymi rdznymi variantami genu CALR [114,115,129,133]. Relativné
malé pocty MF s CALR mutaci typu 2 v dosud publikovanych souborech zatim brani
hlubSimu poznani vlivu jednotlivych typi CALR mutace na celkové preziti. Vzacné
se vyskytujici konkomitantni pfitomnost mutace v JAK2 a CALR genu muze

reflektovat pfitomnost dvou odliSnych klont u nemocného [134].

Trombotické komplikace jsme diagnostikovali u 27 % nemocnych s ¢astéjSim
vyskytem Zilnich trombéz. U 46 % pacientl s Zilni trombd6zou a u 60 % s trombdzou
arterialni byl identifikovan dalsi rizikovy faktor. Relativné nizky pocet
zaznamenanych udalosti nam neumoznuje relevantné zhodnotit vliiv CALR mutace

na riziko trombdz.

Subanalyzou JAK2 V617F mutovanych MF jsme potvrdili asociaci mezi alelickou
nalozi mutované alely nad 50 % a klinickym a laboratornim projevem choroby.
Nemocni s vySSi alelickou nalozi se vyznacCovali vyznamné vétSi splenomegalii a
vySSimi poclty leukocytd v dobé diagndzy. Median procentualniho zastoupeni
mutované alely byl 53 %. Je tfeba zminit, Ze v dostupné literatufe je i studie
poukazujici na korelaci mezi kratSim celkovym prezitim u PMF a nizsi alelickou
nalozi JAK2 V617F. Pfesna biologicka pfi€ina tohoto jevu neni zatim objasnéna,
ale predpoklada se soucasna pfitomnost druhého, V617F negativniho klonu,
odpovidajiciho za agresivnéjsi pribéh choroby [43,44].

Mutace CALR je asociovana s delSim celkovym pfFezitim pacientd, a to nezavisle na
IPSS/ DIPSS skore [115,131]. Naproti tomu nejhor§i prognézu s medianem
celkoveého preziti 2,5 roku maji triple negativni pacienti [45]. V naSem souboru jsme
nepotvrdili statisticky vyznamny rozdil v celkovém preziti mezi skupinou CALR
mutovanych a nemutovanych, coz je zfejmé& dano jen nizkym poctem
zaznamenanych udalosti. Navic ve 39 % pfipadl se nejednalo o mutaci typu 1.
Analyza nasSeho souboru pacientd potvrzuje, ze pfitomnost CALR mutace

signifikantné ovlivnuje klinicky fenotyp nemoci.
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5.1.4 Vyskyt a vliv sekvenénich variant kandidatnich genu

Pacienti

Ze 73 sledovanych pacientt s MF bylo do analyzy zafazeno 63 nemocnych
diagnostikovanych v naSem centru v obdobi let 1998-2016, u nichz byl dostupny
vzorek genetického materialu z doby diagn6zy. Jednalo se o 29 nemocnych
s diagnézou PMF, 14 v prefibrotické fazi PMF, 9 s post-PV MF a 11 s post-ET MF.
Slo 0 28 muzl a 35 Zen, s medianem véku 56 let (rozmezi 18-77). U zbyvajicich 10
pacientl nebyl v osmi pfipadech dostupny vzorek genetického materialu, dva se

prestéhovali a nebyli dale v naSem centru sledovani.

Provedena vysetieni, material, metodika a statistické zhodnoceni

Vysetreni a material

U vSech pacientd byly analyzovany vzorky periferni krve z doby diagnozy.
Genomicka DNA byla izolovana pomoci komercniho kitu Puregene Blood Core kit B
(Qiagen, Valencia, CA) nebo automaticky pomoci pfistroje MagNa Pure Compact
Instrument (Roche). Kvalita (purity) a koncentrace gDNA byla méfena na pfistroji
Qubit fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA). Genomicka DNA pro pfipravu
NGS knihovny byla fedéna na finalni koncentraci 1,8 ng/pl.

U vSech pacientl byla testovana pfitomnost mutaci JAK2 V617F, MPL W515/S505
a mutaci v 9. exonu genu CALR. Zaroven byla vylou€ena pfitomnost fuzniho genu

BCR/ABL1 metodami popsanymi v ¢asti 5.1.3.

Sekvenovani nové generace

Doposud standardni metoda sekvenovani podle Sangera se vyznacCuje ¢asovou
narocnosti. Proto je snaha ji nahradit metodami NGS, jez maiji vy$Si kapacitu a jsou
rychlejSi. Mély by tak pfedstavovat efektivngjsi variantu sekvenovani. Od uvedeni
NGS na trh bylo vyvinuto nékolik rdznych pfistupu pfipravy knihovny a metod
masivné paralelniho sekvenovani. Ackoliv se jednotlivé metody liSi svymi
technickymi konfiguracemi a pouzitymi reagencii, sdileji stejny zaklad postaveny na
sekvenovani klonové amplifikovanych templatii DNA.

Pomoci technologie sekvenovani nové generace byla provedena analyza variant 14
gent (JAK2, MPL, IDH1/2, ASXL1, EZH2, SRSF2, TET2, SF3B1, CBL, DNMT3A,
FLT3, RUNX1, U2AF1l) zahrnutych v komerénim panelu ClearSeq AML (Agilent
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Technologies, Inc.). Pro pfipravu NGS knihoven pokryvajicich vybrané exony, tzv.
mutacéni hot spots, byla pouzita technologie HaloPlex"S zaloZzena na principu
amplikont s molekularnimi barkody (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).
VySetfovany byly geny: ASXL1 (exon 12), CBL (exony 8, 9), DNMT3A (exony 4, 8,
13, 15, 16, 18, 19, 20, 22, 23), EZH2 (exony 8, 17, 18), FLT3 (exony 14, 20), IDH1
(exon 4), IDH2 (exon 4), JAK2 (exony 12, 14), MPL (exon 10), RUNX1 (exony 3, 4,
8), SF3B1 (exony 13, 14, 15, 17), SRSF2 (exon 1), TET2 (exony 3, 9, 10, 11),
U2AF1 (exony 2, 6). Genomicka DNA (50 ng/vzorek) byla Stépena restrikCnimi
enzymy a nasledné hybridizovana s probami a indexy. Po streptavidin-biotinylove
selekci fragmentu a jejich ligaci byla provedena amplifikace cilovych Uusekd pomoci
PCR. Kuvalita sekvenacnich knihoven byla ovéfena pomoci pfistroje 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). Parova sekvenace
poolovanych DNA knihoven (2x150 bp) probihala na pfistroji MiSeq (lllumina, Inc.,
San Diego, CA) uzivajici MiSeq Reagent Kit v2 (300 cykl() s hloubkou c¢teni
(coverage depth) 1000x.

Analyza sekvenacnich dat byla realizovana pomoci programu SureCall (verze
3.5.1.46; Agilent Technologies, Inc.), v€etné ofezavani adaptorovych sekvenci
koncu readud (read trimming) a mapovani (alignment) na referen¢ni sekvenci human
GRCh37/hg19. K anotovani detekovanych variant vybranych genl byly pouzity
databaze COSMIC (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), dbSNP

(http://www.ncbi.nlm.gov/projects/SNP) a Ensembl (http://www.ensembl.org).

Pfitomnost alel nalezenych pomoci NGS s VAF (variant alelle frequency) nad 20%
byla validovana pomoci Sangerova sekvenovani (ABlI Prism 3100, Applied

Biosystems).

Metody a statistika

Laboratorni a klinicka data z doby diagnézy byla sbirana retrospektivné. Vysledky
jsou prezentovany jako median a rozmezi zjisténych hodnot u plynule proménnych,
pripadné frekvence u kategorialnich proménnych.

Vztah mezi kategorialnimi proménnymi byl analyzovan pomoci chi kvadrat testu v
kontingenc¢nich tabulkach. Pokud byly ¢etnosti malé, pouzili jsme exaktni Fisher(v
faktorialovy test. Rozdil v hladiné spojitych proménnych ve skupinach pacientl byl

hodnocen pomoci Kruskal-Wallisova testu. Kruskal-Wallistv test je neparametricka
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analogie jednovybérové ANOVY. Test zkouma, zda obé datové sady pochazeji ze
stejné distribuce (tedy z distribuce se stejnym medianem).

Pfitomnost jakékoliv nepfiznivé sekvencni genové varianty byla povaZzovana za
jediny rizikovy faktor. Nemocni s alespor jednou nepfiznivou sekvenéni variantou
genu byli oznaceni jako rizikova skupina, ti bez nepfiznivych sekvencnich variant
genu jako kontrolni skupina. Pfeziti nemocnych v obou skupinach jsme srovnavali
pomoci Coxova modelu proporcionalnich rizik, hlavnim ukazatelem je tzv. pomér
rizik (HR — hazard ratio). V8echny testy byly provedeny na hladiné statistické
vyznamnosti 0,05. VeSkera prace s daty, vizualizace a analyzy byly provedeny
v softwaru MATLAB a Statistics Toolbox Release 2012b, The MathWorks, Inc.,
Natick, MA, USA.

Vysledky

Charakteristika souboru

Klinicky fenotyp souboru v dobé diagnézy shrnuje tabulka 9. Pokrocilost choroby
byla u vSech pacientu stanovena dle DIPSS skore.

U v8ech subjektl bylo realizovano cytogenetické vySetfeni, prognosticky nepfiznivé
cytogenetické zmény se vyskytovaly pouze u 4 pacientd (6 %), zobrazuje tabulka

10. V kombinaci s pfidatnymi alelami pouze u dvou MF.

Vyskyt driver mutaci

Distribuce driver mutaci ve vySetfovaném souboru byla nasledujici: JAK2 V617F 35
pfipadd (56 %), CALR (exon 9) 22 pfipadu (35 %), MPL(W515) 4 pfipady (6 %), 2
pacienti triple negativni. U jednoho pacienta byly zjistény sou€asné mutace JAK2
V617F a CALR. Z CALR mutovanych neslo 64 % mutaci typu 1 (14/22), 18 %
mutaci typu 2 (4/22) a 18 % (4/22) dalSi, méné frekventni typy.
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Tabulka 9: Klinicky a laboratorni fenotyp pacientu s MF v dobé diagndzy.

Pacienti
Charakteristika vSichni s pridatnymi bez pridatnych
(n =63) alelami (n = 28) alel (n = 35)

Median véku (roky) 56 60 53
(rozmezi) (18-77) (32-77) (18-77)
Muzi/ zeny 28/35 12/16 16/19
Median hemoglobinu (g/l) 124 115 129
(rozmezi) (78-155) (81-141) (78-155)
Median leukocytt x10%/I 8,5 9 8,5
(rozmezi) (1,5-37,7) (1,5-35,9) (1,8-37,7)
Median trombocytd x10%/I 359 311 395
(rozmezi) (62-1233) (62-1233) (68-1093)
Median cirkulujicich blastl (%) 0 1 0
(rozmezi) (0-6) (0-4) (0-6)
Splenomegalie (% pacientl) 65 68 63
median vel. pod LOZ v cm 8,5 9,5 6
(rozmezi) (2-30) (2-30) (2-18)
Nepfiznivy karyotyp?
(pocCet pacientu) 4 2 2
Median LDH (ukat/l) 7,2 7,08 7,2
(rozmezi) (2,41-3,1) (2,9-19,7) (2,41-3,1)
Konstituéni symptomy?
(% pacient() 21 25 17

pocet pocet pocet
DIPSS skore pacientt pacientt pacientt
Nizké riziko 23 4 19
Stiedni riziko-1 27 15 12
Stiedni riziko-2 13 9 4
Vysokeé riziko 0 0 0

*nepriznivy karyotyp: komplexni karyotyp, +8,-7/7q-, i(17q), inv(3), -5/50-, 12p-, 11923

prestavba

2konstituéni symptomy: zvySeni télesné teploty > 37,5°C (bez prikazu infekce), ztrata
hmotnosti ( o vice nez 10 % za 6 mésict) a nocni poty (s no¢ni vyménou pradla).

Tabulka ¢. 10: Cytogenetické nalezy v dobé diagnoézy u pacienti s MF.

Cytogenetické zmény

pocet pacientt

normalni karyotyp

50

trisomie 9

1(12;12)

1(9;18)

t(3;6)

del 13¢g

Prognosticky nepfiznivé cytogenetické zmény

et pacientu

=}
(]
¢

komplexni karyotyp

del 12p

trisomie 8

Nehodnotitelny nalez

W|N[R(REB R RRR N
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Nalezy NGS

Ovéfili jsme pfitomnost driver mutaci (nalezy NGS pfesné souhlasily s vysledky
standardnich vySetfovacich molekularnich metod). Detailni seznam identifikovanych
pfidatnych alel ukazuje tabulka 11. Pfidatné varianty genld jsme detekovali u 28
pacientd (44 %) se srovnatelnou frekvenci vyskytu u JAK2, CALR i MPL
mutovanych (47 %, 45 %, 25 %). VSechny prokazané pfidatné genové varianty
detekované NGS se vyskytovaly v heterozygotni formé s VAF 6-55 %. NejCastéji
zasazenymi geny byly ASXL1 (27 %), TET2 (11 %) a SF3B1 (6 %). Celkem 75 %,
18 % a 7 % nemocnych neslo 1, 2 nebo tfi a vice pfidatnych variant genl spolu
s driver mutaci, tabulka 12. Koincidenci driver mutaci a pfidatnych alel zobrazuje
tabulka 13. U CALR mutovanych MF se nejCastéji nachazely varianty genu ASXL1
(82 %), at’ uz samostatné nebo v kombinaci s dalSimi pfidatnymi alelami. Pozorovali
jsme vyssi zastoupeni pfidatnych alel u pacientd s non-1 typem CALR mutace ve
srovnavni s CALR mutaci typu 1 (71 % versus 43 %), tabulka 13. Cetnost
pridatnych alel byla vysSi u pacientt s PMF (59 %) a post-PV MF (55 %) oproti
nemocnym s prePMF (21 %) a post-ET MF (27 %), znazorhuji grafy 9-12. Taktéz
vyskyt ASXL1 variant byl nejvysSi u PMF ve srovnani s prePMF, post-PV MF a
post-ET MF (64 %, 12 %, 12 % a 12 %).
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Tabulka ¢. 11: Identifikované pfidatné alely u pacienti s myelofibrézou.

Gen Varianta
ASXL1 G652S rs3746609 bodova mutace
L1116F VUS bodova mutace
G646fs12 COSM1411076 inzerce G
T880fs2 COSM4385699 inzerce A
E802* VUS stop kodon
L764fs13 VUS inzerce 10bp
E1102D rs139115934 bodova mutace
E635fs15 rs766433101 delece 23bp
R693* rs373221034 stop kodon
N986S rs145132837 bodova mutace
G626fs5 VUS delece 11bp
R965* rs397515401 stop kodon
TET2 Q744* rs1363720470 stop kodon
Q963* VUS stop kodon
Q1532* VUS stop kodon
Q114* VUS stop kodon
C973fs3 rs1446339712 delece G
N791fs2 VUS delece A
SF3B1 K666N rs377023736 bodova mutace
R625C rs775623976 bodova mutace
DNMT3A D702fs10 VUS delece GA
R326H rs758881009 bodova mutace
EZH?2 D681Y VUS bodova mutace
CBL R420Q rs267606708 bodova mutace
U2AF1 Q157R rs371246226 bodova mutace
FLT3 Y591* VUS stop kodon
RUNX1 L56S rs111527738 bodova mutace

"VUS — variant nejasného vyznamu (variant of unknown significance)

Efekt pridatnych alel na klinicky fenotyp nemoci

Obecné byli pacienti s pfidatnymi variantami testovanych genu starsi (60 versus 53
let; p=0,025; graf 13). Zajimavé je, Ze to nebylo dano pfitomnosti nejCastéji se
vyskytujicich variant genu ASXL1, u kterych vyznamny rozdil ve véku zaznamenan
nebyl, ale vlivem variant ostatnich genu (p=0,0017; graf 14). Klinicky a laboratorni
fenotyp nemoci v dobé diagndzy u pacientu s nejCastéji postizenymi geny (ASXL1,
TET2 and SF3B1) shrnuje tabulka 14.
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Tabulka 12: Vyskyt driver mutaci a pridatnych alel u myelofibrozy.

Mutace
Pocet JAK2 V617F CALR MPL Triple negativni
pridatnych alel (n =35) (n=22) (n=4) (n=2)
pocet pacientl

0 19 11 3 2
1 12 8 1 0
2 3 2 0 0
23 1 1 0 0
Pridatné alely pocet pacient

ASXL1 8 8 1 0
TET2 4 3 0 0
EZH2 1 0 0 0
DNMT3A 2 0 0 0
CBL 2 1 0 0
FLT3 1 0 0 0
SF3B1 3 2 0 0
RUNX 0 1 0 0
U2AF 1 0 0 0
IDH1/2 0 0 0 0
SRSF2 0 0 0 0

“Jeden pacient byl sou¢asné JAK2 V617F i CALR pozitivni.

Tabulka 13: Distribuce driver mutaci a pridatnych alel u myelofibrozy .

—.

JAK?2
CALR typ 1
CALR typ 2
CALR dal§i’
MPL
ASXL1
TET2
SF3B1
CBL
DNMT3A
EZH2

FLT3
RUNX1
U2AF1

typ MF

Koincidence driver mutaci
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a pridatnych variant studovanych gent u pacientd

s myelofibrézou. Kazdy sloupec predstavuje jednoho pacienta. Pfitomnost driver mutaci a

pfidatnych alel je znazornéna barevné: |

somatické driver mutace | pfidatné alely dfive

popsané u hematologickych malignit | pfidatné alely dfive nepopsané. Typ myelofibrozy je

vyznaden barevné: | PMF

pre-PMF || post-ET MF

"Dalsi typy CALR mutaci: ins2, del3, del46, del19.
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Graf 9: Vyskyt driver mutaci a pridatnych alel u PMF.
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Graf 10: Vyskyt driver mutaci a pridatnych alel u post-PV MF.
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Graf 11: Vyskyt driver mutaci a pridatnych alel u post-ET MF.
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Graf 12: Vyskyt driver mutaci a pridatnych alel u pre-PMF.
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Graf 13: Vék nemocnych pri diagnéze v zavislosti na vyskytu pridatnych alel.
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Graf 14: Vliv ASXL1 mutace na vék nemocnych v dobé diagndzy.
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Tabulka 14: Klinicky a laboratorni fenotyp v dobé diagnézy u pacienti

s nejfrekventnéjsimi variantami gent ASXL1, TET2 a SF3B1.

ASXL1 TET2 SF3B1
Median hemoglobinu (g/l) 115 117 96,5
(rozmezi) (87-141) (88-138) (81-132)
Median leukocytt x109/ 8,3 8,4 6,2
(rozmezi) (3,5-31,5) (1,5-35,9) (4-16,2)
Median trombocytl %109 351 139 123
(rozmezi) (62-912) (62-1233) (62-580)
Cirkulujici blasty 2 1%
(% pacient() 47 86 50
Splenomegalie (% pacient() 65 71 50
Median velikosti pod LOZ v cm 7 5 1
(rozmezi) (0-19) (0-24) (0-5)
Median LDH (pkat/l) 7,79 7,26 7,6
(rozmezi) (2,9-19,7) (4,11-18,4) (3,01-12,1)
Konstituéni symptomy”
(% pacient() 23 28 0
DIPSS skore = 3
(% pacient() 29 43 50
JAK2 V617F mutace
(% pacientu) 47 43 75"
CALR mutace
(% pacient() 47 57 50
MPL mutace
(% pacient() 6 0 0

"Konstitu¢ni symptomy: zvy$ena teplota (> 37,5°C; bez prikazu infekce), hubnuti (vice
nez 10 % béhem 6 mésict) a nocni poty (s vyménou pradia).
“Jeden pacient byl souc¢asné JAK2 V617F a CALR pozitivni.

Subanalyzou pacientl s variantnimi alelami ASXL1 jsme nepotvrdili statisticky
vyznamné rozdily v ostatnich sledovanych parametrech (hodnota hemoglobinu,
LDH, pocet leukocytu, trombocytd, pfitomnost splenomegalie, blastld v periferni krvi
a konstituénich symptomu) ve srovnani s wild type ASXL1 MF. Pozorovali jsme
napadné rostouci podil ASXL1 variant u zvySujiciho se DIPSS skoére (nedosazeno

statistické vyznamnosti).

Vyskyt dalsSich malignich onemocnéni

U 14 % MF doslo v prubéhu sledovani k rozvoji dalSi malignity, shrnuje tabulka 15.
Ve vSech pfipadech se jednalo o nemocné s alespon jednou nepfiznivou pridatnou
alelou pfitomnou v dobé diagnézy Ph-MPN, pouze jeden pacient uzival alkylacni
lécbu.
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Tabulka 15: Prehled dalsich malignich onemocnéni u nemocnych s MF.

Pocet Pocet pridatnych
Typ malignity pacientu alel
Karcinom prsu 1 1
Karcinom laryngu 1 1
Karcinom sigmatu 1 2
Karcinom ledviny 2 1
Karcinom moCového méchyre 1 2
Karcinom jazyka 1 1
Melanom 1 1
Mnohocetny myelom 1 1

Efekt pridatnych alel na celkové preziti nemocnych s myelofibrézou

V dobé analyzy byl median sledovani souboru 67 mésict (rozmezi 13-198), 24 (38
%) pacientu zemrelo v medianu 49,5 mésicl (rozmezi 13-173) od diagnézy. U dvou
pacientl doslo k progresi do AML v medianu 96 mésicl od diagndzy. Ve dvou
pfipadech byla pficinou smrti ischemicka cévni mozkova pfihoda, v 17 progrese MF
s komplikacemi v dusledku cytopenie, v dalSich dvou komplikace ¢i relaps choroby

po alogenni transplantaci, dva pacienti zemfeli v dusledku dal$i malignity.

V souladu s recentni literaturou jsme z detekovanych subklonalnich alel povazovali
za prognosticky nepfiznivé varianty v genech ASXL1, EZH2, CBL, RUNX1, U2AF1
a TET2 (do analyzy jsme zaradili pouze ty varianty TET2 genu, které mély
predikovany vliv na protein in silico) [35,116,123,126]. Alespor jedna nepfizniva
pridatna alela se nachazela u 41 % MF. Jejich pfitomnost byla spojena s horSim
celkovym prezitim (53 versus 71 mésicu), respektive s témér tfikrat vyssi
pravdépodobnosti umrti pacientd nesoucich variantni alely v danych genech
(HR=2,77; 95 % CI 1,17-6,56; p=0,017; graf 15). Jelikoz byli v naSem souboru
pouze 4 pacienti se 2 a vice nepfiznivymi alelami, nemohli jsme statisticky

relevantné vysSetfit vliv poctu pfidatnych variant testovanych gena na OS.
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Graf 15: Celkové preziti nemocnych s myelofibrozou a prokazanymi

prognosticky nepriznivymi pridatnymi alelami.
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Diskuze

Sekvencni varianty kandidatnich genu jsme nalezli u 44 % pacientl s obdobnou
frekvenci ve skupinach JAK2, MPL i CALR mutovanych. Soucasné studie uvadéji
vyskyt passenger mutaci u vice nez 80 % PMF [116,123]. V naSem souboru jsme
poctem vySetfovanych exonl vybranych genl (jednotlivé studie se liSi poctem
vySetfovanych genud v riznych NGS panelech) a zejména odliSnym sloZzenim nasi
sestavy pacientu s vyS$Sim zastoupenim prefibrotické faze PMF a post-PV/ET MF.
VétSina dosud publikovanych soubort zahrnovala pouze PMF [35,116,127].
V soucasné dobeé je jiz popsan rozdilny vyskyt passenger mutaci u prePMF a PMF.
Ackoli rozlozeni driver mutaci je mezi témito jednotkami rovnomérné, vyskyt
passenger mutaci je CastéjSi u rozvinuté PMF. Ve zvySené mife jsou tyto mutace

detekovany v dobé transformace do akutni leukemie [26,35,119,135]. Stejné tak
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post-PV/ET MF mohou predstavovat odliSné entity, u nichz zatim neni vyskyt a
vyznam variant fady kandidatnich genu dostate¢né popsan. V nasi kohorté jsme
driver mutaci na klinicky a laboratorni fenotyp nemoci je jiz pomérné dobfe
dokumentovan, vyznam pfidatnych variant dalSich genl neni zcela jasny. Shodné
s dalSimi autory jsme prokazali signifikantné vysSi vék pfi diagnéze u MF
s pfitomnosti sekvenénich variant nékterého ztestovanych gent [116,136].
Vyjimkou byly nej¢asté&jSi ASXL1 varianty, které nebyly spojené s vyznamné vySSim
vékem nemocnych. Soufasné studie uvadéji asociaci mezi pfitomnosti ASXL1
variant a ¢astéjSim vyskytem konstitu¢nich symptomu, vyS§Sim DIPSS Plus skére Ci
nizsimi hodnotami hemoglobinu [116,123]. Subanalyzou ASXL1 variantnich MF
jsme nepotvrdili statisticky vyznamné rozdily v klinickém a laboratornim fenotypu
nemocnych. Pozorovali jsme rostouci podil ASXL1 variant se zvySujicim se DIPSS
skore (efekt nebyl statisticky vyznamny, zfejmé pro limitovany pocet subjekta).

Vannucchi a kol. popsali asociaci mezi mutacemi v genech ASXL1, SRSF2 a EZH2
a horSim celkovym prezitim, dale mezi mutacemi v genu IDH1/2 a kratSim
leukemia-free prezitim u PMF [35]. Tefferi a kol. publikovali rizikovou stratifikaci
pacientd na zakladé mutacniho profilu CALR/ASXL1 s prodlouzenym celkovym
prezitim u pacientd CALR+/ ASXL1- ve srovnani s pacienty CALR-/ASXL1+ [46].
Guglielmelli a kol. identifikovala prognosticky vyznam poctu nepfiznivych mutaci,
s nejkrat§im celkovym prezitim pacientll se dvéma a vice nepfiznivymi mutacemi
[127]. Nasledné Tefferi a kol. s vyuzitim SirSiho panelu 27 genl prokazali, ze i
sekvenéni varianty gent CBL, KIT, RUNX1, CEPBA a SH2B3 jsou nepfiznivym
prognostickym faktorem, spojenym s horSim celkovym nebo leukemie-free prezitim,
a to nezavisle na DIPSS Plus skére Ci typu driver mutace. Soufasné autofi
poukazuji na nejasny vyznam variant EZH2 a IDH1/2 genu. U nékterych pfidatnych
variant genli oznacenych autory za nepfiznivé, zatim nebyl prokazan vliv na funkci
proteinu [116]. Nové je oznaCena za nepfiznivou také mutace U2AF1Q157 [126].
Zavéry studii zabyvajicich se prognostickym vyznamem TET2 mutaci jsou
rozporuplné [123,137]. Lundberg a kol. ve své praci uvadéji, ze mutace v TP53 a
TET2 jsou spojeny s horSim OS a vy$Sim rizikem leukemické transformace [123].
DalSi recentni studie poukazuje na prognosticky vyznam poradi vzniku somatickych
mutaci v JAK2 a TET2 genu. Pacienti, u nichz pfedchazel vznik somatické mutace v

TET2 genu ziskani JAK2 V617F mutace, byli starSi s horsi 1é€ebnou odpovédi
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k JAK inhibitordm [138]. | tato skuteCnost muze vysvétlovat rozdilna pozorovani
vlivu TET2 mutaci na pfeziti nemocnych. Lundberg a kol. dale popisuji, ze Cetnost
passenger mutaci ve vzorcich odebranych v asné a pozdni fazi onemocnéni se
vyznamné neliSi. BEhem doby sledovani se u 197 MPN pacientu objevily pouze dvé
nové mutace [123]. Taktéz v naSi kohorté MF jsme potvrdili vyznamné kratsi
celkové preziti u MF s nepfiznivymi pfidatnymi variantami gent (ASXL1, EZH2,
TET2, CBL, U2AF1Q157 a RUNX1) v dobé diagndzy. Nicméné klinicky dopad fady
nové identifikovanych mutaci je jesté tfeba dostateCné ovéfit v SirSi populaci
pacientu.

DalSi malignity jsme diagnostikovali vyhradné u MF s rizikovym molekularnim
profilem, povazujeme proto za dullezité vénovat témto nemocnym zvySenou
pozornost stran rizika vzniku dalSich nadorovych onemocnéni a disledné provadét
screeningova vysSetreni.

Rozliseni germinalnich variant studovanych genu od ziskanych somatickych mutaci
nebylo v nasi praci realizovano pro nedostupnost parovych vzork germinalni DNA.
Duvodem bylo retrospektivni vySetfovani vzorkl odebranych v dobé diagndzy a
umrti vétSiny pacientd s variantnimi alelami v dobé analyzy. VySetfovali jsme
mutacni hot spoty vramci predesignovaného panelu, nelze tedy vyloudit i
pfitomnost dalSich nedetekovanych variant v jinych nezahrnutych exonech a

regulacnich oblastech studovanych genu.

5.1.5. Multivariaéni analyza prognostickych faktroru

Uvod

MultivariaCni analyza byla provedena ve skupiné 63 pacientd s MF, ktefi méli
vySetfeny vSechny zvazované proménné. Z analyzy byli vyfazeni nemocni, u kerych
nebyla provedena poZzadovana vysSetfeni. Sledovali jsme vliv jednotlivych
proménnych na celkové preziti nemocnych. Ke stanoveni rizika MF bylo stanoveno
DIPSS skére (DIPSS Plus skére nebylo mozno pfesné urlit u v8ech pacientl
z divodu chybéjiciho €i nehodnotitelného cytogenetického nalezu).
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Jako proménné byly uvazovany:

- vék (roky)

- pocet leukocytl (x10%/1)

- pocet trombocytu (x10%/1)

- hodnota hemoglobinu (g/l)

- cirkulujici blasty =21 %

- pfitomnost konstitu€nich symptomu
- DIPSS skore

- splenomegalie (velikost slezimy palpaén& hmatné pod LOZ, v cm)
- hodnota LDH (upkat/l)

- CALR mutace

- JAK2 V617 F mutace

- pfitomnost alespori jedné nepfiznivé sekvencni varianty

Soubor nemocnych

Klinicky, laboratorni fenotyp a distribuci driver mutaci a sekvencnich variant

kandidatnich gend v souboru shrnuji tabulky 9 a 13.

Metodika

Nejprve jsme jednotlivé faktory testovali univariatné, poté bylo provedeno
hodnoceni pomoci mnohorozmérného modelu. Vliv sledovanych proménnych byl
hodnocen Coxovym regresnim modelem proporcionalnich rizik, ktery kvantifikuje

pomér rizik (hazard ratio, HR) mezi danymi skupinami pacientd.
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Tabulka 16: Vliv sledovanych proménnych na celkové preziti u nemocnych

s MF, jednorozmérna analyza.

Coef exp (coef) se (coef) z p-values
Vék (roky) 0,06271 1,06472 0,01664 3,768 0,000164
Leukocyty x1091 0,01401 1,01411 0,02483 0,564 0,573
Hb (g/l) -0,03273 0,96780 0,01052 -3,11 0,00187
Cirkulujici blasty 2 1% 1,832e+01 9,061e+07 9,131e+00 2,007 0,0448
Konstitu€éni symptomy 1,0620 2,8923 0,4195 2,532 0,0114
DIPSS skore 1,4882 4,4290 0,2821 5,275 1,33e-07
Trombocyty x1091 -0,003358 0,996647 0,001102 -3,047 0,00231
Slezina (cm pod L02) 0,05203 1,05341 0,02482 2,097 0,036
LDH (ukat/l) 0,03707 1,03777 0,03794 0,977 0,328
CALR -0,6451 0,5246 0,4417 -1,461 0,144
JAK2 V617F 0,7472 2,1110 0,4204 1,777 0,0755
21 neprizniva alela 0,8363 2,3079 0,4123 2,028 0,0425

Sloupec exp(coef) vyjadfuje pomér rizik mezi skupinami pacientt, ktefi se v daném
prediktoru lisi o jednotku. Tedy napr. hodnota 2,89 u konstitu¢nich symptomt znamena, Ze
pacient s pfitomnymi konstitu¢nimi symptomy ma témeér trikrat vétsi riziko okamzitého
umrti nez pacient bez téchto symptomi (pficemz predpokladame, Ze v ostatnich
prediktorech se tito dva pacienti nelisi).

V univaria¢ni analyze vychazeji vyznamné nasleduijici prediktory: DIPSS skore, vék,
hodnota Hb, cirkulujici blasty = 1 %, konstituéni symptomy, pocet trombocytu,
pfitomnost splenomegalie (palpaén& hmatné pod LOZ) a pfitomnost = 1 nepfiznivé
sekvencni varinty vySetfovanych genu. VySSi DIPSS skére, vék, cirkulujici blasty,
splenomegalie, pfitomnost konstituénich symptomu a pfitomnost = 1 nepfiznivé
varianty riziko umrti zvySuje. Naopak vys$si hodnoty Hb a trombocytl riziko umrti

snizuji.

Ve vicerozmérném modelu bylo DIPSS skoére jedinym vyznamnym prognostickym
faktorem preziti. To ukazuje, ze DIPSS model je dobfe konstruovanym prediktorem,
ktery obsahuje vSechny podstatné faktory. Ostatni faktory mimo DIPSS skoére
vyznamné nebyly. Pokud v modelu ponechame jen vyznamné prediktory OS,

redukuje se mnohorozmérny model zpét na jednorozmérny model, kde jedinym
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prediktorem je DIPSS. (Pomér rizik okamzitého umrti u dvou pacientl, ktefi se
v DIPSS liSi o jednu rizikovou skupinu je asi 4,4, coz je velmi vyznamny efekt,
(p < 0,0001).

Zaveér

Prokazali jsme rozdily v klinickém prabé&hu choroby v zavislosti na mutacnim stavu.
VSechny driver mutace vedou Kk perzistentni aktivaci JAK/STAT signalni drahy,
pravdépodobné se ale liSi svym specifickym vlivem na dalSi metabolické procesy
[45,139]. Analyza naSeho souboru pacientu potvrdila pozorovani, Ze pfitomnost
CALR mutace pfiznivé ovliviiuje klinicky fenotyp a pribéh nemoci.

Sekvenovani nové generace dale zvySuje podil pacientdt s MF a potvrzenym
markerem klonality onemocnéni. Zaroven ukazuje, ze také typ a pocet pfidatnych
variant genu je spojen s rozdilnym pribéhem nemoci. Dosavadni rizikova
stratifikace MF je zalozena zejména na demografickych, klinickych a
hematologickych parametrech a zatim neni pochyb o uziteCnosti IPSS, DIPSS
skore pfi rozdélovani pacientd do odliSnych rizikovych skupin pfi diagnéze nebo
v prubéhu choroby. DIPSS Plus skére zohledriuje také cytogenetické riziko, jelikoz
nékteré zmény karyotypu jsou spojeny sextrémné Spatnou prognozou.
Cytogenetické zmény jsou vSak detekovany pouze u &asti pacientl. V posledni
dobé nabyva na stale vétsi dulezitosti hodnoceni molekularniho profilu. Nicméné i v
soucasné ,éfe molekularnich markert“ jsme multivariacni analyzou potvrdili vyznam
DIPSS skore, jako silného prediktoru preziti. Nové navrhované rizikové modely
jesté vyZaduji dostateCnou validaci v klinické praxi. Pro vyuziti informaci
z molekularné genetickych analyz je nezbytna pfesna identifikace prognosticky
relevantnich mutaci a standardizace metod NGS. Mutaéni stav pacienti by mél byt
zohlednén nejen pfi jejich rizikové stratifikaci, ale také v klinickych studiich

testujicich u€innost novych lé€ebnych modalit.
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5.2. Podstudie 2: Hodnoceni generace trombinu u nemocnych s MF.

5.2.1. Uvod

Epidemiologie

ovliviujici kvalitu i délku Zivota. Realny vyskyt vyznamnych arterialnich tromboz a
Zilniho tromboembolismu (TEN) nelze stanovit pro heterogenitu metodiky a vybéru
pacientl jednotlivych studii. Udavana incidence arterialnich a Zilnich trombéz u
PMF je 2 na 100 paciento/rokt [1]. Dle literarnich dat byla v 13,2 % pfipadu
zjisténa tromboticka komplikace pred nebo v dobé diagnézy PMF a v 10,7 %
pripadd v medianu 31 mésicli od diagndzy [2]. Zilni trombdzy se nezfidka vyskytuji
v atypickych lokalizacich. Vyznamna je asociace mezi Ph-MPN a vyskytem
trombozy splanchnickych Zil (SVT). U pacientd s SVT, u nichz byla vylou€ena
cirhéza ¢i nehematologicka malignita, se udava prevalence Ph-MPN 40 % u
pacientl s Budd-Chiariho syndromem a 30 % u nemocnych s trombdézou portalni
zily [3].

Patogeneze

Patogeneze trombdéz je u pacientt s Ph-MPN komplexni. Souvisi nejen
s kvantitativnimi, ale také s kvalitativnimi zmé&nami klonalnich bunék (napf. zvySena
aktivace trombocytd vyustujici ve vyS8Si expresi P selektind, tkafiového faktoru,
vy$Si generaci trombinu a mikropartikuli — protrombogennich fragmentd bunécnych
membran uvolnénych po aktivaci bunék; dale zvySené mnozstvi tzv. retikularnich
(nezralych) trombocytld v periferni krvi nebo zvySené uvolfiovani proteaz
z aktivovanych neutrofili Stépicich proteiny C a S) [4]. Ziskany trombofilni stav je
multifaktorialni etiologie. Vyplyva nejen z protrombogenniho fenotypu cirkulujicich
bunék MPN klonu, ale také z imunitni odpovédi hostitele na pfitomnost nadorového
klonu se zvySenou produkci inflamatornich cytokinu, vedouci k aktivaci leukocytu a
endotelu [4]. V pfipadech atypickych tromb6z mohou hrat roli lokalné specifické
patogenetické mechanismy. Nejlépe jsou zatim dokumentovany zejména
v pfipadech SVT (napf. pfitomnost mutace JAK2 V617F v endotelidlnich bufkach
hepatalnich venul, splenickych venul a kapilar, vy$Si zastoupeni JAK2 V617F
pozitivnich progenitorl entotelialnich bunék s vy$si adherenci k mononuklearnim
bufikdm, pomalejSi krevni proud v zilach splanchnické oblasti umoznujici
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prolongovanou interakci mezi protrombogenné naladénymi klonalnimi burikami a

aberantnim endotelem [5-7].

Rizikové faktory

Obecné u Ph-MPN povazuje Evropska leukemicka sit za hlavni rizikové faktory
trombozy vék nad 60 let a pozitivni anamnézu TEN [8]. Tefferi v roce 2015 revidoval
systém stratifikace pacientl zaloZzeny na mife rizika trombdzy podle véku,
prodélané TEN, pfitomnosti JAK2 V617F a obecnych kardiovaskularnich rizik
(koufeni, diabetes mellitus, hypertenze) [9]. Dle nékterych autoru je prokazanym
rizikovym faktorem také leukocytdéza [10]. Pro hodnoceni trombocytémie jako
rizikového faktoru nejsou v publikovanych pracich poslednich let jednotné zavéry.
Prace Ceskych autorl ukazala, Ze v momenté pred trombdézou maji Ph-MPN
pacienti v praméru vyssi podéty trombocytt [11]. Ceska pracovni skupina pro Ph-
myeloproliferativni onemocnéni (CZEMP) stratifikuje pacienty s Ph-MPN a
trombocytémii podle vlastnich modifikovanych doporuceni a uznava jako rizikové
faktory také trombocytémii a pfitomnost vrozenych &i ziskanych trombofilnich stavu
(deficit proteinu C, deficit proteinu S, mutaci genu faktoru V (G1691A) ,Leiden®,
mutaci protrombinového genu (G20210A) a deficit antitrombinu) [12]. Naproti tomu
extrémni trombocytéza (nad 1000 az 1500x10%I) je spojovana s vySSim rizikem
krvaceni, zejména pfi soucasné medikaci kyselinou acetylsalicylovou (ASA). Tento
fenomén je vysvétlovan ziskanym vonWillebrandovym syndromem [13]. Atypicky
lokalizované trombdzy mohou byt asociovany s odliSnymi rizikovymi faktory, dosud
potvrzené jsou u trombdéz splanchnickych Zil (napf. mladsi vék, Zenské pohlavi) [14-
16].

Praci, jez hodnoti vyskyt a rizikové faktory trombdz u subpopulace pacientl s MF,
neni mnoho. Vyskyt trombotickych komplikaci u PMF je srovnatelny jako u ET.
Zatimco u PV a ET tvofi arterialni tromboézy dveé tretiny vSech pfipadl, u PMF se
objevuji Zilni trombdzy se stejnou nebo vysSi frekvenci nez arterialni [1,2].
Publikovana analyza 205 PMF prokazala, ze jedinym nezavislym prediktivnim
faktorem tromboz je pozitivni anamnéza TEN. VétSina (71 %) Zilnich trombd6z byla
asociovana s pfitomnosti dalSiho ziskaného rizikového faktoru (napf. chirurgicky
vykon, centralni zilni kanyla, hormonalni terapie) [2]. Studie 707 pacientd s PMF

identifikovala jako rizikové faktory trombo6z vék nad 60 let a mutaci JAK2 V617F [1].
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U pacientd s MF mlze predstavovat zhodnoceni individualniho rizika trombdzy
znaCny problém. Duvodem je Castd koexistence dalSich ziskanych rizikovych
faktort TEN, ale také krvacivych komplikaci (napf. trombocytopenie, portalni
hypertenze, konkomitatni medikace).

Vysledky zakladnich koagulacnich testl (protrombinovy €¢as — PT a aktivovany
parcialni tromboplastinovy ¢as — aPTT) se u vétSiny pacientd pohybuji v normalnim
rozmezi. Tyto testy nejsou schopny reflektovat vSechny pro- a antikoagulacni
reakce ovliviujici vyslednou generaci trombinu, zejména mozny efekt aktivovanych
trombocytl a dalSich krevnich bunék. Pfedpokladame, Ze trombin generacni test
(TGT) nabizi lepSi zpusob posouzeni individualni generace trombinu u pacientu
s MF. Pravé pfesna identifikace, disledna prevence a lécba rizikovych nemocnych

muze snizit jejich morbiditu a mortalitu.

Trombin generacni test

Trombin (aktivni forma protrombinu) je multifunkéni proteolyticky enzym koagulacni
kaskady, ménici cirkulujici fibrinogen na fibrin, jenz dava vznik fibrinovym vlaknim
tvoficim zaklad krevni srazeniny. Sou€asné pusobi na fadu dalSich bunék (napf.
krevni desticky, endotelialni buriky, fibroblasty), podili se také na inhibici
koagula€nich procest a ovliviuje fibrinolyzu. TGT méfi generaci trombinu ve
vzorcich plasmy po in vitro aktivaci tkanovym faktorem nebo jinym triggerem a
monitoruje jeho koncentraci v Case, ktera odrazi celkovy stav hemostatického
systému. Test je mozné provadét v plasmé chudé na desticky (PPP) nebo v plasmé
bohaté na desticky (PRP). Mira generace trombinu mlze korelovat s hyper- nebo

hypokoagula¢nim stavem [8].

5.2.2. Cile prace

1. Stanoveni generace trombinu u nemocnych s MF, analyza hlavnich parametr(
trombin generacniho testu.
2. Schopnost TGT detekovat odchylky hemostatické rovnovahy, vyhodnoceni

vztahu mezi generaci trombinu a hematologickym fenotypem nemoci.
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5.2.3. Stanoveni a vyvhodnoceni generace trombinu

Pacienti

Analyzovano bylo 36 pacienti s MF diagnostikovanych v nasem centru v obdobi let
2004-2016. Jednalo se o0 24 nemocnych s diagn6zou PMF (z toho 11 v prefibrotické
fazi myelofibrozy), pét s post-PV MF a sedm s post-ET MF. Slo o 13 muzd a 23 Zen
s medianem véku 56 let (rozmezi 25-78), vSichni splhovali WHO diagnosticka
kritéria 2008.

Provedena vysetreni, material, metody a statistické zhodnoceni

Vysetreni a material

Odbéry krevnich vzorkd byly provadény v rannich hodinach nalac¢no, standardnim
postupem z kubitalni Zily s minimalnim zatazenim turniketu. Vzorky pro
agregometrii trombocytl byly odebirany do specialni zkumavky s hirudinem a
zkumavky s K3EDTA. Vzorek odebrany do 0,5 ml 3,2 % citratu sodného byl
centrifugovan pfi 1000 g po dobu 10 minut v pokojové teploté. Ziskana vrchni frakce
(plasma bohata na desticky - PRP) byla okamzité pouzita k méfeni TG. DalSi
vzorek v 0,5 ml 3,2 % citratu sodném byl centrifugovan pfi 3000 g po dobu 10 minut
v pokojové teploté. Ziskana vrchni frakce (plasma chuda na desticky - PPP) slouZila
k provedeni dalSich koagulacnich testl. Koagulacni testy jsme vySetfovali
systémem ACL TOP 750 CTS (Werfen, Barcelona, Spanélsko).

Funkce trombocytl byla hodnocena do jedné hodiny od odbéru krve impedanéni
agregometrii pFistrojem Multiplate® (Roche Diagnostics GmbH, Basilej, Svycarsko),
v pIné krvi dle doporuceni vyrobce. Pro komplexni posouzeni funkce trombocytu a
riznych drah jejich aktivace jsme ke stimulaci agregace krevnich desti¢ek pouzili
nékolik induktord — adenosindifosfat (ADP), kyselinu arachidonovou (ARA),
kolagen, ristocetin a peptid aktivujici trombinovy receptor (TRAP). Po aktivaci
trombocytt dochazi k jejich agregaci na povrchu elektrod. Analyzator Multiplate®
pak po dobu Sesti minut zaznamenava impedanci mezi dvéma elektrodami
reflektujici miru agregace trombocytll. Vysledky jsou znazornény jako plocha pod
kfivkou (AUC), vyjadfeny v AU/min [17,18].
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Pro vySetfeni trombin generacniho testu byl pouZit plné automatizovany
koagula¢ni analyzator s fluorescenéni detekci Ceveron® alpha (Technoclone
GmbH, Viden, Rakousko) a vySetiovaci kit TECHNOTHROMBIN® TGA
(Technoclone). Popsana laboratorni metoda méfi koagulaci z hlediska celé
koagulacni kaskady a vychazi z dfive publikovanych praci [19,20,21]. Principem
metody je in vitro monitorovani vzniku trombinu v plazmé. Generace trombinu ve
vzorku byla iniciovana pfidanim 7,16 pM rekombinantniho tkanoveho faktoru (rTF)
resuspendovaného v 3,2 uM fosfolipidovych micel (obsahujicich 2,56 pM
fosfatidylcholinu a 0,64 uM fosfatidylserinu).

Samotny test byl realizovan nasledovné: k 40 pl vzorku PRP bylo pfidano 20 pl
TRIS pufru a 15 pl 7,16 pM rTF s 3,2 uM fosfolipidovych micel. Poté bylo pfidano 25
Ml fluorogenniho substratu Z-GGR-AMC a samotna reakce byla zahajena 35 pl 25
mM CaClz. Vznikly trombin $tépi fluorogenni substrat, fluorescenénim detektorem
pak méfime fluorescenci vzniklého produktu pfi vinové délce 360/465 nm
(excitace/emise). Primarné namérfené referencni fluorescencni jednotky jsou
pomoci kalibraCni kfivky prfevadény na aktualni koncentrace trombinu ve vzorku.
Kalibraéni kfivka je ziskana méfenim zifedénych vzorkd trombinového kalibratoru
(koncentra¢ni body byly definovany koncentracemi ~200, ~400 a ~800 nmol,
z kazdého koncentracniho bodu trombinového kalibratoru bylo pro stanoveni
odebrano 90 ul standardu trombinu). Detekce fluorescence byla provadéna
v jednominutovych intervalech po dobu 60 minut pfi 37 °C. Naméfrené hodnoty byly
analyzovany Ceveron PC-SW 1.4 softwarem, vysledkem je kfivka charakterizovana
tfemi hlavnimi parametry: Lag faze (doba do nastupu generace trombinu), Cmax
(maximalni koncentrace trombinu) a ETP — endogenni potencial trombinu (plocha
pod kfivkou odrazejici celkové mnozstvi vzniklého trombinu).

Trombin generacni test byl vySetfen u nemocnych s myelofibrézou s vyjimkou téch,
ktefi uzivali nebo recentné ukondili (< 4 tydny) antikoagulacni terapii, antiagrega¢ni
lé¢ba byla pferusena 7 dni pfed provedenim testu. Kontrolni skupina zahrnovala

zdravé darce krve.

Metody a statistika
Objektivné potvrzené trombotické komplikace byly zaznamenany v pfipadé, Ze se
objevily v dobé diagnézy nebo v prubéhu sledovani. Trombotické komplikace

zahrnovaly Zzilni trombdzy (hluboka Zilni trombdza, plicni embolie, trombdzy
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splanchcnickych ZzZil a mozkovych splavi) a arterialni trombdzy (transitorni
ischemicka ataka, ischemicka cévni mozkova pfihoda, akutni infarkt myokardu a
periferni arterialni cévni nemoc).

Vylouc€eni byli vSichni pacienti medikujici warfarin nebo nova antikoagulancia.
Antiagregacni |éCba byla pferusena 7 dni pfed provedenim TGT a intaktni funkce
trombocytll ovéfena agregacnimi testy. VSichni nemocni s anamnézou
kardiovaskularnich rizikovych faktort (arterialni hypertenze, diabetes mellitus,
dyslipidemie) byl kompenzovani antihypertenzni, antidiabetickou a
hypolipidemickou léCbou.

Kontrolni skupina zahrnovala 20 zdravych dobrovolnych darcu krve (15 muzi a 5
Zen) bez anamnézy tromboézy C&i krvaceni, bez symptomu akutni infekce nebo
chronickych zanétlivych onemocnéni, bez antiagregacni Ci antikoagulacni terapie.
Zadna z Zen neuzivala v dob& odbéru hormonalni antikoncepci nebo hormonalni
substituc¢ni IéEbu. Pre-analytické zpracovani vzorkl a méfeni byla v obou skupinach

provadéna stejnym zpusobem.

Vztah mezi sledovanymi proménnymi a TGT parametry byl testovan pomoci
univariantni analyzy. Rozdily v TGT parametrech ve skupinach byly hodnoceny
pomoci Kruskal-Wallisova testu, coZ je neparametricka analogie jednovybérové
ANOVY. Test zkouma, zda obé datové sady pochazeji ze stejné distribuce.
VSechny testy byly provedeny na hladiné statistické vyznamnosti 0,05. Veskera
prace s daty, vizualizace a analyzy byly provedeny v softwaru MATLAB a Statistics
Toolbox Release 2012b, The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United

States.

Charakteristika souboru

V dobé analyzy uzivalo 61 % nemocnych specifickou 1éEbu MF, a to hydroxyureu
(54 %), ruxolitinib (27 %), anagrelid (9 %), interferon alfa (4,5 %) a busulfan (4,5 %).
Klinicky a laboratorni fenotyp pacienttd v dobé& analyzy trombin generacniho testu
shrnuje tabulka 1, Ié¢bu MF tabulka 2.

Rozlozeni driver mutaci bylo nasledujici: JAK2 V617F 19 pfipadli (53 %), CALR
(exon 9) 11 pfipadi (31 %) a MPL(W515) pét pfipadu (14 %); jeden pacient byl
triple negativni. Z CALR mutovanych neslo 72 % mutaci typu 1, 27 % dalSi typy,

mutace typu 2 nebyla v této kohorté identifikovana. Vendzni a arterialni trombdzy

67



byly dokumentovany u 30,5 % MF, 57 % vendznich trombdz v atypické lokalizaci
(trombdza splanchnickych Zil). Krvacivé komplikace se objevily u 5,5 % nemocnych,
graf 1. V dobé analyzy mélo 67 % nemocnych splenomegalii s medianem velikosti
10 cm pod levy oblouk Zeberni. Ve 14 % pfipadd byl identifikovan vrozeny

trombofilni stav, viz tabulka 1.

Tabulka ¢. 1: Klinicky a laboratorni fenotyp pacientu v dobé analyzy TGT.

prePMF PMF post-ET post-PV
n=11 n=13 MF MF
n=7 n=>5
Muzi / zeny 5/6 7/6 1/6 5/5
Median véku (roky) 53 63 51 51
Splenomegalie (% pac.) 40 92 57 80
Median vel. pod LOZ (11,5 cm) (9,5 cm) (2 cm) (21 cm)
Trombofilni stavy?
(% pacient() 0 15 28 0
CVR? (% pacientu) 54,5 53 42 20
Anamnéza TEN
(% pacient() 27 7 14,2 80
CALR (% pacientd) 54,5 15 42,8 0
JAK2 V617F (% pac.) 36,3 54 42 100
MPL (% pacient() 0 30,7 14,2 0
Median Hb (g/l) 136 110 122 107
(rozmezi) (112-161) (78-134) (102-133) (93-140)
Median leukocytt x10%/ 10,9 7.3 7.3 17,3
(rozmezi) (7,2-12,5) (3,5-37,7) (4,93-15,5) (7,04-21,4)
Median trombocyt 947 230 721 232
x10%I (rozmezi) (184-1527) (115-652) (119-1089) (96-585)
Median LDH (pkat/l) 4,8 8,7 5,27 7,11
(rozmezi) (2,41-6,9) (5,36-30) (3,42-8,6) (6,32-10,4)
Cirkulujici blasty = 1%
(% pacient) 9 62 14 40
Konstituéni symptomy?
(% pacientd) 0 31 14 40
pocet pocet pocet pocet
DIPSS skore pacientt pacientti pacientti pacientt
Nizké riziko 10 3 3 1
Stfedni riziko-1 1 4 3 2
Stfedni riziko-2 0 6 1 2
Vysokeé riziko 0 0 0 0
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Vrozené trombofilni stavy — mutace genu faktoru V (Leiden) a faktoru Il

2CVR — kardiovaskularni rizikové faktory (hypertenze, diabetes mellitus, dyslipidemie,
koureni, obezita)
3Konstituéni symptomy: zvySena teplota (> 37,5°C; bez prukazu infekce), hubnuti (vice
nez 10 % béhem 6 mésicd) a nocni poty (s vyménou pradla).

Tabulka 2: Lé¢ba pacientu v dobé analyzy TGT.

prePMF PMF post-ET MF post-PV MF
Typ lécby n=11 n=13 n=7 n=>5
pocet pocet pocet pocet
pacientt pacientu pacient pacient
Interferon alfa 1 0 0 0
Hydroxyurea 5 6 1 0
Anagrelid 1 0 1 0
Ruxolitinib 0 2 0 4
Busulfan 0 0 0 1

Graf €. 1. Trombotické a krvadcivé komplikace u pacienti s MF.
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Generaci trombinu jsme monitorovali ve vzorcich plazmy bohaté na trombocyty

(PRP) od pacientl s myelofibrézou a zdravych kontrol. Hodnotili jsme tfi parametry

vysledné kfivky: Lag fazi (doba do nastupu generace trombinu), Cmax (maximalni

koncentraci trombinu) a ETP (celkové mnozZstvi vzniklého trombinu).
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Impedancéni agregometrie Multiplate® byla pouZzita k identifikaci potencionalnich s
chorobou spojenych funkénich abnormalit trombocytu.

VySetfeni agregace trombocytll neprokazalo signifikantni rozdil v Zzadném
z provedenych testu (ARA, ADP, TRAP, kolagen, ristocetin) mezi kontrolni skupinou
a pacienty s myelofibrozou. Nenalezli jsme vyznamné rozdily v Zzadném
z agregacnich testd mezi skupinou myelofibréz s normalnimi pocty trombocytl a
zdravymi jedinci. Nemocni s MF a trombocytémii > 400x10°%/1 méli ve srovnani s MF
a normalnimi pocty trombocytl &i kontrolni skupinou zvySenou agregaci trombocyta
indukovanou ADP (320 AU/min vs 384 AU/min vs 650 AU/min), ARA (465 AU/min
vs 472 AU/min vs 588 AU/min), kolagenem (157 AU/min vs 135 AU/min vs 436
AU/min) a ristocetinem (579 AU/min vs 652 AU/min vs 1239 AU/min).
Vysledky TRAP testu nebyly signifikantné rozdilné (577 AU/min vs 740 AU/min vs
609 AU/min). V kohorté pacientu korelovaly pocty trombocytu s agregaci
indukovanou ADP (p < 0,0001), kolagenem (p < 0,0001), ristocetinem (p < 0,05) a
ARA (p < 0,05). Mezi TRAP indukovanou agregaci trombocytl a jejich poctem
korelace potvrzena nebyla. Nase méfeni prokazaly, Zze je agregace trombocytl po
béznych induktorech (ADP, kolagen, ristocetin, ARA) ovlivhéna poc¢tem trombocyta.
Namérfené hodnoty agregace trombocytu a dalSich laboratornich parametrd uvade;ji

tabulky 3 a 4, hodnoty TGT a jejich rozloZeni zobrazuji tabulka 5 a grafy 2-4.

Tabulka 3: VySetreni agregace trombocyti pacienti a kontrolni skupiny.

MF s Tr MF s Tr

MF vV normé > 400x 109/ Kontroly
ADP (AU/min) 461 320 650 384,5
median (rozmezi) (72-1203)" (132-948) (310-859)" (191-804)
Kolagen (AU/min) 230 157 436 135
median (rozmezi) (29-740) t (35-456)° (59-740)" (58-420)
Ristocetin(AU/min) 673 579 1239 652
median (rozmezi) (55-2065)" | (416-1830)° | (120-2065)" | (300-1250)
AA (AU/min) 478 465 588 472
median (rozmezi) (32-1084)t | (232-993)" (32-987)" (257-791)
TRAP (AU/min) 582 577 609 740
median (rozmezi) (83-1269) 1 (273-1269) (83-1112)7 (543-943)
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Srovnani agregace trombocyti vSech pacientli s MF (n=36), MF a normalnimi pocty
trombocytt (n=11), MF a trombocytémii > 400x10%I (n=19) a kontrolni skupiny zdravych

jedinct (n=20).

o > 0,05; MF versus kontrolni skupina
p > 0,05; MF s normalnimi poéty trombocytt versus kontrolni skupina
“p < 0,05; MF s trombocytémii > 400x10%/I versus kontrolni skupina
o > 0,05; MF s trombocytémii > 400x10% versus kontrolni skupina

Tabulka 4: Laboratorni nalezy pacientu s myelofibrézou a kontrolni skupiny.

MF Kontroly
median (rozmezi) median (rozmezi) p - values
Quick INR 1,1 (0,9-1,58) 0,98 (0,92-1,05) p <0,05
Quick (%) 79 (44-100) 97 (86-100) p <0,05
aPTT (s) 34,1 (26,8-57,6) 27,8 (20,8-39) p <0,05
TT (s) 11,3 (10-15) 12,3 (10,6-13,4) p <0,05
Fibrinogen (g/l) 3,46 (1,59-6,3) 2,65 (2,11-4,35) p =0,06
VWF Ag (%) 126 (46-304) 112 (70-156) p=0,19
VWEF aktivita (%) 94,2 (35-265) 100,5 (63-129) p=0,72

VSichni pacienti s myelofibrézou (n = 36), kontrolni skupina (n = 20).

Tabulka 5: Hodnoty TGT u pacientu s myelofibrézou a kontrolni skupiny.

Lag faze (min) ETP (pmol) Cmax (pmol)

median (rozmezi) median (rozmezi) median (rozmezi)
Kontroly (n=20) 3,7 (2,9-4,3) 1877 (1565-2220) 177,5 (134-223)
Pacienti (n=36) 3,4 (1,9-4,3)° 1399 (753,7-2178)" 171 (62-331,5)"
prePMF (n=11) 3,4 (2,6-4,3)* 1387 (753,7-2178) * 165 (62-331,5) %
MF (n=25) 3,1(2,4-3,9) 1227 (1130-2041) 149 (108,9-303)
CALR mutovani
(n=11) 3,5 (2,9-4,3)! 1708 (753,7-1987) 1 164 (62-282,9) 1
CALR nemutovani
(n=25) 3,4 (1,9-4,3) 2168,4 (1127-876) 173,5 (108-331)
DIPSS skore 0
(n=17) 3,4 (2,4-3,9)1 1792 (1257-2178)1 200 (114-331)7
DIPSS skoére 1-6
(n=19) 3,3(1,9-4,3) 1383 (753,7-2028) 142,4 (62-290,4)

‘p < 0,05 vsichni pacienti s MF versus kontrolni skupina

“p > 0,05 vsichni pacienti s MF versus kontrolni skupina

*p > 0,05 pacienti v prefibrotické fazi PMF versus fibrotické fazi MF
"o > 0,05 CALR mutovani pacienti versus CALR nemutovani

o > 0,05 pacienti s DIPSS skoére 0 versus pacienti s DIPSS skére = 1
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Graf 2: Distribuce hodnot ETP (umol) u pacientu s myelofibrézou.
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Graf 3: Distribuce hodnot Lag faze (min) u pacientu s myelofibrézou.
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Graf 4: Distribuce hodnot Cmax (umol) u pacienti s myelofibrézou.
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NasSe studie prokazala signifikantni rozdil v generaci trombinu mezi pacienty a
kontrolni skupinou zdravych jedincl. Pacienti s MF méli kratSi Lag fazi (3,4 minut vs
3,7 minut; p=0,02) a niz8i ETP (1399,0 umol vs 1876,5 umol; p=0,0003), tabulka 5,
graf 5.

Ve skupiné nemocnych koreloval pocCet trombocytd s ETP (p=0,04) a Cmax

(p=0,004); nemocni s trombocytémii > 400%10°%/1 méli vyznamné vyssi ETP (1671,7
pmol vs 1381,5 pmol) a Cmax (196,9 pymol vs 166 pmol), graf 6 a 7.
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Graf 5: Srovnani generace trombinu pacientu s MF a kontrolni skupiny.
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Pozorovali jsme rozdilnou generaci trombinu v zavislosti na pokrocilosti choroby a
podtypu MF. V prefibrotické fazi MF a post-ET MF jsme naméfili systematicky vyssi
hodnoty ETP a Cmax, tabulka 5. Porovnanim generace trombinu pacientl
stratifikovanych dle DIPSS skére méli nemocni nizkého rizika (DIPSS skére 0) vysSi
ETP (1792 pymol vs 1383 pmol) a Cmax (200,0 ymol vs 142,4 umol) nez ti
s pokrocilejSi chorobou (DIPSS skére 1-6). Generace trombinu se liSila také u
jednotlivych typa driver mutace. U CALR mutovanych MF byla zjisténa delSi Lag
faze a niz8i Cmax a ETP. Zminéné efekty nedosahly statistické vyznamnosti zfejmé
jen vlivem limitovaného poctu studovanych subjektu.

Pacienti s prodélanou Zilni nebo arterialni tromb6zou nevykazovali vyznamné vySSi
TG oproti nemocnym s negativni anamnézou TEN. Nepotvrdili jsme vyznamnou
korelaci mezi TG a hodnotami laktatdehydrogenazy, solubilniho receptoru pro IL-2,
hemoglobinu, poctem leukocytl. VEk, pohlavi, pfitomnost vrozeného trombofilniho
stavu ani splenomegalie nemély v naSi analyze vyznamny vliv na hodnoty TGT.
Generace trombinu se taktéz neliSila mezi pacienty stratifikovanymi dle
kardiovaskularniho rizika (hypertenze, diabetes, dyslipidemie, koufeni a nadvaha)
[22].

Diskuze

Navzdory zvySenému riziku trombotickych komplikaci u pacientd s MF nevykazuji
standardni koagulaéni testy ve vétSiné pfipadl zadné vyznamné odchylky.
Pfedpokladame, Ze TGT je schopen pfesnéji reflektovat ziskanou dysbalanci v
prokoagulacné a antikoagulacné pUsobicich faktorech.

K detekci moznych funk&nich abnormalit krevnich desti¢ek byl pouzit analyzator
Multiplate®. U pacientt s ET a PV bylo popsano mnozstvi kvalitativnich a
kvantitativnich zmén, nicméné u zadné z nich nebyl potvrzen pfimy vliv na riziko
trombotickych komplikaci [23]. Ve shodé s literaturou jsme zjistili signifikantni
korelaci mezi poCtem trombocytd a agregaci destiCek indukovanou ADP,
kolagenem, ristocetinem a kyselinou arachidonovou. Srovnanim nemocnych s MF
a zdravych jedincu nebyly mezi skupinami zaznamenany vyznamné rozdily
agregace trombocytd po vSech uzitych induktorech (ADP, kolagen, ristocetin,
kyselina arachidonova a TRAP) [17]. Analyza Casti pacientll s normalnimi podcty
krevnich desti¢ek neprokazala signifikantni rozdil v Zzadném z provedenych testl
oproti kontrolni skupiné. Na druhou stranu u pacienti s trombocytémii > 400x10%/I

75



jsme naméfili vyznamné vysSi agregaci trombocytll nez u MF bez trombocytémie Ci
kontrolni skupiny.

Tyto nalezy naznaluji, ze v nasi skupiné MF je zvySena agregace trombocytl
vysledkem zvySeného poctu trombocytu spiSe nez jejich dysfunkci.

Aktivace krevnich destiCek vyustuje v expresi negativné nabitych fosfolipidd na
jejich  povrchu. Poskytnutim katalytického povrchu pro vazbu a aktivaci
koagulacnich faktorl se trombocyty vyznamnou mérou podileji na prubéhu
hemokoagulace a regulace produkce trombinu [24].

Pro zcela kli€ovou roli trombinu v hemostaze, jsme pro jeji komplexni posouzeni
pouzili pravé méfeni generace trombinu. Testovali jsme schopnost TGT detekovat
dysbalanci v hemokoagulacni rovnovaze u nemocnych s myelofibrozou.
Protrombogenni stav je asociovan s vy§8§im ETP, vy§§im Cmax a zkracenou Lag
fazi. Pfedchozi prace, které u MPN populace prokazaly vy$si TG, zahrnovaly
vétSinou pacienty s PV a ET. V souCasné studii pacientt s MF jsme zjistili
signifikantné niz8i ETP ve srovnani s kontrolou (p=0,0003). Také Tripodi a kol. a
Duchemin a kol. publikovali niz§i ETP u MPN pacientl ve srovnani se zdravou
kontrolni skupinou. Po modifikaci testu pfidanim trombomodulinu (aktivatoru
proteinu C na povrchu endotelialnich bunék) naméfili autofi vy$Si ETP u pacientd s
Ph-MPN [20,21]. Stejné tak Marchetti a kol. popsali niz§i ETP u MPN pacientl ve
srovnani se zdravymi. Vy8si ETP u MPN pacienti bylo detekovano az pfi
provedeni testu s pfidanim exogenniho aktivovaného proteinu C (APC). Tyto
vysledky naznaduji ziskanou APC-rezistenci v dusledku snizenych hodnot volného
proteinu S v plasmé pacientd. Pfesto nepotvrdil Marchetti a kol. APC-rezistenci
funkénim hodnocenim antikoagulacni kapacity systému proteinu C koagulaénimi
metodami, které autofi v téchto pfipadech nepovazuji za dostate¢né citlivé [25]. V
nasem souboru muze byt nizSi ETP dano limitacemi metodiky TGT, ackoliv nelze
pracemi jsme pfi vySetfeni provadéném v plasmé& bohaté na desticky potvrdili
vyznamnou korelaci mezi aktualnimi pocty trombocytl a parametry TGT (ETP a
Cmax) [21,26]. Pacienti s trombocytémii méli vyznamné vysSi generaci trombinu.
Vysledky svédcCi pro zvySeny s trombocyty asociovany potencial generace trombinu
u nemocnych s MF. Naproti tomu Olteanu a kol. neprokazali korelaci mezi poCtem
trombocytl a TG pfi vySetfeni realizovaném v plasmé chudé na desti¢ky [27]. Zda

se, ze PPP neni médiem pIné reprezentujicim hemostaticky systém in vivo, kde pfi
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regulaci TG hraji dulezitou roli nejen plasmatické koagulaéni faktory, ale také
aktivované trombocyty a dalSi burfiky. Na zakladé vysledkl nelze s jistotou urcit, zda
zvySena TG pouze reflektuje vysSi pocty trombocytl, nebo je znamkou vysSi
humoralni aktivity nemoci, spojené mimo jiné i s trombocytémii.

Ve skupiné MF jsme zjistili vy$8i TG u pacientl s méné pokrocilou chorobou (nizké
riziko dle DIPSS skoére) a v prefibrotické fazi MF. Tento nalez podporuje jiz
publikovany soubor MPN pacientll, v némz autofi popisuji nejvy§si TG u nové
diagnostikovanych osob [27]. Lze pfedpokladat, Ze praveé tato ¢ast nemocnych ma
vySSi riziko vzniku trombozy oproti tém s jiz pokrocilejSi chorobou. Pozorovali jsme
trend k niz§i TG u CALR mutovanych MF (delSi Lag fazi, niz§i ETP a Cmax,
rizika trombotickych komplikaci u CALR mutovanych MF ve srovnani s JAK2 V617F
mutovanymi. Riziko zlstava nizké jak u typu 1, tak typu 2 CALR mutace [28].
Zminéné efekty nedosahly statistické vyznamnosti, zfejmé jen diky limitovanému
poCtu subjektd. Velikost naseho souboru nema dostateCnou informacni silu k
relevantnimu zhodnoceni vlivu jednotlivych typl cytoredukéni [€Cby na TG.
Marchetti a kol. uvadéji vys§si TG u MPN pacientu s pozitivni anamnézou TEN [25].
Prace autoru Olteau a kol. zminénou asociaci nepotvrdila, stejné jako nase analyza
[27]. V na8i kohorté MF neovlivnila pfitomnost kardiovaskularnich rizikovych faktoru
parametry TGT, coz lze vysvétlit ucinnou (antihypertenzni, antidiabetickou,

hypolipidemickou) terapii vSech rizikovych nemocnych.

Zaveér

Vzhledem k terapeutickym potizim je stale aktualni potfeba identifikace dalSich
laboratornich ukazatell presnéji reflektujicich sklon k trombdze nebo krvaceni.
V posledni dobé se analyzuje mozny pfinos trombin generacniho testu. Zatim
dostupné nalezy potvrzuji rozdily v generaci trombinu u nemocnych s Ph-MPN
oproti zdravé populaci. Ukazuje se, Zze typ Ph-MPN, pokrocilost choroby, mutacni
stav a pocty trombocytd maiji vliv na miru generace trombinu. Zda ale rozdily v
parametrech TGT v uvedenych stavech odrazeji vyskyt trombotickych nebo
krvacivych komplikaci v realné praxi, neni zatim zcela jasné. Pro pfimé porovnavani
vysledkl jednotlivych laboratofi je vS8ak nezbytné sjednoceni metodiky vySetieni

(vySetfeni provadéné v plasmé bohaté versus chudé na desti¢ky, pouzité triggery).
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5.3. Podstudie 3: Hodnoceni kostniho obratu a metabolismu u

pacienti myelofibrézou.

5.3.1. Uvod

Zatimco objevy poslednich let pfinesly znaény posun v pochopeni vyznamu
aktivace JAK/STAT signalni drahy vedouci k proliferaci nadorového klonu,
mechanismus samotné fibrogeneze a osteosklerézy diené zlstava stale nejasny.
Zmnozeni retikularnich a nasledné kolagennich viaken typu I, Ill, IV a V, snizené
zastoupeni az absence osteoklastli, osteoskleréza a neoangiogeneze jsou
vyznam naruseni cytokinové osy OPG (osteoprotegerin) — RANKL (receptor
activator of NF-kB ligand) — RANK (receptor activator of NF-kB). RANKL, trans-
membranovy protein produkovany stromalnimi burfikami a osteoblasty, po vazbé na
receptor RANK indukuje diferenciaci a formaci osteoklasti. OPG, solubilni
glykoprotein uvolfiovany osteoblasty a stromalnimi burikami, funguje jako decoy
receptor pro RANKL, ¢&imz blokuje interakci mezi RANK-RANKL a inhibuje
osteoklastogenezi [2,3]. DalSim potencialnim zdrojem OPG jsou endotelialni buriky,
pro jejichz proliferaci je OPG dulezity [4]. Vysoka produkce OPG proto muze mit
dualni funkci v patogenezi progrese myelofibrozy, vedle poSkozeni funkce
osteoklastll se mize podilet také na endotelialnim ristu a neoangiogenezi. Néktefi
autofi povazuji pravé nadprodukci OPG endotelidalnimi bunkami za jeden
z dulezitych moment( v procesu fibrotizace diené [5,6]. Kost je dynamickou tkani,
V niz je slozitymi mechanismy udrzovana rovnovaha mezi aktivitou osteoklastl a
osteoblasti [7]. Osteoklasty, vychazejici z hematopoetickych progenitord,
kontinualné resorbuji kostni matrix. Naproti tomu osteoblasty, vychazejici
z mezenchymalnich progenitorli, kostni matrix syntetizuji [8]. Rychlost tvorby a
resorpce kosti Ize posoudit podle produktl, vznikajicich v metabolismu organickych
slozek kostni matrix. Dysbalance mezi témito komparmenty vede bud ke ztraté,
nebo akumulaci kostni matrix. V pfipadé myelofibrézy postupné vypliuje fibroticka
tkan prostory kostni drené, ovliviuje mikroprostfedi a destabilizuje normaini
hematopoézu [9]. Mezi markery novotvorby kosti fadime kostni izoenzym alkalické
fosfatazy (bALP) nebo prokolagen typu 1 (P1NP). PANP je syntetizovan fibroblasty
a uvoliovan do plasmy béhem syntézy kolagenu a je pfimym markerem procesu

osteoformace. Biochemickym markerem odbouravani kosti je koncova c&ast

78



kolagenu typu | (ICTP), degradaéni produkt kolagenu vznikajici vlivem osteoklast
[10,11].

Vitamin D, multifunkéni pro-hormon, jehoz hlavni funkci je kontrola kalcium-
fosfatového metabolismu, se také specificky podili na regulaci aktivity osteoklastu a
osteoblastl v procesu kostni remodelace. Vitamin D zahrnuje nékolik kalciferold,
pro potieby lidského organismu jsou rozhodujici cholekalciferol (D3) a ergokalciferol
(D2), které jsou biologicky neaktivnimi prekurzory. V jatrech se hydroxylaci méni na
25-hydroxyvitamin D (250HD), hlavni neaktivni formu hormonu v krvi. DalSi
hydroxylaci v ledvinach vznika aktivni forma 1,25-hydroxyvitamin D (kalcitriol) [12].
Vzhledem k delSimu poloCasu a vySSi sérové koncentraci je k monitorovani
koncentraci vitaminu D v téle pouzivan 250HD. V poslednich letech se vénuje
znacna pozornost dalSim uloham vitaminu D v organismu. Jeho deficit je spojen
s rizikem rozvoje kardiovaskularnich, metabolickych a autoimunnich chorob [12].
Jeho antitumordzni efekt se vysvétluje inhibici bunééné proliferace, indukci
diferenciace a apoptézy [13,14]. Byla prokazana negativni korelace mezi sérovou
koncentraci vitaminu D a incidenci nékterych solidnich tumort [15]. Vysledky meta-
analyzy zahrnujici 2284 pacientl s hematologickou malignitou potvrdily asociaci
mezi horSim celkovym pfezitim a nizkou sérovou koncentraci 250HD [16]. Ackoliv
epidemiologické studie poukazuji na mozny prognosticky vyznam vitaminu D a na
korelaci mezi jeho deficitem a vy$Sim rizikem rozvoje malignity i horsi prognézou
nemocnych, neni jasné, zda jeho suplementace muze u pacientd s nové

diagnostikovanym nadorovym onemocnénim zlepSit Ié¢ebné vysledky.

5.3.2. Cile prace

1. Hodnoceni biochemickych markerd kostni remodelace a OPG. Posouzeni
moznosti identifikace vhodného markeru vyuzitelného k neinvazivnimu
monitorovani stupné fibrézy kostni diené.

2. Zhodnoceni kostniho metabolismu, vyznamu vitaminu D.

5.3.3. Vyhodnoceni kostniho obratu

Pacienti
Z celkového poctu 73 pacientd s MF bylo do analyzy zafazeno 34 vhodnych

nemocnych diagnostikovanych v naSem centru v obdobi let 2000-2017. Vylouceni

79



byli vSichni v terminalnim stavu choroby, po alogenni transplantaci kostni dfené,
s duplicitni malignitou a dalSimi stavy, jez by mohly ovlivnit vysledky testovanych
parametrd - hyperparathyredzou, renalni insuficienci, hepatopatii, uzivajici
bisfosfonaty, hormonalni substitucni Ié€bu nebo glukokortikoidy v davce vysSi nez
10 mg/den déle nez 3 mésice a diabetem mellitem Iéenym inzulinem. VSichni
hodnoceni jedinci méli normalni funkci Stitné Zlazy a glykémii. Jednalo se o 34
nemocnych: 22 s diagnézou PMF, tfi s post-PV myelofibrozou a devét s post-ET
myelofibrézou. Slo 0 13 muzd, 21 Zen, median véku 61 let (rozmezi 36-79 let).
Srovnavaci soubory zahrnoval 41 pacientl: 13 v prefibrotické fazi PMF (3 muzi, 10
Zen, median véku 53 let; rozmezi 25-72) a 28 nemocnych s Ph-MPN bez
histologicky potvrzené fibrézy kostni dfené (23 s PV, 5 s ET, 16 muzl, 12 Zen,
median véku 61 let; rozmezi 28-85). VSichni vySetfovani méli histologicky
verifikovanou diagn6zu MPN minimalné jednou biopsii kostni diené a splnili kritéria
WHO klasifikace 2008 nebo 2016.

Provedena vysetireni, material, metody a statistické zhodnoceni

Vysetreni a material

Kostni status byl hodnocen pomoci biochemickych markertd kostni remodelace
(bALP, P1INP, ICTP), kostniho metabolismu (ionty Ca2+, fosfaty, hormony
ovliviujici kostni metabolismus - parathormon a 25-hydroxyvitamin D) a OPG, pro
jeho schopnost inhibice osteoklastu.

Pro hodnoceni kostniho obratu pomoci biochemickych parametri jsme vychazeli
z doporuceni International Osteoporosis Foundation and International Federation of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine in clinical studies [11]. V na$i studii
jsme vysetiovali hladiny ¢tyf parametrt: bALP, P1NP, ICTP a OPG.

Biochemicka analyza

P1INP (N-terminalni propeptid prokolagenu typu 1) a 250HD (25-hydroxyvitamin D)
byly stanoveny soupravami Elecsys P1NP a Elecsys Vitamin D total (Roche) na
analyzatoru Cobas 6000 modul €601 metodou elektrochemiluminiscenéni
imunoanalyzy (ECLIA), ICTP (karboxyterminalni telopeptid kolagenu typu )
soupravou UniQ ICTP RIA (Orion) radioimunoanalyzou, bALP (kostni izoenzym
alkalické fosfatazy) imunoradiometrickou analyzou s uzitim kitu OsteaselRMA
(BeckmanCoulter). ICTP a bALP byly méfeny automatickym vice detektorovym
systétmem Wizard 2 model 2470 (Perkin Elmer). OPG (osteoprotegerin) byl
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vySetfen automatickym analyzatorem mikrodesti¢ek EVOLIS (Bio-Rad) pomoci
soupravy Human Osteoprotegerin ELISA (Bio-Vendor), do doby vySetfeni byly
vzorky skladovany pfi teploté -80°C. Ostatni parametry kostniho metabolismu byly
stanoveny soupravami firmy Roche na analyzatorech Cobas (Hitachi).
NevySetfovali jsme RANK a RANKL z duvodu nepfitomnosti osteolytickych 1ézi u
hodnocenych pacientl a také s ohledem na zavéry v8ech zatim publikovanych
analyz neprokazujicich konkomitantni snizeni RANKL a poméru RANKL/OPG u Ph-
MPN [5,17].

Metody a statistika

U pacientd s MF jsme hodnotili vztah mezi hematologickym fenotypem, pokrocilosti
choroby a markery kostniho metabolismu. Srovnavaci soubor byl popsan vyse.
Preanalytické zpracovani vzorki a vSechna méfeni byla v obou skupinach

provadéna identickym zplsobem. VSechny vzorky krve byly sbirany rano, nala¢no.

Rozdil v hladiné spojitych prediktord mezi MF pacienty a kontrolami byl hodnocen
pomoci Kruskal-Wallisova testu. Kruskal-Wallisuv test je neparametricka analogie
jednovybérové ANOVY. Test zkouma, zda obé datové sady pochazeji ze stejné
distribuce. Pro dva vzorky je Kruskal-WallisGv test ekvivalentni Mann-Whitheymu U
testu. VSechny Ctyfi prediktory (OPG, P1NP, bALP a ICTP) jsme zkombinovali
pomoci mnohorozmérné logistické regrese. Vzajemny vztah mezi spojitymi
prediktory jsme analyzovali pomoci neparametrické (Spearmanovy) korelace. Vztah
mezi kategorickymi proménnymi byl analyzovan pomoci chi kvadrat testu v
kontingencnich tabulkach. Pokud byly Cetnosti v bufikach malé, pouzili jsme exaktni
FisherGv faktorialovy test. VSechny testy byly provedeny na hladiné statistické
vyznamnosti 0,05. VeSkera prace s daty, vizualizace a analyzy byly provedeny
v softwaru MATLAB and Statistics Toolbox Release 2012b, The MathWorks, Inc.,

Natick, Massachusetts, United States.

Vysledky

Charakteristika souboru

Distribuce driver mutaci ve vySetfovaném souboru MF byla nasledujici: JAK2
V617F 18 pripadl (53 %), CALR (exon 9) 11 pfipadu (32 %), MPL(W515) 5 pfipadu
(14 %). Z CALR mutovanych nese 69 % mutaci typu 1, 7 % mutaci typu 2 a 23 %
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dalSi méné frekventni typy. Palpacné hmatna splenomegalie byla v dobé analyzy

pfitomna u 68 % nemocnych s medianem velikosti 6,5 cm pod levy oblouk Zeberni

(rozmezi 2-24). Hlavni charakteristiky studiové populace a referenénich skupin

shrnuje tabulka 1.

Tabulka 1: Fenotyp pacienti s MF, prePMF a skupiny PV a ET v dobé analyzy.

MF prePMF PV+ET
(n =34) (n=13) (n =28)
Muzi / Zeny 13/21 3/10 16/12
Median véku (roky) 61 53 61
(rozmezi) (36-79) (25-72) (28-85)
Splenomegalie (% pacientu), 68 38 18
(median velikosti pod LOZ v cm) (6,5) (0) (0)
Median hemoglobinu (g/l) 106,5 119 137,5
(rozmezi) (76-143) (99-162) (97-166)
Median leukocytt x109/ 8,28 7,67 8,95
(rozmezi) (3,14-33,7) (3,3-15,2) (2,56-24,1)
Median trombocytt x 1091 307 576 484
(rozmezi) (71-768) (142-882) (124-901)
Cirkulujici blasty 21% (% pacient(l) 47 0 0
JAK2 V617F (% pacientt) 52,9 46 92,8
MPL (% pacient() 32,3 0 0
CALR (% pacientt) 14,7 46 2
Konstitu€ni symptomy
(% pacient() 17,6 0 0
Median LDH (pkat/L) 8,1 4,47 3,8
(rozmezi) (3,4-26,4) (2,7-3,17) (2,74-5,07)
Lécba % pacientt % pacientt %pacientt
Interferon alfa 0 8 7
Hydroxyurea 38 46 57
Anagrelid 9 15 11
Ruxolitinib 15 0 0
Busulfan 5,8 0 0

Namérené hodnoty sledovanych marker( kostniho metabolismu a dalSi laboratorni

vysledky uvadi tabulka 2. Vysledky TSH, parathormonu, ionizovaného calcia (Ca),

fosforu (P), kreatininu a kostni isoformy alkalické fosfatdzy nepfekracovaly u

hodnocenych subjektd referenéni meze.
Parametr PANP byl elevovan u 18 % MF a 15 % prePMF, ICTP u 32 % pfipadtd MF

a 23 % prePMF. Hodnoty nekoreluji s pokrocilosti fibrézy ani dalSimi laboratornimi
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parametry, nevykazuji statisticky vyznamné rozdily ve srovnani se skupinou PV a
ET. OPG byl zvySen u 53 % pfipadt MF, 38 % prePMF a 65,5 % PV a ET, rozdily
mezi skupinami ale nebyly statisticky vyznamné (p > 0,05). U MF koreluji hodnoty
OPG s pokrocilosti choroby hodnocenou dle DIPSS skére, s vyznamné vyS$Sim
OPG u nemocnych s DIPSS skére = 3 (4,3 pmol/l vs 8,8 pmol/l; p=0,0043; graf 1).
Nepotvrdili jsme vyznamnou korelaci mezi studovanymi parametry kostniho statusu
a hodnotami laktatdehydrogenazy, solubilniho receptoru pro interleukin-2, pohlavim,

mutacnim stavem ani splenomegalii.

Tabulka 2: Laboratorni parametry pacientit s MF, prePMF a skupiny

nemocnych s PV nebo ET.

prePMF MF PV+ET

(n=13) (n =34) (n =28) p-values
Parathormon (pmol/l)
median (rozmezi) 3,4 (2-6) 4,1 (2,2-6) 3,55 (1,6-5,5) > 0,05
Ca?* (mmol/l) 2,37 (2,16-2,5)
median (rozmezi) 2,3(2,0-2,53) | 2,3(2,15-2,54) > 0,05
Fosfaty (mmol/l)
median (rozmezi) 1,08(0,8-1,34) |1,1(0,8-1,45 | 1,16(0,7-1,42) > 0,05
CB (g/1)
median (rozmezi) 70,2 (63,4-83) 67,5 (65-76) 70 (64-77,5) > 0,05
bALP (ug/l)
median (rozmezi) 7,9 (5-15,8) 10,7 (5-22) 9,55 (5,2-22,1) > 0,05
P1NP (pg/l)
median (rozmezi) 41,8 (30-98,5) 37 (19,6-239) 33,5 (12,3-73) > 0,05
ICTP (pg/l)
median (rozmezi) 3,82 (1,8-5,37) 5,16 (1,8-17) 4,65 (2,87-12) > 0,05
OPG (pmol/l)
median (rozmezi) 4,15 (1,9-10,3) | 5,9(0,5-18,5) | 5,2 (0,92-8,99) > 0,05
250HD (nmol/l)
median (rozmezi) 42,6 (18-61,2) 28 (10,4-87) 59,6 (21-120) 0,0003

Median plasmatickych koncentraci 250HD byl nasledujici: u MF 28 nmol/l (rozmezi
10,4-87), u pre-PMF 42,6 nmol/l (rozmezi 18-61,2), u PV a ET 59,6 nmol/l (rozmezi
21-120). Deficit 250HD byl €astéji zaznamenan ve skupiné MF (v 96 %). Pacienti s
MF maji také signifikantné nizsi hladiny 250HD ve srovnani s prePMF a skupinou
PV a ET (28 nmol/l vs 42,6 nmol/l vs 59,6 nmol/l; p=0,0003; graf 2). U MF koreluji
sérové koncentrace 250HD s pokrocilosti choroby, s vyznamné nizSi hladinou
250HD u nemocnych s DIPSS skoére = 3 (24 nml/l vs 38,4 nmol/l; p=0,05; graf 3).
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Graf 1: Hodnoty osteoprotegerinu u pacienti s myelofibrézou.
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Graf 3: Tize deficitu vitaminu D v zavislosti na pokrocilosti MF.
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Diskuze:

Kostni status u MF byl studovan pouze na pomérné malych poctech pacientli a ve
vétsiné pfipadu srovnavan se zdravou populaci [5-6,10,17,18]. Zavéry téchto studii
navic nejsou jednotné. V nasi praci jsme vySetfovali parametry kostniho obratu ve
vétsim souboru MF a hodnotili jejich pfinos pro béZznou klinickou praxi. Vysledky
jsme srovnavali s ostatnimi Ph-MPN. Diamond a kol. popisuji zvySeni jak bALP
(marker kostni formace), tak ICTP (marker kostni resorpce) na 4 kazuistickych
pfipadech MF [19]. DalSi prace shodné prokazuje vy$Si hodnoty ICTP u nemocnych
s MF [20]. Farmer a kol. ve svém souboru 18 pacientd s MF popsal signifikantni
elevaci P1INP, ale nepotvrdil zvySeni hodnot bALP, ani markerd kostni resorpce
[10]. V naSi kohort¢ MF jsme také neprokazali zvySeni bALP. PINP a ICTP byly
zvySeny jen u Casti nemocnych, hodnoty nekorelovaly s pokrocCilosti choroby ani
dalSimi laboratornimi €i klinickymi parametry, byly srovnatelné jako u prePMF nebo
PV/ET. Testované plasmatické markery zifejmé nejsou dostatecné citlivé pro rutinni

neinvazivni monitorovani stupné fibrézy kostni dfené.
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Wang a kol. a Kreipe a kol. popisuji vysSi expresi OPG (méfenim sérové hladiny
OPG a OPG mRNA v kulturach stromalnich bunék kostni dfen&) u pokrocilé MF
oproti ostatnim MPN a kontrolni skupiné zdravych probandu [6,17]. Shodné s dfive
publikovanymi studiemi jsme potvrdili zvySeni OPG u vétSiny pacientl s MF,
souCasné ale také u prePMF a PV/ET, rozdily mezi skupinami nebyly statisticky
vyznamné. U MF hodnoty OPG korelovaly s pokrocilosti choroby hodnocenou dle
DIPSS skore, s vyznamné vy8Sim OPG u pacientt s vysokym a stfednim rizikem-2
(p=0,0043). NaSe vysledky podporuji hypotézu, Ze zvySena produkce
osteoprotegerinu je dulezitym faktorem pro rozvoj fibrézy kostni dfené u Ph-MPN.
Nicméné jako vhodny klinicky prediktor, pomoci néhoz bychom neinvazivné odlisili
MF od prefibrotického stadia nebo ostatnich Ph-MPN, se nejevi.

Limitaci nasi prace muze byt skute€nost, Ze biopsie kostni dfené nebyly realizovany
pfesné v dobé odbérl vzorku krve k vySetfeni kostniho statusu a nelze vyloucit, ze
u nékterych pacientl od posledni biopsie mohlo dojit k progresi fibrozy. Také vliv
jednotlivych typu specifické [é€by MF na hodnoty indikator( kostniho statusu je

neznamy.

Vitamin D — Pardanani uvadi ¢astéjsi vyskyt deficitu vitaminu D u pacientu s PMF a
PV, nepotvrdil ale korelaci mezi tizi deficitu a klinickymi ¢i laboratornimi
charakteristikami pacientd s Ph-MPN (vék, mutaéni stav, transfuzni zavislost,
DIPSS-Plus skore, hodnoty hemoglobinu, leukocytl, trombocytl, -cirkulujicich
blastd), ani vliv na OS [21]. Naproti tomu recentni prace hodnotici vyznam vitaminu
D u myeloproliferativnich chorob naznacuji, ze 250HD muze mit odliSny
prognosticky vyznam u pacientl lé€enych riznymi typy lé€by. Radujkovic a kol.
popisuji u pacientl s myelodysplastickym syndromem a vy$Sim vitaminem D pred
zahajenim terapie lepsi celkové preziti po prvni linii hypometylaéni IéCby

5-azacitidinem. Soucasné in vitro prokazali, ze konkomitantni podavani vysokych
limitovanym poc¢tem pacientll s MF nepotvrdily terapeuticky efekt substituce
vitaminem D, avSak aplikace adekvatnich davek vitaminu D byla u pouzitych
preparatd limitovana rozvojem hyperkalcémie [23]. Dal$i studie na zvifecich
modelech pfinaseji dukazy o schopnosti vitaminu D snizovat aktivaci STAT 3 a
STAT 1 proteind a tim i produkci proinflamatornich cytokind [24,25]. V naSem
souboru koreluje pfitomnost fibrozy a stadium dle DIPSS skore s hladinou vitaminu
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D. Pozorovali jsme signifikantné nizSi sérové koncentrace 250HD u MF oproti
prePMF a skupiné PV a ET, dale nizSi hodnoty 250HD u pacientd s MF a DIPSS
skore = 3. S ohledem na tato zjiSténi a skuteCnost, Ze se vitamin D spolupodili na
inhibici JAK/STAT signalni drahy, vyvstava otazka pfinosu jeho suplementace v éfe
JAK-inhibitord.

Zaver

HlubSi poznani patogeneze fibrézy kostni dfené by mohlo zpfesnit klasifikaci Ph-
MPN a zlepSit monitoraci nemocnych. Ani jeden ztestovanych parametru
reflektujicich kostni status (bALP, ICTP, P1NP) se ale v bézné klinické praxi nejevi
jako pfinosny pro sledovani rozvoje fibrozy u Ph-MPN populace. ZvySena exprese
osteoprotegerinu, podilejici se na inhibici osteoklastl, endotelialni proliferaci
a neoangiogenezi, ziejmé hraje podstatnou roli v patogenezi fibrézy kostni diené,
ale také neni vhodnym markerem Kk neinvazivni monitoraci rozvoje a progrese
fiborozy drfené. Trepanobiopsie proto zustava nezastupitelnym vySetfenim
v diagnostice a sledovani vyvoje MF. Vitamin D je multifunkéni pro-hormon
s Sirokym spektrem ucinku, kterym se v poslednich letech vénuje zna¢na pozornost.
Jeho deficit byva spojovan s vy8Sim rizikem vzniku malignich onemocnéni a horsi
prognézou nemocnych [12,14]. V naSem souboru pozorujeme u pacientl s MF
signifikantné nizsi sérové koncentrace vitaminu D ve srovnani s prePMF a ostatnimi
typy Ph-MPN. U MF koreluje tize jeho deficitu s pokrocilosti nemoci. S ohledem na
mozné synergistické pusobeni vitaminu D s JAK-inhibitory, mize hlubSi poznani

efektu kalcitriolu na nadorovy klon determinovat jeho potencialni vyuziti v IéCbé.
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6. SHRNUTI

Doposud se myelofibréze i diky jeji vzacnosti, nedostateCné znalosti molekularné-
genetickych mechanismu podilejicich se na jejim vzniku a rozvoji, nevénovala pfilis
velka pozornost. V posledni dobé jsme ale svédky znac¢ného obratu. S rozvojem
novych vySetfovacich metod rychle narGsta mnozstvi poznatkl, které pfispély
k lepSimu pochopeni patogeneze nemoci a uvedeni fady novych lIé€ebnych modalit.
Zatim prvnim a jedinym schvalenym je JAK1/2 inhibitor ruxolitinib, ktery vSak
nesplnil incialni oCekavani a vysledky IéCby ruxolitinibem nejsou srovnatelné
svysledky TKI inhibitory u CML. Prfesto vyznamné zefektivnil lécbu
symptomatickych pacientli. Rada dalSich novych molekul aktualn& prochazi
klinickym testovanim, napf. selektivni JAK inhibitory, imunomodulaéni i
hypometylaéni 1éky, HDAC inhibitory, PI3K inhibitory, Hedgehog inhibitory, mTOR
inhibitory, check-point inhibitory, latky s antifibrotickym u€inkem, inhibitory Aurora
kinazy A indukujici megakaryocytarni polyploidizaci a diferenciaci a MDM2
inhibitory, snizujici degradaci proteinu TP53 a indukujici TP53-dependentni
apoptozu. V rutinni klinické praxi vSak stale nemame k dispozici ucinnou terapii
trombocytopenie ¢i anémie asociované s myelofibrézou, terapii vedouci ke snizeni
rizika progrese do akutni leukémie ¢i dosazeni dlouhodobych kompletnich remisi a
prodlouzeni preziti. Jedinym potencionalné kurativnim pfistupem zustava alogenni
transplantace krvetvornych bunék zatizend nemalym rizikem a jeji provedeni je

vzhledem k vékové distribuci nemocnych ¢asto nemozné.

Stale expanduijici poznatky, tykajici se molekularnich zmén u myelofibrézy, nejsou
zatim dostate¢né validovany v klinické praxi. Cilem na$i prace bylo zhodnoceni
mutacniho profilu nemocnych s vyuzitim novych metod na bazi NGS. V nasi
sestavé pacientd jsme potvrdili vliv driver mutaci na klinicky a laboratorni fenotyp
choroby, pficemz CALR mutovani byli v dobé& diagn6zy vyznamné mladsi, s vysSSimi
pocty trombocytll, mensi splenomegalii a méné Castymi konstitu€nimi symptomy.
Subanalyzou JAK2 V617F mutovanych jsme taktéz pozorovali vliv alelické naloze
mutované alely na klinicky a laboratorni projev nemoci. Pacienti s vysSi alelickou
nalozi se vyznacovali vyznamné vétSi splenomegalii a vy$Simi pocty leukocytl
v dobé diagnézy. Pomoci NGS jsme vysetfili vyskyt a distribuci pfidatnych
sekvencnich variant 14 kandidatnich genu. Dale jsme ovéfili pfitomnost driver
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mutaci, zjisténych klasickym Sangerovym sekvenovanim. Pfidatné alely byly
detekovany u 44 % nemocnych se srovnatelnym vyskytem u JAK2, CALR i MPL
mutovanych. Nejéast&ji zasazenymi geny byly ASXL1, TET2 a SF3B1. Cetnost
nepfizniva pfidatna alela se nachazela u 41 % MF, jejich pfitomnost byla spojena
s témér tfikrat vySSi pravdépodobnosti umrti a €astéjSim vyskytem dalSich malignit
v prubéhu sledovani.

Ackoliv pfitmnost alespori jedné nepfiznivé sekvencni varianty vychazi v univariacni
analyze vyznamné, v mnohorozmérném modelu je jedinym vyznamnym
prediktorem DIPSS skore. To potvrzuje, Zze DIPSS skoére je dobfe konstruovany
prognosticky model, platny i v sou¢asné dobé& novych molekularnich markera.
Analyza naseho souboru pacientu potvrdila pozorovani, ze mutacni profil ovliviiuje
klinicky fenotyp a pribéh nemoci. Jeho vySetfeni v rutinni praxi mize pomoci
pfesnéji posoudit individualni riziko, zejména v hraniénich pfipadech. Nicméné je

tfeba jesté identifikovat a ovéfit dalSi relevantni genové varianty.

Zavaznymi komplikacemi spojenymi s MF jsou trombd6zy. Soucasti nasi prace bylo
také vyhodnoceni hemostatického systému cestou mefeni generace trombinu
v Case pomoci trombin generaéniho testu a zhodnoceni jeho pfinosu a limitaci. Jiz
opakované byly potvrzeny rozdily v generaci trombinu u nemocnych s Ph-MPN
oproti zdravé populaci. Pozorovali jsme vyznamné vyssSi generaci trombinu u MF s
trombocytémii. Prdkaz, jestli tento nalez koreluje s vy8Sim vyskytem trombotickych
komplikaci, vyzaduje validaci v ¢ase s vétSi kohortou pacientl. Ukazuje se, Ze
taktéz typ Ph-MPN, pokrocilost choroby a mutaéni stav maji vliv na miru generace

trombinu.

Pro komplexni posouzeni choroby jsme hodnotili i laboratorni markery kostni
remodelace a metabolismu, coz je v pfipadé myelofibréz oblasti nejméné
prozkoumanou. Ackoli se zadny z dostupnych marker( kostniho obratu neosvédcil
jako vhodny indikator pro monitoraci rozvoje fibrézy, miaze hlubSi poznani procesu
fibrogeneze pfispét k lepSimu porozumeéni patogeneze choroby a identifikaci novych
terapeutickych cild. Nejen studium molekularniho pozadi, ale také mechanismu

fibrotizace dfené, je cenné pro pokracujici rozvoj novych terapeutickych postupu.
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Vzhledem k heterogenité klinického prubéhu, genetického a molekularniho pozadi
choroby se jevi, Zze nejvétSi potencial bude mit pravé lécba personalizovana a

kombinovana.
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