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ANOTACE

Tato bakalafskd prace zpracovava téma novych moznosti terapie primarni
myelofibrozy. Jednotlivé kapitoly poskytuji vhled do komplexnosti daného onemocnéni,
zahrnujici patogenezi, diagnostiku a symptomatologii. Posledni kapitola, vénovana terapii,
shrnuje nejen dosavadni konvencni piistupy terapie primarni myelofibrozy, ale zabyva se také
novymi moznostmi terapie. Tyto nové moznosti zahrnuji inhibitory Janusovych kinaz,
histonovych deacetylaz nebo hypometylacni latky. Dal§imi ptiklady jsou inhibitory telomerazy,

Aurora kinazy A ¢i inhibitory anti-apoptotické signalizace.
KLiCOVA SLOVA
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TITLE

New Possibilities Of Treatment Of Primary Myelofibrosis

ANNOTATION

This Bachelor thesis deals with the topic of new possibilities of treatment of primary
myelofibrosis. Individual chapters provide an insight into the disease complexity, including
pathogenesis, diagnostics and symptomatology. The last chapter is dedicated to therapy and
summarizes existing conventional treatment approaches of primary myelofibrosis as well as the
new treatment possibilities. These new possibilities include Janus kinase inhibitors, histone
deacetylase inhibitors or hypomethylating agents. Another examples are inhibitors of

telomerase, Aurora kinase A or inhibitors of anti-apoptotic signaling pathways.
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UvVOD

Tato bakalarska prace se zabyva primarni myelofibrozou, jakozto zastupcem z rodiny
onemocnéni spadajici do myeloproliferativnich neoplazmat. Jednd se o stav, pro ktery je
typicka fibrotizace kostni dien¢, cozZ ma za nasledek jeji postizeni z hlediska morfologie, ale
také funkce, spocivajici v tvorbé bun¢k myeloidni, respektive lymfoidni fady.

Dle klasifikace Svétové zdravotnické organizace je kategorie myeloproliferativnich
neoplazii (MPNs) tvofena celkem sedmi onemocnénimi. Kromé, pro tuto praci stézejni,
primarni myelofibrozy (PMF) je zde také zafazena napt. prava polycytémie (PV) nebo
esencialni trombocytémie (ET) (Barbui a kol., 2018a; Tefferi, 2021). Samotna incidence téchto
onemocnéni se pohybuje v rozmezi 0,5 — 2,5 ptipadi na 100 tisic obyvatel — pro oblast Evropy
a Severni Ameriky — coz je fadi mezi méné bé€Zzna onemocnéni, ale s rizikem rozvoje akutni
faze se zvySenym poctem blastickych bun¢k. Dochdzi tedy k progresi onemocnéni a rozvoji
napt. akutni myeloidni leukemie (Wilkins, 2021).

V ramci této kategorie tvoii PMF, PV a ET pomyslnou trojici, ktera si je pfibuzna
nejen pritomnosti specifickych mutaci — predevsim Janusova kinaza 2 (JAK2) / kalretikulin
(CALR) / trombopoetinovy receptor (MPL) — ale také klinickym nalezem. Pacienti mohou
ziskat 1 jiné mutace, majici vliv na progresi onemocnéni nebo leukemickou transformaci
(Tefferi, 2021). Pro spolehlivéjsi rozliSeni je tedy vhodné vyuzit komplexni zhodnoceni
kombinace klinickych, morfologickych a genetickych znakl (Barbui a kol., 2018a), jelikoZ
muze dochazet krozvoji sekundarni myelofibrézy zpivodné diagnostikované praveé
polycytémie a esencidlni trombocytémie (Vainchenker a Kralovics, 2017)

Jiz z historického hlediska se k terapii tohoto onemocnéni pfistupovalo jako
k paliativni péci, kdy dochazi k mirnéni symptomi s nim spojenych. Objev nové léCebné
strategie v podobé inhibitorti Janusovych kinaz pfinesl zvySeny zajem a nadéji (Emanuel a kol.,
2012). Pfesto do dneSnich dni zistava alogenni transplantace krvetvornych bunék jedinou
moznosti, ktera mize potencialné zvratit pribéh onemocnéni a tim prodlouzit zivot pacienta,
ale s relativné vysokym rizikem morbidity (Tefferi, 2021).

Nasledujici strany prace cili nejen na komplexni popis onemocnéni PMF, zahrnujici
patogenezi, klinicky obraz, diagnostiku a dosavadni moznosti 1écby, ale dliraz je také kladen na
nové a moderni pfistupy k 1écb& primarni myelofibrozy, jeZ by mohly potencidlné pomoci

zvratit progresi stavu, prodlouZzit pfeziti a navratit dlistojné Ziti pacienta.
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1 PRIMARNI MYELOFIBROZA

Jak jiz bylo zminéno, onemocnéni primdrni myelofibréza se fadi mezi
myeloproliferativni neoplazie. V ramci urcitého uptfesnéni se také znaci jako BCR-ABL1 (fizni
gen) negativni onemocnéni, jehoz vyraznym rysem je zvysena tvorba a ukladani retikulinovych
a kolagenovych vlaken v prostiedi kostni dfen€, coz zplisobuje jeji fibrotizaci. Tento proces je
vysledkem deregulace na urovni hematopoetické kmenové bunky. Myelofibréza se muze
vyskytnout v podob¢ primarniho nebo sekundarniho onemocnéni (Zahr a kol., 2016). Azu 15
% pacientl s diagnostikovanou ET nebo PV se v €asovém horizontu projevi myelofibréza jako
sekundarni doprovodny znak (Tefferi, 2021). Myelofibréza, mysleno jako primarni i
sekundarni onemocnéni, ma v ramci své kategorie vyznamny negativni dopad na délku pieziti
a kvalitu Zivota (Saeidi, 2016). Stejn¢ jako dal$i onemocnéni je i primarni myelofibroza
doprovazena souborem klinickych symptomt, které budou zminény v dalSich textech, véetné

moznosti diferencidlni diagnostiky.

1.1 Patogeneze

Mezi vyznamné Cinitele, které se uplatiuji v procesu patogeneze onemocnéni primarni
myelofibrozy se tadi pritomnost somatickych mutaci, které zptsobuji klonalni proliferaci
kmenovych hematopoetickych bunék (Vainchenker a Kralovics, 2017). Tyto mutace miiZeme
délit na ty, které hraji dilezitou roli pii vzniku onemocnéni (JAK2, MPL, CALR) a nasledné
na ty, u kterych se predpoklada doprovodny vliv na progresi a leukemickou transformaci (napf.
polykombni epigeneticky faktor ASXL1) (Tefferi, 2021). Dale se také predpoklada vliv
zvySenych hodnot prozanétlivych cytokinli na rozvoj fibrotizace kostni dfené u pacientil

s primarni myelofibrézou (Nazha a kol., 2015).

1.1.1 Vliv mutace Janusovy kinazy 2

Janusovy kinazy spadaji do skupiny proteinovych tyrozin kindz. V rameci této skupiny
jsou dale zatazeny do tfidy nereceptorovych tyrozin kinaz, jejichz funkce spociva v pfenosu
fosfatové skupiny, pochdzejici z molekuly adenosin trifosfatu, na hydroxylovou skupinu
tyrozinovych zbytkil patfiénych substrati. Tato fosforylace je nasledné spojena se zménou
vlastnosti, naptiklad enzymové aktivity daného substratu, nebo mize dochazet k vytvareni

aktivnich mist pro vazbu molekul obsahujici Src homologii 2 (SH2). Pro Janusovy kinazy jsou
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vyznamnym substratem ,,pfenasece signalu a aktivatory transkripce® (STAT) molekuly (Saeidi,
2016). Signalizace muze také probihat pomoci signalizacnich drah PI3K/AKT nebo
RAS/MAPK (O'Sullivan a Harrison, 2017; Saeidi, 2016; Zahr a kol., 2016). JAK/STAT
signalizani cesta asociuje s cytoplazmatickou c¢asti transmembranového receptoru pro
cytokiny, jako je erytropoetin nebo trombopoetin (Zahr a kol., 2016), piipadné s receptory pro
rustové faktory — napft. ristovy faktor odvozeny od desti¢ek (PDGF) — a dochazi tak k ovlivnéni
bunécného ristu, proliferace a apoptozy (Saeidi, 2016; Xin a kol., 2020)

Mezi ¢leny Janusovych kinaz se tadi tito zastupci: JAK1, JAK2, JAK3 a tyrozin kinaza
Tyk2. Zastupce JAKI1, JAK2 a Tyk2 mizeme nalézt v celém spektru bunék, kdezto exprese
kindzy JAK3 je vylu¢né v hematopoetickych butikach (Saeidi, 2016; Xin a kol., 2020) V jejich
struktufe mizeme nalézt 4 domény: N-terminalni FERM oblast, SH2, pseudokinazovou a
protein kindzovou doménu (Vainchenker a Kralovics, 2017; Xin a kol., 2020). Ptfipadné se
jejich struktura rozdéluje do oblasti oznacovanych jako Janusovy homologni domény (JH1 —
JH7), kde JH1 homologie pfedstavuje protein kindzovou doménu s vlastni katalytickou
aktivitou a JH2 homologie zastupuje pseudokinidzovou doménu (Saeidi, 2016; Xin a kol.,
2020). JH2 doména je zapojena v autoregulacnich procesech. V ptipadé vyskytu mutace v této
¢asti dochazi k poruse regulace aktivity piisluSné kindzy (Saeidi, 2016). V neposledni fad¢ se
FERM oblast ti¢astni nekovalentni vazby s receptorem (Vainchenker a Kralovics, 2017) a také
se zapojuje do jeji stabilizace (Favoino a kol., 2021). Graficky pohled na uspotadani struktury
Janusovych kindz je zobrazen na obrazku 1.

STAT molekuly ptedstavuji dilezity c¢lanek v procesu pfenosu signalu v ramci
JAK/STAT signaliza¢ni drahy. Do této skupiny patfi hned nékolik zastupct, a to: STATI-
STAT4, STATSA, STATSB a STAT6. Ve své struktute maji N-terminalni doménu. Dale je zde
pritomna DNA-vézajici doména, C-termindlni trans-aktivaéni doména, jez je dulezitd pro
fosforylaci molekuly a také je zde SH2 doména, ktera vykazuje afinitu k oblastem bohatych na
fosforylované tyrozinové zbytky (Favoino a kol., 2021; Xin a kol., 2020). Grafické zpracovani

STAT molekuly je zndzornéno na obrazku 1.
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FERM domens

N-terminalni DNA-vazajici
doména doména

Obrazek 1: Struktury Janusovych kinaz (JAKs) a molekul pfenasect (STATs), upraveno dle: (Xin a kol., 2020)

Samotny proces prenosu signalu az k jadru je slozen z n¢kolika po sobé& jdoucich
fosforylace Janusovych kinaz. Nasledna fosforylace katalytické domény cytoplazmatické ¢asti
receptoru d4 vzniknout aktivnim mistim pro vazbu proteinii s SH2 homologii (pt. STATs). Po
vazbé STATs na receptor jsou také fosforylovany, uvolnény z vazby a poté podstupuji
dimerizaci. Takto vznikl¢ dimery jsou transportovany do jadra, kde zahajuji transkripci gend.
Kromé STATs mohou byt do signalizace zapojeny i jiné molekuly obsahujici SH2 doménu
(Zahr a kol., 2016; Vainchenker a Kralovics, 2017; Xin a kol., 2020; Favoino a kol., 2021). Viz
obr. 2.

@.“Wf’@ ® o @ ° @

Cytokinovy
receptor

s
=D = ® @
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siVlS

Obrazek 2: JAK/STAT signalizacni cesta, upraveno dle: (Xin a kol., 2020)
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Jako vyznamnad somatickd mutace z hlediska patogeneze onemocnéni primarni
myelofibrozy se fadi mutace Janusovy kinazy 2 (JAK2). Tato mutace je lokalizovéna ve 14
exonu vkodonu 617, kde dochazi k zdméné¢ aminokyseliny Valinu za Fenylalanin
(Vainchenker a Kralovics, 2017; Saeidi, 2016). Vysledkem je porusena regulace aktivity
JAK/STAT drahy, nebot’ dochdzi k alteraci pseudokinazové (autoinhibi¢ni) domény (JH2
oblast) (Zahr a kol., 2016). Signalizace probiha nejen skrze proteiny STAT, ale také systémy
PI3K/AKT nebo RAS/MAPK, coz ma za nasledkem zvySenou genovou expresi, ktera usti ke
zvySené tvorbé bun¢k myeloidni linie (O'Sullivan a Harrison, 2017)

Mutace JAK2V617F je u pacientll s diagnostikovanou primarni myelofibrozou
zastoupena priblizné ve 40-60 % (O’Sullivan a Harrison, 2017; Saeidi, 2016; Vainchenker a
Kralovics, 2017; Zahr a kol., 2016). Ve studiich, zahrnujici pacienty s primarni myelofibrézou,
byli tito pacienti podrobeni genetické analyza na vyskyt vySe zminéné mutace. Vysledna
procentudlni zastoupeni pacientti s mutaci JAK2V617F odpovidala hodnotam: 58 % (Tefferi a
kol., 2014), 54,17 % (Song a kol., 2017), ptipadn¢ 64,7 % (Rumi a kol., 2014), 48,3 % (Maddali
a kol., 2021) nebo 57,4 % (Kim a kol., 2015), coz koresponduje s vySe uvedenym rozmezim.

Obr. 3A) ukazuje na asociaci mutace JAK2V617F s prislusSnymi receptory pro
erytropoetin (EPOR), kolonie stimulujici faktor pro granulocyty (G-CSFR) a v neposledni fadé
také pro trombopoetinovy receptor (MPL).

A wmPL EPOR G-CSFR

Signalni Ch;ap eronova
peptid aktivita
I T 1

Vazba vipniku

Mutace

ET PV MFE ET MF

Obrazek 3: A) asociace mutace v JAK2 s receptory; B) asociace mutace pro CARL, upraveno dle: (Vainchenker
a Kralovics, 2017)
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1.1.2 Mutace kalretikulinu

Kalretikulin (CALR) piedstavuje endoplazmaticky protein, mezi jehoz fyziologické
funkce patii chaperonova aktivita a vliv na fizeni vapnikové homeostazy v buiice. Chaperonova
aktivita je zahrnuta v i€asti na kontrole kvality nové vznikajicich proteind a jejich skladani
(Saeidi, 2016; Vainchenker a Kralovics, 2017; O'Sullivan a Harrison, 2017). Krom¢
endoplazmatického retikula je mozné jej nalézt také v cytoplazmé, jadie a na membrané€ bungk,
kde plni rozmanité¢ funkce (Kielbik a kol., 2021). Strukturné je tento protein tvofen tfemi
hlavnimi doménami: N-terminalni doména vézajici lektin a Zn**, P-doména bohatd na
aminokyselinu prolin s vysoce afinnimi vazebnymi misty pro Ca*", ale s nizkou kapacitou a
v neposledni fadé C-terminalni doména, jez vaze Ca** s nizkou afinitou, ale vyssi kapacitou
(Saeidi, 2016). Predpoklada se souhra N-terminalni domény s repetitivnimi sekvencemi P-
domény, kterd je zodpovédna za chaperonové vlastnosti molekuly kalretikulinu pfi procesu
skladani proteint (Kielbik a kol., 2021). Pro grafické zobrazeni domén viz obrazek 3B.

Mutace v proteinu kalretikulinu jsou lokalizovany na exonu 9 a jsou pfedstavovany
Sirokym spektrem mutaci, které maji za nésledek inzerce nebo delece ur¢itého mnozstvi part
bazi (bp). Naslednd zména cteciho ramce Usti ve zménu C-terminalni domény a také ztratu
KDEL signalu, ktery zajistuje retenci CALR molekuly v endoplazmatickém retikulu. C-
terminalni doména je slozena z novych pozitivné nabitych aminokyselinovych sekvenci majici
negativni vliv na vazbu Ca?* iontli (Vainchenker a Kralovics, 2017; Saeidi, 2016; O'Sullivan a
Mead, 2019). Pozitivni naboj této domény je také dilezity pro interakci a vazbu CALR na
trombopoetinovy receptor (Vainchenker a Kralovics, 2017; O'Sullivan a Harrison, 2017).
Obrazek 4 ilustruje rozdil mezi CALR divoky typ (WT) a CALR mutantni.

V disledku toho, Zze se mutantni kalretikulin nevaze s receptorem pro erytropoetin,
neni zde spojitost s rozvojem onemocnéni polycytémia vera. Naopak je charakteristicky
spojovan s primarni myelofibrozou a esencidlni trombocytémii, protoze dochdzi k vazbé na
trombopoetinovy receptor (MPL). V neposledni fadé se také slabé vaze na receptor pro kolonie
stimulacni faktor pro granulocyty (G-CSFR) (O'Sullivan a Mead, 2019). Obrazek 3B
znédzornuje danou asociaci s receptory i mozné cesty aktivace genové exprese.

Mezi mutace s nejvyssi frekvenci vyskytu u pacientll s diagnostikovanou primarni
myelofibrozou se fadi dvé zakladni jednotky. Jedna se o mutaci typu 1, kterda je
charakterizovana deleci useku na exonu 9 v celkové délce 52 parti bazi (bp) (oznaceni
p-L367fs*46). Druhym zastupcem je mutace typu 2, jez na rozdil od typu 1 pfedstavuje inzerci

5-bp segmentu (oznaceni p.K385fs*47). Z téchto dvou dominantnich zastupct je prevalence, u
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pacientdl s primarni myelofibrézou, vyssi u mutace typu 1 (Vainchenker a Kralovics, 2017;
O'Sullivan a Mead, 2019). CALR mutace byla pfi testovani pacientli s PMF detekovana ve 25
% ptipadl. Pro skupinu pacientli bez mutace JAK2/MPL byla frekvence vyskytu 74 %. Pfi
rozliSeni jednotlivych podtypt mutaci CARL bylo zjiSténo, Ze mutace typu 1 (delece 52-bp)
piedstavovala 78 %, mutace typu 2 (inzerce 5-bp) 14 % a zbytek ptipadal na méné bézné formy
mutaci (Tefferi a kol., 2014). Ve studii od Rumi a kol. (2014) byly publikovany obdobné
hodnoty. Pfestoze se vzdjemny vztah mutaci CALR s ostatnimi vyznamnymi mutacemi —
JAK2V617F/MPL — definuje jako vzdjemné vylucny (Saeidi, 2016), tak dochazi k ptipadim,
kdy se pomoci testovaciho panelu odhali pacient s expresi kombinace mutaci. Prikladem je
pacient ze studie od Tefferi a kol. (2014) s koexpresi mutace pro kalretikulin 1 Janusovu kinazu
2 (V617F).

U pacientd s mutantnim kalretikulinem byl pozorovan niz$i v€k, snizeny pocet
leukocytli, zvySeny pocet trombocytl a také nizs$i vysledna hodnota v rdmci skoérovacich
systétml.. Dale byla u pacientdl pozorovdna mensi pravdépodobnost rozvoje anémie,
trombocytopénie a leukocytozy (Rumi a kol., 2014), ptipadné zavislosti na krevnich transfuzich
(Tefferi a kol., 2014). Kim a kol. (2015) ve své studii také uvadi, ze pacienti s mutaci CALR
vykazovali méné€ vyraznou hypercelularitu kostni dfené, ale s vy$$im poctem megakaryocyta

v porovnani s pacienty s mutaci v Janusové kinaze 2 (V617F).

A CALRWT B CALR MUTANTNI
TPO

€ ‘J .!'
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&

STATs
~ PIBK/AKT

Obrazek 4: Ilustrace rozdilu mezi molekulami CALR™T a CALR™ @i ypraveno dle: (Vainchenker a Kralovics,
2017).
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1.1.3 Mutace trombopoetinového receptoru

Trombopoetinovy receptor (MPL) je geneticky kddovan na chromozomu ¢. 1. Jedna
se o cytokinovy receptor, jez po aktivaci patficnym ligandem ptenasi signal skrze JAK/STAT
systém. Onim ligandem je cytokin trombopoetin, ktery ma po své vazbé na receptor vliv na
fadu procesi, které zahrnuji napiiklad proliferaci a diferenciaci megakaryocytl, ale také
udrzovani populace hematopoetickych kmenovych buné¢k (HSCs) (Saeidi, 2016; Qasrawi a
Arora, 2021).

S ohledem na vySe zminéné vyznamné mutace v Janusové kinidze 2 (V617F) a
kalretikulinu se mutace MPL fadi mezi nejméné frekventované (O'Sullivan a Mead, 2019).
Mutace v receptoru pro trombopoetin se u pacientli s PMF vyskytuji piiblizné s frekvenci 3-15
%. Studie od Tefferi a kol. (2014), Rumi a kol. (2014) a Gangd a kol. (2018) odhalily
procentudlni zastoupeni pacientii s mutacemi v MPL rovno 8,3 %, 4 % a 7 %. V ramci
molekularni struktury receptoru dochazi k postizeni kodonu 515 v exonu 10, kdy dochazi
k zdméné¢ aminokyseliny tryptofanu (W), v ¢asti sousedici s transmembranovou doménou, za
jinou aminokyselinu (Saeidi, 2016). Mezi nejcastéjSi zamény se fadi substituce za leucin
(W515L) alyzin (W515K) (O'Sullivan a Mead, 2019). Mezi dalsi zastupce se také mohou fadit
substituce za alanin (W515A) nebo také arginin (W515R) (Saeidi, 2016). Z této substituce
nasledné plyne diivod nadmérné aktivace signalizace, kdy dochéazi k pozménéni amfipatického
motivu RWQFP, jehoz je tryptofan soucasti, ktery ma ulohu v prevenci spontanni aktivace
receptoru (Vainchenker a Constantinescu, 2013). Dochdzi tedy k rozvoji proliferace bunék pfi
soucasné nezavislosti na cytokinech (Saeidi, 2016). Obrazek 5 znazoriuje frekventované i
méné bézné mutace, vCetné lokalizace v ramci receptoru.

Mutace trombopoetinového receptoru jsou asociovany s vyssim vékem (O'Sullivan a
Harrison, 2017). Rumi a kol. (2014) a Kim a kol. (2015) ve svych studiich uvadéji vékovy
median 64 let, respektive 64,7 let. Z klinického hlediska jsou spojovany s vyS§imi pocty
trombocytl a vyssi hladinou erytropoetinu. Ddale dochéazi k pozorovani niz§iho obsahu
hemoglobinu a bunécnosti kostni diené. V dalsi fadé se udava vyraznéjsi pravdépodobnost
vybudovani zavislosti na transfuznich pfipravcich v porovnani s pacienty nesouci mutaci
v JAK2 (Saeidi, 2016). Z vysledkd od Tefferi a kol. (2014) a Kim a kol. (2015) vyplyva, ze
procentudlni zastoupeni pacientll vyzadujici transfuze predstavuje 48 %, respektive 75 %, kdy
rozdil je patrny nejen v porovnani s pacienty s mutaci v Janusové kindze 2 (V617F), ale také v
kalretikulinu. Rozdil mezi témito autory mize byt dan rozdilnym poctem pacientl, kteti byli

ve studiich zahrnuti.

20



Y YY)
WA

WT TpeR WT Tp-oR T48TA S505N TpoR WE15ALK

Obrazek 5: Lokalizace mutaci v receptom pro trombopoetin, upraveno dle (Vainchenker a Constantinescu, 2013).

1.1.4 Dalsi mutace

Kromé¢ vySe zminénych mutaci JAK2/CALR/MPL mohou byt u pacientt
s myeloproliferativnimi neopldziemi nalezeny i jiné mutace. Tyto mutace mohou poskytnout
dodatecné prediktivni a prognostické informace. Jejich (ne)ptitomnost se fadi mezi parametry
ve skorovacich modelech, kdy napomahaji vytvatreni predikci doby pfeziti, pfipadné nutnosti
vyuziti alogenni transplantace (Qasrawi a Arora, 2021), nebot’ mohou ovliviiovat vysledny
fenotyp onemocnéni a také jeho ptipadny vyvoj (O'Sullivan a Mead, 2019). Jejich pfitomnost
neni limitovana pouze na primarni myelofibrozu, polycytémii veru a esencialni trombocytémii,
ale vyskytuji se v celém spektru hematologickych onemocnéni (O'Sullivan a Mead, 2019;
Szybinski a Meyer, 2021), coz predstavuje jistou spojnici mezi témito rozlicnymi stavy
(Vainchenker a Kralovics, 2017). Ze své podstaty se jedna o geny, které hraji dilezité ulohy
v epigeneticky procesech. MiiZe se jednat o geny kodujici transkripéni faktory, modifikatory
histoni a DNA, piipadné signalizacni molekuly a jiné¢ (Vainchenker a Kralovics, 2017,
O'Sullivan a Mead, 2019; Garmezy a kol., 2021).

Na skupiné pacientll evropské populace s PMF byl demonstrovan mozny podil téchto
mutaci na celkové pieZiti a transformaci do blastické faze. V ramci analyzy byly identifikovany
mutace v genech epigenetickych slozek ASXL1, metyltransferazy EZH2 a faktoru sestiihu
SRSF2, které mély negativni vliv na délku pfeziti. ZvySené riziko rozvoje leukémie bylo
nalezeno ve spojitosti genovych mutaci ASXL1, SRSF2, IDH1 a IDH2 (izocitrat
dehydrogenaza 1 a 2). Na tomto zéklad¢ byli pacienti nasledné rozdé€leni na ty, ktefi ziskali
alespont 1 vySe zminénou mutaci — mutacné vysoce rizikovi — a na ty, u kterych tyto mutace
nebyly detekovany — muta¢né nizce rizikovi. Pfi ndsledném testovani kmenovych bunék

(CD34+) pacientlt z obou skupin byl nalezen jisty genovy profil. Pii porovnani s nizce

21



rizikovymi pacienty byly u rizikovych pacientl nalezeny deregulace genové exprese. U 27 genli
doslo ke zvySeni, zatimco u 12 genil pak ke snizeni exprese (Vannucchi a kol., 2013). S témito
konkrétnimu mutacemi se také mizeme setkat v prognostickych nastrojich, kde predstavuji
jedny z mnoha parametra, na jejichz zaklad¢ se pacientovi pfifazuji body. Jedna se naptiklad o
prognostické modely zahrnujici mutace, karyotyp a symptomy — MIPSS70 nebo MIPSSv2
(Tefteri, 2021).

Tefferi a kol. (2016) pfi analyze vzorkli 182 pacientl s primarni myelofibrézou
odhalil, Ze u 81 % pacientl byla nalezena jind mutace nez JAK2/CALR/MPL. Mezi
nejfrekventovanéji mutované geny se tadily ASXL1 (36 %), TET2 (dioxygenaza) (18 %),
SRSF2 (18 %) a U2AF1 (faktor sestfihu) (16 %). RozlozZeni jejich vyskytu z pohledu
JAK2/CALR/MPL bylo obdobné aZ na vyjimku mutace U2AF1, kdy byl zpozorovan zvyseny
vyskyt u pacient s JAK2 (23 %) v porovnani s CALR/MPL, u nichZ byl vyskyt niz8i nez 10
%. Druhou vyjimkou byla omezena pfitomnost mutace SRSF2 u CALR mutovanych vzorkd.
Z klinického hlediska byla naznacena spojitost mezi t€émito mutacemi a manifestaci pfiznak,
jako je anémie a trombocytopénie. Dale autofi na zdklad¢ multivariabilni analyzy urcili mutace
genit ASXL1, SRSF2 a jiné, jako majici negativni/rizikovy vliv na celkové preziti a
leukemickou transformaci. Obrazek 6 graficky zndzornuje zavislost celkového preziti

v zavislosti na kategorii pfitomnych mutaci.
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Obrazek 6: Zavislost pteziti pacientti s PMF na (ne)pfitomnosti mutaci urCité kategorie, upraveno dle (Tefferi a

kol., 2016).

Pii sekvenéni analyze vzorkll pacientli s rozvinutou sekundarni akutni myeloidni
leukémii (AML), které piredchédzela diagnoza PMF, byl zjiStén zvySeny zadchyt mutaci v genech
ASXL1 (66,7 %) a SRSF2 (50 %), pti porovnani se sekundarni AML, ktera vzesla z ptibuznych
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myeloproliferaci (PV, ET, sekundarni MF). Mutace SRSF2 byla spojena se zkracenym
celkovym dozitim a také se zvySenym poctem mutaci vztazenych na pacienta. Pti porovnani
sparovanych vzorkl pacientii s diagnézou MPN pied a po leukemické transformaci byl u
SRSF2 mutovanych jedincii ¢as k této pfemeéné zkracen na 51,2 mésici s ohledem na ptipady
SRSF2 WT, kdy byl ¢as roven 133,8 mésicim (Venton a kol., 2018). Lasho a kol. (2018) pfi
praci se vzorky pacienti s MPN onemocnénim doSel k zavéru, ze mezi nejCastejSimi
mutantnimi geny byly zahrnuty ASXL1 (47 %), TET2 (19 %), transkripéni faktor RUNXT (17
%), tumor supresorovy gen TP53 (15 %) a také SRSF2 (13 %). V piidé&, kdy doslo k porovnani
19 sparovanych vzorkll z obdobi chronické/blastické faze, doslo k selekci mutaci, jez byly
v blastické fazi ziskdvany v nejvyssich absolutnich poctech: ASXL1 (4), EZH2 (4), regulator
SH2B3 (3), TET2 (2), TP53 (2) a fosfatdza PTPN11 (2). V neposledni fad€ byly v této studii
identifikovany mutace RUNX1 a PTPN11 jako faktory majici vliv na zkracenou délku Zivota.
Na nasledujicich fadcich budou shrnuty mutace, které se v pfipad¢ onemocnéni PMF vyskytuji

nejcastéji a které jsou také zahrnuty ve skorovacich modelech.

1.1.5 Mutace ASXL1

ASXL1 (z anglictiny Additional sex comb-like 1) se zapojuje do procesu fizeni genové
exprese skrze modifikaci histonll. Pii regulaci dochazi k interakci mezi ASXLI s
polykombnimi represivnimi proteinovymi komplexy 1 a 2 (PRC1/2) a dal§imi molekulami
(Qasrawi a Arora, 2021). ASXL1 ma schopnost povolat PRC2 komplex na urcité misto diky
pfimému pusobeni na EZH2 (Vainchenker a Kralovics, 2017). U pacientl s primarni
myelofibrézou se mutace vyskytuje ve 13-40 % (Garmezy a kol., 2021). Piedpoklada se vliv
ASXL1 na schopnosti za¢lenéni EZH2 podjednotky do PRC2 komplexu (Qasrawi a Arora,
2021). PRC2 komplex ma katalytickou aktivitu spocivajici v metylaci lyzinovych zbytkd na
histonu H3 (H3K27me?2/3), coz ma za nasledek potlaceni genové exprese. V piipadé¢ mutace
dochazi k poruseni procesu metylace, za soucasného zvySeni exprese regulovanych genti
(Qasrawi a Arora, 2021).

Tefferi a kol. (2014) uvadi ASXL1 jako nepiiznivy prognosticky marker, respektive
mutaci kalretikulinu jako pfiznivy faktor. Z tohoto pohledu byl identifikovdn mutacni profil
pacientl, u kterych byla absence CALR mutace, ale pfitomnost mutantniho ASXL1 (CALR"
/ASXL1"), jako majici vyrazny negativni vliv na pieZiti s medidnem 2,3 let. Obrazek 7

znédzornuje zéavislost pfeziti na pfitomnosti muta¢nich profilt CALR/ASXLI.
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Obrazek 7: Zavislost doby pieziti na mutacnim profilu CALR/ASXLI1, upraveno dle: (Tefferi a kol., 2014).

1.1.6 Mutace EZH?2

Jedna se o gen (z anglictiny Enhancer of zeste homolog 2) kédujici enzym, jez je
souCasti komplexu PCR2. V tomto komplexu zajistuje katalytickou aktivitu v procesu
trimetylace residui lyzinu na histonu H3 (H3K27me3), ktery ma vliv na urovein utlumu
transkripéni aktivity regulovanych gent (Saeidi, 2016; Vainchenker a Kralovics, 2017;
Szybinski a Meyer, 2021). Regula¢ni roli EZH2 bychom také nasSli v procesech
rakovinotvorného bujeni, vyvoje a obnovy kmenovych bun¢k, piipadné také v imunitni
odpovédi (Huang a kol., 2021). Zastoupeni mutace EZH2 je v piipadé primarni myelofibrozy
pfiblizn€ 5-10 % (Vainchenker a Kralovics, 2017). Ztrata fyziologické funkce je spojovéana
s poruSenou erytropoézou (Qasrawi a Arora, 2021). Z pohledu vlivu na Zivot pacienta je zafazen
mezi markery zkraceného preziti (Vannucchi a kol. 2013).

Pro zjisténi moZné kontribuce aberantniho EZH2 ve vztahu k myelofibroze byly
vyuzity mys$i modely, kterym byl inaktivovan EZH2 za souc¢asné exprese mutace JAK2V617F.
U mysi stimto mutanim profilem (EZH2/JAK2") bylo pozorovano vyrazné sniZeni
erytrocytl, hematokritu 1 retikulocytd, snizené hodnoty se také tykaly leukocytarni frakce.
Zatimco pocty trombocytl byly vyznamné zvySeny. Analyzou byla potvrzena zvySena exprese
receptoru MPL na bunéném povrchu kmenovych bun¢k a také megakaryocyti. Predpoklada
se nepiimé puasobeni inaktivovaného EZH2 z divodu absence zmén v Urovni metylace
genového lokusu pro MPL. VySetteni retikulinu v kostni dieni a slezin€ ukédzalo na extenzivni

KV6 17F

fibrézu. Pro studium pienositelnosti doslo k transplantaci kostni dien€, EZH2/JA mySim
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recipientlim, kdy bylo pozorovano navozeni symptomu typickych pro myelofibrozu. V sérech
mysi s transplantovanou EZH2/JAKYS!"F* kostni dieni byla nalezena vysokd hladina
transformujiciho ristového faktoru beta 1 (TGF-B1), u kterého se predpoklada participace v
patogenezi MF. V souvislosti s kmenovymi bunikami byla zjisténa vysoka mira repopulacni
schopnosti, véetné piednostni proliferace myeloidni bunécéné linie. S ohledem na fyziologickou
funkci EZH2 doSlo k pozorovani odlisSnych trendi v metylacich v obSirném spektru
kontrolovanych genti v porovnani s kontrolami. Tyto vysledky nasvédcuji kooperaci

vewvr

projeviim a symptomim pii porovnani s kontrolnimi mys$imi modely (Yang a kol., 2016).

1.1.7 Mutace SRSF2

SRSF2 — faktor sestfihu, jez je bohaty na serin a arginin — se fadi mezi dulezité
proteiny, které jsou =zahrnuty v procesu sestiihu molekul prekurzorové mediatorové
ribonukleové kyseliny (pre-mRNA). BéZnou lokalizaci pro mutaci se stal kodon P95 (Qasrawi
a Arora, 2021). SRSF2 protein v molekule pre-mRNA rozpoznava specifické motivy, na které
se nasledn¢ véaze. Pfitomnd mutace ma za nasledek pozménéni sestfihu cilenych pre-mRNA, za
soucasné tvorby rozli€nych funkénich produkti (Vainchenker a Kralovics, 2017). V ptipadé
pacienti s PMF se jeho frekvencni vyskyt pohybuje az kolem 18-20 % (Szybinski a Meyer,
2021; Qasrawi a Arora, 2021). Morishita a kol. (2021) na vzorku pacienti japonské populace
s diagnostikovanou zjevnou primarni myelofibrézou (overt-PMF) poukazal na spojitost mutace
SRSF2 (spolu s ASXL1 a EZH2) se skupinou pacientli, ktefi byli dle dynamického
mezinarodniho skorovaciho systému (DIPSS) klasifikovani jako rizikovi. Tato spojitost Ustila
v rozpoznani mutace SRSF2 jako vysoce rizikové s dopadem na celkové preziti pacientl a fadi
se tak mezi negativni prognostické faktory. Zavéry z této studie, tykajici se mutace SRSF2,
byly v souladu se zminénymi studiemi od Vannucchi a kol. (2013) a Tefter1 a kol. (2016), kteti

ji charakterizovali obdobné.
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1.1.8 Mutace izocitrat dehydrogenazy

Izocitrat dehydrogenazy (IDH) se fadi mezi vyznamné enzymy uUcCastnici se
metabolickych drah. Jejich fyziologickd funkce spociva v enzymatické preméné D-izocitratu
na produkt 2-oxoglutarat (2-OG) (Qasrawi a Arora, 2021). Jedna se o oxidativni dekarboxylaci
za soucasné redukce oxidovaného kofaktoru nikotinamidadenindinukeleotidfosfatu (NADP™)
na NADPH. Enzymy se vyskytuji ve tfech izoformach, ze kterych jsou relevantni pouze
homodimery IDH1 a IDH2. Podstata mutaci, které se projevuji substituci residui argininu, je
poruseni schopnosti tvorby 2-OG, za soucasného vyskytu reakce, ktera pfeménuje 2-OG na
onkometabolit D-2-hydroxyglutarat (D-2HG), pii spottebé redukované¢ho kofaktoru NADPH
(Liu a kol., 2020). Procentualni zastoupeni u primarni myelofibrozy se pohybuje piiblizn¢ mezi
1-5% (Qasrawi a Arora, 2021). Pfedpokladd se moznd interakce D-2HG s epigenetickym
aparatem, ve smyslu inhibice, s vyslednou hypermetylaci DNA. Tyto substituované argininy se
pravdépodobné piimo nebo nepiimo ucastni na vazbé 2-OG a izocitratu v aktivnim misté
enzymu (Liu a kol., 2020).

Tefferi a kol. (2012) pfi studiu mozného vyznamu IDH mutaci pracoval se vzorkem
301 pacientli s primarni myelofibr6zou. Analyzou genti byly IDH mutace zachyceny v celkem
12 ptipadech (4 %), z nichz 7 mélo mutaci v IDH2 a zbylych 5 pfipadalo na izoformu IDH].
Navic se ukéazalo, Ze 6 pacientil z této skupiny ziskalo také mutaci v Janusové kindze 2 (V617F).
Z klinického hlediska byl nejpatrnéjsi rozdil ve véku pacientl pti porovnani IDH mutovanych
pacientil, ktefi byli vyrazné star$i nez pacienti, u kterych nebyla detekovana zadnd mutace.
Z pohledu celkového pieZiti byla tato perioda nejkratsi pro pacienty s IDH mutaci (median 18
mésictl) oproti pacientim s mutacemi v JAK2, MPL nebo bez Zadnych mutaci. Stejny zavér byl
i v parametru leukemické transformace, kdy u IDH mutovanych pacientli byla kratsi doba pro
tuto transformaci. Umocnéni vlivu na celkové preziti a leukemickou transformaci
ptredstavovaly ptipady pacientl se sou¢asnym vyskytem mutace IDH a JAK2V617F, kdy doslo
ke zkraceni jak doby celkového preziti (medidn 10 mésictl), tak zvySeni mnozstvi transformaci
pii soucasném rozvoji blastické faze u 4 pacientti s vyskytem IDH/JAKV617F mutace, coz ¢ini

67 %. V porovnani s ostatnimu muta¢nimi profily se jednd o nejvyssi vyskyt.
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1.1.9 Mutace TET?2

TET2 ptredstavuje enzym, ktery je kodovan genem stejného znaceni a ktery mtizeme
nalézt na chromozomu ¢. 4 (Saeidi, 2016; Feng a kol., 2019). Svoji fyziologickou funkei je
zapojen do procesu modulujici uroven metylace DNA, skrze oxidaci 5-metylcytosinu na
vysledny produkt 5-hydroxymethylcytosin, jez vede k demetylaci DNA (Saeidi, 2016; Feng a
kol., 2019; Qasrawi a Arora, 2021). Tento proces je zajiStén enzymatickou — dioxygenazovou
— aktivitou. TET2 pro svoji funkci vyZzaduje piitomnost kysliku, 2-OG a ionti Fe?". Vazebna
mista pro 2-OG a Fe?" ionty jsou obsaZena ve dvouvliknové B-helixové doméné, v blizkosti C-
terminalni ¢asti (Feng a kol., 2019).

TET2 mutace jsou charakterizovany jako delece a bodové mutace se ztratou funkce,
které obvykle postihuji 1 alelu (Vainchenker a Kralovics, 2017), dale zde mohou byt zahrnuty
mutace meénici Cteci rdmec nebo generujici stop kodony (Feng a kol., 2019). Kromé mutaci,
které zasahuji samotny gen TET2, byla popsana spojitost mezi onkometabolitem 2-HG, ktery
vzniké pfi vyskytu mutantnich variant enzymt IDH1/2, a funkéni inhibici TET2 enzymu, u
kterého vystupuje 2-OG jako dilezity kofaktor (Qasrawi a Arora, 2021). Jejich vyskyt miZze
byt detekovan ve spektru myeloidnich onemocnéni zahrnujici MPN, AML nebo také
myelodysplasticky syndrom (MDS) (Qasrawi a Arora, 2021). V ramci procentudlniho
zastoupeni v pfipadech pacienti s PMF Tefferi a kol. (2016) pfi analyzovani skupiny 182
pacientli s PMF zjistil pfitomnost mutaci TET2 v 18 % ptipadii. Venton a kol. (2018) ve vzorku
56 pacientli se sekundarni akutni myeloidni leukémii (SAML) objevil mutace TET2 v 11
ptipadech, coz predstavuje 19,6 %. Pii zaméfeni se pouze na sAML, které pfedchazela PMF,
se procentualni zastoupeni zvysilo na 33,3 %. Venton a kol. (2018) ve své praci dale zminiuje,
ze pacienti s TET2 mutacemi méli kratSi celkové piezité v porovnani s pacienty s divokym
typem TET2. Obdobny procentualni vyskyt byl publikovan také ve studii od Lasho a kol.
(2018), kdy TET2 mutace byla identifikovana u pacientli s MPN v blastické fazi (MPN-BP)
v 19 % piipadt.

Kameda a kol. (2015) pfi studiu mozné kooperace mutaci JAKV617F a TET2 na
mySich modele ukdzal, Ze se u dvojit¢ mutované mysi (JAK2/TET2) rozvinuly obdobné
symptomy zahrnovaly vaZznou extrameduldrni hematopoézu, splenomegalii, prodlouzenou
leukocytézu, anémii a trombocytézu. V piipadé¢ JAK2/TET2 mutovanych mysi se ukazal
vyskyt myeloidnich buné¢k ve znaéném proliferacné aktivnim stavu. Kmenové buiky

vykazovaly zvySenou kapacitu pro sebeobnovu jak v ptipadé¢ mysi s TET2 mutaci, tak u mysi
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s dvojitou mutaci. V neposledni fadé byla pozorovana Uspé$nd kompetice mezi dvojité
mutovanymi buitkami a buitkami WT pfi kompetitivnich a sériovych transplantacich. U Obou
recipientl, kterym byly transplantovany dvojit¢ mutované bunky JAK2/TET2 s buitkami WT,
doslo k rozvoji fenotypu MPN s patfiénymi symptomy: extramedularni hematopoéza, fibroza,
splenomegalie, atypie megakaryocytid. Toto pozorovani dava vzniknout ptedpokladu vlivu
zvySené schopnosti obnovy mutovanych kmenovych bunék pti konkurovani zdravym bunkdm
a tim indukovat a zachovavat MPN fenotyp 1 v pfipadé néaslednych recipientd. V kontrastu
s timto pozorovanim buniky s izolovanou JAK2 mutaci nebyly schopny navodit MPN fenotyp
u nasledného recipienta. Vystupem této studie je pfedpoklad zapojeni mutace TET2

v zachovani MPN fenotypu i jeho akceleraci.

1.1.10 Vlivy mikroprostredi kostni difené

Prostiedi kostni dfen¢ ma nezastupitelnou roli pro fyziologickou hematopoézu. Mozné
poruseni jeho rovnovahy pfispiva k propagaci fady hematologickych onemocnéni.
Myeloproliferativni hematopoetické buiilky interaguji s ostatnimi bunikami za soucCasné
remodelace dfefiového prostiedi, jez v disledku podporuje progresi stavu (O'Sullivan a Mead,
2019). Mezi ostatni bunky se fadi buiiky stromalni, endotelialni nebo retikularni, déle se jedna
o fibroblasty nebo osteoblasty aj. (Lin a kol., 2016).

Lin a kol. (2016) pfi studiu mySich endotelidlnich bunék dosli k z&vérim, ze
vaskularni niche obsahujici mutované JAK2V617F endotelialni buiiky podporuje proliferaci
JAK2 mutovanych kmenovych bunék (obdobné zavéry také v praci od Castiglione a kol.
(2021)). Déale bylo pozorovano, Ze tyto builky vykazovaly zvySenou proliferaci a také
angiogenezi. V ramci receptorové vybavy endotelidlnich bun€k byla zaznamenana spojitost
mezi receptorem pro trombopoetin a zvySenou bunécnou expanzi mutovanych kmenovych
bunék. Pozdéjsi studie od Lin a kol. (2018) ptidala dal§i charakteristiku mutovanych
endotelidlnich bunék, ktera spocivala v poskytovani ochrany JAK2 mutovanym kmenovym
buitkdm pred ucinky radiace, kdy se toto predpoklada jako mozna pticina vyskytu recidivy po
1é¢bé transplantaci. Z molekularniho hlediska byly detekovany zvySené exprese solubilnich
faktorti vaskuldrniho niche, které hraji roli pfi ochran¢ a regeneraci kmenovych bunék po
vystaveni radiaci. Mazzeo a kol. (2021) zmifuji, kromé radiacni ochrany, také moZznou podporu
mutovanych kmenovych bunék pii podavani chemoterapeutik, kterd je zprosttedkovana pfi

kultivaci s mutovanymi endotelidlnimi bunikami.
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Mezi dal$i vyznamné faktory se fadi pritomné rstové faktory (Nazha a kol., 2015) a
prozanétlivé cytokiny, u kterych se véii v jejich vliv na rozvoj onemocnéni (Zahr a kol., 2016).
Tyto cytokiny mohou aktivovat signaliza¢ni kaskady a poskytovat tak vyhodné podminky pro
neoplastické 1 dal$i bunky. Konkrétnéji se jednd o tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) a
fadu interleukinu: IL-6, IL-8, IL-2R, IL12 a IL-15 (Venugopal a Mascarenhas, 2021). Jako dalsi
je zminovan transformujici faktor beta (TGF-), ktery je také pfitomen u pacientli s primarni
myelofibrézou ve zvysené mife, a ktery mize byt produkovéan jak malignim klonem, tak
stromalnimi bunikami (O’Sullivan a Mead, 2019). Mezi jeho funkce patii stimulace fibroblastt,
ptfipadné inhibice degradace extracelularni matrix. Jeho zvySena signalizace usti naptiklad
v nadmérnou diferenciaci osteoblastti, nebo setrvani bunék v G1 fazi bunééného cyklu (Zahr a
kol., 2016). Transformujici faktor beta je, stejn¢ jako tumor nekrotizujici faktor alfa, znam jako
negativni regulator fyziologickych kmenovych bun¢k (Mead a Mullally, 2017). Svou tlohu
v patogenezi muzou sehrat také atypické megakaryocyty s abnormalni distribuci molekul
selektint (Garmezy a kol. 2021).

Abnormalni megakaryocyty, vyskytujici se u pacientd s primarni myelofibrozou,
vykazuji zvySenou proliferaci a niz§i miru podstupovéani apoptdzy. Dale mohou produkovat
celou fadu latek, které mohou sehrat roli v patogenezi, jako riistové faktory, transformujici
rustovy faktor beta, destickovy faktor 4, prozanétlivy interleukin-6 a jiné (Melo-Cardenas a
kol., 2021). Megakaryocyty pacientd s prefibrotickou a fibrotickou fazi primarni myelofibrozy
exprimuji nizké hladiny transkripéniho faktoru Gatal, ktery je dileZity v procesu
megakaryopoézy a sniZzena hladina je, mimo jiné, asociovana s poruchou maturace. Vyrazngjsi
zmeény v expresi tohoto faktoru byly také zaznamenany pii vzniku sekundarni myelofibrozy
(Sangiorgio a kol., 2021).

Gleitz a kol. (2020) se zabyvali dal§i molekulou — destickovym faktorem 4. Ze studie
vyplynuly zavéry, ze pii absenci tohoto faktoru dochézi ke zlepSeni projevli onemocnéni a
kostni dfen vykazuje menSi miru fibrotizace. Dale dochdzi ke sniZeni aktivace
mesenchymalnich bunék, zanétlivych procesi a také JAK/STAT signalizani drahy. Autofi
pozorovali spojitost mezi stupném zavaznosti fibrozy kostni dfené¢ a prostorovou expresi
destickového faktoru 4. Predpokladd se schopnost ¢asné diagnostiky i v piipadé absence

fibrozy.
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2 DIAGNOSTIKA

2.1 Diagnosticka Kritéria

Diagnostika priméarni myelofibrozy se tidi dle zavedenych a platnych kritérii Svétové
zdravotnické organizace, které prosly revizi v roce 2016. Primarni myelofibroza je dale
klasifikovana na dvé podjednotky, a to na prefibrotickou a zjevné fibrotickou. Pro samotnou
diagnostiku je dutlezité rozliSit jind piibuznd onemocnéni, kterd spadaji do kategorie
myeloidnich neoplazmat a mohla by vykazovat obdobné znaky. Piikladné se miize jednat o
podobnost prefibrotické primarni myelofibrozy a esencialni trombocytémie (Tefferi, 2021).
Tato potieba byla také, jako jedna z mnoha, zminéna v revizi kritérii (Barbui a kol., 2018a).
Definovana kritéria pro diagnostiku primarni myelofibrozy, respektive jejich podjednotek, jsou
zahrnuta v tabulce ¢. 1 a 2. Pfestoze zkoumani morfologie bioptického vzorku kostni diené
zustava dilezitym nastrojem pro diagnostiku, je potfeba neopomenout i ostatnich klinickych
dat, které mohou pomoci zabranit chybné interpretaci (Garmezy a kol., 2021).

Guglielmelli a kol. (2017) ve své studii popsali rozdilné charakteristiky pacienti, ktefi
byli rozdéleni do skupin dle faze onemocnéni — prefibrotickd a fibroticka — s uzitim
revidovanych kritérii Svétové zdravotnické organizace. Pacienti s prefibrotickou primarni
myelofibrozou byly castéji Zeny, mladsiho véku s vyssi hladinou hemoglobinu, leukocytl a
trombocytl, ale s niz§im vyskytem blastickych bun¢k v periferni krvi. Naopak u pacientl
s fibrotickou PMF byla vys$s§i procenta vyskytu anémie a trombocytopénie, ale také kratsi

celkové preziti a ¢as pro leukemickou transformaci.

Tabulka 1: Kritéria pro diagnostiku prefibrotické PMF (pre-PMF), zdroj: (Arber a kol., 2016; Barbui a kol., 2018a;
Tefferi 2021)

Diagnosticka Kkritéria pro prefibrotickou primarni myelofibrézu

Hlavni kritéria

1. Proliferace a atypie megakaryocytl, bez retikulinové/kolagenové fibrozy stupné >1,
doprovazena zvysenou celularitou kostni dfené, proliferaci granulocyti a snizenou
erytropoézou

2. Pritomnost JAK2, CALR nebo MPL mutace, pfipadné jiné¢ho klonalniho markeru, nebo
absence reaktivni fibrozy kostni dfené

3. Nedochazi ke splnéni kritérii pro ostatni myeloidni neoplazmata

Vedlejsi kritéria

1. Anémie, jeZ nema spojitost s komorbidnim onemocnénim
2. Leukocytéza > 11 x10° /1

3. Hmatatelnd splenomegalie

4. Zvysena hladina laktat dehydrogenazy

30



Pro diagnostiku prefibrotické primarni myelofibréozy je nutnd pfitomnost vSech
hlavnich kritérii a alesponi jednoho kritéria vedlej$iho (Arber a kol., 2016; Barbui a kol., 2018a;
Tefferi, 2021). Vzhled atypickych megakaryocyti je definovan jejich shlukovanim,
abnormalnim pomérem jadro/cytoplazma, hyperchromatickym a nepravidelné prekladanym

jadrem (Barbui a kol., 2018a; Tefferi, 2021).

Tabulka 2: Kritéria pro diagnostiku primarni myelofibrozy se zjevnou fibrotizaci (overt-PMF), zdroj: (Arber a

kol., 2016; Barbui a kol., 2018a; Tefferi, 2021)

Diagnosticka kritéria primarni myelofibrozy se zjevnou fibrotizaci
Hlavni Kkritéria
1. Proliferace a atypie megakaryocytl, doprovazena retikulinovou a/nebo kolagenovou
fibrézou
2. Pritomnost JAK2, CALR nebo MPL mutace, ptipadné jiného klondlniho markeru, nebo
absence reaktivni fibrozy kostni diené
3. Nedochazi ke splnéni kritérii pro ostatni myeloidni neoplazmata

Vedlejsi kritéria

1. Anémie, jeZ nema spojitost s komorbidnim onemocnénim
2. Leukocytéza > 11 x10° /1

3. Hmatatelné splenomegalie

4. Zvysena hladina laktat dehydrogenazy

5. Leukoerytroblastoza

Pro diagnostiku primarni myelofibrézy se zjevnou fibrotizaci je taktéZ zapotiebi
pritomnost vSech hlavnich a nejméné jednoho vedlejSiho kritéria (Arber a kol., 2016; Barbui a
kol., 2018a; Tefferi, 2021). Morfologicky popis megakaryocyti odpovida tomu, co bylo
popséno pro prefibrotickou fazi.

Je potieba také zminit uskali, kterd mohou nastat pfi evaluaci morfologie vzorku kostni
dfen¢. Piestoze je jeji interpretace stézejni, zlstava stale subjektivni, coZz mize ustit v riznou
miru (ne)shody mezi patology (Passamonti a Maffioli, 2016). Mozné nedostatky
v reprodukovatelnosti by mohly byt zptisobeny chybou identifikace diagnosticky vyznamnych
znakil, nereprezentativnim bioptickym materidlem, chybnym zhodnocenim celularity kostni
diené s ohledem na vék, nemoznost spravného odecteni stupné fibrozy v diisledku barveni nebo

nezkusenost hodnotitele (Barbui a kol., 2018a).
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2.2 Hodnoceni fibrozy kostni direné

Retikulinova a kolagenni vlédkna jsou pfirozenou soucdasti pojivové tkané a vytvareji

podptirnou kostru ve stromatu kostni diené. Nadmérné mnozstvi a uklddani téchto pojiv

v kostni dfeni je znakem myelofibrézy. Hodnoceni probihd na bioptickém vzorku, ktery je

vystaven barvicim technikam, zvyraziujici hledané komponenty. Pro barveni retikulinu se

vyuziva sttibro, zatimco kolagen je zviditelnén metodou trichrom. Hodnoceni je opét zavislé

na subjektivité histopatologa, coz mize byt podpoteno preanalytickym zpracovanim nebo také

nekonzistenci v barveni (Zahr a kol., 2016). Systém hodnoceni stupné fibrozy je piedstaven

v tabulce 3 a ilustrativni zobrazeni jednotlivych stupiiti fibrotizace znazornéno na obrazku 8.

Tabulka 3: Systém hodnoceni stupné fibrozy kostni dené, zdroj: (Passamonti a Maffioli, 2016)

Hodnoceni fibrézy kostni diené

Stupen

MF-0 Rozptyleny linearni retikulin bez kiizeni, jez odpovida fyziologické kostni dieni

MF-1 Volngjsi retikulinova sit’ s ¢etnym kiizenim, ptedevsim v perivaskularnim
prostoru
Difuzni a husté zmnoZzeni retikulinu s rozsahlym kiizenim, zfidka loziska svazki

MF-2 o1 . y . , g .
ztlustélych vlaken, ¢asto konzistentni s kolagenem a/nebo s loZisky osteosklerozy
Difuzni a husté zmnozeni retikulinu s rozsahlym k#izenim, hrubé svazky

MF-3 ztlustélych vlaken, obvykle konzistentni s kolagenem, asociované s

osteosklerézou

e

Obrazek 8: Vzorky kostni dfené s patrnymi vlakn

a Maffioli, 2016).
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Gianelli a kol. (2012) ve své studii uvadéji moznost predikovat pteziti pacienta na
zaklad€ hodnoceni stupné fibrézy kostni diené. Pfi porovnani tohoto systému s mezinarodnim
prognostickym skorovacim systémem (IPSS) byla dokonce uvedena moznost preciznéjsi
predpovédi pii souCasném uziti obou systému. Tato simultanni aplikace dovoluje odhalit
pacienty jak s extrémné nizkym, tak vysokym rizikem s ohledem na délku pteziti. Guglielmelli
a kol. (2016) také potvrdili stupeni fibrozy jako prognosticky faktor, kdy vyssi hodnoty byly
spojovany s hmatatelnou splenomegalii, vysSim vékem, celkovymi pfiznaky, ale také s nizSimi
hladinami hemoglobinu, leukocytii a trombocytti. Stupen fibrozy 2 a 3 ukazoval na kratsi preziti
pacientl, v porovnani se stupném 1. Autofi také uvadéji relevantnost stupné fibrézy pfi

hodnoceni mladsich pacientl s nizsi rizikovosti.

2.3 Prognostické modely

Prognostické modely predstavuji pro klinické pracovniky nastroj pro urceni
nejvhodnéjsi terapie, ktera je ur¢ena individudlnim pacientim (Tefferi a kol., 2018). Samotné
vytvareni prognoz je ale zavislé na odpovidajici diagnostice (Garmezy a kol., 2021). Mezi
modely pouzivané v klinické praxi se fadi mezinarodni prognosticky skorovaci systém (IPSS)
a jeho derivaty — dynamicky IPSS a dynamicky IPSS plus (Rumi a Cazzola, 2017).
Charakteristiky uvedeny v tabulce 4.

2.3.1 Mezinarodni prognostické skorovaci systémy

Tyto skorovaci systémy kombinuji proménné, jeZ poskytuji zafazeni pacienta do
konkrétni rizikové kategorie s uréenym medianem prieziti. Pfesto zde nejsou zahrnuty takové
proménné, které by mohly vzdy pokryt genetickou heterogennost primarni myelofibrozy (Zahr
a kol., 2016). Rozdilem mezi variantami IPSS a DIPSS je v tom, Ze druhy v pofadi mlZe byt
pouzit kdykoliv v pribéhu vyskytu onemocnéni — a nikoliv pouze pfi prvotni diagnostice — a

muze také zasahnout do predikce rizika leukemické transformace (Rumi a Cazzola, 2017).
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Tabulka 4: Charakteristika prognostickych modelt IPSS/DIPSS/DIPSS-plus, zdroj: (Rumi a Cazzola, 2017)
Prognostické modely

IPSS (z anglictiny: International prognostic scoring system)

Rizikové faktory Body Rizikova kategorie (body) Median preziti (roky)
Vek > 65 let 1 Nizka (0) 11,3
Systémové ptiznaky 1 Stredni-1 (1) 7,9
Hemoglobin <10 g/l 1 Stredni-2 (2) 4
Leukocyty >25 x10%/1 1 Vysoka (23) 2,3
Blastické bunky >1% 1

DIPSS (z angli¢tiny: Dynamic international prognostic scoring system)

Rizikové faktory Body Rizikova kategorie (body) Median preziti (roky)
Vek > 65 let 1 Nizka (0) >20
Systémové ptiznaky 1 Stredni-1 (1-2) 14,2
Hemoglobin <10 g/ 2 Stredni-2 (3-4) 4
Leukocyty >25 x10%/1 1 Vysoka (5-6) 1,5
Blastické bunky >1% 1

DIPSS-plus (z anglictiny: Dynamic international prognostic scoring system plus)

Rizikové faktory Body Rizikova kategorie (body) Median preziti (roky)
Skore DIPSS 0-3  Nizka (0) 15
Potieba transfuzi 1 Stiedni-1 (1) 6,6
trombocyty <100 x10%/1 1 Stiedni-2 (2-3) 2,9
Nezéadouci karyotyp 1 Vysoka (4-6) 1,3

2.3.2 Mutacni prognosticky skorovaci systém

Tento model je jednim ztady prognostickych modeld, u kterych se pfi jejich
sestavovani bral zfetel také na vyskyt mutaci. MIPSS70+ verze 2.0 nezahrnuje do rizikovych
faktorli pouze rizikové mutace gend, ale také neptiznivou skladbu karyotypu. Mezi dané mutace
se napiiklad fadi mutace v genech ASXL1 nebo SRSF2 (Tefferi, 2021), tedy mutace, které jiz
byly zminény v kapitole zabyvajici se patogenezi. Pfipadné dal§i zménou je Gprava prahovych
hodnot pro koncentraci hemoglobinu, jez byly stanoveny na zaklad€é pohlavi a zavaznosti
(Tefteri a kol., 2018). Pacienti jsou roziazeni do 5 rizikovych kategorii, u kterych se 10-leté
preziti pohybuje od 86 % az k mén€ nez 3 %. U pacientil s vysokym rizikem by méla byt
zvéazena alogenni transplantace (Qasrawi a Arora, 2021). Uceleny ptehled vSech proménnych

z modelu MIPSS70+ verze 2.0 poskytuje tabulka 5.
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Tabulka 5: Prognosticky model MIPSS70+ verze 2.0, zdroj: (Tefferi, 2021)
Prognosticky model
MIPSS70+ verze 2.0 (z angli¢tiny: Mutation and karyotype enhanced prognostic scoring system)

Genetické proménné Klinické proménné Rizikova kategorie Median preziti (roky)
(body) (body) (body)

Vysoce rizikovy Zéavazna anémie (2) Velice nizka (0) nedosazeno

karyotyp (4)

Neptiznivy karyotyp Mirna anémie (1) Nizka (1-2) 16,4

3)

Rizikové mutace v Cirkulujici blasty >2%  Stiedni (3-4) 7,7

poctu =2 (3) (1)

Rizikové mutace v Systémové projevy (2) Vysoka (5-8) 4,1

poctu 1 (2)

Absence CALR typ 1 Velice vysoka (29) 1,8

nebo ji podobné

mutace (2)

2.3.3 Geneticky prognosticky skorovaci systém

Jedna se o zastupce prognostického systému, ktery ve svych parametrech zahrnuje
pouze takové proménné, které odkazuji na pritomnost mutaci nebo rizikového/nezadouciho
karyotypu, aniz by bral v potaz jiné klinické informace (Tefferi a kol., 2018). Pacienti jsou
roziazeni do 4 kategorii s odpovidajicim 5-letym pfezitim, jeZ nabyva rozptylu 94 % — 14 %

(Tefteri a kol., 2018; Qasrawi a Arora, 2021). VSechny parametry zahrnuty v tabulce 6.

Tabulka 6: Prognosticky model — geneticky inspirovany — (GIPSS), zdroj: (Tefferi a kol., 2018; Qasrawi a Arora,
2021)

Prognosticky model

GIPSS (z anglictiny: Genetically inspired prognostic scoring system)

Rizikové faktory (body) ﬁ)iz(iil;(;vé kategorie ?::E;z;n preziti
Rizikovy karyotyp (2) Nizka (0) 26,4
Neptiznivy karyotyp (1) Stredni-1 (1) 8
ét;sence CALR typ 1 nebo ji podobné mutace Stredni-2 (2) 42
Mutace ASXL1 (1) Vysoka (=3) 2
Mutace SRSF2 (1)

Mutace U2AF1-Q157 (1)
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3 SYMPTOMATOLOGIE

Pacienti, u kterych nachazime myelofibrézu, jsou vystaveni vysoké zatézi z pohledu
vykazovanych symptomu, jez maji pfimy dopad na kvalitu zivota pacienta (Scotch a kol.,
2017). Ptestoze Svétova zdravotnickd organizace ve svych definovanych kritériich nezahrnuje
symptomy, protoze nejsou vyuzivany k rozliSeny jednotlivych myeloproliferativnich neoplazii,
pfesto mohou pro lékate predstavovat jistou formu pomoci (Passamonti a Maffioli, 2016).
Samotné symptomy sestavaji z rozmanitého spektra zastupct, mezi bézné zastupce se tadi
bolesti bficha a kosti, nocni poty, svédéni, unava nebo horecky a ztrata télesné hmotnosti
(Scotch a kol., 2017), ptipadné¢ muize dochdzet k rozvoji splenomegalie a extramedularni
hematopoézy (Emanuel a kol., 2012).

Z casového hlediska byl prvnim néstrojem pro zhodnoceni dopadu onemocnéni na
pacienta dotaznik hodnotici symptomy myelofibrozy (Emanuel a kol., 2012). Z divodu
omezeného pouziti pouze pro pacienty s myelofibrozou a nutnosti vytvofit dotaznik, jez by
pokryl i pacienty s pravou polycytémii a esencialni trombocytémii, byla vytvofena modifikace
dotazniku hodnotici symptomy myeloproliferaci (MPN-SAF) (Scherber a kol., 2011). Posledni
uprava zahrnovala zkraceni dotazniku a implementaci deseti vyznamnych a charakteristickych
symptomtl. Zahrnutymi symptomy jsou napt. no¢ni poty, bolesti kosti, problémy s koncentraci
nebo diskomfort v oblasti bficha. Jednotlivé polozky jsou bodovany na Skale od 0 — 10
(Emanuel a kol., 2012).

Scherber a kol. (2011) v dotaznikovych Setfeni u pacientli s myeloproliferacemi dosel
projevy pro myelofibrozu, ale také ostatni myeloproliferace, byly inava, sniZena kvalita Zivota,
nespavost, Spatnd nalada a sexudlni problémy. Nejvyssi prevalence a zdvaznost pro pacienty
s myelofibrézou patfila bolestem bficha, diskomfortu v oblasti bficha, pocitu sytosti a
neaktivité.

Scotch a kol. (2017) identifikovali pacienty s myelofibrozou, ktera je doprovazena
trombocytopénii, jako ty s vys§i zat€zi klinickych projevl. Mezi symptomy majici vétsi
prevalenci a zdvaznost se u téchto pacientil fadily Gnava, neaktivita, pocity sytosti a zhorSena
kvalita zivota. U téchto pacientii byla také pozorovana vys$$i pravdépodobnost historie

trombozy nebo krvéaceni.
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DalSim vyraznym rysem myelofibrozy je splenomegalie, jakozto piimy disledek
extrameduldrni hematopoézy, jez probihd pravé ve sleziné (Pizzi a kol., 2016). Vyskyt
extramedularni hematopoézy je pfipisovan abnormalni migraci hematopoetickych kmenovych
bunck a dalSich hematopoetickych progenitorti v disledku alterace dienového mikroprostiedi
(Prakash a kol., 2012; Pizzi a kol., 2016). Prakash a kol. (2012) pfi morfologické examinaci
vzorkli myeloproliferaci po splenektomiich rozd¢lili extrameduldrni hematopoézu na tii vzory
— a to noduldrni (A), difuzni (B) a smiSeny (C) (obrazek 9). V noduldrnich oblastech se
vyskytovala bud’ panmyeloza nebo erytroidni prekurzory, zatimco v difuznich oblastech byly

dominantn¢ prekurzory granulocytt.

et X i A3 - A ; ; gl AL o e R
Obrazek 9: Vzory hematopoézy ve slezing; nodularni (A), difuzni (B) a smiseny (C); upraveno dle: (Prakash a
kol., 2012)

Wang a kol. (2015) poukazuji na vliv chemokinu CXCL12 na vznik extramedularni
hematopoézy ve slezin€. Jeho funkce, spole¢né s odpovidajicim receptorem CXCR4, spociva
v chemoatraktivité hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék do dienovych
niche. Poruseni této interakce vede k migraci téchto bun¢k do cirkulace (Mendt a Cardier,
2015). V plazmé sleziny, u pacientli s myelofibrozou, doslo k naméteni zvySenych hodnot
tohoto chemokinu, coz je pravdépodobné diivod vzniku a rozvoje extramedularni hematopoézy.
Dale se zjistila snizend koncentrace metaloproteinazy 2 (MMP-2), v porovnani s periferni krvi,
jez je schopna S§tépit tento chemokin a coz mize korelovat s jeho zvySenou hodnotou. Pti
provadéni migracnich zkousek byly zjiStény zvySené hodnoty pro myelofibrotickou plazmu

sleziny (Wang a kol., 2015).
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4 TERAPIE

Soucasné pristupy k 1écbé primarni myelofibrozy zahrnuji celou Skalu 1éciv, které
adresuji pfidruzené symptomy tohoto onemocnéni a za cil si kladou jejich zmirnéni. Jedna se
tedy o léky, které necili na pfi¢inu onemocnéni (O'Sullivan a Mead, 2019; Garmezy a kol.,
2021; Tefteri, 2021). Dokonce se ukazuji takové zavery, ze tato paliativni 1écba nema z hlediska
ucinnosti vliv na prodlouzeni pteziti (Tefferi, 2021). Nejvetsi 1é¢ebny potencial spatiujeme
v alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bun¢k (AHSCT), kterd je vSak
doprovazena vyznamnymi riziky (Garmezy a kol., 2021; Tefferi, 2021). Bézn¢ se k terapii
primérni myelofibrozy ptistupuje na zaklad¢ zhodnoceni rizikové kategorie pacienta, véku, ale

také manifestujicich se symptomu (Krdéger a kol., 2015)

4.1 Soucasna léCebna terapie

4.1.1 Alogenni transplantace krvetvornych bunék

Jak jiz bylo zminéno vySe, transplantace krvetvornych bunék predstavuje momentalné
jedinou moznost terapie s kurativnim ucinkem pro pacienty s primarni myelofibrozou. Je
dalezité k této moznosti pfistupovat tak, aby byla namifena takovym pacientim, u kterych
budou piinosy prevySovat mozna rizika spojend s provedenim této procedury (Davidson a
Gupta, 2021).

U pacienti mladSich 70 let, jez byli dle skoérovaciho systému IPSS, a jeho
dynamickych derivatt (DIPSS, DIPSS plus), zatazeni do stfedni-2 a vysoce rizikové kategorie,
by méla byt brana v tvahu moZznost podstoupeni transplantace. Zatimco jedinci mladsi 65 let
v rizikové kategorii stiedni-1 by méli navic vykazovat dal$i nepfiznivé faktory, piikladné
anémii kompenzovanou transfuzemi nebo pocet blastickych bun¢k v periferni krvi >2 %. Je
nutné uveést, zZe pacienti v blastické fazi onemocnéni (pocet blastit > 20 %) nejsou vhodnymi
kandidaty a transplantace by méla byt zvaZena pii dosaZeni ¢astecné/tplné remise. U posledni
kategorie s nizkym rizikem by pacienti méli byt pouze pozorovani a transplantace zde neni
diskutovdna, déje se tak pouze v pfipadech, kdy je zaznamenana progrese onemocnéni.
Rizikovymi faktory pro AHSCT mohou byt napt. velikost sleziny vétsi nez 22 centimetrii ¢i
nesoulad v leukocytarnich antigenech mezi darcem a ptijemcem (Krdger a kol., 2015).
Relevantni informace, ve vztahu k rozhodovani pro vykon transplantace, mize mimo jiné

poskytnout také prognosticky model MIPPS+ verze 2.0 (Asher a kol., 2020).
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Cipkar a kol. (2022) pfi retrospektivnim zhodnoceni fady studii vyvinuli model, jez
predikuje optimdlni casové okno, pro jednotlivé rizikové kategorie dle dynamického IPSS,
s ohledem na provedeni transplantace a jeji nejptiznivéjsi vliv na délku preziti. Optimalni Cas
pro transplantaci od momentu diagnozy se pohybuje kolem 17 a 10 mésicli pro pacienty
zrizikové skupiny stfedni-2, respektive z vysoce rizikové skupiny. Pozdni transplantace,
provedené mimo toto obdobi, mohou byt doprovazeny neuspéchem, ptipadné snizenim piinosu
transplantace s ohledem na délku pieziti pacienta.

Keyzner a kol. (2016) ve své kohorté pacientti urcili 2-leté celkové preziti pro piijemce
transplantatu od neptibuzného déarce na 38 % a imrtnost nespojenou se stavy relapsu na 53 %,
zatimco u pacientl s piibuznym darcem se jednalo o 75% 2-leté preziti a 21% umrtnost, ktera
nebyla pfipisovana relapsu onemocnéni. VySe zminéné hodnoty ukazuji na neptiznivé vysledky
provedeni transplantace s nepfibuznym darcem, kdy tento faktor piedstavuje rizikovy parametr
ovliviujici celkové preziti, dobu onemocnéni bez progrese a imrtnost bez spojeni s relapsem.

Robin a kol. (2019) ve své skupiné pacientd, ktefi podstoupili AHSCT a vykazovali
remisi 2 roky po vykonu, ur¢ili, Ze nejcastéjsi pti¢inou umrti byl relaps myelofibrozy, reakce
Stépu proti hostiteli (GvHD) a infekce. 10-ti letd incidence relapsii onemocnéni u téchto
pacientdi Cinila 21 %. Studie naznacuje protektivni ptisobeni GvHD reakce vuci relapsu a
mortalité. Mezi rizikoveé faktory se fadily vyssi vék, sekundarni myelofibroza a muzské pohlavi.
Zvysené riziko relapsu bylo spojovano s nepiibuznymi donory krvetvornych buné€k a sniZenou
intenzitou kondicionace. Atagunduz a kol. (2020) pozoroval pozdni relaps u 13,8 % pacientil
po vice nez péti letech po transplantaci, kdy se jako efektivni opatieni ukézalo podani infuzi

darcovskych leukocytl, ptipadné opakované provedeni alogenni transplantace.

4.2 Soucasna symptomatologicka terapie

4.2.1 Splenektomie

Splenektomie se vyuZzivd pro feSeni piipadli splenomegalie, kterd je vysledkem
extramedularni hematopoézy, a neodpovidd na neinvazivni farmakologické ptistupy. Mezi
indikace se fadi naptf. diskomfort v oblasti bficha, trombocytopénie nebo zavislost na
erytrocytarnich transfuznich piipravcich (Malato a kol.,, 2020). Cast pacienti miiZe po
splenektomii zaZivat zhorSeni hepatomegalie, trombocytdzy, leukocytozy a piipadné zvysSeni
poctu blastickych bunék (Tefferi a kol., 2017). Je potieba zminit, ze provedeni vykonu s sebou

nese rizika v podob€ morbidity, mortality nebo transformace onemocnéni (Malato a kol., 2020).
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Provedeni splenektomie ma pak pozitivni vliv na symptomatickou néloz, anémii a
trombocytopénii (Tefferi a kol., 2017). Jako ndhradni feSeni pro pacienty, kteti nemohou
podstoupit splenektomii, se nabizi ozafeni sleziny, jez s sebou také nese mozné komplikace
(Malato a kol., 2020).

Robin a kol. (2017) pozorovali u pacientli, u nichz byla provedena splenektomie, jako
nejéastéjdi komplikace krvaceni, trombozy a piitomnost abscest. Cast pacientd musela
podstoupit naslednou chirurgickou intervenci z divodu vyskytu komplikaci po zdkroku. Ve
vysledku byla u 50 % pacientil po splenektomii pfitomna alesponi 1 komplikace.

Tefferi a kol. (2017) pracovali s daty pacientll (n = 120), kteti podstoupili indikovanou
splenektomii. Mezi nejcastéj$i divody patiila: refrakterni splenomegalie, zévislost na
transfuznich pfipravcich, portdlni hypertenze s ascitem, edémem a gastrointestindlnim
krvacenim. V pribéhu pozorovani (median 1,3 roky) bylo registrovano 79 % uamrti, 28 %
trombotickych komplikaci a 25 % leukemickych transformaci. Z pohledu rizikovych faktord,
jez maji vliv na délku pieziti po splenektomii, byly identifikovany vék, pocet leukocytd, pocet
blastickych bun€k a zavislost na transfuznich ptipravcich jako rizikové faktory. Kazdému
z téchto parametri byl pfirazen 1 bod, za vzniku tfech kategorii — vysoka, stfedni a nizka.

wevr

nedoZil milniku tfech let po splenektomii.

4.2.2 Hydroxyurea

Hydroxyurea, jakoZto cytoredukéni Cinidlo, je frekventované poddvané farmakum,
které¢ ma schopnost adresovat symptomy jako je splenomegalie, bolest kosti nebo leukocytdza
a trombocytoza (Martinez-Trillos a kol., 2010). Ptestoze s pfichodem ruxolitinibu jeji uZiti
pokleslo, stdle si zachovava dominantni postaveni pifi zavadéni cytoredukéni terapie u
onemocnéni s nizkou rizikovosti (Garmezy a kol., 2021).

Martinez-Trillos a kol. (2010) pfi observaci pacientt (n = 40), kterym byla podavana
hydroxyurea, zaznamenali zlepSeni symptomi ve 40 % piipadii. Median odpovidavosti na 1é€bu
¢inil 13,2 mésicti a udrzovaci denni davka hydroxyurey byla v rozmezi 500 — 2000 miligram?.
Mezi nejcastéjsi vedlejsi G€inky se fadily novotvorba/ horSeni anémie a vyskyt viedl v Gstech
nebo na nohou. Zavérem studie bylo zhodnoceni terapie podavanim hydroxyurey jako efektivni
s relativné dobrou toleranci.

Pugliese a kol. (2019) ve své studii poukazuji na moZnou efektivnost kombinované

1é¢by slozené z hydroxyurey a ruxolitinibu. Kombinovana terapie ustila v lepsi klinickou
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odpovéd’ v porovnani s monoterapii ruxolitinibu. Byla také pozorovadna relativné vysoka
schopnost normalizace poctu leukocytl a desticek, v porovnani s monoterapii. Mezi vedlejsi
ucinky spojené s kombinovanou terapii se fadilo zhorSeni trombocytopénie a piipadna nutnost

kratkého preruseni terapie.

4.2.3 Interferon alfa

Interferon alfa (IFN o) se v 1écbé primarni myelofibrozy, v riznych forméch a
davkach, vyuziva jiz n€kolik desetileti. Pfedstavuje alternativni ptistup k 1écbé myelofibrozy
s nizkym rizikem. Mezi charakteristiky interferonu alfa se fadi proapoptotické, antiproliferacni
a imunomodulacni vlastnosti (Bewersdorf a kol., 2020). Lécba interferonem zlistava namiiena
uzké skupiné pacientl z diivodu castych vyskytt vedlejsich ucinkti a nedostupnosti vysledku
srovnavacich studii (Mondello a kol., 2019). Projevy toxicity ¢asto vedou k nutnosti pieruseni
lécebného programu. Nadéjnou vyhlidku pfinesla nova forma — pegylovany interferon alfa 2a,
u niz se nasla nizsi toxicita (Ianotto a kol., 2013).

lanotto a kol. (2013) pozorovali na vzorku pacientli s primarni a sekundarni
myelofibrézou uéinky podavaného pegylovaného interferonu alfa 2a. U vétSiny pacientl bylo
pozorovano zlepSeni v parametrech poc¢tu leukocytll a trombocytil, v mife splenomegalie a
systémovych ptiznaki (jako ubytek na vaze, horecky). ZlepSeni nastalo také u anémie a potiebé
transfuznich ptipravkl. Jako nejcastéjSi toxicky uc¢inek se fadila cytopénie. Negativnim
prognostickym faktorem, z hlediska odpovidavosti na zavedenou lécbu interferonem, byla
rozpoznana mira splenomegalie, kdy se hrani¢ni hodnotou stala velikost >6 centimetrii pod
Zebernim obloukem.

Silver a kol. (2017) podavali rekombinantni interferon alfa pacientim s primarni 1
sekundarni myelofibrézou (n = 30) v brzkych stadiich a nizkou rizikovosti dle DIPPS. U 73 %
pacientii doslo ke zlepsSeni, piipadné zlstali stabilni. Splenomegalie byla u pacient s velikosti
sleziny >9 centimetrii zredukovéna alespoi na polovinu u 40 % piipadi. Castymi vedlejsimi
ucinky byly télesnd slabost, bolest svall, Gnava, anémie a trombocytopénie. Pii vySetfeni
bioptického materidlu kostni dfené byla u 12 pacient sniZzena celularita a 5 pacientii mélo
zlepSeni miry fibrozy. Dochazi k vyjadieni mySlenky, Ze brzké terapie u pacientd bez
charakteristickych projevii miize pfinést benefity.

Serensen a kol. (2020) ve studii zahrnujici také pacienty s myelofibrozou (n = 18)
studovali ucinky kombinované lécby pegylovanym interferonem alfa 2 s ruxolitinibem.

Celkové u 56 % pacientll byla pozorovana uplna/Castecnd remise nebo klinické zlepSeni.
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Dal§im pozorovanim bylo zlepSeni symptomatologické zatéze, normalizace bunécnych
populaci v periferni krvi a redukce alelické zatéze pro mutaci JAK2V617F. Z hlediska toxicity
nebo vedlejSich ucinkli byla lécba interferonem zastavena u 37 % pacientil. NejCastcjSimi
vedlejSimi Gc¢inky byly anémie, Gnava, zanéty hornich dychacich cest, ¢i leukopénie. Ve

vysledku by tato kombinace mohla pomoci pacientim, u kterych jiné pfistupy selhaly.

4.2.4 Danazol

Jedna se o semisynteticky androgen, vyuzivany k lécbé doprovodné anémie pii
vyskytu myelofibrozy. Indikace probihd u pacientl se zvySenymi hladinami erytropoetinu. U
téch pacientl, kde zvySen neni se miize indikovat 1é¢ba stimulanty erytropoézy jako je prave
erytropoetin (Asher a kol., 2020). Vyhodou danazolu vii¢i béznym androgentim je nizsi vyskyt
vaznych vedlejSich uc¢inki (Cervantes a kol., 2015).

Cervantes a kol. (2015) pii studiu u¢inku danazolu na vzorku pacienti (n = 50)
zaznamenali zlepSeni anémie ve 30 % pripadi. Parametr, ktery koreloval s mensi mirou
odpovédi na 1ébu danazolem, byla zavislost na transfuznich ptipravcich. Obecné dochézelo
k dobr¢ toleranci, ale ptesto se objevily vedlejsi u€inky ve formé zvySenych jaternich enzymd,
nebo také cholestatické hepatitidy. Autofi zdiraziiuji potiebu sledovat tyto parametry a

provadet screening na vyskyt rakoviny prostaty u muzi.

4.2.5 Imunomodulaéni lé¢iva

Oznacenim imunomodulatory se odkazujeme na léciva thalidomid a jiné pifibuzné
molekuly — lenalidomid a pomalidomid, majici antiangiogenni a protizanétlivé ucinky. Ve svém
spektru ucinki mohou také ptisobit proapoptoticky, regulovat cytokinové mikroprostiedi nebo
zasahovat do procesi aktivace bun¢k imunitniho systému (Pemmaraju a kol., 2021a). V terapii
primarni myelofibrozy se jejich uplatnéni nachazi v adresovani doprovodné anémie (Barbui a
thalidomidem a 22 % pfti 1écb¢ lenalidomem. Z divodu snizeni toxického ptlisobeni, a tedy
nutnosti ukonceni 1écby dochazi ke kombinovanému podavani s prednisolonem (Asher a kol.,
2020).

Castillo-Tokumori a kol. (2020) hodnotili efektivnost a dopad 1é¢by thalidomidem a
lenalidomidem na vzorku 176 pacientti. Doslo ke zjiSténi, Ze pro pacienty 1écené thalidomidem

byla vétsi pravdépodobnost trombocytopénie a vyssiho skore dle DIPSS-plus. Pacienti z obou
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skupin, pro které 1écba ptinesla klinicky benefit, tézili pfedevSim ze zlepSeni anémie. Pocet
tranzic do stavu bez potieby transfuznich ptipravka byl obdobny pro obé skupiny — thalidomid
11 %; lenalidomid 16 %. Stejné tak poCty pacientd s odpovedi na splenomegalii byly téméf
totozné¢ — thalidomid 9 % a lenalidomid 11 %. Z hlediska celkového pieziti nedoSlo
k pozorovani vyraznych odlisnosti mezi skupinami.

Daver a kol. (2013) pfi studiu ucinku a efektivity pomalidomidu, jakozto derivatu
thalidomidu, vyuzili dvé studijni skupiny. Prvni skupin¢ podavali 3 miligramy/den, ale
z divodu vysoké toxicity byla 1écba ukoncena. Druhé skupiné (n = 29) bylo kontinualné
podavano 0,5 miligrami/den, s dobrou toleranci, ale relativné slabou odpovidavosti na 1écbu —
10 % vykazalo klinické zlepSeni v koncentraci hemoglobinu a 2 pacienti z 10 se stali
nezavislymi na transfuzich. Daver a kol. (2014) zaznamenali, u kombinace pomalidomidu

s prednisonem, odpovédi na 1é€bu v 21 % dle definovaného protokolu.

4.3 Nové mozZnosti terapie

4.3.1 Inhibitory Janusovych kinaz

Zavedenim 1é¢by inhibitory Janusovych kinaz dochazi ke snaze cilit na konkrétni
prvky, jez hraji roli v procesu patogeneze onemocnéni. V tomto konkrétnim ptipad¢ se cili na
deregulovanou signaliza¢ni kaskadu JAK/STAT s moZnou alteraci i dalSich signaliza¢nich cest.
Svymi U€inky reguluji mnoZstvi prozanétlivych a proangiogennich cytokinl. Benefity, ze
kterych pacienti mohou tézit, jsou pfedevSim zmirnéni klinickych projevi (El Fakih a Popat,

2015).

4.3.1.1 Ruxolitinib

Ruxolitinib pfedstavuje U€¢inny inhibitor Janusovy kinazy 1 a 2. Vazba na Janusovu
kin4zu 2 probiha v ramci jejiho aktivniho stavu, kdy nedochézi k rozliSovani mezi mutantnim
a divokym typem. Soucasna inhibice Janusovy kindzy 1 potencuje uc¢inek ve smyslu redukce
prozanétlivych cytokind, ale s rizikem negativniho vlivu na procesy imunitniho dohledu (Chu
a Pettit, 2022). Ve své skupiné se jednalo o prvni schvéleny inhibitor pro 1é¢bu myelofibrozy
se sttednim a vysokym rizikem (Garmezy a kol., 2021). Ruxolitinib je doporucovan jako 1é¢ivo
prvni volby pro pfipady splenomegalii u myelofibrozy se sttednim-2 a vysokym rizikem. U

pacientl, ktefi jsou zafazeni do rizikové skupiny stfedni-1, je ruxolitinib doporucovan jako
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prvni volba v pfipadech vyskytu symptomatické splenomegalie. Piipadné je vyuzivan tam, kde
jsou pacienti rezistentni k 1é¢bé hydroxyureou (Barbui a kol., 2018b). Limitujicim faktorem
jsou pfitomné hematologické toxicity — anémie, trombocytopénie (Chu a Pettit, 2022).

Verstovsek a kol. (2012) prokézali klinicky pfinos ruxolitinibu, v 1é€bé symptomti
myelofibrozy, pfi porovnani s placebem. Pacienti s ruxolitinibem (n = 155) vykézali redukci
splenomegalie (=35 %) ve 41,9 % ptipadii v porovnani s placebo skupinou (n = 154) s pouhymi
0,7 %. U vétSiny pacientil s ruxolitinibem doSlo ke sniZeni zatéZe symptomi. Dale bylo
pozorovano zmirnéni alelické zatéze mutace JAK2V617F a snizeni hladiny prozanétlivych
cytokinii. 11 % pacientil, kterym byl podavan ruxolitinib, 1é€bu ukoncilo z divodu vyskyty
vedlejSich Gcinki. NejcastejSimi vedlejSimi ti€inky byly anémie, trombocytopénie, inava nebo
prijem. Ve vysledky byly dobte kontrolovatelné skrze modifikace v davkovani.

Harrison a kol. (2012) porovnavali efektivitu 1écby skupiny pacientt 1éCenych
ruxolitinibem (n = 146) oproti skuping, kterym byla podavéana nejlepsi dostupna 1écba (n = 73).
Redukce velikosti sleziny (=35 %) byla pozorovéna u ruxolitinibu ve 32 % a 28 % ptipadl pii
odectu ve 24., respektive 48. tydnu. Zatimco skupina s nejlepsi dostupnou terapii vykézala
uspesnost 0 %. U ruxolitinibu bylo pozorovana zlepseni kvality Zivota pacientd se snizenim
naloze symptomi. Pouze 8 % pacientil s ruxolitinibem ukoncilo 1écbu z divodu vedlejSich
ucinkl. Necastéjsimi vedlejSimi ucinky byly prijem, anémie, trombocytopénie a edém periferii.
Vliv ruxolitinibu na histologicky obraz kostni dfen¢ nebyl pozorovan, stejné tak nebyl prokazan
pozitivni vliv na celkové preZiti.

Cervantes a kol. (2013) zpracovali dlouhodobou analyzu (3 roky) efektivnosti,
bezpecnosti a ucinku ruxolitinibu na pfeziti. Byla pozorovana zachovana redukce
splenomegalie s vypoctenou pravdépodobnosti 50 % pti odectu ve 144. tydnu. Studie dale
ukazala zlepSenou vyhlidku pteziti v ptipadech pacientl 1é¢enych ruxolitinibem s vypoctenou
pravdépodobnosti 3-letého preziti 81 %, zatimco skupina s nejlepsi dostupnou terapii 61 %.
Z pohledu bezpecnosti a toxicity nedoslo k vyraznym zméndm v porovnani s vySe uvedenym.

Harrison a kol. (2016) pozorovali obdobné trendy také v 5-ti leté studii porovnavajici
ruxolitinib s nejlepsi dostupnou terapii. Byla pozorovana redukovand splenomegalie
s pravdépodobnosti 48 %. ZlepSeni nebo stabilita v oblasti diefiové fibrozy byla patrna u 48 %

pacientt s ruxolitinibem. Celkové preziti 1 bezpecnost/tolerance v souladu s vyse uvedenym.

44



4.3.1.2 Fedratinib

Fedratinib ptedstavuje dalsiho zastupce z rodiny inhibitor Janusovych kindz, v tomto
piipadé s vyssi selektivitou k Janusove kindze 2 v porovnani s ruxolitinibem (Pardanani a kol.,
2015) s aktivitou namifenou jak na mutantni, tak divoky typ, ktery byl v roce 2019 schvalen
k 1é¢be dospélych pacientli s myelofibrozou se stiedni-2 a vysokou rizikovosti (Harrison a kol.,
2020), ptipadné také u pacientd, u kterych se vyvinula rezistence nebo intolerance k ruxolitinibu
(Tefferi, 2021).

Pardanani a kol. (2015) porovnali ucCinky fedratinibu s placebem u pacienti
s myelofibrézou se stfednim-2 a vysokym rizikem. Pfi redukci splenomegalie se fedratinib
ukazal jako efektivni s odezvou 36 % (400 mg) a 40 % (500 mg), placebo pouze 1 %. SnizZeni
symptomatologické naloze (=50 %) ve 24. tydnu prob¢ehlo ve 36 % (400 mg), 34 % (500 mg) a
u placeba v pouze 7 %. Z divodu bezpecnosti a vyskytu vedlejSich ucinkd bylo podavani
fedratinibu pferuSeno u 14 % (400 mg) a 25 % (500 mg) pacientli s nejcastéjSimi projevy
trombocytopénie, srde¢niho selhani, zvraceni a prijmua. Z hematologické hlediska byl
nejcastéj$im vedlejsim t¢inkem anémie.

Harrison a kol. (2017) sledovali ucinek fedratinibu na pacientech, kteti byli diive
lé¢eni ruxolitinibem, ale byla u nich potvrzena rezistence nebo intolerance. U 55 % pacientl
byla pozorovana odpovéd’ na zvétSenou slezinu (redukce =35 9%). ZlepSeni symptomi,
v rozsahu >50 %, dosahla 26 % hodnocenych pacienti. NejbéZnéjsimi vedlejSimi projevy byly
anémie, trombocytopénie, ale také priijmy, nevolnost a zvraceni. Vysledky ukazuji pfitomnost
klinickych benefitli pro pacienty, u nichz 1éc¢ba ruxolitinibem selhala.

Jamieson a kol. (2015) pii 1écbé fedratinibem také pozorovali zlepSeni ¢i stabilizaci
morfologie kostni dfené (stupen fibrozy) v riznych cyklech 1é¢by. Ve dvou ptipadech byla

zaznamenana uplna remise (stupen fibrézy MF-0).

4.3.1.3 Pacritinib

Pacritinib je dal$im zastupcem ze skupiny inhibitord Janusovych kinaz, cilici nejen na
Janusovu kindzu 2, ale dochdzi i k ovlivnéni receptorové tyrozin kindzy FLT3, kinadzy
asociované¢ s interleukinem 1 nebo receptoru pro kolonie stimulujici faktor 1 (Mesa a kol.,
2017a). Potencial se nachézi v indikacich pro pacienty s trombocytopénii, kde vyuziti vyse
zminénych inhibitor — ruxolitinibu a fedratinibu — je spojovano s negativnim dopadem na tyto

parametry (Chu a Pettit, 2022).
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Mascarenhas a kol. (2018) ve své studii prezentuji klinické benefity, projevujici se na
pacientech s trombocytopénii a 1é¢enymi pacritinibem s lécebnou davkou 200 mg/2xdenné.
Pacritinib si zachoval dominanci v odpovédich na 1écbu v porovnani s nejlepsi dostupnou
terapii (zahrnujici také ruxolitinib). Tyto odpovédi zahrnovali €inek na splenomegalii, zatéz
symptomi, ale také na hladinu hemoglobinu a potiebu transfuzi.

Mesa a kol. (2017a) u pacritinibu pozorovali dobrou toleranci i u¢inky na slezinu a
symptomy, kdy zjistili vy$si odpovéd’ na splenomegalii ve skupiné s pacritinibem (19 %), bez
ohledu na pacienty s vaznou trombocytopénii, oproti nejlepsi dostupné terapii (5 %). Dale doslo
k vyraznému zlepSeni skore monitorujici zatéz symptomi. Pouze ve skupin€ s pacritinibem
byla pozorovana tranzice do stavu nezévislosti na transfuzich (25 %). Lécba pacritinibem byla
do 24. tydne pferuSena u 10 % pacientl. Mezi nejcastéj$i vedlejsi ucinky se fadil prijem,
nevolnost, zvraceni. Vyskytovaly se také pfipady anémie a trombocytopénie.

Z divodu vyskyti krvaceni a srdec¢nich potizi u pacientt, ktefi byli soucasti
vyzkumnych studii, se jako bezpecna a efektivni davka pacritinibu uréilo mnozstvi 200 mg ve

dvou davkach denné (Gerds a kol., 2020).

4.3.1.4 Momelotinib

Momelotinib je nizkomolekularni inhibitor se specifitou vii¢i Janusovym kindzdm 1 a
2, jehoz ucinek spociva v kompetici s molekulami adenosintrifosfatu (Gupta a kol., 2016).
Momelotinib svym inhibicnim pisobenim cili také na receptor typu 1 pro aktivin, kdy tato
inhibice vede k niZ8i produkci hepcidinu a lepsi dostupnosti Zeleza pro erytropoézu (Oh a kol.,
2020). Vyuziti tohoto inhibitoru v 1é€bé myelofibrozy se sousttedi pfedné na pacienty s anémiti
(Chu a Pettit, 2022).

Gupta a kol. (2016) prezentovali, ze u pacientil, kterym byl podavan momelotinib
dochézelo k eliminaci splenomegalie, déle byl patrny pozitivni vliv na hladinu hemoglobinu,
zavislost na transfuzich a na doprovodné symptomy. Pisobeni na hladiny cytokinii bylo nejvice
patrné na interleukinu-6. Lécba byla ukoncena v 26,2 % pacientl z diivodu vyskytu vedlejsich
ucinki. Nejcastejsimi vedlejsSimi ucinky byly prijem, periferni neuropatie, trombocytopénie a
zavraté. Celkové 2-leté preziti bylo odhadnuto na 88 %.

Mesa a kol. (2017b) porovnali i¢inek momelotinibu s ruxolitinibem, kdy pozorovali
obdobnou odpovéd’ na splenomegalii. V ptipadé redukce symptomu ale prevazoval ruxolitinib.
Momelotinib zase dominoval pfi G¢inku na anémii, kdy méné pacientd zjeho skupinu

vykazovalo potiebu podavani transfuzi. Paletu vedlejSich uCinku tvofila v Cele
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trombocytopénie, prijem, bolesti hlavy, anémie a dalsi. V souhrnu bylo zjiSténo, ze vice
pacienti s momelotinibem bylo charakterizovano se simultannim klinickym zlepSenim ve
vSech tfech oblastech: splenomegalie, symptomy a anémie v porovnani s ruxolitinibem.
Z tohoto hlediska mize momelotinib piedstavovat vhodny lécebny postup, vezmeme-li také

v potaz riznorodost individudlnich potteb pacient.

4.3.2 Hypometyla¢ni latky

Poruchy epigenetického aparatu mohou pfispivat k rozvoji maligniho stavu, kdy
dochazi k aberantni expresivit¢ tumor supresorovych gen. Mechanismus u¢inku
hypometylacnich latek spociva v redukci miry metylace molekul DNA/RNA. Mezi zastupce
téchto 1éCiv se fadi azacitidin a decitabin, jakozto analogy cytosinu, které maji inhibicni
pusobeni na DNA-metyltransferazu 1, piipadné pifimy cytotoxicky efekt. Kone¢né piisobeni
muze mit rozsah od ndpravy expresivity genti po apoptdzu ¢i bunécnou signalizaci (Agrawal a

kol., 2018). Ptiklady mutaci ovliviiujici epigeneticky aparat uvedeny v kapitole o patogenezi.

4.3.2.1 Azacitidin

Masarova a kol. (2018) testovali kombinaci ruxolitinibu s hypometylacni latkou —
azacitidinem — na skuping pacientil (n = 46), kdy v 72 % pozorovali pteddefinované odpovédi
na lécbu. Z toho 21 % odpovédi bylo dosazeno po ptidavku azacitidinu. V pritbéhu studie doslo
ke klinickému zlepSeni splenomegalie v 62 %, ztoho 24 % je pfipisovano po pridavku
azacitidinu. U pacientl byl také pozorovano zlepSeni v doprovodnych symptomech. Z hlediska
anémie nedoSlo k vyraznému zasahu. Dale doSlo ke snizeni alelické zatéze mutace JAK2 a
v 61,2 % piipadt doslo ke zlepseni dfetiové morfologie. Casté vedlejsi u¢inky predstavovala
anémie, trombocytopénie, ale také neutropénie, infekce a zacpa. Zavér studie naznacuje
potencidl této kombinace a jeji komplementaritu pfi navozeni terapeutickych G¢inkd, ale pro

vytvoreni uceleného obrazuje je potieba provést dalsi studie.
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4.3.2.2 Decitabin

Badar a kol. (2015) pozorovali benefity vyplivajici zl1écby pacienti
s transformovanou/ akcelerovanou myeloproliferaci nebo vysoce rizikovou fazi primarni
myelofibrézy. Odpovéd’ na 1écbu u pacientil s transformaci byla ve 29 %. V ptipadé
akcelerované faze se benefity 1écby ukazaly u 62 % pacientti. Primérni diagnoéza (PMF, PV,
ET) netvotila statistické rozdily v odpovidavosti na 1é¢bu. Pacienti s vysoce rizikovou PMF
souhrnné dosahli v 82 % zlepSeni parametrli. Jednalo se pfedev§im o pocet blastickych nebo
krevnich bunék. U pacientt s odpovédi na 1€cbu byla nalezena vyhoda v otazce celkové pieziti.

Mascarenhas a kol. (2020a) dosli k zavéru, Zze kombinace decitabinu s ruxolitinibem
predstavuje 1écbu s potencidlem u pacientd v akcelerované ¢i leukemické fazi. Celkova
odpovéd’ na 1é€bu byla patrna u 44 % pacientll. Déle doslo ke sniZeni poctu blastickych bun¢k
a také ke zlepSeni splenomegalie. Vedlejsi ucinky zahrnovaly tinavu, febrilni neutropénii,

pneumonie a prijem. Median celkového pieziti pro vSechny pacienty €inil 9,5 mésicti.

4.3.3 Inhibitory histonovych deacetylaz

Histonové deacetyldzy katalyzuji odejmuti acetylového zbytku z aminoskupiny lyzinu
histontll, za souc¢asné¢ho zisku pozitivniho ndboje, ktery vede ke zvySené vazbé negativné
nabitého vlakna DNA k histontim. Deacetylace histontl je obecné spojovana se supresi genové
exprese. Inhibitory histonovych deacetyldz zpisobuji zvySenou acetylaci histond, a tedy
umoziuji aktivni transkripci. Interakce s t€émito inhibitory neni omezena pouze na histony, ale
1 dalsi proteiny. Konec¢né u¢inky mohou byt rozmanité — genova exprese, bunééna diferenciace

(Suraweera a kol., 2018).

4.3.3.1 Panobinostat

Mascarenhas a kol. (2017) pii hodnoceni pacientii s myelofibrozou, léCenych
panobinostatem, zjistili 36% frekvenci odpovidavosti na 1écbu. Hodnoceni pacienti (n = 8)
vykazali 34% median redukce splenomegalie. ZlepSeni symptomul se tykalo systémovych
pfiznaktli, diskomfortu v oblasti bficha nebo unavy. Zména morfologie kostni dien¢ nebyla
zjisténa. Castymi vedlej§imi t¢inky byla trombocytopénie, anémie &i prijem a jiné. Praimérmé
snizeni muta¢ni zatéze JAK2 po 6 mésicich bylo 6,8 %. U¢innost a tolerance je spojovana s

niz§imi davkami, kdy je mozné 1ék podavat po delsi dobu.
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Mascarenhas a kol. (2020b) testovali kombinovanou terapii sloZenou z panobinostatu
a ruxolitinibu, kdy zjistili pfitomnost klinického zlepSeni ve 40 % ptipadi. Ve 33 % ptipada
doslo ke zmenSeni objemu (=35 %), nebo redukci velikosti sleziny (>50%). Pacienti také
pocitovali ulevu od symptomt. Dale bylo pozorovano zlepseni ve stupni fibrotizace kostni
diené a také v jeji celularité. VedlejSimi uCinky byla mimo jiné anémie, prijjem a infekty
hornich dychacich cest. V této skupiné nebyl zaznamenam vyskyt trombocytopénie nebo

neutropénie ve spojitosti s kombinovanou lécbou.

4.3.4 Inhibitor telomerazy — Imetelstat

Imetelstat pfedstavuje oligonukleotidovy konjugat, jehoz cilovou strukturou je RNA
templat, nachazejici se v molekule telomerazy. Timto tedy dochazi k inhibici jeji enzymatické
aktivity, spoc¢ivajici v syntéze specifické sekvence dusikatych bazi (-TTAGGG-), a posléze
bunécéné proliferace (Tefferi a kol., 2015). Imetelstat svym wc¢inkem cili také na maligni
kmenové buiiky. Ve vyzralych somatickych bunkach se fyziologicky nachazi v neaktivnim
stavu, zatimco u malignich bun¢k byla prokazana jeji aktivace (Wang a kol., 2018).

U pacienti (n = 33), kterym byl podavan imetelstat, prob¢hla v 21 % uplna nebo
¢astecna remise. U vSech pacientl s Gplnou remisi také doslo k rezoluci dfefiové morfologie.
V 80 % pacienti s leukocytdézou doSlo k jejimu odbourani nebo znatelné redukci. 100 %
pacientli s trombocytézou zazilo vyfeSeni symptomi nebo vyrazné zlepseni. Odstranéni ¢i
zlepSeni pfitomné leukoerytroblastozy probéhlo v 81 % piipadi. Pro 81 % pacientd s
cirkulujicimi blasty (v poctu >1 %) doslo k vymizeni téchto bun¢k nebo ke zlepSeni. 31 %
pacientil se zavislosti na transfuzich se stalo nezavislymi, v délce alespon ttech mésict (Tefferi
a kol., 2015).

Mascarenhas a kol. (2021) publikovali o vyskyty klinickych benefiti u pacientd, jez
zazili relaps ¢i rezistenci k inhibitorim Janusovych kindz, ktefi byli 1éCeni imetelstatem.
Davkovani 9,4 mg/kg ukazovalo na vyssi potencial 1écby. U pacientli byl ve 24. tydnu snizen
objem sleziny i zatéz symptoml. 2-leté pteziti Cinilo 57,5 %, dale se 25 % zavislych pacientii
stalo nezdvislymi na transfuzich. ZlepSeni alesponn o 1 stupenn vramci fibrotizace diené
probéhlo u 40,5 % hodnocenych tcastnikl. Imetelstat také pozitivné pusobil na mutacni
alelickou zatéz. S 1écbou byly nejCastéji spojeny trombocytopénie, anémie, neutropénie,
nevolnosti a prijem. Imetelstat prfedstavuje novou moznost 1éCby s potencidlem zvratit klinické
manifestace a pomoci pacientim s vysokym rizikem a nemoznosti 1é€by JAK inhibitory, pro

které chybi alternativni strategie. Momentalné dochdzi k provadéni dalSich studii.
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4.3.5 Inhibitor Aurora kinazy A — Alisertib

Aurora kindza A spada do rodiny serin/threonin kindz, jez je nezbytnou soucasti pro
bunécnou mitdzu. Jeji ulohu miizeme nalézt pti maturaci centrozomu, sestavovani mitotického
vieténka ¢i ma spojitost s kontrolnimi body bunééného cyklu. Inhibi¢ni pisobeni usti ve ztratu
schopnosti autofosforylace a jeji nasledné funkcnosti, coz pro bunku v dasledku konci
navozenim apoptézy. V pritomnosti malignit byla nalezena ve zvySenych koncentracich
(Bavetsias a Linardopoulos, 2015). Zvifeci modely myelofibrézy ukézaly, Ze inhibice této
kinazy zpusobila polyploidizaci, maturaci a apoptézu aberantnich megakaryocyti (Gangat a
kol., 2019).

Alisertib v klinické studii mél schopnost zredukovat velikost sleziny, ale také miru
zatéze symptomu a zavislost na transfuzich. Zlepseni stupné fibrozy kostni diené alespoil o
jeden stupen bylo patrné v 71 % hodnocenych pacientii. Profil vedlejSich G¢inkd zahrnoval
trombocytopénii, neutropénii, anémii, a jiné. ZlepSeni bylo také adresovano alelické mutacni
zatézi. DalS$im pozorovanim byl pozitivni efekt na morfologii aberantnich megakaryocyti, jez
jsou typickym znakem, se zvySenym histochemickym barvenim na pfitomnost transkripéniho
faktoru Gatal. Alisertib vykazal potencial s dobrou toleranci, kdy je potieba provést dalsi studie
(Gangat a kol., 2019).

4.3.6 Antagonista inhibitori apoptozy — LCL161

Molekula LCL161 se fadi mezi antagonisty inhibitori apoptézy, kdy dochdzi
k obnoveni tohoto mechanismy v malignich bunikach, které ji dokazi potlacit. LCL161 se
principaln€ vaze na celularni inhibitory apoptdzy — predevsim cIAP1, cIAP2 — kdy indukuje
jejich degradaci s vyslednym navozenim apoptézy zprostfedkované kaspazami a tumor
nekrotizujicim faktorem alfa (Pemmaraju a kol., 2021b).

LCL161 podavany pacientim s myelofibrozou, ve stfednim nebo vysokém riziku,
zpusobil odezvu ve 30 % piipadi. U 73 % z hodnocenych pacienti pro splenomegalii se
v rizném méfitku objevilo zlepSeni. U pacientli byly také pozorovany klinicky ucinek na
anémii. Castymi vedlej§imi u¢inky byly nevolnost, inava, zdvraté, trombocytopénie a anémie.
Technikou western blot byly zjiStény sniZené hladiny inhibitord apoptozy (cile LCL161)
s dominanci pro dlouhodob& odpovidajici pacienty, zatimco pacienti, ktefi na 1écbu
neodpovidali méli hodnoty spiSe zvySeny. V budoucnu by 1é¢ivo mohlo byt podavano

pacientim, u kterych JAK inhibitory nebyly u€¢inné (Pemmaraju a kol., 2021Db).
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4.3.7 Inhibitor anti-apoptotického Bcl-2 proteinu — Venetoclax

Bcl-2 skupina proteint (odvozeno od B bunécného lymfomu), hraje dilezitou roli
v procesu aktivace apoptdzy vnitini cestou, ktera konci permeabilizaci mitochondrialni
membrany s uvolnénim cytochromu-c a aktivovanim kaspaz. Za fyziologického stavu dochéazi
k balancovani pro-apoptotickych a anti-apoptotickych slozek, zatimco u malignich stavii mize
byt tato rovnovaha poruSena za souc¢asného snizeni citlivosti k navozeni apoptdzy. Venetoclax
se fadi mezi inhibitoru anti-apoptotického proteinu Bcl-2, kdy se vaze na jeho homologni
doménu (BH3) namisto pro-apoptotickych molekul s BH3 homologii, které mohou spolu
s dal§imi slozkami podpofit iniciaci apoptdzy (Wei a kol., 2020).

Venetoclax byl podavan, spolu s hypometyla¢nimi latkami, skupin€ pacienti (n = 32)
v blastické fazi myeloproliferace. Celkem 9 pacienti bylo pfed progresi diagnostikovano
s priméarni myelofibrézou a ostatni pacienti se sekundarni myelofibrézou nebo PV a ET.
Navozeni kompletni/nekompletni remise probehlo u 57 % pacientl s primarni myelofibrézou.
Castym doprovodnym znakem byla pancytopénie. V celé skupiné byla pozorovana slabsi
odpovéd’ ve spojeni s JAK2 mutaci, nizkou hladinou hemoglobinu, trombocytézou a diivéjsi
1écbou hydroxyureou. Medidn celkového preziti ¢inil 9 mésici pro pacienty s (ne)kompletni
remisi. Tato kombinace pfedstavuje potencial pro 1écbu blastické faze myeloproliferaci, kde

vyhlidky na pteziti jsou vyraznym zptisobem kompromitovany (Gangat a kol., 2021).
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5 ZAVER

Strany této bakalatské prace se zabyvaji myeloproliferativnim onemocnénim primarni
myelofibrézou, jakozto zavaznym stavem, ktery vyraznym zpusobem kompromituje kvalitu
zivot pacienta, a to nejen klinickymi manifestacemi, ale také zkracenim délky zivota.
K samotnému onemocnéni bylo pfistoupeno komplexné, a proto vySe zminéné kapitoly
popisuji patogenezi, diagnostiku, ale také symptomatologii primarni myelofibrozy.

Zaverecnd kapitola zahrnuje terapeutické moznosti 1é€by primarni myelofibréozy.
Zminény jsou nejen konvencni terapeutika, ale také nové 1écebné piistupy, které vychazeji
z objevii molekularnich znakli onemocnéni a jsou tedy cilengjs$i. Nicméné do dnesnich dni je
lécba ptedevSim paliativni a jedinou ryze kurativni moznosti zlstdva transplantace
krvetvornych bun¢k.

Ve vyctu terapeutickych pfistupt najdeme nejen vyuziti farmakologickych intervenci,
ale také mozny invazivni pfistup. Z novych moznosti terapie predstavuji nejvétsi klinicky
prinos inhibitory Janusovych kinaz. Nékterym pacientiim v§ak pomohou malo, nebo prakticky
vubec. Z toho ditvodu je dulezita neustala badatelska prace pti vyhledavani novych G€innéjsich
zminovana lé¢iva, ktera jsou v souCasnosti ve stadiu testovani, vykazuji vysoky terapeuticky
potencial 1 v pfipadech, kdy ptedchozi 1é¢ba selhala, nebo u pacientli v pokrocilych stadiich
nemoci. V klinickém testovani bylo pozorovano zmirnéni pfiznakd onemocnéni, redukce miry
fibrotizace a muta¢ni zatéze, a dokonce také ptfipady remise onemocnéni. Svymi ucinky se
jedna predevsim o epigenetické regulatory, inhibitory anti-apoptotické signalizace, inhibitory
replikace DNA a inhibitory zasahujici do procesu mitdzy. Zminénd potencialni terapeutika tak
cili na porusené regulacni a signaliza¢ni mechanismy, jejichZ funkce jsou dtileZiti pro zachovani

integrity organismu.
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