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Zoznam skratiek a vymedzenie zakladnych pojmov
AML  akuatna myeloidné leukémia

bphs  pocet prazkov (bandov) na haploidny stav, z angl. bands per haploid set

CMA analyza chromozémov technikou microarray, z angl. Chromosomal Microarray
Analysis

DNA  deoxyribonukleova kyselina

E.C.A. curdpska cytogeneticka asociacia, z angl. European Cytogeneticists Association
EDTA kyselina etyléndiamintetraoctova - antikoagulant

ELN  zangl. European LeukemiaNet

FISH fluorescen¢na in situ hybridizacia

IPSS  medzinarodny prognosticky skorovaci systém, z angl. International Prognostic
Scoring System

ISCN medzinarodna cytogenetickd nomenklatura, z angl. An International System for
Human Cytogenetic Nomenclature

KD kostné dren

MDS  myelodysplasticky syndrom

PCR  polymerazova retazova reakcia, z angl. polymerase chain reaction
PK periférna krv

VAF frekvencia variantnej alely, z angl. Variant Allele Frequency

Zhrnutie a odovodnenie Standardu

Tento diagnosticko—laboratorny Standard sluzi ako odborné usmernenie a upravuje zakladné
podmienky genetickej diagnostiky u skupiny ochoreni sthrne oznacovanych ako
myelodysplasticky syndrém (MDS).

Kompetencie indikacie

Indikovat’ genetické vySetrenia uvedenych onkologickych diagnéz / entit je opravneny:
- lekér so $pecializaciou v odbore hematologia a transfuziolégia (031),!
- lekar so $pecializaciou v odbore pediatricka hematoldgia a onkologia (329,
- lekar so $pecializdciou v odbore klinick4 onkologia (019).1

V ramci diferencialnej diagnostiky pre potreby overenia genetického nalezu a tym potvrdenia
/ vyluc¢enia vrodenej predispozicie k nadorovému ochoreniu (vid. ,,Doplnkové otdazky
manazmentu pacienta *):

- lekér so $pecializaciou v odbore lekarska genetika (062)*

IMU ¢. 1/3/2007 Kody lekarov a poskytovatelov zdravotnej starostlivosti. In: Vestnik tiradu pre dohl'ad nad



zdravotnou starostlivost'ou ¢islo1/2008-marec 2008, [online]. [cit. 2019-01-30]. URL: <http://www.udzs-
sk.sk/documents/14214/18168/vestnik_01_08.pdf/cd63e016-897b-4d3b-aef6-628c7af517bd>

Kompetencie realizovania testovania
Genetického testovanie MDS méze vykondvat’ len Specializované diagnostické pracovisko
s opravnenim pre diagnostiku v onkologickej genetike — odbornost’ Lekérska genetika (062).2

Personal pracoviska / laboratoria pdsobiaceho v genetickej diagnostike biologickych vzoriek
prislusnej onkologickej diagnoézy / entity zahffia nasledovnych odbornych zdravotnych

pracovnikov:
- opravnenych vykonavat vySetrenia a diagnostické testy:
- laboratérny diagnostik Specialista2 = laboratérny diagnostik

so Specializaciou v odbore laboratérne a diagnostické metddy v klinickej genetike3,
alebo rovnocennym uznanym odbornym vzdelanim nadobudnutym mimo tzemia
SR,

- laboratorny diagnostik4 v Specializacnej priprave vysSie uvedeného odboru pod
dohl'adom laboratérneho diagnostika Specialistu,

- zdravotnicky laborant so SpecializdciouS Vv Specializatnom odbore laboratorne a
diagnostické metody v Klinickej genetike,6

- zdravotnicky laborant7 bez $pecializacie pod dohl'adom zdravotnickeho laboranta
alebo laboratorneho diagnostika so Specializaciou.

- interpretovat’ a vydavat’ vysledky testov:

laboratérny  diagnostik  so  Specializiciou v odbore  laboratorne
a diagnostické metody v klinickej genetike,®

- lekar so $pecializaciou v odbore lekarska genetika (062).1

IMU ¢. 1/3/2007 Koédy lekarov a poskytovatelov zdravotnej starostlivosti. In: Vestnik tradu pre dohlad nad
zdravotnou starostlivostou ¢islo1/2008-marec 2008, [online]. [cit. 2019-01-30]. URL: <http://www.udzs-
sk.sk/documents/14214/18168/vestnik_01_08.pdf/cd63e016-897b-4d3b-aef6-628c7af517bd>

2§ 20 nariadenia vlady SR &. 513/2011 Z. z. o pouzivani profesijnych titulov a ich skratiek viazucich sa na odbornti
sposobilost’ na vykon zdravotnickeho povolania
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$pecializacnych odborov a sustave certifikovanych pracovnych ¢innosti v zneni neskorsich predpisov
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na vykon zdravotnickeho povolania, spésobe d’alS§icho vzdelavania zdravotnickych pracovnikov, ststave
$pecializacnych odborov a sustave certifikovanych pracovnych ¢innosti v zneni neskorsich predpisov
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certifikovanych pracovnych ¢innosti v zneni neskorsich predpisov



Uvod

Myelodysplasticky syndrom (MDS) predstavuje skupinu ochoreni, ktoré sa vyznacuju
klonalnou proliferaciou hematopoetickych kmenovych buniek s rekurentnymi genetickymi
abnormalitami, myelodysplaziou, neefektivnou krvotvorbou, cytopéniou a vysokym rizikom
transformacie do akttnej myeloidnej leukémie (AML) (Cazzola a kol., 2020). MDS postihuje
prevazne dospelu populaciu v priemernom veku 70 rokov a celosvetova ro¢na hruba incidencia
sa odhaduje na 4 - 5 pripadov na 100 000 I'udi (Hasserjian a kol., 2017) a z toho dovodu je
uvadzany aj ako zriedkavé ochorenie. MDS sa tradicne deli na primarny MDS,
bez expozicie cytotoxickym latkam a radioterapii v predchorobi, a sekundarny MDS, ktory
vznikd Vv dosledku mutagénnych ucinkov predchadzajucej liecby. Myelodysplazia je
charakteristicka aj pre myelodysplastické — myeloproliferativne neoplazie (MDS-MPN), ktoré
taktiez predstavuji samostatni kategoriu ochoreni podl'a WHO. Ochorenia, ktoré sa povazuju
za prekurzorové vo vzt'ahu k MDS st klonalna hematopoéza neurcitého potencidlu (z angl.
,clonal hematopoiesis of indeterminate potential“, CHIP) a klondlna cytopénia nejasného
vyznamu (z angl. ,,clonal cytopenia of undetermined significance*, CCUS) (Hasserjian a kol.,
2017). Diagnostické kritéria jednotlivych klinickych jednotiek st uvedené v &asti ,,Specidlny
doplnok Standardu‘ — kldcovy je nélez perzistujicej cytopénie vo > 1 bunkovej linii
Vv periférnej krvi so su¢asnou morfologickou dysplaziou v > 1 bunkovej linii v kostnej dreni
(Cazzola a kol., 2020).

Rast a sirenie patologického klonu hematopoetickej bunky so somatickou mutéaciou
predstavuje patofyziologicky zaklad MDS. Rekurentné mutacie pri MDS postihuji gény
roznych funkénych skupin, napr. gény asociované s epigenetickou regulaciou (TET2,
DNMT3A), zostrihom RNA (SF3B1, SRSF2), kontrolou reparacie DNA (TP53), roznymi
signalnymi drahami (NRAS, NF1, PTPN11), regulaciou transkripcie (RUNX1, ETV6, CEBPA),
a funkciou kohezinového komplexu (STAG2). Vyskyt a klinicky vyznam mutacii MDS-
asociovanych génov je zhrnuty v asti ,,Specidalny doplnok standardu®.

Chromozomoveé abnormality typické pre MDS su vid¢sSinou sekundarne zmeny nestabilného
gendomu navodené zakladajucou (driver) mutaciou. Vyznamnu vynimku predstavuje del(5932-
q33), ktord predstavuje inicialnu geneticki zmenu pri MDS-del(5q). Nalez rekurentnej
chromozdémovej abnormality md vyznamnu prognostickll hodnotu — cytogenetické riziko je
sucastou revidovaného medzinarodného skorovacieho systému pre odhad prognozy ochorenia
(angl. ,,International Prognostic Scoring System®, IPSS), ktory, spolo¢ne s d’al§imi faktormi
predstavuje agregat pre klinicky priebeh ochorenia (Cazzola et al., 2020, Cazzola a kol., 2013).

Rekurentné chromozomové abnormality st zachytené v priblizne 50 % pripadov MDS, pri¢om
sekvenc¢na analyza, ako doplnok cytogenetického vysetrenia, zvySuje zachyt klonalnej
genetickej 1ézie na 90 % (Haferlach akol., 2014, Cazzola akol., 2020). Molekularne
profilovanie moze preto poskytnit’ cenné pridavné informécie pri rozhodovani o0 manazmente
pacienta.



Z klinického hladiska je relevantnd aj diagnostika hereditdrnej predispozicie k MDS
(resp. d’alsim hematologickym malignitdm) Pripady familidrneho MDS su zriedkavé a st
spojené¢ s mutaciami zarodocnej linie, ktoré je mozné vysetrit metodami sekvenovania
z tkaniva pacienta, ktoré nie je zasiahnuté MDS (Arber a kol., 2016) - tato problematika je
rozvinutd v Casti ,,Doplnkové otazky manazmentu pacienta™.

Klasifikacia testov

Zakladnym biologickym materidlom pre cytogenetické / FISH vySetrenie je vzorka kostnej
drene po kratkodobej nestimulovanej kultivacii — kultivacia 24 hodin (KD 24h), pripadne
48 hodin (KD 48h). V pripade nedostatku alebo nizkej kvality vzorky KD je pre potreby
dodiferencovania zmien aberantného karyotypu mozné vyuzit aj vzorky 24-hodinovej
kultivacie periférnej krvi (PK 24h) za predpokladu pritomnosti > 10 % cirkulujtcich
blastov (Haferlach a kol., 2007; Dohner a kol., 2017).

Konvenéna cytogenetika — karyotyp (G-pruzkovanie)

Cytogenetickou analyzou sa identifikuji chromozémové markery vyznamné z hl'adiska
stanovenia progndzy a vyvoju ochorenia — vid’. Specidlny doplnok Standardu. Diagnostika
cytogenetickych abnormalit sa vykondva konvencnou cytogenetikou - karyotypizaciou
pomocou pruzkovacich metod (pruzkovanie), pricom Standardnou technikou pre detekciu
chromozémovych aberacii je prazkovanie pomocou Giemsovho roztoku — G-pruzkovanie
na Grovni minimalne 300 bphs — podl'a E.C.A (Hastings a kol., 2012).
Standard: analyza 20 metafaz:
- aberantny karyotyp minimalne 10 — 15 metafaz,
- klon:
- >2 bunky s rovnakym chromozémovym ziskom, resp. Strukturdlnou
Zmenou,
- >3 bunky s rovnakou chromozémovou stratou (ISCN, 2016).

- normalny karyotyp minimalne 15 metafaz.

Interfazova fluorescen¢na in situ_hybridizacia (FISH)

FISH diagnostika sa odporti¢a vykonavat’ sucasne s analyzou karyotypu. V pripade zvolenia
postupnosti diagnostiky je nevyhnutné previest FISH vySetrenie vzdy pri negativnom,
alebo nevypovednom vysledku karyotypu (< 10 zhodnotenych metafaz) (vid. Algoritmus ¢.1).
Na detekciu prislusnych cytogenetickych aberacii sa pozivaji komercne dostupné
certifikované DNA sondy (resp. kity DNA sond). Druh, konstrukény typ a postupnost’ aplikacie
DNA sondy sa volia podl'a charakteru aberacie.

Standard: analyza minimalne 100 interfdznych neprekryvajicich sa jadier hodnotenych
nezavisle dvoma laboratornymi diagnostikmi — podl'a E.C.A (Hastings a kol., 2012).

Hrani¢né hodnoty pozitivneho vysledku (cut-off) mé kazdé laboratérium stanovené na zaklade
vlastnych postupov a merani s prihliadnutim na odportc¢ania vyrobcov pouzivanych DNA sond
/ kitov, pripadne zavery a dohovory odbornych pracovnych skupin.



Molekulovéa diagnostika

Molekulovo-geneticka diagnostika u MDS sa vykonava ako vstupné vySetrenie u novo
diagnostikovaného ochorenia a je zamerané na detekciu mutacii génu TP53. Toto vySetrenie
sa vykonava z genomickej DNA (gDNA) izolovanej preferen¢ne zo vzorky kostnej drene
odobratej do skamaviek s EDTA (Hunter and Sallman 2020, Sebaa a kol., 2012, Jadersten
akol., 2011). V sucasnosti ja zname velké spektrum somatickych mutacii Specificky
asociovanych z MDS (pozri $pecidlny doplnok Standardu). I ked’ sa analyzy uvedenych mutacii
Standardne v rdmci diagnostiky nevyzaduju, moézu byt v budicnosti zaujimavé pre l'ahSiu
konfirmaciu diagnozy u pacientov zo suspektnym MDS (Malcovati a kol., 2013).

Sekvencna analyza génu TP53 sa vykonava standardne metddou ,,Sangerovho* sekvenovania,
respektive metddou masivne paralelného sekvenovania. Sekvena¢na analyza mutéacii TP53 sa
riadi pravidlami pracovnych skupin ,,The European LeukemiaNet®“, ,British Society for
Genetic Medicine®, ,,American College of Medical Genetics and Genomics®, ,,American
Society of Clinical Oncology* a ,,College of American pathologists“ (Strom a kol., 2016;
Ellard a kol., 2016; Rehm a kol.,2013 a Marilyn a kol.,2017) pricom sa Standardne dosahuje
senzitivita na urovni minimalne 5 % VAF (frekvencia variantnej alely) pri pouziti metody
masivne paralelného sekvenovania a maximalne 10 % VAF pri Standardnom ,,Sangerovom*
sekvenovani.



Proces diagnostiky — odport¢ania (minimalny $tandard)

Tabulka ¢é. 1

Py

—" Proces diagnostiky — odporicania (minimalny Standard)

Stadium ochorenia

Diagnosticky panel

Cas diagnozy / vstupné vy3etrenie

Karyotyp — identifikacia cytogenetickych aberaciil*!
del(5q)/-5

del(7q)/-7

trizomia ch.8

del(17p13)

del(20q)

strata ch.Y

metodika: konven¢na cytogenetika - G-prizkovanie, FISH.
V pripade pozitivneho nalezu cytogenetickej aberacie:
= stanovenie mutaéného statusu TPS53[B]

metodika: sekvencna analyza (metodou ,,Sangerovej*
sekvenacie alebo masivne paralelného sekvenovania).

Odporuca sa pre vietky typy MDS

Remisia / sledovanie dynamiky
ochorenia

= kontrola cytogenetickych markerov pomocou FISH

Progresia / relaps / transformacia

= vid ako v Case diagnoézy / vstupné vysetrenie

= pri transformacii do AML doplnenie diagnostického
panelu podl'a typu AML, resp. indikacie odosielajiceho
lekara (€]

Ak je standardna cytogenetika nevypovedna (< 15 metafaz) a ani zakladny panel
fluorescencnej in situ hybridizacie (FISH) neodhali Ziadne cytogenetické zmeny, je
mozné zvolit' analyzu chromozémov pomocou microarray (CMA), treba si vSak
uvedomit’, Ze tymto spdsobom budu identifikované nie len somatické, ale aj konstitu¢né
zmeny (zérodo¢né linie).

Pri analyze a interpretacii variantov je mozné vyuzit Sirokt Skalu v stcasnosti
dostupnych databaz, preferenéne vSak databazy IARC TP53
(http://p53.iarc.fr/TP53GeneVariantions.aspx, TP53 website UMD (http://p53.1r/),
COSMIC (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) a Clinvar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) (Richards et al., 2015; Ellard et al., 2016).

Ak st v karyotype identifikované t(8; 21), t(15; 17) alebo inv(16), tak sa povazuju za
markery AML, aj ked’ je pocet blastov v kostnej dreni nizsi ako 20 %.


http://p53.iarc.fr/TP53GeneVariantions.aspx
http://p53.fr/
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

Odovodnenie testovania
Testovanie sa vykondva za ucelom stanovenia prognodzy, resp. predpokladu vyvoja /
transformacie ochorenia — vid’. Specidlny doplnok standardu.

Laboratorny algoritmus

Algoritmus €. 1: Laboratérny algoritmus

Laboratorny algoritmus

Kostna dref

Molekulova diagnostika —izoldcia DNA

Cytogenetika/FISH- minimalne 2 paralelné kultivacie 24hod/48hod

-del(17p13WTFa3
-del(20q)

Y

Karyotyp — G-BAND

aberanmy karyoryp

-TPE3 mutaény status

bez aberacie
A d ¥
ASHanalyza
-del(5q) pozit.
~fidel7q
-tris 8

l

Interpretacia wsledku podfa ISCN

Zdroj: autori Standardu.

Dokumentacia a oznamovanie vysledkov

Y

Maolekulovad analyza

Vystupna sprava

Dokumentacnii agendu pacienta s kompletnou diagnostickou histériou je mozné viest
vo fyzickej (papierovej) a/alebo elektronickej forme. Vedie sa v zmysle Zakona ¢. 576/2004
Z. z. o zdravotnej starostlivosti. Organizacia musi zabezpecit’, aby pracovnici prichadzajtci
do styku s laboratornou dokumentaciou pacientov boli dostato¢ne pouceni a zaskoleni o jej
pouzivani a riadili sa osobitnymi predpismi podl'a Zakona ¢. 18/2018 Z. z. o ochrane osobnych
udajov ako aj VSeobecnym nariadenim o ochrane osobnych udajov — GDPR. Kazdy, komu sa



poskytnu alebo spristupnia udaje zo zdravotnej dokumentacie, je povinny zachovavat’ o nich
mlcanlivost’ a zabezpecit’ ich ochranu tak, aby nedoslo k ich strate alebo zneuzitiu.

Minimalne materialno-technické zabezpecenie
- laminarny box, digestor, PCR box, termostat, centrifugy,
- mikroskopické zariadenie pre konvencné karyotypovanie aFISH analyzu
s automatickou analyzou obrazu a moznostou jeho dokumentécie,
- elektroforetickd aparatira a fotodokumentacné zariadenie,
- zariadenie na stanovenie koncentracie a purity DNA / RNA,
- termocyklér,
- geneticky analyzator.

Minimalne personilne zabezpecenie
Pracovisko vykonavajtice geneticku diagnostiku musi disponovat’ nasledovnym personalnym
zabezpecenim:

- kvalifikovany laboratorny diagnostik (vid’. Kompetencie realizovania testovania),

- zdravotnicky laborant.

Interpretacia vysledkov
Vysledky genetickych analyz su interpretované v zmysle pravidiel interpretacie vystupov
jednotlivych metodik:

a. Konvencnd cytogenetika a FISH — podla pravidiel aktualnej verzie medzinarodnej
cytogenetickej nomenklatry ISCN (An International System for Human Cytogenetic
Nomenclature).

b. Molekularna diagnostika:

- Vysledky analyzy variantov génov sekvenénymi metddami sa interpretuji
a vyhodnocuji v sulade s odporacaniami ,,British Society for Genetic Medicine®,
,American College of Medical Genetics and Genomics®, ,,American Society of Clinical
Oncology*“ a ,,College of American pathologists (Ellard a kol.,2016; Rehm
a kol.,2013; Marilyn a kol.,2017). Nomenklatar zapisu identifikovanych variantov sa
riadi pravidlami ,,Human Genome Variation Society* (Dunnen a kol.,2016).

Interpretéacia zahfiia aj slovné hodnotenie nalezu a zaverecné zhrnutie s pripadnym dopadom
pre pacienta.

Obsah vystupnej spravy by mal byt’ v stilade s poziadavkami STN EN 1SO 15189 Medicinske
laboratoria. PozZiadavky na kvalitu a kompetentnost, pripadne musi obsahovat’ minimalne:
- identifika¢né udaje pacienta (meno, priezvisko, rodné cislo, ID ¢&islo — Vv pripade
hospitalizacie, idaje o zdravotnom poisteni, diagndza — slovne aj kddom MKCH),
- identifika¢né udaje o vysetrovanej vzorke (druh a datum prijatia biologického materidlu,
forma sekundarnej vzorky — napr. DNA, RNA, KD 24...),
- pouzité metodiky genetického testovania, pouzité referencné sekvencie analyzovanych
génov, pouzité genetické databazy a softvérové nastroje,



- vysledky analyz,

- zaver genetického vySetrenia vo forme slovného hodnotenia klinického vyznamu
identifikovanych genetickych zmien,

- mena a podpisy zodpovednych 0sob.

Odhadované naklady

- agregovany vykon.

Mali by byt zohladnené ndklady na materidlne a pristrojové vybavenie genetického
laboratoria, diagnostiku a chémiu, vypoctova techniku, prevadzkové naklady (energie) a mzdy
laboratornych pracovnikov.

Zabezpecenie a organizacia starostlivosti - realizacie diagnostiky
Laboratérne pracovisko, ktoré chece realizovat’ genetick diagnostiku u myelodysplastického
syndromu musi spifiat’ nasledovné kritéria:

- byt $pecializovanym diagnostickym pracoviskom = odbornost’ 062. Lekarska genetika,

- disponovat  vlastnym  potrebnym  pristrojovym  alaboratornym = vybavenim
(vid'. Minimalne materidlno - technické zabezpecenie),

- kvalifikovany zdravotny persondl = minimalne dvaja laboratérni diagnostici
so Specializaciou v odbore laboratorne a diagnostické metddy v klinickej genetike, alebo
rovnocennym uznanym odbornym vzdelanim nadobudnutym mimo uzemia SR,
(vid. Kompetencie realizovania testovania),

- laboratorium s dostatoénymi skusenostami s diagnostikou vzoriek pacientov
sMDS / MPN zodpovedajucimi 100 novo-diagnostikovanych vzoriek rocne
a pravidelnou ucastou v rdmci externych foriem kontroly kvality.

Doplnkové otazky manaZmentu pacienta

Hereditarna predispozicia k myeloidnym malignitam

Myeloidné malignity moéZzu vzniknit' v kontexte vrodenej predispozicie k onkologickym
ochoreniam. Spektrum monogénovych onkogenetickych syndromov, ktoré zahfnaja
aj hematologické malignity, sa vd’aka rapidnemu rozvoju genomickych vySetrovacich metod
postupne rozsiruje. Vcasné rozpoznanie tychto vrodenych chyb je klinicky relevantné
Z viacerych dovodov:

- pacienti mézu vyzadovat Specifickll observaciu zameran(l na zdvazné, nehematologické
komplikacie, resp. dalSie hematologické malignity, nezriedka reaguji zle na
imunosupresivnu liecbu, aV pripade zvaZovania transplanticie krvotvornych buniek
(TKB) moZe byt potrebna redukcia intenzity myeloablativneho rezimu (NCCN MDS
v.1.2021),

- Vvpripade TKB od pribuzného darcu, ktory je nositelom nerozpoznanej patogénnej
genetickej zmeny hrozia zavazné, potencialne fatalne komplikacie (Babushok a kol.,
2016),

- zistenie predispozicie k malignitdm je vyznamna aj pre pokrvné pribuzenstvo pacienta —
umoziiuje identifikdciu asymptomatickych c¢lenov rodiny, ktori moézu profitovat



Z preventivnych opatreni, zaroven otvara moznost predimplanta¢nej genetickej
diagnostiky pri planovani gravidity.

VySetreniam zameranym na onkogenetické syndromy musi vzdy predchadzat konzultdcia
s lekarskym genetikom, pocas ktorej je pacientovi / pribuznym zrozumitel'ne vysvetleny
charakter vrodenych genetickych poruch vratane zdkladnych pojmov, ktoré sa tykaji
heritability a taktiez vyhody, nevyhody, vyznamu a priebehu testovania. Pacient / zakonny
zastupca, resp. pribuzni maju pravo tieto vysetrenia odmietnut’, preto je vel'mi délezitou ulohou
klinického genetika dokladné vysvetlenie moznych rizik spojenych s takymto rozhodnutim.

Geneticka konzulticia zahfiia tiez podrobni osobnu anamnézu a fyzikalne vySetrenie,
genealogicku analyzu (idedlny je aspon trojgenera¢ny rodokmen), podpisanie informovaného
suhlasu s vySetrenim a nasledny odber biologického materialu. Po ukonceni analyzy nasleduje
opatovna konzulticia a lekdarsky genetik vypracuje zavereéni spravu s odporucaniami.
Vzhl'adom na to, Ze odporu¢any manazment pri onkogenetickych syndromoch je pravidelne
revidovany, resp. mnoh¢é syndromy a ich klinicky prejav st predmetom vyskumov, je vhodné
geneticku konzultaciu s istym ¢asovym odstupom zopakovat’ (aktualizdcia anamnézy, uprava
odportcani, ak je potrebnd).

Syndromy / zarodo¢né mutacie predisponujuce k myeloidnym malignitdm st velmi
heterogénne v zmysle expresivity, nie vzdy je pritomna sugestivna rodinna anamnéza, ani iné,
charakteristické sprievodné znaky / ochorenia (facialna stigmatizacia, skeletalne deformity,
kozné prejavy, zlyhanie kostnej drene, trombocytopatie...) — V diagnostike je preto vhodné
uprednostnit’ rozsireny panel relevantnych génov pred sekvenénym vysetrovanim, pokial
anamnestické tidaje nie s dostato¢ne Specifické.

Analyza kostnej drene / periférnej krvi v rdmci diagnostiky somatickych zmien méze odhalit
zarodocnll (germindlnu) mutédciu — rozliSenie somatickej zmeny od germindlnej si v tomto
pripade vyzaduje analyzu z nehematopoetického tkaniva (napr. ster z bukalnej sliznice,
kultivované fibroblasty) (Drazer a kol., 2016).

Hereditarne syndromy predisponujuce k MDS/AML mézeme rozdelit do 4 zékladnych

kategorii:
1. ochorenia asociované s numerickymi chromozomalnymi anomaliami (napr. Downov
syndroém),
2. klasické hereditarne syndromy zlyhania kostnej drene (Fanconiho anémia, Dyskeratosis
congenita...),

3. dalsie syndromické predispozicie k malignitdim (Li-Fraumeni syndrom, Bloom
syndrom...),

4. novo opisané, familiarne formy MDS/AML (GATAZ2-haploinsuficiencia, RUNX1-
asociovana trombocytopatia...) (Babushok a kol., 2016). Detailny popis tychto ochoreni
presahuje rdmec tohto Standardu — odkazujeme na aktudlnu smernicu National
Comprehensive Cancer Network k MDS (NCCN MDS v.1.2021) a smernice Americkej



hematologickej spolo¢nosti Kk diagnostike (Drazer akol.,, 2016) a manazmente
hereditarnych hematologickych malignit.

Stihrnné odporucania — kedy je vhodna genetickd konzultacia (upravené podl'a NCCN MDS
v.1.2021; Babushok a kol., 2016; Drazer a kol.,2016):

deti a mladi dospeli s nalezom monozoémie 7,

novo-diagnostikovana aplasticka anémia,

hypocelularny MDS,

MDS / AML v mladom veku (< 50 rokov v ¢ase diagnozy),

rodiny s > 2 pribuznymi s MDS / AML / CML / CMML / MPN vV jednej pribuzenskej
linii (prvo- alebo druhostupnové pribuzenstvo),

rodiny s vyskytom MDS / AML a/alebo cytopéniami / aplastickou anémiou neznamej
etiologie,

rodiny svyskytom nadorov mozgu, premenopauzalnym karcinomom prsnika,
sarkomami, adrenokortikdlnym karcindmom, karcindmom choroidealneho plexu,
hematologickymi malignitami vratane MDS / AML / ALL (Li-Fraumeni syndrom),
pacienti / rodiny s vyskytom MDS / AML s priznakmi/organovou dysfunkciou, ktoré
moze naznacovat hereditarnu zat'az, napr.:

- atypické mykobakteridlne infekcie, recidivujuce infekcie HPV [ HSV,
autoimunitné prejavy, bradavice, senzorineuralna hluchota, primarny lymfedém,
plicna alveolarna proteindza (GATA2),

- predcasné Sedivenie vlasov, poruchy pigmentacie koze, dystrofické nechty,
fibroza peéene, plucna fibroza / emfyzém, karcindm koze, hlavy, krku
a anogenitalnej oblasti v mladom veku (syndréomy poruchy bioldgie telomér),

- nizky vzrast, mikrocefilia, skeletdlne malformacie, poruchy pigmentacie koze,
vrodené vyvojové chyby obli¢iek asrdca, karcinom koze, hlavy, krku
a anogenitalnej oblasti v mladom veku, nadory pecene (Fanconiho anémia),

- insuficiencia pankreasu, skeletdlne abnormality (Shwachman-Diamond syndrom),

- makuly café-au-lait, nadory centrdlneho nervového systému, ALL, lymfomy,
malignity traviaceho traktu, mnohopocetné primarne malignity v detskom veku,
mikrosatelitovad nestabilita v nadorovom tkanive (konstitu¢ny mismatch-repair
deficit).

nalez nasledovnych genetickych zmien pri rutinnej diagnostike hematologickej

malignity:

- heterozygotnej alelickej mutacie vo frekvencii 50 %, resp. bialelické mutacie génov
asociovanych s hereditarnou predispoziciou, ako napr. CEBPA, RUNX1, DDX41...,
- patogénne mutacie GATAZ.



Specialny doplnok $tandardu
Tabul’ka ¢€. 2

. Diagnostické Kkritéria pre myeloidné neoplazie s myelodysplaziou
a prekurzorové ochorenia pre MDS

Myeloidné neoplazie s myelodyspliziou

MDS Perzistentna cytopénia v >1 bunkovej linii v periférnej krvi a morfologicka

dysplazia (>10 % dysplastickych buniek) v >1 bunkovej linii v kostnej dreni;

na zaklade morfologickych a cytogenetickych abnormalit sa MDS deli do

nasledovnych podskupin:

- MDS s dysplaziou v jednej bunkovej linii

- MDS s dysplaziou vo viacerych bunkovych liniach

- MDS s ring-sideroblastmi* a dysplaziou v jednej alebo viacerych
bunkovych liniach

- MDS s izolovanou del(5q)

- MDS s excesom blastov typu 1 alebo 2

- MDS — neklasifikovatelny

MDS-MPN Myeloidné neoplazie s klinickymi, laboratornymi a morfologickymi

znamkami, v ktorych sa prekryva MDS a MPN: MDS-MNP sa delia do

nasledovnych podskupin:

- Chronicka myelomonocytova leukémia

- BCR-ABLI-negativna atypicka chronicka myeloidna leukémia

- MDS-MPN s ring sideroblastmi

- Juvenilna myelomonocytova leukémia

Sekundarny MDS MDS, MDS-MPN a akutna myeloidna leukémia, ktora vznika ako neskora
asociovany s liecbou | komplikacia chemoterapie alebo radioterapie

Prekurzorové ochorenia

Klonalna hematopoéza | Normélny pocet buniek v periférnej krvit s pritomnost'ou somaticke;j
neurcitého potencidlu | mutacie >1 génu, ktory je rekurentne mutovany pri myeloidnych

(CHIP) neoplaziach, pricom frekvencia variantnej alely dosahuje minimalne 2 %
Klonalna cytopénia Cytopénia v >1 bunkovej linii v periférnej krvi neznamej etiologie
nejasného vyznamu s pritomnost'ou somatickej mutacie >1 génu, ktory je rekurentne mutovany
(CCUs) pri myeloidnych neoplaziach, pri¢om frekvencia variantnej alely dosahuje

minimalne 20 %:

Nie st splnené WHO-kritéria pre diagnézu MDS - primarne z dovodu
chybania jasnej dysplazie (<10 % dysplastickych buniek v ktorejkol'vek
bunkovej linii v kostnej dreni) a nepritomnosti excesu blastov a MDS -
definujucich chromozomalnych abnormalit

Zdroj: podla Cazzola et al., 2020 a Hasserijan et al., 2017

* U vicsiny pacientov s MDS-RS je pritomna somatickd mutacia génu SF3B1

I u pacientov s CHIP mo6Zu byt pritomné zvySené hodnoty distribu¢nej Sirky erytrocytov
(RDW)



Tabul’ka €. 3

Rekurentné somatické mutacie pri MDS?

Celkova

iicitenci Klinicka signifikancia mutacii

Mutovany génb

Asociovanévs normalnym karyotypom. Castejsie pri CMML
TET2 20-25% | (40-60 %). Casté pri klonalnej hematopoéze neurcitého potencialu
(CHIP) a klonalnej cytopénii nejasného vyznamu (CCUP)
DNMT3A 12-18 % | Castejsie pri AML, najmé mutacia R882. Casté pri CHIP a CCUS
Nezavisle asociované so zlou prognézou pri MDS a CMML.
- 0 > ToT - 33 r .
ASXLI 13-25% Castejsie pri CMML (40-60 %). Casté pri CHIP a CCUS
Nezavisle asociované so zlou prognézou pri MDS/MPN. Castejsie
_10 0
B 5-10% 1 b CMML (12 %)
SF3BI 20-30 % lenz’l asocidcia s ring s1de1_roblgstrn1 (RS) = casté pri MDS-RS.
Nezavisle asociované s priaznivou prognézou
SRSF2 10-15% | Castejsie pri CMML (40 %), asociované so zlou prognézou
U2AF1 8-12 % Asociované so zlou prognézou
ZRSR2 5-10 % Asociované so zlou prognézou
RUNXI1 10-15% | Nezavisle asociované so zlou prognozou pri MDS
Nezavisle asociované so zlou prognozou. Castejsie v pripade
TP53 8-12 % komplexného karyotypu (50 %) a del(5q) (15-20 %). Moze
predikovat’ rezistenciu/relaps ako odpoved’ na lenalidomid
STAG2 5-10 % Asociované so zlou prognézou
Asociované so zlou prognozou, najm’civu pacientov, u ktorgch sa
NRAS 5-10 % predpokladal MDS s niz8im rizikom. Castej$i pri CMML a JMML
(15 %)
CBL <5% Castejsi pri CMML (10-20 %) a IMML (15 %)
o Castejsi pri CMML (5-10 %) a JMML (30 %) — v tomto pripade ide
NF1 <5% : : g 5
typicky o zarodo¢ni mutaciu
JAK? <50 Castejsi pri MDS/MPN s ring-sideroblastmi a trombocytézou
? (50 %); moze byt sucasne pritomna mutacia génu SF3B1
CLR <5 Zaznamenané pri MDS/MPN s ring-sideroblastmi a trombocytdzou
, (50 %); moze byt sucasne pritomna mutacia génu SF3B1
MDS/MPN s ring-sideroblastmi a trombocytdzou (50 %); moze byt
MPL <5% = ; ; 0
sucasne pritomna mutacia génu SF3B1




S Rekurentné somatické mutacie pri MDS?
‘ (pokraCovanie)
Mutovany génb . C(-elkova? Klinicka signifikancia mutaicii
incidencia
ETV6 <50, Nezz,iv‘isle asociované so zlou prognézou. Méze ist’ o zarodo¢nu
mutaciu
GATA2 Asociované so zlou prognézou. Méze ist’ o zarodo¢nii mutaciu
DDX41 Moze ist’ 0 zarodo¢nu mutaciu
IDHI <5 % Castejsie pri AML
IDH2 <5% Castejsie pri AML. Asociované so zlou prognézou
= = g S T
SETBPI <59 ?m\ﬁa?;: ;) }))rogresmu ochorenia. Castejsie pri CMML (5-10 %)
PHF6 <5% Castejsie pri su¢asnom excese blastov, nestvisi s prezivanim
BCOR <5 % Asociované so zlou prognézou. Castejsie pri CMML (5-10 %)
FLT3 Asociované so zlou prognozou
WT1 Asociované so zlou prognozou
NPM1 Asociované so zlou prognézou
Vyskytuju sa pri leukémii vel’kych granulovanych lymfocytov (angl.
STAT3 <5% large granular lymphocyte leukemia“, LGL) asociovanej s MDS;
asociované s autoimunitne podmienenym zlyhanim kostnej drene
ruiD | o5 |Asociomné v lumdieom MpG. bes i s epimivn

Zdroj: podla NCCN - MDS, 2020.

aMutacie uvedené v tabulke vo vicSine pripadov predstavuji somatickl mutaciu. Na
potvrdenie zarodo¢ného pdvodu je potrebné mutaciu potvrdit’ aj v nehematopoetickom
tkanive. Zname genetické polymorfizmy ¢asto sa vyskytujiuce v populacii by nemali byt
sucastou vysledného nalezu, nakol’ko ide typicky o zarodo¢né zmeny a nie 0 dokaz klonalne;j
hematopoézy.

bSomatické muticie v mnohych MDS-asociovanych génoch mézu (TET2, DNMT3A, TP53)
byt pritomné aj pri absencii ochorenia (m6zu vzniknit' aj zvySujucim sa vekom), pri¢om
jednotlivé mutacie samostatne nie si diagnostické pre MDS. Mutécie tiez mézu vzniknut’ pri
inych onkologickych ochoreniach, ako napr. pri lymfoidnych malignitach, ako CLL a ALL.
Nalez mutacie by sa preto nemal povazovat’ za dokaz MDS bez toho, aby boli splnené
diagnostické kritéria MDS.



Tabul’ka ¢. 4

Vyznam a prognéza cytogenetickych markerov

Prognosticka

skupina Cytogenetické markery

Vel'mi dobra -Y, del(11q)

Dobra normalny karyotyp, del(5q), del(12q), del(20q)

Stredna del(7q), +8, +19, i(17q), akékol'vek d’alsie samostatné / resp. dve zmeny

Zla -7, aberacie 3q (del,inv,t), dve zmeny vratane -7/del(7q), komplexné: 3 zmeny
Vel'mi zla Komplexné zmeny karyotypu (> 3 aberacie)

Zdroj: Greenberg et al., 2012.

Tabulka ¢. 5
-]
Revidovany medzinarodny prognosticky skoérovaci systém —
Revised International Prognostic Scoring System: IPSS-R
commee 0 0.5 1 15 2 3 4
Cytogenetika vel'mi dobra - dobra - stredna zla vel'mi zla
Blasty v dreni (%) <2 - >2 -<5 - 5-10 >10 -
Hemoglobin (g/1) >10 - 8-<10 <8 - - -
Trombocyty >100 50 - <100 <50 - - - -
Absolutny pocet
neutrofilov (ANC) >0,8 <0,8 & - . = -
(x 10°/1)
Kategorie rizika Celkové skére Median cel!«ivého preZivania Median 25 0/? progresie
podFPa IPSS-R bez liecby (roky) do AML bez liecby (roky)
vel'mi nizke <1,5 8.8 -
nizke >1,5-<3,0 53 10,8
stredné >3,0-<4.5 3 3,2
vysoké >4.5 -<6,0 1,6 1.4
vel'mi vysoké >6,0 0.8 0,7

Zdroj: Greenberg et al., 2012.



Tabul’ka €. 6

Celkove skore

Medzinarodny prognosticky skoérovaci systém -
International Prognostic Scoring System: IPSS

Prognosticka hodnota e
Blasty v dreni (%) <5 5,10 11,20 21-30
Cytogenetika dobra stredna zla
Cytopénia 0/1 2,3

Kategorie rizika

Celkové

Mediin celkového preZivania
bez liecby (roky)

Median 25% progresie

do AML bez liecby (roky)

podFa IPSS skore Vek pacienta v ¢ase dg. Vek pacienta v case dg.
<70 rokov >70 rokov <70 rokov >70 rokov
Nizke 0 9 39 >9.4 (NR) >5,8 (NR)
Stredné 1 0,5-1,0 4.4 2,4 5.5 22
Stredné 2 1.,5-2 1,3 1,2 | 14
Vysoké >2,5 04 0.4 0,2 0,4

Poznamka: *NR - z ang. “not reached” = nedosiahnuta uvedena hodnota

Zdroj: GREENBERG, P. - COX, C. - Le BEAU, M.M. - FENAUX, P. - MOREL, P. - SANZ, G. et al. International
scoring system for evaluating prognosis in myelodysplastic syndromes. Blood 1997; 89: 2079-2088.

Odporucania pre d’alsi audit a reviziu Standardu
Prvy planovany audit a revizia tohto Standardného postupu sa odporii¢a po roku a néasledne
kazdé 3 roky, resp. mimoriadne pri zndmom novom vedeckom ddkaze o efektivnejSom
manazmente diagnostiky / lie€by ochorenia s prihliadnutim na redlny ¢asovy horizont moZnosti
zavedenia tohto postupu do zdravotného systému v Slovenskej republike. Klinicky audit
a nastroje bezpec¢nosti pacienta budi doplnené pri 1. revizii.

Indikatormi revizie a zmeny v Standardnom diagnosticko—laboratdrnom postupe pre genetick(
diagnostiku myelodysplastického syndromu sii:
- nove klinické poznatky a postupy v diagnostike MDS,
- definovania novych genetickych markerov s prognostickym / prediktivnym vyznamom,
- novych G¢innejsich metodik a pristupov genetického testovania.
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Poznamka:

Ak klinicky stav a osobitné okolnosti vyzaduju iny pristup k prevencii, diagnostike
alebo liecbe ako uvadza tento Standardny postup, je mozny aj alternativny postup,
ak sa vezmu do uvahy dalSie vysSetrenia, komorbidity alebo liecha, teda pristup zalozeny
na dokazoch alebo na zaklade klinickej konzultacie alebo klinického konzilia.

Takyto klinicky postup ma byt jasne zaznamenany v zdravotnej dokumentacii pacienta.
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