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Zhrnutie a odovodnenie Standardu

Tento diagnosticko-laboratorny Standard sltizi ako odborné usmernenie a upravuje zakladné
pravidla genetickej diagnostiky akttnej myeloidnej leukémie (AML).



Kompetencie indikacie

Indikovat’ genetické vySetrenia v pripade akutnej myeloidnej leukémie je opravneny:
- lekar so $pecializaciou v odbore hematologia a transfuziologia®,
- lekar so $pecializaciou v odbore klinicka onkologia®.

V ramci diferencidlnej diagnostiky pre potreby overenia genetického néalezu atym
potvrdenia/ vylicenia vrodenej predispozicie k nddorovému ochoreniu (vid. 14. Doplnkové
otazky manazmentu pacienta‘):

- lekér so $pecializaciou v odbore lekarska genetika®.

Kompetencie realizovania testovania

Geneticktl diagnostiku akutnej myeloidnej leukémie moze vykondvat' len Specializované
diagnostické pracovisko s opravnenim pre diagnostiku v onkologickej genetike-dbornost’
lekarska genetika®.

Personal pracoviska/laboratdria, ktory vykonava genetickll diagnostiku biologickych vzoriek,
zahina nasledovnych odbornych zdravotnych pracovnikov:

1. oprdavnenych vykondvat’ vySetrenia a diagnostické testy:

- laboratorny diagnostik Specialista? = laboratorny diagnostik so Specializaciou
v odbore laboratérne a diagnostické metddy v klinickej genetike’, alebo
rovnocennym uznanym odbornym vzdelanim nadobudnutym mimo tzemia SR,

- laboratorny diagnostik*Vv $pecializaénej priprave vys§ie uvedeného odboru
pod dohl'adom laboratorneho diagnostika $pecialistu,

- zdravotnicky laborant so 3pecializaciou® V $pecializatnom odbore laboratérne
a diagnostické metody v klinickej genetike®

- zdravotnicky laborant’ bez $pecializacie pod dohladom zdravotnickeho laboranta
alebo laboratdrneho diagnostika so Specializaciou.

2. interpretovat’ a vyddvat’ vysledky testov:
- lekér so Specializdciou v odbore lekarska genetikal,
- laboratorny diagnostik so Specializaciou v odbore laboratorne a diagnostické
metody v klinickej genetike®.
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Uvod

Akuatna myeloblastova leukémia (AML), najcastejSia forma akutnej leukémie u dospelych,
je heterogénna hematologicka malignita charakterizovana klonalnou expanziou myeloidnych
blastov v periférnej krvi, kostnej dreni a/alebo inych tkanivach. Median veku v ¢ase diagnézy
je podla statistickych udajov SEER 67 rokov, pri¢om tretina pripadov je diagnostikovanych
vo veku > 75 rokov (NCCN AML v.2.2020).

Povodny model leukemogenézy podla Gilianda z r. 2001 zodpoveda hypotéze dvoch zasahov
a zahfna dve triedy genetickych mutécii; aby sa leukémia rozvinula, mutacie triedy I. musia
vzniknut’ spolo¢ne s mutdciami triedy II. Mutacie triedy 1. predstavuji pre bunky proliferacna
vyhodu — patria sem napriklad mutacie génov FLT3, K/NRAS, TP53 a c-KIT (pritomné
v 28%, 12%, 8%, resp. 4% pripadov AML). Mutacie triedy II. naruSajd normalnu
hematopoeticku diferencidciu — patria sem zmeny génov NPMI1 a CEBPA asociované
S priaznivou prognoézou (pritomné v 27%, resp. 6% AML) atiez cytogenetické aberacie
t(8;21), t(15;17) ainv(16)/t(16;16) generujlice fuzne transkripty RUNXI/RUNXITI,
PML/RARA, resp. CBFB/MYH. Zmeny génov, ktoré su stcastou epigenetickej regulacie
predstavuju podl'a najnovSich vyskumov tretiu triedu mutacii (napr. muticie génov
asociovanych s metylaciou DNA: DNMT3A, TET2 a IDH-1/2 — pritomné vo viac ako
40% pripadov AML).

Mnohé cytogenetické aberacie/genetické mutacie maju prognosticky vyznam a mdézu
usmernit’ terapiu a manazment pacientov. Vyznam tychto genetickych zmien reflektuje
aj klasifikacia AML podla WHO, ktorej aktualna verzia obsahuje 11 podtypov AML
s rekurentnymi genetickymi aberaciami (Tabulka €. 1.).



Tabulka ¢. 1: Klasifikdcia AML s rekurentnymi genetickymi aberaciami podl'a WHO

Klasifikacia AML s rekurentnymi genetickymi aberaciami
podla WHO

Akitna myeloidna leukémia s rekurentnymi genetickymi aberaciami

AML s t(8:;21)(q22:q22.1); RUNXI1-RUNXITI1

AML s inv(16)(p13.1q22) alebo t(16:16)(p13.1;q22); CBFB-MYHI1
APL s PML-RARA

AML s t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A

AML s t(6:9)(p23:q34.1): DEK-NUP214

AML s inv(3)(q21.3q26.2) alebo t(3:3)(q21.3:q26.2);: GATA2, MECOM
AML (megakaryoblasticka) s t(1:22)(p13.3:q13.3); RBM15-MKL1
AML s mutaciou NPM 1

AML s bialelickou mutaciou CEBPA

Provizorna entita: AML s mutaciou RUNX1
Provizorna entita: AML s BCR-ABLI1

Tato revidovana klasifikacia myeloidnych malignit z roku 2016 obsahuje (po prvykrat) aj samostatnu kategoriu myeloidnych

malignit asociovanych s hereditdrnou predispoziciou (Tabulka ¢. 2). Genetickej diagnostike tejto skupiny dedi¢ne
podmienenych ochoreni sa venuje ¢ast’ 14. Doplnkové otazky manazmentu pacienta®.

Tabul’ka €. 2: Myeloidné neoplazie asociované s hereditdrnou predispoziciou

Myeloidné neoplazie asociované s hereditarnou predispoziciou

Myeloidné neoplazie (MIN) asociované s hereditarnou predispoziciou

Predispozicia k MN bez sprievodnych ochoreni / organovej dysfunkcie
AML so zarodo¢nou mutaciou CEBPA

MN so zarodo¢nou mutaciou DDX41*

Predispozicia k MN asociovana s trombocytopatiou

MN so zéarodo¢nou mutaciou RUNX*

MN so zarodo¢nou mutaciou ETV6*

MN so zarodo¢nou mutaciou ANKRD26*

Predispozicia k MN s organovou dysfunkciou

MN so zarodo¢nou mutaciou GATA2

MN asociované so syndromami zlyhania kostnej drene

MN asociované s poruchami biologie telomér

JMML asociovana s Noonan- / Noonan-like syndrémom a neurofibromat6zou
MN asociované s Downovym syndromom*

* Je dokumentovany aj vyskyt lymfoidnych malignit.



Klasifikacia testov

Konvené¢na cytogenetika - karyotyp (G-priazkovanie)

Karyotypizdcia sa vykonava pomocou pruzkovacich metdéd (prizkovanie), pricom
Standardnou technikou pre detekciu chromozémovych aberacii pri hematologickych
malignitdich je pruzkovanie pomocou Giemsovho roztoku — G-prazkovanie na urovni
miniméalne 300 bphs — podl'a E.C.A.

Cytogenetickd analyza pri AML je vyznamna z hl'adiska stanovenia diagndzy, klasifikacie,
prognostickej stratifikacie a nastavenia liecby — vid’. 10.1 Oddvodnenie testovania.

Najvhodnej$im biologickym materidlom pre cytogenetické vySetrenia pri akutnej myeloidnej
leukémii je vzorka kostnej drene — 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% cirkulujucich blastov.

Standard: analyza 20 metafaz:
- aberantny karyotyp minimélne 10—15 metaféz,
- klon: > 2 bunky s rovnakym chromozdémovym ziskom, resp. Strukturdlnou zmenou,
- klon: > 3 bunky s rovnakou chromozémovou stratou (ISCN 2016),
- normdlny karyotyp minimalne 15 metafaz.
Vysledok cytogenetického vysetrenia AML by mal byt k dispozicii do 5-7 dni od prijatia
vzorky.

Interfazova fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH)
Na detekciu prisluSnych cytogenetickych aberdcii sa poZivaji komer¢ne dostupné
certifikované DNA sondy (resp. kity DNA sond). Druh, kons$trukény typ a postupnost’
aplikacie DNA sondy sa volia podl'a charakteru aberécie.

FISH pri AML sluzi na rychlu detekciu pritomnosti fiznych génov, ktoré vznikaju
pri rekurentnych cytogenetickych translokaciach, pripadne na overenie a blizsiu identifikaciu
nalezov konven¢ného cytogenetického vysetrenia.

Vzorka na FISH analyzu je totoZznd s materidlom na G-pruzkovanie, t. j. Standardne
KD 24h/KD 48h. V pripade potreby rychlej informacie je mozné vyuzit’ preparaty naterov,
alebo preparaty priameho spracovania KD.

Standard: analyza minimélne 100 interfazovych neprekryvajicich sa jadier hodnotenych
nezavisle dvomi laboratornymi diagnostikmi.

Hrani¢né hodnoty pozitivneho vysledku (cut-off) mé& kazdé laboratorium stanovené
na zéklade vlastnych postupov amerani s prihliadnutim na odporGi€ania vyrobcov
pouzivanych DNA sond/kitov, pripadne na zévery a dohovory odbornych pracovnych skupin.



Molekulova diagnostika

Molekulovo-geneticka diagnostike u AML sa vykonava z RNA a genomickej DNA (gDNA)
izolovanej preferen¢ne zo vzorky kostnej drene odobratej do skumaviek s EDTA (v pripade
nedostatku vzorky KD je mozné pouzit vzorku PK). Vstupné molekularno-genetické
vySetrenie unovo diagnostikovaného ochorenia je zamerané na skrining molekuldrnych
markerov asociovanych s ochorenim a jeho prognézou. Uvedend analyza v Case diagnézy
zahfma:

1. Analyzu prestavieb a fuznych génov asociovanych s AML, metédou PCR vyuzitim
reverznej transkripcie RNA (RT-PCR). Primarne sa jedna o analyzu prestavieb
RUNX1-RUNX1T1, BCR-ABL1, CBFB-MYH11, PML-RARA a KMT2A prestavby
(minimélne MLLT3-KMT2A), vratane parcialnej tandemovej duplikdcie v géne
KMT2A (KMT2A-PTD).

2. Analyzu muta¢ného statusu génu FLT3 vzhl'adom k pritomnosti internej tandemovej
duplikacie (FLT3-ITD) a mutacii v tyrozin-kinazovej doméne, konkrétne v kodoénoch
D835 a 1836 (FLT3-TKD). Vysledok uvedenej analyzy musi zahrnat’ aj Gidaj o alelickej
zatazi identifikovanej mutacie (pomer mutovanej a nemutovanej alely). Standardnym
metodickym postupom byva fluorescenénd PCR s néslednou fragmentovou analyzou
alebo real-time PCR. Je v§ak mozné vyuzit’ aj iné metédy umoziiujuce spolahlivo ur¢it
alelickt zat'az ako je napriklad metoda masivne paralelného sekvenovania.

3. Analyzu mutacii v d’al§ich génoch okrem FLT3, ato primarne v génoch NPMI,
RUNX1, TP53, ASXL1, CEBPA aKIT.

Vysledky muticie NPM1 a FLT3 by mali byt k dispozicii v priebehu 48 az 72 hodin
(aspoii u pacientov vhodnych na intenzivnu chemoterapiu) a vysledky molekularnej genetiky
v ramci prvého lieCebného cyklu. Skrining genetickych mutacii je vyvijajicou sa oblastou
vyskumu; skrining jednotlivych génov moze byt nahradeny diagnostikou génovych panelov.

Molekulovo-geneticka diagnostika u AML taktiez zahffia aj monitorovanie minimalneho
rezidualneho ochorenia (MRD) v priebehu liecby, preferencne analyzou vzorky kostnej drene
(KD) v stlade s odporacaniami ,,The European LeukemiaNet MRD Working Party*.
Standardne sa pri tejto analyze vyuZiva metéda kvantitativnej RT-PCR (RT-gPCR),
ato hlavne v pripade faznych génov a vybranych mutacii . Ako markery pre sledovanie
MRD sa odportcaji:

1. Prestavby RUNX1-RUNX1T1, BCR-ABL1, CBFB-MYH11, PML-RARA a KMT2A,
ako samostatné MRD markery.

2. Ako samostatny MRD marker je mozné tiez pouzit’ mutaciu v géne NPM1.

3. Mutacie v génoch FLT3-ITD, FLT3-TKD, KMT2A-PTD, RUNX1, TP53, ASXL1,
CEBPA, KIT, NRAS, KRAS, DNMT3A, IDH1 aIDH2 sa neodporucaju pouzivat
ako samostatné markery MRD kvoli nestabilite mutacii v priebehu liecby, respektive
vyvoja ochorenia. Mézu sa pouzit’ pripadne ako sekunddrne markery v kombindcii
S vysSie uvedenymi prestavbami alebo mutaciami NPM1.



Tabul’ka €. 3: Proces diagnostiky — odporucania (minimalny $tandard)

1*«" Proces diagnostiky — odporicania (minimalny Standard)

Stadium ochorenia Diagnosticky panel

- Karyotyp — identifikdcia cytogenetickych aberdciil®):
nevyvazené: delSq/-5, del7q/-7, dell7p
wvazené rekurentné. inv(3)/t(3;3), t(6:9), t(8;21), t(9;11)/t(11;x)
1(9;22), t(15;17), inv(16)/t(16;16)
Metodika: konvencna cytogenetika — G-priuzkovanie z KDIBI

- fiizne gényCl + transkripty uvedenych fiiznych génov!C]
pri APL: PML-RARA, resp. prestavba RARAM!

Cas diagnézy / RUNXI-RUNXITI1, KMT2A(MLL) prestavby®l, BCR-4BLI,
vstupné vysetrenie CBFB-MYHI11, MECOM, DEK-NUP214

Metodika: FISH , RT- PCR

- mutdcie génov:

FLT3D.TED + qglelickd zdt’af , NPM1, RUNX1, TP53, ASXL1, CEBPA,
KIT, KMT2A-PTDIF]

Metodika: sekvenacna analyza (metodou ,,Sangerovej* sekvenacie

alebo masivne paralelného sekvenovania). Pri analyze niektorych mutacii
(FLT3"D.TED, KMT2A-PTD a dele¢no inzeréné mutécie NPM1)

sa dopliaju d’alsie techniky PCR techniky.[¥]

- sledovanie pomocou multiparametrovej prietokovej cytometrie (MFC)[G]
znaky: CD17, CD11b, CD13, CD15, D19, CD33, CD34, CD45, CD56,
CD117, HLA-DRH

Remisia / Sledovanie Odporiicana hranica pozitivity / negativity MRD: 0,1%!(1

dynamiky ochorenia / - sledovanie molekulovou analyzou - transkripty fiznych génov a mutacii
minimalne rezidudlne génu NPMI cez RT-qPCRUI

ochorenie Odporii¢ana senzitivita MRD analyzy: 10401

Klinické odporiicania pre sledovanie MRD — vid'. Specialny doplnok

Standardu
- karyotyp
; - markery z ¢asu diagnézy
ﬁ;ﬁ;zizgézlap i cytogenetické — FISH
fuzne gény — PCR

- mutacie génov: obdobne ako v ¢ase diagnozy

Prevzaté a modifikované.

1. Pre stratifikdciu rizika pacientov s AML je potrebné komplexné cytogenetické
vySetrenie. WHO - klasifikidcia obsahuje osem vyvédzZenych translokécii a inverzii
zahrnutych v kategoérii ,,AML s rekurentnymi abnormalitami® a devdt vyvazenych
zmien s mnohymi nevyvazenymi pre kategériu ,,AML s myelodysplastickymi
zmenami“ — ak je v kostnej dreni > 20% blastov.

2. Na cytogenetické vySetrenie je mozné pouzit aj vzorku periférnej krvi v pripade,
ak obsahuje > 10% cirkulujucich blastov.



Skrining génovych prestavieb a fiznych génov je dolezité zrealizovat v ¢o najkratSom
Case ak je potrebnd rychla informacia o odporucani vhodnej liecby, ak je zniZzena
kvalita analyzy G-bandu, alebo ak existuje typickd morfologia, ale neexistuje
podozrenie na cytogeneticki abnormalitu. V zavislosti od vysledkov cytogenetickych
analyz sanasledne vykond analyza fuaznych identifikovanych cytogenetickymi
technikami, minimalne v rozsahu RUNX1-RUNX1T1, BCR-ABL1l, CBFB-MYH11,
PML-RARA a MLLT3-KMT2A. Vzhl'adom k vys$ie popisanému je mozné molekularnu
analyzu uvedenych zékladnych transkriptov fuznych génov vykonat aj paralelne
s cytogenetickymi analyzami. Molekuldrna analyza uvedenych transkriptov faznych
génov sa metddou RT-PCR vykonéva podl'a postupov vytvorenych v ramci ,,BIOMED-
1 Concerted Action* pre detekciu zostatkového ochorenia u leukémii.

Okrem génu PML (15922) moze gén RARA(17q21) tvorit’ fizne gény aj s d’alSimi:
ZBTB16-RARA =1(11;17)(q13;921), NUMAL1-RARA =1(11;17)(q13;921), NPM1-RARA
= 1(5:17)(g35;921), STATSB-RARA = 1(17;17)(921;921)/dup(17)(q21g21) -
cytogeneticky kryptickd zmena.

Dalsie fizne gény s KMT2A(MLL) okrem MLLT3-KMT2A = t(9;11)(q21.3;q23.3):
MLLT4-KMT2A = (6;11)(q27;023.3), KMT2A-MLLT1 = t(11:19)(q23.3,013.3),
KMT2A-ELL = t(11;19)(g23.3;p13.1), MLLT10-KMT2A = t(10;11)(p12;923,3).

Sekvenacna analyza mutacii jednotlivych prognosticky vyznamnych génov sa riadi
pravidlami pracovnych skupin ,,The European LeukemiaNet®“, ,British Society
for Genetic Medicine®, ,,American College of Medical Genetics and Genomics®,
,»2American Society of Clinical Oncology“ a ,,College of American pathologists®),
pricom sa Standardne dosahuje senzitivita na urovni minimalne 5% VAF (frekvencia
variantnej alely) pri pouziti metddy masivne paralelného sekvenovania a maximalne
10% VAF pri Standardnom ,,Sangerovom‘ sekvenovani. Analyza mutacii FLT3!TD:TKD|
KMT2A-PTD adeleéno inzeréné muticie NPM1 sa $tandardne dopliia d’al§imi PCR
technikami ako su analyzy metodou real-time PCR a fragmentové analyzy DNA.
Alelickd zat'az pri stanoveni mutacii FLT3 sa urcuje semikvantitativnym hodnotenim
(pomocou analyzy fragmentov DNA) alelického pomeru ,,mutovaného FLT3*“ (mut.)
ku ,,nemutovanému FLT3“ (wild type). Nizky alelicky pomer ma hodnotu
< 0,5 a vysoky alelicky pomer > 0,5. AML s mutaciou NPM1 a nizkym alelickym
pomerom FLT3-ITD mdze mat aj priaznivejSiu progndzu a pacienti by nemali byt
rutinne priradeni k alogénnej HSCT.

Aspirovat  5-10 ml KD apouzit prvii vzorku. Zhodnotit kontaminaciu
s PK: >90% zrelych neutrofilov pritomnych vo vzorke KD je znakom hemodilucie.
Vysetrit’ objem 500 000-1 000 000 WBC s vylucenim buniek CD45-a degradovanych
elementov. Vzhl'adom na nizky zachyt MRD v PK by sa v sucasnosti PK nemala
pouzivat'.



10.

Ak je potrebné, doplnit monocytovy panel obsahujici: CD64/CDI11b/CD14/
CD4/CD34/HLA-DR/CD33/CD45.

Ak sa potvrdi jasna MRD <0,1%, zhodnotit to ako ,,MRD-pozitivita
<0,1%", ¢o je konzistentné s rezidualnou leukémiou. Moze sa dodat’ ,tato hranica
nebola klinicky validovana®, alternativne mozno hovorit’ o ,, MFC-MRD detegovatel'nej
a kvantifikovatel'nej, neurcitého vyznamu*.

Pre monitorovanie MRD molekulovou analyzou sa preferencne pouziva vzorka
KD (pripadne PK) s antikolagulantom EDTA. Pri molekularno-genetickom
monitorovani MRD s vyuzitim transkriptov fuznych génov RUNX1-RUNX1T1, BCR-
ABL1, CBFB-MYH11, PML-RARA a MLLT3-KMT2A sa postupuje podl'a odporacani
,,A Europe Against Cancer Program® pre detekciu zostatkového ochorenia u leukémii
metddou RT-qPCR. Pri monitorovani MRD s vyuzitim delecno-inzerénych mutacii
génu NPM1 sa postupuje v sulade s vyssie pravidlami popisanymi pre monitorovanie
transkriptov fuznych génov.

1. Odovodnenie testovania
Do6vodom na indikéciu vySetrenia je:

zaradenie do podskupin podl'a WHO klasifikacie,

prognosticka stratifikécia,

vol'ba terapie,

indikécia transplantacie krvotvornych buniek,

diagnostika hereditarnej predispozicie k (myeloidnym) malignitam.



Tabul’ka ¢. 4: Stratifikacia rizika na zaklade genetickych zmien

Stratifikacia rizika na zaklade genetickych zmien

Kategéria rizika Geneticka abnormalita

- 1(8:21)(q22:q22.1); RUNXI-RUNXITI

L - inv(16)(p13.1q22) alebo t(16;16)(p13.1:q22); CBFB-MYH11

Eazmva - Mutacia NPMI bez FLT3-ITD alebo s FLT3-ITDow{

— Bialelicka mutacia CEBPA

— Mutacia NPMI a FLT3-ITDhigh}

- Wild-type NPMI bez FLT3-ITD alebo s FLT3-ITD"*%}
(bez nepriaznivych genetickych zmien)

- t(9:11)(p21.3:q23.3); MLLT3-KMT2A%

— Cytogenetické abnormality neklasifikovane, ako priazniveé
alebo nepriazniveé

- 1(6:9)(p23:q34.1); DEK-NUP214

- t(v;11q23.3); KMT2A prestavba

- 1(9:22)(q34.1:q11.2); BCR-ABLI1

- 1nv(3)(q21.3q26.2) alebo t(3:3)(q21.3:q26.2); GATA2, MECOMEVII)

— -5 alebo del(5q); -7; -17/abn(17p)

— Komplexny karyotyp,§ monosomalny karyotyp||

-  Wild-type NPMI a FLT3-ITDhight

— Mutacia RUNXI{

— Mutacia ASXL1{

- Mutécia TP53#

1 nizky alelicky pomer ma hodnotu < 0,5 a vysoky alelicky pomer > 0,5,

Intermediarna

Nepriazniva

1 pritomnost’ t(9;11)(p21.3;q23.3) ma ,,prednost™ pred inymi, raritnymi zmenami s nepriaznivou prognozou,

§ tri a viac nepribuznych chromozémovych abnormalit pri chybani jednej z rekurentnych translokacie alebo inverzii podla WHO: t(8;21),
inv(16) alebo t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;q23.3), t(6;9), inv(3) alebo t(3;3); AML S BCR-ABL].,

|| definovany pritomnostou 1 samostatnej monozomie (nerata sa strata X alebo Y) a sucasne aspon jednej pridavnej monozomie
alebo Strukturalnej chromozémovej abnormality (nerata sa jadro-viazuci faktor ,,core-binding factor AML),

{ tento marker sa nepovazuje za nepriaznivy, ak sa vyskytuje pri AML s priaznivym rizikom,

# vyznamne sa spaja s AML s komplexnym a monozomalnym karyotypom.



2. Laboratorny algoritmus

Algoritmus &. 1: Geneticka diagnostika akttnej myeloidnej leukémie u dospelych AML

Algoritmus
Geneticka diagnostika akitnej myeloidnej leukémie u dospelych AML

Kostna dren (KD )W Periférna krv (PK)
- kultivacia 24 dho./48 hod. (v pripade potreby rfchlej FISH aj natery/priame spracovanie)
- izoldcia RMNA a DNA

v ¥ ¥
FISH diagnostika Molekulova analyza

Karyotyp - "'

G-band - RUNX1-RUNX1T4 - transkripty fiznych génov: RUNX1-RUNXATT,
- PML-RARA (prestavba RARA) BCR-ABL1, CBFB.MYH11, PML-RATA a MLLT2-
- CBFB-MYH1 KMTZ2A
- DEK-MUP214
- KMT2A prestavby - mutacie génov: MPM1, RUNKT, TPS3, ASKL1,
- MECOM CEBFA, KIT, FLT2
- del (5gy-5
- del (7g)-7

¥ i
Interpretacia wisledku podlia ISCN (aktualna verzia) L Vystupna sprava

Zdroj: autori $tandardu.

3. Dokumentacia a oznamovanie vysledkov

Dokumentaciu pacienta vratane kompletnej anamnézy je mozné viest vo fyzickej
(papierovej) a/alebo elektronickej forme. Vedie sa v zmysle zdkona ¢. 576/2004 Z. z.
0 zdravotnej starostlivosti. Organizacia musi zabezpecit, aby pracovnici prichadzajici
do styku s laboratornou dokumentaciou pacientov boli dostatocne pouceni a zaSkoleni o jej
pouzivani ariadili sa osobitnymi predpismi podla zdkona ¢. 18/2018 Z. z. o ochrane
osobnych tdajov ako aj VSeobecnym nariadenim o ochrane osobnych tudajov — GDPR...
Kazdy, komu sa poskytnt alebo spristupnia udaje zo zdravotnej dokumentacie, je povinny
zachovavat’ o nich ml¢anlivost’ a zabezpecit’ ich ochranu tak, aby nedoslo k ich strate alebo
zneuzitiu.

Nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (EU) 2016/679 z 27. aprila 2016 o ochrane
fyzickych osob pri spractivani osobnych tidajov a o vol'nom pohybe takychto tidajov, ktorym
sa zruSuje smernica 95/46/ES (vSeobecné nariadenie o ochrane udajov).

4. Minimalne materialno-technické zabezpecenie:
- laminarny box, digestor, PCR box, termostat, centrifugy,
- mikroskopické zariadenie pre konvencné karyotypovanie a FISH analyzu
S automatickou analyzou obrazu a moznost'ou jeho dokumentacie,
- elektroforetickd aparatura a fotodokumentac¢né zariadenie,



zariadenie na stanovenie koncentracie a purity DNA/ RNA,
PCR termocyklér,

real-time PCR termocyklér,

geneticky analyzator.

5. Minimélne personilne zabezpecenie

Pracovisko vykonavajuce genetick diagnostiku musi disponovat’ minimalne s nasledovnym
personalnym zabezpecenim:

kvalifikovany laboratorny diagnostik (vid’. bod 0.7),

zdravotnicky laborant.

Interpretacia vysledkov

Vysledky genetickych analyz st interpretované v zmysle pravidiel interpretacie vystupov
jednotlivych metodik:

Konvené¢na cytogenetika a FISH — podl'a pravidiel aktudlnej verzie medzinarodnej
cytogenetickej nomenklatiry ISCN (An International System for Human Cytogenetic
Nomenclature).

Molekularna diagnostika

Vysledky kvalitativnej analyzy fuznych génov sa vyhodnocujii a interpretuju
vstulade s odporianiami ,,.BIOMED-1 Concerted Action® pre detekciu
zostatkového ochorenia u leukémii metédou RT-PCR.

Vysledky kvantitativnej analyzy fiznych génov sa vyhodnocuju a interpretuju
v sulade s odporu¢aniami ,,A Europe Against Cancer Program® pre detekciu
zostatkového ochorenia u leukémii metédou RT-qPCR.

Vysledky analyzy variantov génov sekvenacnymi metddami sa interpretuju
a vyhodnocuju v sulade s odporti¢aniami ,,British Society for Genetic Medicine®,
,American College of Medical Genetics and Genomics®, ,,American Society
of Clinical Oncology* a ,,College of American pathologists“. Nomenclatur zapisu
identifikovanych variantov sa riadi pravidlami ,,Human Genome Variation
Society*.

Interpretacia zahiia aj slovné hodnotenie nalezu a zavere¢né zhrnutie s pripadnym dopadom
pre pacienta.

Vystupna sprava z genetického vySetrenia musi obsahovat’:

identifikacné tdaje pacienta (meno, priezvisko, rodné cislo, ID ¢islo — Vv pripade
hospitalizacie, udaje o zdravotnom poisteni, diagnéza — slovne aj kddom MKCH),
identifikacné 1daje 0 vySetrovanej vzorke (druh adatum prijatia biologického
materialu, 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 z genetického vySetrenia vo forme slovného hodnotenia klinického vyznamu
identifikovanych genetickych zmien,
- mena a podpisy zodpovednych osdb.

Odhadované naklady

Agregovany vykon

Mali by byt zohladnené ndklady na materidlne a pristrojové vybavenie genetického
laboratoria, diagnostikd a chémiu, vypoctovu techniku, prevaddzkové naklady (energie)
a mzdy laboratornych pracovnikov.

Doplnkové otazky manaZmentu pacienta

Hereditarna predispozicia k myeloidnym malignitim

Myeloidné malignity vratane AML moézu vzniknut v kontexte vrodenej predispozicie
k onkologickym ochoreniam. Spektrum monogénovych onkogenetickych syndromov, ktoré
zahfnaji aj hematologické malignity, sa vdaka rapidnemu rozvoju genomickych
vySetrovacich metdd postupne rozsiruje. Vcasné rozpoznanie tychto vrodenych chyb
je klinicky relevantné z viacerych dévodov:

- Pacienti moézu vyZzadovat Specificki observiciu zamerani na  zavaZné,
nehematologické komplikdcie, resp. d’alSie hematologické malignity, nezriedka reaguji
zle na imunosupresivnu liecbu, a Vv pripade zvaZovania transplantacie krvotvornych
buniek (TKB) mdze byt’ potrebna redukcia intenzity myeloablativneho rezimu (NCCN
MDS v.1.2020).

- Vpripade TKB od pribuzného darcu, ktory je nositel'om nerozpoznanej patogénnej
genetickej zmeny hrozia zdvazné, potencidlne fatdlne komplikacie.

- Zistenie predispozicie k malignitam je vyznamna aj pre pokrvné pribuzenstvo pacienta
— umoznuje identifikdciu asymptomatickych c¢lenov rodiny, ktori moézu profitovat
z preventivnych opatreni, zaroven otvdra moZnost predimplantanej genetickej
diagnostiky pri planovani gravidity.

VySetreniam zameranym na onkogenetické syndromy musi vzdy predchadzat’ konzultacia
s lekarskym genetikom, pocas ktorej je pacientovi/pribuznym zrozumitelne vysvetleny
charakter vrodenych genetickych portch vratane zdkladnych pojmov, ktoré sa tykaju
heritability a taktiez vyhody, nevyhody, vyznamu a priebehu testovania. Pacient/zakonny
zastupca, resp. pribuzni maju pravo tieto vySetrenia odmietnut’, preto je velmi ddlezitou
ulohou klinického genetika dokladné vysvetlenie moznych rizik spojenych s takymto
rozhodnutim.

Genetickd konzultacia zahfna tiez podrobni osobni anamnézu a fyzikalne vySetrenie,
genealogicku analyzu (idedlny je aspoii trojgenera¢ny rodokmeii), podpisanie informovaného
stuhlasu s vySetrenim a nasledny odber biologického materidlu. Po ukonceni analyzy
nasleduje opidtovna konzulticia a lekarsky genetik vypracuje zéverecnu spravu
S odporucaniami. Vzhladom na to, Ze odporGany manazment pri onkogenetickych



syndromoch je pravidelne revidovany, resp. mnohé syndromy aich klinicky prejav
su predmetom vyskumov, je vhodné genetickii konzultaciu s istym Casovym odstupom
zopakovat’ (aktualizacia anamnézy, uprava odporucani, ak je potrebna).

Syndromy/zarodo¢né mutacie predisponujiice k myeloidnym malignitam st velmi
heterogénne v zmysle expresivity, nie vzdy je pritomnd sugestivha rodinnd anamnéza,
ani iné, charakteristické sprievodné znaky/ochorenia (facidlna stigmatizacia, skeletalne
deformity, kozné prejavy, zlyhanie kostnej drene, trombocytopatie...) v diagnostike je preto
vhodné uprednostnit’ rozsireny panel relevantnych génov pred sekvenénym vysetrovanim,
pokial’ anamnestické udaje nie su dostatocne Specifické.

Analyza kostnej drene/periférnej krvi v ramci diagnostiky somatickych zmien moze odhalit’
zarodo¢nu (germindlnu) mutaciu — rozliSenie somatickej zmeny od germinalnej si v tomto
pripade vyzaduje analyzu z nehematopoetického tkaniva. Za zlaty Standard sa povazuje
analyza DNA z koznych fibroblastov po predchadzajucej kultivacii (NCCN MDS v.1.2020),
alternativne (najméd v Casovej tiesni) je akceptovatelnd vzorka steru z bukalnej sliznice,
vysledok vySetrenia sa vSak odporu¢a dodatocne overit zo vzorky kultivovanych
fibroblastov.

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

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

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

4. novo opisané, familiarne formy MDS/AML (GATA2-haploinsuficiencia, RUNX1-
asociovand trombocytopatia...). Detailny popis tychto ochoreni presahuje ramec tohto
Standardu — odkazujeme na aktualnu smernicu National Comprehensive Cancer
Network k MDS (NCCN MDS v.1.2020) a smernice Americkej
hematologickej spolo¢nosti k diagnostike a manazmente hereditarnych
hematologickych malignit.

Stuhrnné odporucania — kedy je vhodna geneticka konzulticia (upravené podla NCCN MDS
v.1.2020):
- rodiny s > 2 pribuznymi s MDS/AML/CML/CMML/MPN vV jednej pribuzenskej linii
(prvo-alebo druhostupniové pribuzenstvo),
- rodiny svyskytom MDS/AML a/alebo cytopéniami/aplastickou anémiou neznamej
etiologie,
- rodiny svyskytom nadorov mozgu, premenopauzalnym karcinomom prsnika,
sarkomami, adrenokortikdlnym karcindmom, karcindbmom choroidedlneho 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 mikobakteridlne infekcie, recidivujuce infekcie HPV/HSV, autoimunitné
prejavy, bradavice, senzorineurdlna hluchota, primérny lymfedém, pltcna
alveolarna proteindza (GATA2),

- predc¢asné Sedivenie vlasov, poruchy pigmentécie koze, dystrofické nechty, fibroza
pecene, pltcna fibréza/emfyzém, karcinom koze, hlavy, krku a anogenitdlnej
oblasti v mladom veku (syndromy poruchy bioldgie telomér),

- nizky vzrast, mikrocefalia, skeletdlne malforméacie, 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, skeletalne abnormality (Shwachman-Diamond syndrém),

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

- nalez nasledovnych genetickych zmien pri rutinnej diagnostike hematologickej
malignity:

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

- patogénne mutacie GATA2.

Specidlny doplnok $tandardu

1. Vyznam a testovanie mutdcii génu FLT3

FLT3 (fms-related tyrosine kinase 3-lokalizacia 13ql2.2)je bunkovy receptor
s tyrozinkinazovou aktivitou patriaci do rovnakej skupiny receptorov ako je KIT alebo
PDGFR. FLT3 protein zohrava doleziti ulohu v deleni a diferencidcii myeloidnych buniek.
NajcastejSie mutacii génu FLT3 je internd tandemova duplikacia (FLT3-ITD), ktora
je preukazovana u 20-30% pripadov AML . Mutacia vedie k trvalej aktivacii kinazovej
domény FLT3 receptora a naslednej poruche diferenciacie myeloidnych buniek a ich
leukemickej transformécii. Menej cCastou muticiou génu FLT3 je bodova mutacia
v aktivacnej slucke druhej tyrozinkinazové domény (FLT3-TKD) s vyskytom 5-8% pripadov
AML. Mutacie FLT3 st asociované s vysSim poctom leukocytov, niZzSim po poctom
trombocytov a zvySenym zastipenim blastov v kostnej dreni v Case diagndézy . Mutacie
FLTS3 boli Castejsie preukazané u aktitnej monocytarnej leukémie (AML FAB M5), a to cca v
40% pripadov. Frekvencia muticii je vysSia u AML bez cytogenetickych abnormalit v
porovnani s AML s cytogenetickou abnormalitou. FLT3-ITD je tiez Casto asociovana s t(6; 9)
(88-90%) a KMT2A-PTD, v pripade FLT3-TKD bola identifikovana spojitost aj s
CBFB/MYH1. Primutaciach FLT3 bol preukazany negativny prognosticky vyznam
na celkové prezivanie pacientov (overall survival — OS), no do znaénej miery to zavisi
od alelického pomeru mutovaného k nemutovanému génu FLT3 (a mutacného stavu génu



NPM1. FLT3-ITD je nestabilny prognosticky faktor, ktory sa v ¢ase relapsu mdze poctom
duplikécii menit’ od stavu v ¢ase diagnozy.

Tabul’ka €. 5: Klinické odporti¢ania na hodnotenie MRD podl'a ELN 2017

Klinické odporucania na hodnotenie MRD podl’a ELN 2017

MRD monitoring je povazovany za Standardnu starostlivost’ o AML
pacientov.

Mamtoring Po dvoch rokoch observacie by mal byt monitoring zalozeny na riziku
relapsu pacienta a mal by sa posudzovat’ individualne
Odporucania ELN 2017 definuji nové kritérium odpoved’ na liecbu
Kilatn moldolo v podobe kompletnej molekulovej remisie (CRyrp-) ako kompletnt

morfologickd remisiu s dvomi po sebe idicimi MRD negativnymi vzorkami
v intervale > 4 tyzdne na rovni citlivosti aspoii 1 v 1000. Negativna MRD
v pritomnosti blastov naznacuje molekularnu stratu konkrétneho markera

Molekulovii MRD neposudzovat’ pri podtypoch AML inych ako APL
(PML-RARA), AML s RUNXI-RUNXITI, CBF AML (CBFB-MYHI1)

MRD v ramci podtypov a NPMI mutovana AML
AML

remisia CRyrD-

U AML pacientov, ktori nie si definovani v predoslych skupinach, MRD
sa ma posudzovat’ pomocou MFC

Pri APL je cielovym bodom dosiahnutie PCR negativity PML-RARA

na konci konsolidac¢nej liecby. U pacientov s fliziou PML-RARA a nizkym /
intermediarnym rizikom podl'a Sanza, ktori su lieCeni ATO+ATRA,

by mala pokracovat' MRD analyza, ak pacient nedosiahne CRyrp- v KD

a potom sa ma ukon¢it’

Detegovatel'né hladiny PML-RARA s PCR pocas aktivnej liecby APL,
by nemali menit’ lieCebny plan pacienta

MRD u APL

Zmena stavu PML-RARA s PCR z nedetegovatel'nej na detegovatel'nt
a konfirmacia v opakovanej vzorke, by sa mala povazovat’ za hroziaci relaps
APL

Prevzaté a upravené.



Tabulka ¢. 5: Klinické odporacania na hodnotenie MRD podl'a ELN 2017, pokra¢ovanie

— " Klinické odporicania na hodnotenie MRD podla ELN 2017
POSTIRY (pokracovanie)

Pacienti s mutovanym NPMI, RUNX-RUNXITI, CBFB-MYH]11
alebo PML-RARA, by mali mat’ molekulové hodnotenie MRD v pravidel-
nych ¢asovych intervaloch pocas liecby

Odportca sa hodnotit MRD z KD + PK minimalne inicialne pri diagnoze,
po dvoch cykloch standardnej indukcie / konsolidacie a na konci liecby.
Pacienti s CBF AML, by mali mat’ inicidlne hodnotenie MRD po dvoch
cykloch chemoterapie s nasledujicimi meraniami kazdé tri mesiace,
najmenej dva roky od ukoncenia liecby

Pocas observacie pacientov s PML-RARA, RUNX1-RUNXITI, CBFB-
MYH]I1 a ostatnymi molekulovymi markermi, odpori¢ame hodnotenie
molekulovej MRD z KD a PK kaZdé tri mesiace po dobu dvoch rokov
po ukonceni liecby. Alternativne sa moze hodnotit’ len PK kazdych 4 — 6
tyZdiiov

Zlyhanie dosiahnutia CRyvrp- alebo vzostup hladin MRD pocas liecby
alebo po nej, st spojené s relapsom ochorenia a hor§im prezivanim a malo
by viest’ k rychlemu rozhodnutiu o zmene liecby.

Sledovanie pocas liecby

Transplantacia Hodnotit’ MRD pred transplantaciou aj po transplantacii

Vsetky klinické $tidie by mali pozadovat’ molekulové a/alebo MFC
hodnotenie MRD v kazdom ¢ase hodnotenia odpovede

Klinické stadie

Prevzaté a upravené.

2. Podmienky realizdcie testovania mutdcii FLT3 génu

Pre zavedenie a realizaciu vySetreni mutacii FLT3 génu nie je potrebné d’alSie rozSirovanie
materialno-technického zabezpecenie nad ramec definovany v kapitole 10.4 Materialno-
technické zabezpecenie.

Odporucania pre d’alsi audit a reviziu Standardu

Odporucany pravidelny audit a revizia v intervale 2 roky. Indikatormi revizie su:
- nové klinické poznatky a postupy v diagnostike AML,
- definovania novych genetickych markerov s prognostickym/prediktivnym vyznamom,
- novych u¢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 vySetrenia, komorbidity alebo liecha, teda pristup zalozeny
na dokazoch alebo na zaklade klinickej konzultdcie alebo klinického konzilia.

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