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Zoznam skratiek a vymedzenie zakladnych pojmov

ATM oznacenie génu, z angl. ATM serine/threonine kinase, synonymum
Ataxia telangiectasia mutated

BCL2 oznacenie génu, z angl. B-Cell Leukemia/ Lymphoma 2

BCL6 oznacéenie génu, z angl. B-Cell Lymphoma 6

B-NHL non-Hodgkinovy lymfom z B-buniek

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

CCND1 oznacenie génu, Cyklin D1

proteinové molekuly na povrchu buniek, CD znak, z angl. cluster of

CD ) S
differentiation

CDKN2A oznacenie génu, z angl. Cyclin Dependent Kinase 2a/p16

cDNA komplementarna deoxyribonukleova kyselina

CLL chronicka lymfocytova leukémia

CLL-IPI CLL medzinarodny prognosticky index, z angl. chronic
lymphocytic leukemia international prognostic index

CpG oznacenie oblasti s vy$§im vyskytom CG dinukleotidov; "CpG
ostrovceky"

del delécia

DNA deoxyribonukleova kyselina

E.CA. Europska asociacia cytogenetikov, z angl. European Cytogeneticists
Association

ERIC pracovna skupina Europen Leukemia Net (ELN) pre chronicku
lymfocytovii leukémiu, z angl. European Research Initiative on
CLL

FISH fluorescen¢na in situ hybridizacia

FFPE tkanivo fixované v parafinovom bloku, z angl. Formaline Fixed
Paraffin Embedded

gDNA genomicka deoxyribonukleova kyselina

GDPR z angl. General Data Protection Regulation

Hb hemoglobin

IGH oznacenie génového lokusu, z angl. Immunoglobulin Heavy
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oznacenie génov pre tazky retazec imunoglobulinov, z angl.
Immunoglobulin Heavy Variable

Interleukin

Medzinarodna cytogeneticka nomenklattra, z angl. An
International System for Human Cytogenetic Nomenclature
kostna dren

24-hodinova kultivacia z kostnej drene

lymfadenopatia

mikro RNA

medzinarodna klasifikacia chordb

oznacéenie génu, z angl. MY C proto-oncogene, bHLH transcription
factor

non-Hodgkinov lymfom

oznacenie génu, z angl. Notch homolog 1, translocation-associated
(Drosophila)

celkové prezivanie, z angl. overall survival

polymerazova retazova reakcia, z angl. polymerase chain reaction
oblast’ bohaté na prolin (P), kyselinu glutimovu (E), serin (S), and
treonin (T)

stimulant fytohemaglutinin, z angl. Phytohaemagglutinin
periférna krv

mitogén ziskany z Phytolacca americana, vyskytujuci aj pod
nazvom Lectin, z angl. Pokeweed

ribonukleova kyselina

malobunkovy lymfom z B-buniek

Slovenska republika

oznacenie génu, z angl. Tumor Protein p53

trombocyty

Prolymfocytova leukémia z T-buniek

proteintyrozinkinaza, z angl. Zeta chain associated protein kinase
70

Zhrnutie odovodnenia vyvoja Standardu

Tento diagnosticko-laboratorny Standard slizi ako odborné usmernenie a upravuje zakladné

podmienky a pravidla genetickej diagnostiky u maligneho ochorenia chronicka lymfocytova leukémia
(CLL)/ malobunkovy lymfom z B-buniek (SLL).



Kompetencie indikacie

Indikovat’ genetické vysetrenia uvedenych onkologickych diagndz /entit je opravneny:
e lekar so $pecializaciou v odbore hematologia a transfuzioldgia (031)*
e lekar so $pecializaciou v odbore pediatricka hematoldgia a onkologia (329)*
e lekar so $pecializaciou v odbore klinicka onkologia (019)!

Kompetencia realizovania testovania
Genetického vySetrenie CLL/SLL moze vykonavat len S$pecializované diagnostické pracovisko

s opravnenim pre diagnostiku v onkologickej genetike — odbornost’ lekéarska genetika (062)%.

Personal pracoviska/laboratoria pdsobiaceho v genetickej diagnostike biologickych vzoriek prislusnej
onkologickej diagnozy/entity zahiia nasledovnych odbornych zdravotnych pracovnikov opravnenych
vykonavat vysetrenia a diagnosticke testy:

e laboratorny diagnostik Specialista? = laboratérny diagnostik so Specializiciou v odbore
laboratorne a diagnostické metédy v klinickej genetike®, alebo rovnocennym uznanym
odbornym vzdelanim nadobudnutym mimo Gzemia SR,

e laboratorny diagnostik* v $pecializacnej priprave vyssie uvedeného odboru pod dohl'adom
laboratorneho diagnostika Specialistu,

e zdravotnicky laborant so $pecializaciou® Vv Specializatnom odbore laboratdrne
a diagnostické metody v Klinickej genetike®

e zdravotnicky laborant bez Specializacie’ pod dohl'adom zdravotnickeho laboranta alebo

laboratérneho diagnostika so Specializaciou.

interpretovat’ a vydavat’ vysledky testov:
e lekar so $pecializaciou v odbore lekarska genetika (062)*
e laboratorny diagnostik so Specializaciou v odbore laboratorne a diagnostické metody

v Kklinickej genetike?
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dohlad nad zdravotnou starostlivostou cislo1/2008-marec 2008, [online]. [cit. 2019-01-30]. URL:
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Uvod

Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) spolu s malobunkovym lymfémom z B-buniek (SLL) tvori
30% vSetkych leukémii u dospelych pacientov v eurdpskej a severoamerickej populacii. Jedna sa
o0 indolentné lymfoproliferativne ochorenie, pri ktorom sa akumuluju a proliferujc  maligne
transformované zrelé¢ B-lymfocyty s typickym imunofenotypom CD5+ CD23+ CD19+, CD22 slaba
pozitivita so znizenou expresiou kappa alebo lambda l'ahkych retazcov na povrchu membrany a
negativitou znaku FMC7(Hallek a kol., 2008). Diagnéza CLL/SLL sa stanovuje na zaklade klinického
stavu pacienta, jeho krvného obrazu a prietokovej cytometrie (vid'. $pecialny doplnok $tandardu: [1]
Stanovenie diagnézy CLL/SLL). Tieto ukazovatele su urujuce pre zaradenie pacienta do klinického
Stadia podl'a jednotlivych klasifikacnych systémov (vid'. Specialny doplnok Standardu: /2] Stratifikacia
rizika a klasifikacné systémy) a niektoré st vyznamné aj z hl'adiska prognoézy. Okrem ,klasickych*
prognostickych faktorov (vek pacienta, klinické stadium ochorenia, vykonnostny stav, zdvojovaci cas
lymfocytov), nemala Gllohu zohravaju aj genetické markery ako muta¢ny stav génov pre tazky retazec
imunoglobulinov (IGHV), mutacie génov TP53, NOTCHL1 a cytogenetické aberacie charakterizované
deléciou 11q22-23, deléciou 13ql4, trizOmiou chromozéomu 12 a deléciou 17pl13 (TP53), (vid.
Specidlny doplnok Standardu: [3] Charakteristika sledovanych genetickych markerov). Diagnostika
uvedenych genetickych aberacii v Case diagndzy/relapsu je dolezita pre nastavenie spravneho
manazmentu pacienta s CLL/SLL a tym aj vol'by adekvatnej liecby (International CLL-IPI working
group,2016; Hallek, 2017; Eichhorst a kol., 2015).

Tento Standardny postup vznikol metodologicky pouzitim pristupu adaptdcie medzinarodnych a najma
NCCN postupov (menovite uvedenych v zozname literatry). Z tohto dévodu implicitne neuvadzame
vahu dokazov na vSetkych miestach, iba tam kde to je relevantné z pohl'adu zmeny vah dokazov v

kontexte najnovsich poznatkov a zmeny oproti adoptovanym medzinarodnym postupom.



Klasifikacia testov
Konvenéna cytogenetika — karyotyp (G-pruzkovanie)
Karyotypovanie sa vykond pomocou prazkovacich metéd (prazkovanie), pricom Standardnou
technikou pre detekciu chromozémovych aberacii u hematoonkologickych malignit je prazkovanie
pomocou Giemsovho roztoku - G - prizkovanie na urovni minimalne 300 bphs — podla E.C.A.
(Hastings a kol., 2012).
Chromozoémova analyza G-prazkovanim je u CLL buniek obmedzena ich nizkou mierou proliferacie in
vitro. Ak sa vSak takato analyza vyZaduje, je vhodnej$im biologickym materialom periférna krv ako
kostna dren. Pre analyzu sa odporaca zalozit’ aspon dve kultivacie - jednu na 24 hodin a druht na 72
hodin, v pripade, ze je k dispozicii dostatok materialu, mozno zvazit' 48- a 96-hodinové kultiry. Pre
kultivacie mézu byt’ pouzité rézne stimulatory, napr. PKW , CpG oligonukleotidové preparaty s IL
alebo PHA v T-PLL (Haferlach a kol., 2007; Muthusamya a kol., 2011).
Standard: analyza 20 metafiz
e aberantny karyotyp minimalne 10 — 15 metafaz
o klon: > 2 bunky s rovnakym chromozémovym ziskom, resp. Strukturdlnou zmenou
> 3 bunky s rovnakou chromozémovou stratou (ISCN,2016)

e normdlny karyotyp minimalne 15 metafaz

Interfazova fluorescen¢na in situ hybridizacia (FISH)

Z Casového hladiska je FISH u CLL/SLL rutinnou diagnostickou metodikou a na zéklade sucasnych
poznatkov hlavnym nastrojom pre zaradenie pacientov do relevantnych prognostickych podskupin
CLL. Vychodiskovou vzorkou pre FISH analyzu st preparaty priameho spracovania/naterov periférne;j
krvi. V pripade potreby je mozna analyza z 24-hodinovej, resp. 72-hodinovej stimulovanej kultivacie
kostnej drene (Haferlach a kol., 2007).

Na detekciu prislusnych cytogenetickych aberacii sa pozivaju komer¢ne dostupné certifikované DNA
sondy (resp. kity DNA sond). Druh, konstrukény typ a postupnost’ aplikacie DNA sondy sa volia podla

charakteru aberacie.

Standard: analyza minimalne po 100 interfiznych neprekryvajucich sa jadier hodnotenych nezavisle

dvoma laboratérnymi diagnostikmi —podl'a E.C.A. (Hastings a kol., 2012)

Hrani¢né hodnoty pozitivneho vysledku (cut-off) ma kazdé laboratéorium stanovené na zaklade
vlastnych postupov a merani s prihliadnutim na odporucania vyrobcov pouzivanych DNA sond/ kitov,

pripadne zavery a dohovory odbornych pracovnych skupin.



Sekvencnd analyza mutécii

Mutacné analyza génov TP53, NOTCHL1 a variabilnej domény génu t'azkého retazca imunoglobulinov
IGH (IGHV) sa vykonava preferen¢ne z genomickej DNA (gDNA) periférnej krvi, respektive
v pripade IGHV aj z komplementarnej DNA (cDNA) pripravenej z RNA z periférnej krvi. Analyza
klonalnej prestavby génu IGH je sti¢astou postupu analyzy mutaéného statusu IGHV. Ako alternativny
material je mozné pouzit’ aj kostnu dren, respektive vzorku lymfatickej uzliny (Cerstvy tumor, pripadne
parafinovy rez) s preukazanou pritomnost’ou nadorovych buniek (Ghia a kol., 2007; Fabbri a kol., 2011;
Langerak a kol., 2011; Pospisilova a kol., 2012; Rosenquist a kol., 2017; Malcikova a kol., 2018).



Proces diagnostiky - odporiacania
Tab. ¢. 1

Proces diagnostiky - odporucania (minimalny Standard)

(International CLL-IPI working group. 2016;
Hallek a kol., 2008; Hallek, 2017; Eichhorst a kol., 2015)

Stadium ochorenia Diagnosticky panel

Metodika: FISH

o del (11922-23) gén: ATM

e trizomia chromozému 12

o del (13q14) gény: D13S319, D13S25, D13S272
e del (17p13) gén: TP53

Cas diagnozy/ V ramci diferencialnej diagnostiky mozno doplnit' IGH/CCNDI,
vstupné vySetrenie IGH/BCL2
V pripade negativneho nélezu sa odporica karyotyp z PK, resp.
KD*

Metodika: sekven¢éna analyza
e stanovenie muta¢ného statusu IGHV [A]
e stanovenie mutac¢ného statusu TP53 (Bl

Remisia/ e odporuca sa sledovanie pomocou prietokovej cytometrie

sledovanie dynamiky ochorenia/ | V pripade vstupnej pozitivity cytogenetickych markerov sa moze
minimalne rezidualne ochorenie | dynamika ochorenia sledovat’ aj pomocou FISH vy3etrenia

Metodika: sekvenéna analyza
e zakladny panel ako v ¢ase diagnozy (vid'. ¢as diagnozy/ vstup)**
e stanovenie muta¢ného statusu NOTCH] [€]

Progresia/ relaps/ transformécia | Metodika: FISH
Podl’a typu transformacie do iného NHL moznost’ doplnit’:

¢ BCL6(3q27), MYC(8q24), CCNDI1(11ql3), IGH(14q32),
BCL2(18q21)
o pri transformacii do Richterovho syndromu CDKN2A(9p21)

Poznamka: * kazdy pozitivny nalez G-bandu sa odportuc¢a overit’ pomocou FISH;
**mutacny status IGHV je stabilny ukazovatel’, ktory sa v priebehu ochorenia nemeni

(International CLL-IP1 working group, 2016; Hallek a kol., 2008; Hallek, 2017; Eichhorst a kol., 2015)

Al Mutacny status IGHV sa stanovuje sekven¢nou analyzou identifikovanej klonalnej/klonalnych
prestavieb Vy-Dy-Ju (Variable-Diversity-Joining regions) oblasti génu IGH. Pri identifikacii klonalne;j
prestavby génu IGH sa pouZiva multiplexna PCR analyza vychadzajica z gDNA alebo cDNA
a s pouzitim konsenzus primérov z oblasti sekvencie Vu segmentu (z oblasti ,,5"-leader®, respektive
z oblasti FR1 regionov) a primérov z Ju, respektive Cy (Complementary determining region) oblasti
(3":IGHJ, respektive 3":IGHC). Klondlna prestavba je nasledne identifikovand pomocou
polyakrylamidovej gélovej elektroforézy, pripadne technikou ,,GeneScan®. Detekény limit klonalnej

prestavby IGH sa pohybuje na trovni okolo 5%. Identifikovany klonalny produkt je sekvenovany



Z obidvoch stran priamou sekvencnou analyzou. Ziskand sekvencia je analyzovand vyuzitim
imunoglobulinovych databaz IMGT (international immunoganetic information, http://imgt.cines.fr), V-
Base (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) a GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.bov/igblast/). Percento
identity IGHV sa nasledne vypocita podl'a vzorca (van Dongen a kol., 2003; Ghia a kol., 2007; Langerak
a kol., 2011; Rosenquist a kol., 2017):

(B Muta¢ny status génu TP53 sa stanovuje sekvenénou analyzou vychadzajucou z gDNA a optimalne
pokryva celt kddujiicu oblast’ (exony 2-11) minimalne vSak exony 4-10. Sekvencna analyza génu TP53
sa vykonava Standardne metodou ,,Sangerovej sekvendacie, respektive metddou masivne paralelného
sekvenovania. Pricom odporucany limit detekcie mutécii je na urovni 10% a v rdmci analyzy musia
byt zahrnuté aj pril'ahlé intronové sekvencie do oblasti minimalne dvoch bazovych parov. Pri
dosiahnuti vyssSieho detekéného limitu je mozné vo vyslednej sprave uvadzat’ aj mutacie v rozmedzi 5-
10%.

Pri analyze a interpretacii variantov je mozné vyuzit’ Sirok Skalu v sucasnosti dostupnych databaz,
preferenéne vsSak databazy IARC TP53 (http://p53.iarc.fr/TP53GeneVariantions.aspx, TP53 website
UMD (http://p53.fr/), COSMIC (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) a ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), (Pospisilova a kol., 2012; Richards a kol., 2015; Ellard a kol.,
2016; Malcikova a kol., 2018).

[l Muta¢ny status génu NOTCH1 sa stanovuje sekvenénou analyzou vychiddzajicou z gDNA
a pokryva minimalne oblast’ kodujicu doménu PEST (proline, glutamic acid, serine, threonine-rich
domain). Sekvencnd analyza génu NOTCH1 sa vykondva Standardne metéodou ,,Sangerovej
sekvenacie, respektive metodou masivne paralelného sekvenovania. Detekény limit sa pohybuje
obdobne ako u génu TP53 na urovni 10%. Pri analyze a interpretacii variantov je mozné vyuzit’ Siroka
Skadlu  vscCasnosti  dostupnych  databaz,  preferencne  vSak  databdzy @ COSMIC
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) a ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), (Fabbri a kol.,
2011; Richards a kol., 2015; Ellard a kol., 2016).

Odovodnenie testovania

Dévodom genetického testovania je prognosticky vyznam jednotlivych genetickych markerov
a v pripade pacientov s aberdciami v géne TP53 je preukazana aj rezistencia na chemoterapiu. Statusy
TP53 a IGHYV stoja ako nezévislé prognostickeé faktory pre stratifikaciu rizika podl'a Medzindrodného
prognostického indexu pre pacientov s CLL (CLL-IPI) — vid'. $pecidlny doplnok $tandardu: [3]
Charakteristika sledovanych genetickych markerov. Mutacie génu NOTCH1 su asociované
s transformaciou do Richterovho syndromu a su taktiez asociované so znizenym benefitom z pridania
rituximabu v ramci lieGby (Fabbri a kol., 2011; Rossi a kol., 2012).

Prognosticky vyznam laboratérnych markerov vratane genetickych aberacii je uvedeny v nasledovnej
tabul’ke (podl’a Rossi a kol., 2013; Zelenetz et al,2014):

Tab. ¢. 2


http://imgt.cines.fr/
http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.bov/igblast/
http://p53.iarc.fr/TP53GeneVariantions.aspx
http://p53.fr/
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

Standardne

postopy

Prognosticky vyznam laboratérnych markerov
vratane genetickych aberacii

Priazniva prognéza

Neutralna prognoza

Nepriazniva prognéza

Cytogenetika del (13q) - ako trizomia 12 del (17p)
samostatne sa normalny karyotyp del (11q)
vyskytujica aberacia komplexné zmeny
K
Molekulova genetika IGHV mutované >2% IGHV mutované <2%
TP53 mutované
NOTCHI mutované
Prietokova cytometria | CD38 <30% CD38 >30%
ZAP-70 <20% ZAP-70 220%
CD49a <30% CD49a >30%

Poznamka: ***ako komplexny karyotyp sa oznacuje v pripade >3 chromozomalnych zmien v metafaze/ v bunke
(pri interfaznej FISH), (ISCN, 2016)

Laboratorny algoritmus

Periférna krvlkostna dref

FISH -preparaty priameho spracovania

Karyotyp G-priZkovanie

¥

FISH analyza
§ del(17p13)i TP53
§ del(11q22)l ATM

§ trizdmia 12

§ del{13q14)! D13519, D13525, D135272

V ramei diferencialnej diagnostiky. IGH/CCND1, IGH/BCL2

Sekventna analyza mutacii
§ IGHV mutaény status
§ TP53 mutacny status

l

Interpretacia visledku podl'a odporiéani ERIC

\J

Ly

Interpretacia vysledku podla ISCN (aktudlna verzia)

v

Vystupna sprava




Algoritmus
Progresia - relaps

Periférna krv/kastna dref

FISH - preparaty priameho spracovania

V pripade potreby Karyotypu: 2 paralelné kultivaciePKIKD - 24-hod., resp. 72-hod. stimulovana)
Molekulova analjza — izoldcia DNA

l

Karyotyp G - priZkovanie

h 4 h 4
FISH analyza . ] L
Sekvenéna analyza mutacii
§ del{17p13)/ TP53 ..
§ NOTCH1 mutacny status
Gdel(11qg22)/ ATM -
§TP53 mutaény status
§del{13q14) D13519, D13525, D135272
§ trizémia 12
V pripade transformacie do iného typu B-NHL podla v
potreby: IGH(14q32), BCL2(18q21), CCND1(11g13),
MYC{8q24), BCLE(3q27)a pri transformacii do Interpretacia wisledku podla
Richterovho syndramu COKN2A(9p21). odporiéani ERIC
h 4
L Interpretacia visledku podla ISCH (aktualnaverzia) — % Vystupna sprava

Dokumentacia a oznamovanie vysledkov
Dokumenta¢nti 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, sluzbach stvisiacich s poskytovanim zdravotnej starostlivosti a o zmene a doplneni
niektorych zakonov®. Organizicia musi zabezpelit, aby pracovnici prichddzajuci do styku s
laboratérnou dokumentaciou pacientov boli dostatone pouceni a zaSkoleni o jej pouZzivani a riadili sa
osobitnymi predpismi podla zakona ¢. 18/2018 Z. z. o ochrane osobnych udajov a o zmene a doplneni
niektorych zakonov® ako aj V3eobecnym nariadenim o ochrane osobnych udajov ~GDPRY. 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.

Vysledky laboratornych analyz st oznamované formou kompletnej vystupnej spravy z vySetrenia

zasielanej indikujiicemu lekarovi postou.




8) Zakon ¢&. 576/2004 Z. z. o zdravotnej starostlivosti, sluzbach suvisiacich s poskytovanim zdravotnej
starostlivosti a 0 zmene a doplneni niektorych zdkonov.

%) Zakon ¢. 18/2018 Z. z. 0 ochrane osobnych tidajov a o zmene a doplneni niektorych zakonov.

10 GDPR (General Data Protection Regulation) - Nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (EU)
2016/679 z 27. aprila 2016 o ochrane fyzickych os6b pri spracuvani osobnych tdajova 0 vol'nom
pohybe takychto idajov, ktorym sa zrusuje smernica 95/46/ES (vSeobecné nariadenie o ochrane udajov)

V pripade spolo¢nych elektronickych pristupov k vysledkom s viacerymi pracoviskami musia byt
medzi pracoviskami vytvorené bezpeéné komunikacné prepojenia a pristupy, tak aby bola v ¢o
najvacsej miere eliminovana moznost uniknutia dat zdravotnej dokumentéacie aich pripadného

zneuzitia.

Minimalne materialno-technické zabezpecenie

e laminarny box, digestor, PCR box, termostat, centrifigy

o mikroskopické zariadenie pre konvencné karyotypovanie a FISH analyzu s automatickou
analyzou obrazu a moznost'ou jeho dokumentacie

o clektroforeticka aparatura a fotodokumentacné zariadenie

e zariadenie na stanovenie koncentracie a Cistoty DNA/RNA

e termocyklér

e geneticky analyzator

Miniméalne personilne zabezpecenie
Pracovisko vykonavajuce genetickii diagnostiku musi disponovat’ nasledovnym personalnym

zabezpecenim:
e kvalifikovany laboratorny diagnostik (vid’. bod 07.)

e zdravotnicky laborant

Interpretacia vysledkov testov

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

a) Konven¢na cytogenetika a FISH — podl'a pravidiel aktualnej verzie medzinarodnej cytogenetickej
nomenklatary ISCN (An International System for Human Cytogenetic Nomenclature)

b) Molekularna diagnostika — sekvena¢na analyza — podl'a pravidiel a odpori¢ani ERIC (European
Research Initiative on CLL)

Interpretacia zahfha aj slovné hodnotenie nalezu a zavere¢né zhrnutie s pripadnym dopadom pre

pacienta.


https://sk.wikipedia.org/wiki/Fyzick%C3%A1_osoba
https://sk.wikipedia.org/w/index.php?title=Osobn%C3%BD_%C3%BAdaj&action=edit&redlink=1

Vystupnd sprava z genetického vySetrenia musi obsahovat’ :

e identifikacné udaje pacienta (meno, priezvisko, rodné ¢islo, ID ¢islo — V pripade
hospitalizacie, udaje o zdravotnom poisteni, diagnéza — slovne aj kodom MKCH),

e identifikacné tidaje o vySetrovanej vzorke (datum prijatia materialu, druh biologického
materialu, forma sekundarnej vzorky —napr. DNA, RNA, KD24...),

e pouzité metodiky genetického testovania, pouzité referencné sekvencie analyzovanych
génov, pouzité genetické databazy a softvérové nastroje,

e vysledky analyz,

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

e mena a podpisy zodpovednych osob.

Odhadované naklady

Agregovany vykon

Mali by byt zohl'adnené naklady na materialne a pristrojové vybavenie genetického laboratoria,
diagnostiku a chémiu, vypoctovh techniku, prevadzkové naklady (energie) a mzdy laboratornych

pracovnikov.

Zabezpecenie a organizacia starostlivosti/realizacie diagnostiky

Laboratdrne pracovisko, ktoré chee realizovat’ genetick diagnostiku u hematologickych malignit entity

CLL/SLL musi spiiat’ nasledovné kritéria:
- byt $pecializovanym diagnostickym pracoviskom = odbornost’ 062 Lekarska genetika,

- disponovat’ vlastnym potrebnym pristrojovym a laboratornym vybavenim (vid. 10.4 Minimalne

materialno - technické zabezpecenie),

- kvalifikovany zdravotny personal = minimalne dvaja laboratorni diagnostici so $pecializaciou v
odbore laboratorne a diagnostické metédy v klinickej genetike, alebo rovnocennym uznanym

odbornym vzdelanim nadobudnutym mimo Gzemia SR, (vid’. 07. kompetencie realizovania testovania),

- laboratorium s dostatocnymi skusenost’ami s diagnostikou vzoriek pacientov s CLL zodpovedajliicimi
100 novodiagnostikovanych vzoriek rocne a pravidelnou ti€astou v ramci externych foriem kontroly

kvality.



Specidlny doplnok $tandardu
Tab. ¢. 3

- ﬂ——‘. Stanovenie diagnozy CLL/SLL

Krvny obraz:

e absolutna lymfocytdza v periférnej krvi - pocet morfologicky zrelych lymfocytov >5x 10%/1
najmenej po dobu 3 mesiacov

o <55% atypickych buniek v periférnej krvi - napr. prolymfocyty

¢ imunofenotyp: CD5+, CD19+, CD20+, CD23+, CD22+/-, FMC7-/+, Smlg +/-

Kostna drei:

nie je podmienkou pre stanovenie diagnozy

e infiltracia >30% lymfocytov v aspirate kostnej drene

Lymfaticka uzlina:

Malobunkovy lymfom z B-buniek (SLL) ma identicky imunofenotyp s CLL. Najzasadnejsi rozdiel
oproti CLL je absencia periférnej lymfocytézy. Diagndza SLL by mala byt potvrdena histologickym
vySetrenim lymfatickej uzliny, ak je to mozné

Poznamka: Hallek a kol., 2008

V diferencialnej diagnostike by od entity CLL/SLL mal byt odliSeny lymféom z plastovych buniek
(Mantle-Cell Lymphoma), prolymfocytova leukémia z B-buniek(Hallek a kol., 2008).

Stratifikdcia rizika a klasifikacné systémy

Existuju dva vSeobecne akceptované klinické stagingové systémy, ktoré st pomenované podl'a prvych
autorov povodnych publikacii Rai (Rai a kol., 1975) a Binet (Binet a kol., 1981). Klasifikacia Rai bola
v roku 1987 upravena tak, aby sa znizil pocet prognostickych skupin z 5 na 3 (Rai, Gupta, 2004).Oba
systémy opisuju tri hlavné prognostické skupiny na podklade klinickych vysledkov. St jednoduché,
lacné a spoliehaju sa na fyzické vySetrenie a Standardné laboratdrne testy bez potreby ultrazvuku,
pocitatovej tomografie, resp. zobrazovanie pomocou magnetickej rezonancie (Hallek a kol., 2008).
Tab.cC. 4



o Klinické Stadia podPa Raia
Stadium Popis Rizikova skupina
Lymfocytéza (lymfocyty v krvi >5x10%/1; ] s
0 lymfocytoza v kostnej dreni >30%) i
I Lymfocytéza + lymfadenopatia
Stredné riziko*
I Lymfocytoza + hepato/splenomegalia £LAP
I Lymfocytoza + anémia (Hb <110g/1) £LAP
Vysoke riziko*
v Lymfocytéza + trombocytopénia (Tr <100x10%/1) =LAP

Poznamka: *Modifikovana klasifikacia podl'a Rai-a; Lysk, 2018

Poznamka 2:

a) Signifikantna lymfadenopatia znamena priemer LU > 1 cm; cytopénie nie st na imunitnom podklade.

b) Pripady spliajiice kritéria CLL: 0. $tadium podla Raia s Hgb >130 g/1, s lymfocytézou < 30x109/1 a s ¢asom
zdvojenia lymfocytov >12 mesiacov zodpovedaju tzv. "tlejucej" CLL

Tab. ¢. 5

Klinické Stadia podl’a Bineta

Stadium Popis

A Postihnutie < 3 oblasti LU, Hb >100g/1, Tr >100x10°/1
B Postihnutie > 3 oblasti LU, Hb >100g/1, Tr >100x10°%1
& Hb <100g/1, Tr <100x10%]1 a pocetné postihnutia lymfatickych organov

Poznamka: Lysk, 2018

Poznamka 2: definicia oblasti v $tddiovacom systéme podl'a Bineta:

1. hlava, krk, Waldeyerov okruh (tu sa zvac¢senie viacerych skupin LU poklada za jednu oblast’),
2. axily (postihnutie oboch axil sa poklada za jednu oblast),

3. inguiny + trigonum femorale (postihnutie oboch inguin sa poklada za jednu oblast)),

4. palpac¢ne hmatna slezina,

5. palpa¢ne hmatna pecen.

Za posledné desatrocia bolo objavené mmnozstvo novych potencidlnych prognostickych markerov
poskytujtcich prognostické informacie nezavisle od klinickych (Cramer, Hallek, 2011). Patria k nim
prave niektoré z vysSie definovanych genetickych a chromozomalnych aberacii. Na zéklade tychto
poznatkov bol medzindrodnym konzorciom S$tudijnych skupin zostaveny komplexny prognosticky

skérovaci systém kombinujuci klinické, biologické a genetické informacie, nazyvany Medzindarodny



prognosticky index pre pacientov s CLL (CLL-IPI), ktory stanovuje 5 nezavislych prognostickych
faktorov (Shanafelt et al.,2009; Pflug a kol., 2014; International CLL-IPI working group, 2016):

o status génu TP53(17pl3) — bez genetickej zmeny vs. mutacia a/alebo delécia génu

e status génu IGHV(140932) — mutované vs. nemutované

e koncentracia B2 mikroglobulinu v sére (hranica 3-5mg/l)

o klinické stadium (Rai, Binet)

e vek (hranica 65 rokov)

Klasifikacia SLL

Napriek tomu, Zze rozdiel medzi CLL a SLL spociva len v pritomnosti periférnej lymfocytozy
(kritérium pre CLL >5x10%1) av sucasnosti su chapané ako jedna entita, je pre SLL pouzivany
aj klasifikacny systém lymfomov, pdvodne tzv. dohovor z Ann Arbor (zroku 1971) — dnes
modifikovany ako tzv. Luganska klasifikacia (z roku 2014) zaloZeny na rozsahu postihnutia

lymfatickych uzlin a okolitych organov (Cheson a kol., 2014).

Tab. ¢. 6

; 4_,:" Klasifikicia SLL
Stadium Komplikacia

Nerozvinuté
L Jedna lymfaticka uzlina alebo skupina pril'ahlych uzlin
L Dve, alebo viac skupin lymfatickych uzlin na tej istej strane pobrusnice
(v hrudniku, alebo bruchu)
II. rozsiahle Stadium II. s vaésim rozsahom
Rozvinuté
I Post@hnut@e 1ymfat§ck3"ch uzl%n na obo'ch strané.ch pobruépice
Postihnutie lymfatickych uzlin v okoli pobrusnice + slezina
Iv. Postihnutie aj d’alsich nelymfatickych organov - multiorganové postihnutie

Poznamka: Cheson a kol., 2014

Charakteristika sledovanych genetickych markerov

Delécia 13q14 je najfrekventovanejSim genetickym markerom s vyskytom v 50-60% pripadoch
u vSetkych CLL. V tomto regione st lokalizované okrem iné¢ho dve mikro RNA (miRNA) — miR15A
amiR16A, ktoré Vvnormalnych bunkach inhibuju expresiu klucovych regulatorov apoptdzy
a bunkového cyklu. V pripade delécie tejto oblasti sa tento inhibi¢ny efekt narusi, ¢o ma za nasledok
vyhodu preZivania v prospech B-tumordznych buniek na ukor normalnych a tym vyvoj CLL (Calin a
kol., 2002; Klein a kol., 2010).



Delécie dlhého ramena chromozomu 11 (del(11q)) sa nachadzaji u <25% pacientov bez
predchadzajicej chemoterapie s pokrocilymi Stddiami ochorenia a cca u 10% pacientov s ochorenim v
pociatoénom §tadiu (Zenz a kol., 2010; Quesada a kol., 2011). Tieto delécie ¢asto zahfniaju oblast’ 11q23
S tumor supresorovym génom ATM. Pacienti s del(11q) klonom vykazuji objemnt lymfadenopatiu,
rychly vyvoj a skratené celkové prezivanie (OS),(Dohner a kol., 1997).

Trizémia chromozomu 12 sa pozoruje u 10-20% pacientov s CLL. AvSak gény zacastnujice sa na
patogenéze CLL nesucej trizomiu 12 st z velkej Casti nezname. Okrem toho prognosticka relevancia
trizomie 12 ostava zalezitostou diskusie. Niektoré Stiidie dokazali asociaciu trizomie 12 s mutaciami
v géne NOTCH1 (Balatti a kol., 2012; Cosson a kol., 2014).

Delécie kratkeho ramena chromozomu 17 (del(17p)) sa vyskytuju u 5-8% pacientov v Case diagndzy
bez predchadzajucej chemoterapie. Tieto delécie takmer vzdy zahiiaji pasmo 17pl3, kde je
lokalizovany prominentny tumor supresorovy gén TP53. Pacienti s CLL nesuci del(17p) klon maji
znaénu rezistenciu voci genotoxickym chemoterapiam, ktoré nemozno prekonat’ pridanim anti-CD20
protilatok (Hallek a kol., 2010).

Mutdcie TP53 sa vyskytuji u 4-37% pacientov s CLL a v mnohych Stidiach sa spéjali s velmi zlou
prognozou. Vicsina pripadov s potvrdenym del(17p) vykazuje mutacie v zostavajucej alebo TP53
(>80%). V pripadoch bez del(17p) st muticie TP53 ovela zriedkavejsie. Pre pacientov predstavuji
abnormality TP53 (¢i uz vo forme delécie, alebo mutacie) ti najhor$iu prognozu, skratené prezivanie
(3-5-rokov). Dochadza unich k zlyhavaniu chemoimunoterapie, maju zvySené riziko progresie
ochorenia ako aj transformdcie do agresivnejSich foriem lymfému (napr. pri Richterovom
syndrome).(Malcikova a kol., 2018; Rossi a kol., 2013; Rossi a kol., 2014; Nadeu a kol., 2016).
Mutacny status variabilnej oblasti génu pre tazky imunoglobulinovy retazec (IGHV) je dolezity
prediktivny biomarker prezivania pacientov. Adaptivny imunitny systém je navrhnuty tak, aby
poskytoval dynamicki ochranu proti Sirokému spektru potencidlnych patogénov. Imunoglobuliny
rozpoznavaju cudzie antigény a iniciuji imunitné odpovede, ako je napr. fagocytoza. Kazda molekula
imunoglobulinu pozostava z dvoch identickych tazkych retazcov a dvoch identickych Tahkych
retazcov. Oblast’ pre zarodo¢nu organizaciu lokusu t'azkého retazca zahffia segmenty V (variable =
variabilny),

D (diversity = rozmanity), J (joining = spajaci) a C (constant = konstantny). Po¢as normalneho
dozrievania B-buniek sa vytvara rekombinacia segmentov V, D a J . Vysledkom tychto rekombinacii
je obrovska imunologicka diverzita, ktora je zakladom imunitnej odpovede. Dalsia rozmanitost’ je
dosiahnutd spojovacou roznorodostou vyplyvajicou z nahodného pridania alebo odstranenia
nukleotidov terminalnou deoxynukleotidyltransferazou a somatickou hypermutaciou, ktora sa
vyskytuje pocas dozrievania B-buniek v slezine a lymfatickych uzlinach. Zistilo sa, Ze nemutovany stav
IGHV je spojeny s horSou prognézou a krat$im prezivanim ako jeho mutovany stav, ale aj s vy$sou

frekvenciou  vyskytu dalSich nepriaznivych genetickych abnormalit a rezistenciou na



chemoimunoterapiu rovnako ako pri abnormalitich TP53 (Crombie,Davids, 2017; Damle a kol., 1999;
Ghia a kol., 2003; Hamblin a kol., 1999).

Medzi markermi prietokovej cytometrie je CD49d silnym prediktivnym faktorom celkového
preZivania, resp. prezivania bez terapie. ZvySena expresia CD49d (>30%) je asociovana s progresiou
ochorenia a koreluje s agresivnejSou biologiou ochorenia (zvysenou expresiou ZAP-70, alebo CD38,
nemutovanym IGH, trizomiou chromozému 12 aso samostatne sa vyskytujucou deléciou 13ql14).
Rovnako aj CD38 a/alebo ZAP-70 sa spajaju so skratenym prezivanim a koreluju s nemutovanym
IGHV (Damle a kol., 1999; Crespo a kol., 2003; Wiestner a kol., 2003; Bulian a kol., 2014; Gooden a
kol., 2018).

Odporucania pre d’alsi audit a reviziu Standardu

Prvy planovany audit a revizia tohto Standardného postupu po roku a nasledne kazdé 3 roky
resp. pri znamom novom vedeckom dokaze o efektivnejSom manazmente diagnostiky alebo lie¢by a tak
skoro ako je moznost zavedenia tohto postupu do zdravotného systému v Slovenskej republike.
Klinicky audit a nastroje bezpe¢nosti pacienta budu doplnené pri 1. revizii.

Indikdtormi  revizie sG zmeny v Standardnom diagnosticko-terapeutickom postupe pre
CLL/SLL z doévodu:

e novych postupov pri diagnostike entity CLL/SLL tykajucich sa genetického testovania,

e definovania novych genetickych markerov s prognostickym/prediktivnym vyznamom,

e novych G¢innejsich metodik a pristupov genetického testovania.
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Zakon €. 461/2003 Z. z. o socialnom poisteni v zneni neskor$ich predpisov

Poznamka:

Ak klinicky stav a osobitné okolnosti vyzaduju iny pristup k manazmentu diagnostiky ako uvddza
tento Standardny postup, je mozny aj alternativny postup, ak sa vezmu do uvahy dalsie vysetrenia,
komorbidity alebo suvisiace okolnosti, teda odlisny pristup zaloZeny na dokazoch alebo na zdaklade
klinickej konzultdcie alebo klinického konzilia.

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

U&innost’
Tento Standardny postup nadobuda u¢innost’ 15. januara 2020.
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