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Diagnéza MDS

Cytopenie — suspektni MDS

B

Doporucena vysetreni

« Anamnéza a klinické vysetreni

» Krevni obraz s diferencialnim rozpoc¢tem, stanoveni poctu retikulocytu

* VV\yhodnoceni perifernino krevniho natéru pod mikroskopem

« VySetreni kostni dfené s barvenim na Zelezo a cytogenetikou

B

Diagnéza MDS je postavena na morfologickych a klinickych
Kritériich




Klasifikace MDS dle WHO 2016

WHO jednotka Dysplast Pocet Prstencité Blasty v periferii Cytogenetika
linie cytopenii sideroblasty a ve dfeni
1 1 nebo 2 <15% KD<5% Jakékoliv, kromé 5g-
e MDS-SLD <5 %* PK<1%
Auerova ty¢ 0
2 nebo 3 1-3 <15% KD<5% Jakakoliv, krom¢ 5q-
* MDS-MLD <5 %* PK<1%
Auerova ty¢ 0
1 1 nebo 2 >15% KD<5% Jakékoliv, kromé 5q-
* MDS- RS-SLD >5 %* PK<1%
Auerova ty¢ 0
2 nebo 3 1-3 > 15% KD <5% Jakakoliv, krom¢ 5q-
* MDS- RS- MLD > 5 %* PK<1%
Auerova ty¢ 0
* MDS s izolovanou 1-3 1-2 ne KD<5% del 5¢- izol.
del (5q) PK<1% + 1 dal8i zména™
Auerova ty¢ 0




Klasifikace MDS dle WHO 2016

* MDS-EB1 0-3 1-3 ne KD5-9% Jakakoliv
PK2-4%
Auerova ty¢ 0
* MDS-EB2 0-3 1-3 ne KD 10-19% Jakakoliv
PK5-19%
Auerova tyC +
e MDS-U U vSech typii:
* s 1% blastu 1-3 1-3 ne Jakakoliv
* s [ linii dysplazie 1 3 ne KD <5 %, Jakakoliv
a pancytopenii PK=1%
* na zaklade Typicky nélez pro
cytogenetiky <15% MDS
* Refrakterni 1-3 1-3 ne KD <5% Jakakoliv
cytopenie u déti PK<2%

Cytopenie je definovana: hemoglobin < 100 g/1, desticky < 100x10%1, absolutni pocet neutrofila <

1,8x10°%/1




IPSS-R systém (Greenberg et al., 2012)

Prognosticka hodnota

0] 0.5 1 1.5 2 3 4
Velmi dobry Dobry Stifedni | Spatny [Velmi §patny
Karyotyp
Blasty v KD (%0) <2 >2< 5% 5- 10% >10%
Hemoglobin > 10 8 -<10 <8
Desticky > 100 50 -100] <50
Absolutni pocet > 0.8 < 0.8

neutrofilt

Cytogenetické prognostické skupiny:
Velmi dobra: -Y, del(11q)

Dobra: normalni, del(5q), del(12p), del(20q), dvojita zména zahrnujici del(5q)

Stfedni:

Spatna: -7, inv(3)/t(3g)/del(3q), dvojita zména zahrnujici -7/del(7q), komplexni zmény se 3 zménami

Velmi $patna:

Komplexni zmény karyotypu > 3 abnormality karyotypu

del(7q), +8, +19, i(17q), jina jedna nebo dvé nezavislé zmény v karyotypu

* Velmi nizké riziko
* Nizké riziko

* Intermediarni

* Vysoké riziko

* \Velmi vysoké riziko

<15 bodu
>15-3 body
>3-45 body
>45-6 body
>6 bodu




Vyznam cytogentiky pro prognézu MDS
Souhrna multicenticka analyza 2351 pacientu s MDS
prokazuje nedocenéni prognostickeho vyznamu nepiiznivé

cytogenetiky v IPSS
J. Schanz, C.Steidl, G.Garcia- Manero, U. Germing, H. Kantarijan

Némecko- rakouska + MDS Anderson Cancer center: databaze Journal of Clinical
Oncology 4/2011

Zaveér: vliv nepriznivého karyotypu na preziti byl stejné vyznamny

jako zvyseni poctu blastt nad 20 %

Hazard ratio: 3.3 nepfiznivy karyotyp
4.8 komplexni karyotyp se zménami 5 a 7chromozomu

3.1 blasty od 21% do 30%



Cytogenetické abnormality

Pfitomny u poloviny primarnich MDS

Rozdilny prognosticky vyznam
Delece (39/5q9/79/11q/12p/20q)
Monosomie 5/7, trisomie 8/19, i(17q), a =Y

Komplexni zmény

Genetické zmény

* |dentifikovano vice nez 40 genu, které se jsou u MDS opakované mutovany
* Mutace pfitomny u 70% pacient(
* Nejcastéji mutované geny lze zaradit k nékolika biologickym procesim
* RNA splicing (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2)
DNA methylace (TET2, DNMT3A, IDH1, IDH2)
Modifikace histonl( ASXL1, EZH2, BCOR)
Transkripcni faktory (RUNX1, ETV6, CUX1, GATA2)
Pfenos signalu (CBL, JAK2, NRAS, KRAS, MPL, NF1, PTPN11, KIT, FLT3)
p53 draha (TP53, PPM1D)



NGS u MDS ?

Vice jak 40 gent, zadny neni patognomicky pro MDS

RNA sesttih, epigenomika, DNA opravy + metylace, transkrip¢ni faktory ...
Somatickeé mutace u vice jak 10% pacienti nad 60 let a u 90% pacienti s MDS
Ale !l u MDS

1/ Zzadny z genli neni mutovany ve vétSiné pripadu — nizka frekvence !

2/ Zadny z mutovanych genti neni specificky pro MDS — nizka specificta!

3/ klonalni hematopoéza muze byt 1 u pacientt, bez MDS

4/ zarodecné mutace RUNX1, CEBPA, GATA 2

Kazda laboratof vlastni metodika- chybi standardizace



Genovy panel

* Komercni panel

Set gen( byl cilen na myeloproliferativni onemocnéni

Velikost panelu 37 gend, 250 exond

Metoda multiplex PCR, specifické primery z jedné strany, amplikonové sekvenovani s UMI

Knihovny byly sekvenovany na pristroji NextSeq (Illumina)

Bioinformaticka analyza dat probihala jak pomoci software dodavaného vyrobcem, tak
pomoci vlastni bioinformatické pipeline

Seznam genu v panelu

ABL1 CSF3R GATA2 NRAS TET2
ANKRD26 DDX41 IDH1 PHF6 TP53
ASXL1 DNMT3A  IDH2 PTPN11 U2AF1
BCOR ETNK1 JAK2 RUNX1 WrT1
BRAF ETV6 KIT SETBP1 ZRSR2
CALR EZH2 KRAS SF3B1

CBL FLT3 MPL SRSF2

CEBPA GATA1 NPM1 STAG2



Genovy panel - prehled testovanych genu, jejich exonid a referencnich sekvenci:

Analyzovaneé

Analyzované

Gen Anotace Gen Anotace
exony exony
ABL1 NN 005157 410 KIT NN 000222 2,8 9_-15, 17, 18
AMNKRD26 NM_ 014915 1 (c.-113-c.-134) KRAS NM_ 004985 2 -4
ASXLL MM 015338 11, 12, 13 MPL N 005373 10, 12
BCOR MM 017 7AS 2-7,9-15 NPML MM 002520 11
BCOR NNV 001123385 2 NRAS NN 002524 2 -4
BRAF NNV 004333 11, 15 PHFG6 NN 032458 9, 10
CALR N 0043493 2,9 PHFG MM 032335 2 -8
CBL NNV 005188 3, 9 PTPN11 NN 002834 3. 4,7,8, 12, 13
CEBPA NM_ 004364 1 PTPN11 NM_ 080601 11
CSF3R NN 000 70 10, 14, 15, 16 RUMNX1 Nk 001754 2,32, 5- 9
CSF3R NN 156039 17 RUMNX1 NN 001122607 1, 5
CSF3R NN 172313 18 SETBP1 NM_ 015559 A4 (p.799 - p.950)
DDXA41 MM O16222 1-17 SF3B1 N 012433 12-18
DNMT3A NN 022552 2,3, 5-23 SRSF2 NN 003016 1, 2
DNMT3A MM 1532759 1, 2 STAG2 N 006603 2-33
DNMT3A MM 175630 i B STAGZ2 N 001042 719 32
ETMNKL1L MM 018638 3 TET2 MM 001127208 A - 11
ETVG6 NN 001987 1-8 TETZ2 N 017628 3
EZH2 MM 004456 2 - 20 TP53 N O005496 1-11
FLT= N 004119 2-17, 19 - 21 TP53 MM 0012 766906 10
GATAL NN 0020499 2 TP53 MM 0012 765695 10
GATAZ2 MM 032638 2 - b UZAF1L MM 006758 2,5, b
IDHL1 MM 005896 32,4 WTL1 N 024424 1-7,9
IDH2 NN 002168 g, 6 WTL NN 001198552 8
JAK2Z2 NN 004972 12 - 16 ZRSR2 NN 005089 1-11
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Prehled vysetienych vzorku a
genu, u kterych byla detekovana
mutace

* Vysetfili jsme 53 vzork
* Mutace jsme nalezli u 39
pacient(

* Mutace jsme nalezli ve 30 genech
ze 37 testovanych

* Vetsi pocet detekovanych geni s
mutaci u jednoho pacienta byl
spojen s EB2 nebo s progresi do
sek. AML



Kdy nam pomuze vySetreni NGS u MDS ?

1/ diagnostika MDS- SF3B1 pro dg. RARS dg. kritérium WHO

ale pfitomen 1 u MPN/MDS, CMMOL a RARS-T, ale ¢asto1u CLL

2/ TP 53 mutace 55% pacientt s komplexnim karyotypem,

ale nizke zastoupeni somatickych mutaci

Bialelicka mutace TP 53 nejsilnéjsi negativni faktor ( Hase, Leukemia 2019)
s1ln€j$i neZ monosomalni karyotyp nebo vice jak 3 chromozomalni zmény
THOK: standard vySetieni TP 53 NGS- pacienti s MDS del 5q

pii diagnoze, 1é¢bé lenalidomidem

prukaz narustu mutace, nékdy vyvoj dalSich mutaci

3/ prukaz mutaci: pozitivni 1 negativni prediktivni faktor —pokud neni zachycena mutace
vysoka predikce nepritomnosti MDS



Klonalni vyvoj

* Terapie erytropoetinem bez efektu

Progrese do EB1, terapie Aza

Dg MDS 5g-

3 2013

Progrese do sek. AML, nyni v terapii LD Ara C

|
Lenalidomid

Pacientka diagnostikovana jako 5g syndrom (2013), transfuzni dependence

MDS EB-1

|

520146 2217 a2017 3 204

Terapie lenalidomidem (5/2015 — 3/2016) s velmi dobrym efektem transfuzni independence

Sek. AML

B klonl: (DNMT3A:Phe752lle, Prod4l9 Serd20insTer) B kKlon2: DNMT3AArg736HIs
B klon3: (JAKZ2:Valel7Phe, TP53: Gly2455er)

O klond: TETZ2:1el873Thr

O Klonb: TETZ2:Valdl5Leu




VySetreni: Analyza genu TP53 metodou FASAY, doSetreno pomoci
sekvenovani nové generace (NGS) -2016-2018

% alel; odbér

% alel; odbér

€.659A>G p.(Y220C)

hot spot patogenni mutace

3/2015 5/2016
% alel; % alel;
odbér 2/2017 odbér 3/2018

Mutace Typ mutace

zdménova mutace, 0,6 2,2 6,7 18,6
c.733G>A p.(G245S) hot spot patogenni mutace

zdménova mutace, 0,1 2,5 54 2,5
c.707A>G p.(Y236C) Casta patogenni mutace

zdménova mutace, nedetekovdno 1,0 2,6 0,2
c.818G>A p.(R273H) hot spot patogenni mutace

zdménova mutace, nedetekovéno 0,3 2,1 0,5
¢.581T>G p.(L194R) Casta patogenni mutace

zdménova mutace, 0,06 1,0 1,8 3,0
¢.524G>A p.(R175H) hot spot patogenni mutace

zaménova mutace, nedetekovano 0,5 1,8 0,6
C.721T>C p.(S241P) malo Casta patogenni mutace

zaménova mutace, nedetekovéno 1,9 1,3 0,4
C.742C>T p.(R248W) hot spot patogenni mutace

zdménové mutace, nedetekovano 0,6 1,0 0,3
C.742C>G p.(R248G) Casta patogenni mutace

zdménova mutace, 0,02 0,3 0,6 0,8

e




ICUS: Idiopathic cytopenia of undeterminated significance
Cytopenie: trombocytopenie! nesplnéni dg. kritérii pro MDS/ morfologie,CTG/
Nejsou Kriteria klonality: CTG a mutace

Nepritomnost mutace- negativni predikce MDS

CCUS: clonal cytopenias of undeterminated significance

klonalita /mutace / + idiopaticka cytopenie

CHIP: clonal hematopoesis of indeterminate potential

Analogie MGUS a monoklonalni B lymfocytosy

Odds. progrese do malignity 0,5-1% rok

Nalez somatické mutace asociovane s hematologickou malignitou,
nesplnéni dg.kritérii pro MDS/ morfologie,CTG/

Minimalni velikost mutované alely 2% v PK

Mutované geny: DNMT3A, TET2, JAK2, SF3B1, ASXL1,TP53, CBL, GNB1, BCOR,U2AFI,
CREBBP, CUX1, SRSF2, MLL2, SETD2, GNAS, PPM1D, BCORL1

Steensma DP Blood 2015



Clonality
Dysplasia
Cytopenias
BM Blast %
Overall Risk
Treatments

NGS prinasi nové klinické jednotky
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Steensma DP. Blood. 2015.




Molecular pathophysiology of the myelodysplastic
syndromes: insights for targeted therapy
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Souhrn

* NGS : Jasny prinos TP53 a SF3B1
* Nejasny prinos — panel mnoha genu, negativni predikace MDS
* Nova nemoc :CHIPclonal hematopoesis of indeterminate potential

* Budoucnost zacileni leCby dle mutovanych genu



