Guideline for diagnosticering og
handtering af patienter med idiopatisk

cytopeni af ukendt signifikans (ICUS)
2017

G (J Dansk <&
Hmato/ogisk Se/skab :




Indhold

F N g X< o [ = T o] o1 PPN 2
TaTo | 1=To [0 o= SRR 3
Udredning af patienter henvist Med CYLOPENI ...uii i e e snsreee s 4
21T Yo [ o] 1Y PSPPI 4
Lo 4 LT o g T RV A U g Lo [T Y T o= Y SRR 4
B =T T N u F=1 o T T=dg o LT SRR 4
(@Y oY =L=T o 1= 4| ST 5
N U] T o] 1T =T aTe [ol W oo [=T Yo=Y =T 6
[0 1Y oV o] o =] d o TP PP PP 6
NGS 0g detektion af MULALIONET ..ccceeiiie e e e bee e e ee e e e sbee e e enrees 6
N V=Y [T od Sl oY o] o T=T o1 =T P URRPPR 8
R Lo 1 o] =] =L o o TSR 9
F N oY 1= = 11T Y=< SRR 10
RETEIENCET .ttt ettt et st e e bt e e sttt e ab e e s ab e e s be e e e bt e e bt e e e ab e e s beeeeabee e beeeaabeesbeeesabeeeanes 11
Arbejdsgruppe

Overlaege, Ph.d. Mette Skov Holm, Aarhus Universitetshospital
Hoveduddannelseslzege, Ph.d. Anne Roug, Aalborg Universitetshospital
Overlzaege, Dr.Med Mette Klarskov Andersen, Klinisk Genetisk Afdeling,
Rigshospitalet

Professor, overlaege, Dr.Med Kirsten Grgnbak, Rigshospitalet
Reservelaege, Ph.d.-studerende Jakob Werner Hansen, Rigshospitalet



Indledning

Idiopatisk cytopeni af ukendt signifikans (ICUS) er en samlet betegnelse for persisterende
cytopeni, hvor en umiddelbar arsag ikke kan identificeres efter et rutinemaessigt
udredningsprogram®. ICUS er taet beslaegtet med myelodysplastisk syndrom (MDS), og diagnosen
kan kun stilles, hvis kriterierne for en MDS-diagnose ikke er opfyldt. MDS er defineret som en
tilstand med cytopeni med mere end 10% dysplastiske celler i knoglemarven, eller hvor der
forekommer specifikke cytogenetiske aberrationer?. Selvom dysplastiske forandringer er et af de
helt centrale diagnostiske kriterier for MDS, kan det vaere vanskeligt at vurdere dysplasigraden, og
dysplastiske forandringer kan ogsa vaere til stede ved andre sygdomme og hos raske individer®*.
Internationalt er der foreslaet minimumskriterier for morfologisk diagnostik af MDS, men til trods
for at disse anvendes, kan det vaere udfordrende at basere en MDS-diagnose alene pa morfologisk
undersggelse, og der er en relativt stor interobservategr varians i vurderingen af borderline
dysplasi5'6. Nogle tilfeelde/cases med borderline dysplasi vil have klassiske cytogenetiske
forandringer, som definerer en MDS-diagnose, men da det kun er ca. 50% af patienterne med
MDS, der har cytogenetiske forandringer, vil det stadig i mange tilfalde vaere ngdvendigt at stille
diagnosen baseret pa den morfologiske undersggelse’. Det estimeres, at et rutine-
udredningsprogram hos kun ca. 1/3 af de hospitalshenviste cytopeni-patienter fgrer til en MDS-
diagnose, mens 2/3 forbliver diagnostisk uafklarede over lengere tid®. Anvendelse af next
generation sequencing (NGS) til kortlaegning af det molekylaergenetiske landskab, hvor gener, der
hyppigt er muteret i MDS, undersgges, har vist sig at veere et nyttigt vaerktgj i udredningen af
denne patientgruppe. Det udggr et vaesentligt supplement bade i diagnostikken og i

6,8,10

bestemmelsen af patientens risiko for udvikling af regelret MDS . Denne guideline omhandler

udredning af patienter med persisterende cytopeni herunder brugen af NGS.

ICUS (Idiopatisk cytopeni af ukendt signifikans) CCUS (Klonal cytopeni af ukendt signifikans):

e Persisterende cytopeni i mere end 6 e Kriterierne for ICUS opfyldt
maneder e Tilstedeveerelse af en klonal markgr,
e Ingen karakteristiske cytogenetiske forstaet som en cytogenetisk
forandringer forandring(fraset tab af kromosom Y),
e Knoglemarvsundersggelsen er ikke der ikke er diagnostisk for MDS, eller
diagnostisk for MDS eller anden malign detektion af en eller flere sandsynligt
tilstand patogene mutationer i et af de
e Udelukkelse af almindelige arsager til undersggte gener.

cytopeni, herunder vitaminmangel og
andre mangeltilstande
e Udelukkelse af haemolytiske tilstande




g FIGUR 1

Skematisk opdeling af
patienter med cytopeni
og/eller klonal sygdom.
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ICUS = idiopatisk cytopeni af ukendt signifikans; CCUS = klonal cytopeni af ukendt signifikans; CHIP = clonal haematopoiesis of indeterminate potential.

Udredning af patienter henvist med cytopeni

Blodprgver: Hematologi inkl. leukocyt- og differentialtzelling, heamoglobin (hgb), trombocyttal,
MCV (erythrocyt middelcellevolumen) og retikulocyttal. @vrige blodprgver: serum folat,
cobalamin, jern, transferrin, ferritin, LDH, bilirubin, haptoglobin, Coombs test (DAT), ALAT, basisk
fosfatase, albumin, urat, kreatinin, erythropoietin (EPO) samt IgG, IgA og IgM. Vira: Screening for
HIV samt parvovirus B19 ved hypoplastisk marv. Hepatitisscreening.

Knoglemarvsundersggelse er essentiel i udredningen af patienter med cytopeni, og flertallet af
hamatologiske tilstande afklares ved en knoglemarvsundersggelse. Ved MDS findes der pr.
definition minimum 10% dysplastiske celler i én eller flere cellelinier; ved ICUS er der feerre end
10% eller slet ingen. Det anbefales at gentage undersggelsen ved tegn pa progression eller efter
maksimum 4 maneder i tilfeelde, hvor kvaliteten af den fgrste knoglemarv er darlig.
Knoglemarvsundersggelsen suppleres med cytogenetisk undersggelse. Det anbefales, at man
supplerer med genetisk screening for somatiske mutationer med anvendelse af et MDS-specifikt
genpanel (se nedenfor).

Differentialdiagnoser: MDS. B12- eller folinsyremangel. Nylig kemoterapi. HIV eller anden
infektion. Autoimmun cytopeni. Kronisk leversygdom. Alkoholmisbrug. Tungmetalforgiftning.
Medicininduceret cytopeni (gennemgang af medicinstatus). Andre haematologiske
stamcellesygdomme.



Cytogenetik

Hos patienter med mistaenkt MDS eller tilstande med persisterende cytopeni anbefales
knoglemarven undersggt for cytogenetiske forandringer med konventionel karyotypering.
Cytogenetisk klonal evolution er associeret med sygdomsprogression og darlig prognose.
Cytogenetisk evaluering skal gentages ved enhver mistanke om sygdomsprogression.

Der bgr undersgges mindst 20 metafaser, men faerre metafaser kan veere tilstraekkelige. Klonalitet
defineres som tilstedeveaerelsen af mindst to metafaser med gevinst af samme kromosom eller
samme strukturelle rearrangement (deletion, inversion eller translokation), mens der kraeves
tilstedevaerelse af mindst tre metafaser ved tab af kromosom. Standard cytogenetiske
undersggelser skal aktuelt ikke forega ved FISH og er ikke implementeret til
sekventeringsteknikker endnu. I tilfeelde af meget sparsomt cellemateriale eller tekniske
problemer med at fremstille metafaser, kan FISH veere informativ og fglgende regioner bgr
undersgges: 5931, cep7, 731, 20q, cep8, cepY og 17p13/TP53™. Man skal dog vaere opmaerksom
pa, at FISH analyse for de naevnte regioner ikke udelukker andre betydende klonale afvigelser.

| Tabel 1 er angivet de erhvervede cytogenetiske forandringer, som er MDS-definerende ogsa ved
fraveer af diagnostisk morfologisk dysplasi. Saledes vil tilstedevaerelsen af de i Tabel 1 listede
forandringer udelukke en ICUS-tilstand og veere diagnostiske for MDS?.

Tilstedeveerelse af +8, -Y eller del(20q) er ikke MDS-definerende i fravaer af diagnostisk dysplasi og
vil saledes kunne findes hos patienter med CCUS.

Tabel 1. MDS-definerende kromosomale forandringer. Galder ogsa ved fraveaer af
diagnostisk morfologisk dysplasi. Modificeret fra Vardiman et al.*

Forandring Hyppighed (%)
-5 eller del(5q)* 10-15
-7 eller del(7q) 10
i(17q) eller del(17p) 2-3
del(12p) eller t(12p) 1-2
del(11q) 1-2
-13 eller del(13q) 1-2
del(9q) 1
idic(X)(q13) 1
inv(3)(q21q26.2) 1
t(6;9)(p23;q34) 1




t(3;21)(926.2;q22.1) <1

t(1;3)(936.3;921.2) <1
t(11;16)(q23;p13.3) <1
t(2;11)(p21;923) <1

*Eneste cytogenetiske forandring, der er definerende for MDS subtype (MDS med isoleret
del(5q))

Supplerende undersggelser

Flowcytometri

En reekke studier har vist, at flowcytometri kan bidrage til MDS-diagnostikken bl.a. ved
kvantificering af umodne celler og markering af dedifferentieret myelopoiese. Til trods herfor er
flowcytometriske undersggelser ikke formelt inkorporeret i udredningen af persisterende cytopeni,
bl.a. pga. manglende konsensus omkring protokoller og teknikker. En anden begraensning ved
flowcytometri er manglende sikker diskrimination mellem reaktiv cytopeni, dysplasi og egentlig
myeloid neoplasi, iseer nar der er tale om diskrete forandringer?.

Diagnostisk flowcytometri i udredningen af patienter med cytopeni kraever saledes parametre
med hgjere specificitet og sensitivitet, reproducerbarhed af data og direkte klinisk translation.

NGS og detektion af mutationer

Brugen af NGS har medfgrt, at man har identificeret de 20-30 hyppigst muterede gener i MDS*,
Ved lavrisiko MDS har ca. 60-80% af patienterne en mutation i et af de MDS-relaterede gener,
mens naesten alle patienter med hgjrisiko MDS har minimum én og typisk flere mutationer. |
Tabel 2 er listet de gener, der hyppigt indeholder mutationer hos patienter med lavrisiko MDS

eller CCUS.

Tabel 2: De hyppigste gener muteret i lavrisiko MDS og CCUS listet efter hyppighed®®.

1.TET2 7.ZRSR2 13.TP53 19.BCORL1
2.DNMT3A 8.CBL 14.CEBPA 20.NRAS
3.SRSF2 9.EZH2 15.SETPBP1 21.GATA2
4.ASXL1 10.U2AF1 16.IDH2 22.KRAS
5.RUNX1 11.ETV6 17.BCOR 23.JAK2
6.5F3B1 12.IDH1 18.5TAG2




Ved ICUS findes én eller flere mutationer hos ca. 30-50% af patienterne (dvs. de har CCUS), og
sandsynligheden, for at patienten har en mutation, gges, hvis der er dysplastiske forandringer i en
eller flere cellelinjer®. Det er de samme gener, der er muteret ved MDS og CCUS. Kun et enkelt
gen (SF3B1) er associeret med en bestemt faenotype (MDS med ringsideroblaster)®®, men
mutationer i dette gen kan ogsa findes ved CCUS®®. Saledes er der ingen mutationer, som er
diagnostiske for MDS eller CCUS, og den genetiske undersggelse skal derfor sammenholdes med
andre foretagne undersggelser. Den prognostiske betydning af enkeltmutationer i de forskellige
gener er pa nuvaerende tidspunk ikke fuldt afklaret. Der er forelgbig identificeret flere mutationer
med negativ prognostisk betydning og en enkelt med positiv prognostisk betydning (Figur 2). Der
er endnu ingen studier, der har undersggt betydningen af sameksistensen af mutationer i
forskellige gener.
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Figur 2: Fra Nordisk MDS-guidelines. Mutationer med prognostisk betydning i MDS. Den
prognostiske betydning er tillige afthaengig af antallet af blaster i knoglemarven.

Mutationer, klonal hamatopoiese og aldring

Mutationer i MDS-associerede gener kan ogsa findes hos tilsyneladende raske zeldre uden
cytopeni. Dette kaldes klonal haematopoiese, og praevalensen stiger med alderen (Figur 3). Saledes
har ca. 10% af befolkningen pa 70 ar mutation i et af de gener, som oftest er muteret ved MDS Y.
Hvis man har klonal haematopoiese gger det risikoen med en faktor 12 for senere at fa myeloid
eller lymfoid haematologisk cancer. Sygdomsudviklingen hos individer med klonal heematopoiese
er ca. 1% pr. ar, hvilket er omtrent det samme som risikoen for at fa myelomatose, hos individer
med monoklonal gammopati af ukendt signifikans (MGUS). Pa grund af den lave arlige incidens af
hamatologisk cancer hos tilsyneladende raske personer med disse mutationer, og manglende
vidende om behandlingseffekter, kan det i gjeblikket ikke anbefales at anvende mutationsanalyse
til screening af raske individer (uden cytopeni). Det er desuden ukendst, hvilke risikofaktorer der
eksisterer for udvikling af manifest heematologisk sygdom hos individer med mutation i et af disse



gener. Klonal heematopoiese -, altsa en tilfeeldigt opdaget mutation uden tilhgrende cytopeni -
betegnes internationalt clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) og er forskellig fra
CCUS, hvor de muterede stamceller ikke formar at opretholde et normalt blodcelleniveau.

Figur 3
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Mutationer, %
18 =
16
14
12
10
8 -
8 -
4 —
2 —
0 -
20-29 30-39 40-49 5059 6069 70-79 80-89 90-99
Aider, ar

Arvelige cytopenier

Hos patienter med persisterende cytopeni kan arsagen vaere en arvelig gendefekt (germline
mutation i modsaetning til somatisk mutation). Dette er iseer undersggt og identificeret hos
patienter med persisterende trombocytopeni og gget bl¢dningstenden518. En del af disse
mutationer er, foruden trombocytopeni, forbundet med en gget risiko for udvikling af MDS, f.eks.
mutationer i generne RUNX1 og ETV6. Der er desuden flere arvelige syndromer, som gger risikoen
for udvikling af MDS. Dette ses bl.a. ved mutationer i GATA2, CEBPA, SBDS, DDX41, ved Fanconi
anaemi generne (FA) samt gener involveret i opretholdelsen af normale telomerleengder som



dyskeratosis congenita (DKC)'. Det er endnu ikke velundersggt, om germline mutationer i disse
gener ogsa kan findes hos patienter med persisterende cytopeni. Sdledes er familiehistorien vigtig
ved stillingtagen til genetisk udredning ved persisterende cytopeni.

Ved undersggelse for somatiske mutationer, hvor der findes en mutation i fx GATA2, ETV6,
RUNX1, CEBPA eller TP53 med en variant allel frekvens (VAF) omkring 50%, b@r man vaere meget
opmaerksom pa, at denne kan vaere af germline oprindelse, og dermed kraeve naermere genetisk
udredning.

Tabel 3: Myeloide neoplasier associeret med arvelige tilstande og praedisponerende gener.
Adopteret efter WHO klassifikationen?.

Klassifikation af myeloide neoplasier med germline preaedisposition

AML med germline CEBPA mutation

Myeloide neoplasier med germline DDX41 mutation

Myeloide neoplasier med germline pradisponering og trombocytopeni
Myeloide neoplasier med germline RUNX1 mutation*

Myeloide neoplasier med germline ANKRD26 mutation*

Myeloide neoplasier med germline ETV6 mutation*

Myeloide neoplasier med germline praedisposition og anden organ dysfunktion
Myeloide neoplasier med germline GATA2 mutation

Myeloide neoplasier associeret med arvelige knoglemarvssvigt syndromer
Myeloide neoplasier associeret med telomersygdom

Juvenil myelomonocytaer leukaemi (JMML) associeret med neurofibromatose, Noonan syndrom
Noonansyndrom lignende tilstande

Myeloide neoplasier associeret med Down syndrom*

*Lymfoide neoplasier er ogsa rapporteret

Transplantation

Transplantation er den eneste helbredende behandling for patienter med CCUS ligesom ved MDS.
Der foreligger ingen rekommandationer for transplantation hos patienter med ICUS. Grundet
ligheden mellem CCUS og lavrisiko MDS bgr disse handteres ens. De nuvaerende MDS guidelines
anbefaler generelt ikke transplantation i lavrisiko MDS (Transplantations Guideline pa
hematology.dk), medmindre der foreligger en svaert belastende cytopeni. | den nyeste



molekylaergenetiske forskning pa omradet er der tilsyneladende identificeret gener, som har
negativ prognostisk betydning for overlevelse hos patienter med lavrisiko MDS (Figur 2). Vi
anbefaler derfor, at man ved beslutning om transplantation foretager molekylaergenetisk
undersggelse og inddrager mutationsstatus som en del af beslutningsgrundlaget for henvisning til
transplantation. Der findes endnu ingen publicerede undersggelser, der har vurderet overlevelse
eller relapsrisiko efter transplantation i denne patientgruppe, men ved hjzlp af NGS kan man
identificere patienter i risiko for at progrediere til MDS eller AML’.

Anbefalinger

e Patienter over 50 ar, hvor der foretages kromosomanalyse og herved bred udredning, er
kandidater til udredning med en targeteret genetisk screening for somatiske mutationer
(NGS).

e Patienter, der pa baggrund af komorbiditet og alder er mulige kandidater til
knoglemarvstransplantation, bgr have foretaget genetisk screening som led i
udredningsprogrammet. Hos andre patienter kan man vente og se, om cytopenien
persisterer i mere end 6 maneder, fgr der foretages en genetisk screening for at fastsla
arsagen til den persisterende cytopeni.

e Hos alle unge patienter under 50 ar med transfusionskraevende cytopeni samt hos
patienter med en familiehistorie med hamatologisk cancer anbefales genetisk screening
for mutationer i gener associeret med arvelig MDS. Hvis der ikke tidligere er testet for
somatiske mutationer ggres dette samtidigt.

e Transplantation

o Overvejes ved fund af tre eller flere mutationer med kendt association til myeloid
cancer, men transplantation vil altid afhaenge af en individuel vurdering.

o Fund af TP53 mutation uden cytogenetiske forandringer, bgr give anledning til
overvejelser om tidlig transplantation.

e Kodning af persisterende cytopeni ved brug af de nyligt oprettede specifikke
diagnosekoder for henholdsvis ICUS (DD758C) og CCUS (DD758D).

e Patienter uden mutationer, og ingen andre haematologiske arsager til persisterende
cytopeni, kan afsluttes til henvisende laege. Hvorimod patienter med mutationer fglges
med blodprgver hver 6 maned og knoglemarv ved mistanke om progression.
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