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Figure 1. Evolution of classification of the myelodysplastic syndromes, from the era when

these syndromes were poorly characterized and collectively known as "preleukemia” (the

prevailing term in the 1960s and early 1970s for what is now known as MDS), through the
1976/1982 FAB classifications and, in the last decade, the two WHO systems

Evolution of Classification of Myelodysplastic Syndromes
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MYELODYSPLASTICKY SYNDROM

skupina klonalnich chorob hemopoetickych
kmenovych bunek charakterizovana

cytopenii

dysplazii

inefektivni hematopoézou

neoplastickym chovanim tj. sklonem k vyvoji do AML

Brunning RD, Orazi A, Germing U, LeBeau MM. Myelodysplastic syndromes/neoplasms, overwiew, In WHO classification
of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues. Swerdlow SH, Campo E, Harris, Pileri SA, Stein H, Thiele J, Vardiman JW(Eds).
WHO Press, Geneva 2008:88-93



Zakladni patofyziologické mechanizmy MDS

[ inefektivni ) [ defektivni J

hematopoéza ) maturace
alterované / 1
mikroprostfedi diené
apoptdza
MDS klon
mutace/poskozeni DNA.. ) )
epigenetické zmény diferenciace a
toxicita zevniho prostredi maturace

alterace
signalnich drah

zvysSena
proliferace
imunitni defekt

Upraveno podle: Liesveld et al. Strem Cells 2004;22:590-599




Klinicky obraz

prokazuje se u starsich dospelych, median 70 let

Incidence 3-5/100000 (>20/100000 ve veku > 70 let)

projevy cytopenie
anemie: 80-90%, 50-60%
neutropenie: cca 50%, < 0,2G/l cca 5%
trombocytopenie: cca 43%, < 20G/l cca 7%; krvacive
projevy jsou vice vyznamneé nez odpovida poctu trombocytu — Casta
je funk¢ni porucha

trombocytémie:
MDS s isolovanou 5¢g-; 30-50% pacientu

zanetlivée zmeény (10% nemocnych, Casto u HR MDS):
vaskulitis, lupus-like, arthritis, glomerulonerftitis

akutni neutrofilni dermatéza (bolestivé plaky na koncCetinach, trupu,
tvarich event. + horeCka a arthralgie)

centralni diabetes insipidus (vzacné u HR MDS)



Podminky stanoveni morfologického podezreni na MDS ve
WHO 2008 a revize WHO 2016

diferencialni rozpocet jadernych elementu na 500 bunék v
kostni dfeni a 200 bunék v periferni krvi (u vyrazné
cytopenie s ,buffy coatu®)
dysplazie znamena nejmené 10% dysplastickych bunék v
jedné/kazde vyvojove radé
reaktivni a sekundarni priciny dysplazie musi byt nalezite
posouzeny pred stanovenim diagnozy MDS zejména pfi
postizeni jedné vyvojoveé linie
je stanoven pocet elementu, které musi byt analyzovany
pro stanoveni % dysplazie
200 granulocytl, 200 normoblastt, 30 megakaryocytu

Brunning RD, Orazi A, Germing U, LeBeau MM. Myelodysplastic syndromes/neoplasms, overwiew, In WHO classification oftumours of haematopoietic
and lymphoid tissues. Swerdlow SH, Campo E, Harris, Pileri SA, Stein H, Thiele J, Vardiman JW(Eds). WHO Press, Geneva 2008:88-93

Bain BJ, Clark DM, Wilkins BS. Bone marrow pathology- the 4th edition. Wiley-Blackwell 2010:208-228

Arber DA, etal. The 2016 revision to the WHO classification of myeloid neoplasms and acute leukemia Blood 2016:127:2391-2405



MDS VE WHO 2008 i v revizi WHO 2016

upozornuje na nutnost uvazeni pritomnosti
dysplastickych zmen v zavislosti na kvalité preparatu
(bez pouziti protisrazlivych roztoku ¢i méné nez 2
hodiny), pouzity mohou byt i dobfe udelané preparaty
otiskove

u Zzadného pacienta nemuze byt stanovena diagnoza
MDS bez znalosti klinickeho obrazu vCetne
farmakologické anamnézy; preklasifikovani typu MDS
neni pripustné v pfipadé IéCby rustovymi faktory vCetné
EPO

| pfi poCtu blastu < 20% je nutné vyloucit AML
cytogeneticky tj. t(8;21), inv (16), t1(16), 1(15;17) Ci
molekularné geneticky

Brunning RD, Orazi A, Germing U, LeBeau MM. Myelodysplastic syndromes/neoplasms, overwiew, In WHO classification oftumours
of haematopoietic and lymphoid tissues. Swerdlow SH, Campo E, Harris, Pileri SA, Stein H, Thiele J, Vardiman JW(Eds). WHO Press,
Geneva 2008: 88-93

Bain BJ, Clark DM, Wilkins BS. Bone marrow pathology- the 4th edition. Willey-Blackwell 2010:208-228

Arber DA, etal. The 2016 revision to the WHO classification of myeloid neoplasms and acute leukemia Blood 2016:127:2391-2405



EVROPSKY KONSENSUS EUROPEAN
L EUKEMIANET NETWORK

dysplazie neni synonymem myelodysplastického syndromu
termin ,dysplasticky” je vyhrazen pro tfi myeloidni linie a na
jaderné bunky
termin dysplazie nelze pouzit u nemocnych

|éCenych rastovymi faktory

u hypergranulace/toxickeé granulace u sepsi
jemné morfologické odchylky by nemély byt povazovany za
dostacujici pro dostatecné pro kategorizovani dysplazie
je nutné dodrzZovat definici blastu navrzenou International

W orking Group of Morfology (Mufti 2008), monoblastu a
promonocytu dle WHO

Zini G, Bain B, Bettelheim P, et al. A European consensus report on blood cell identification: terminology utilized nad morphological
diagnosis concordance among 28 experts from 17 countries weithin the European LeukemiaNet network WP10, on behalf of the ELN
Morphology Faculty. BJH 2010: 151: 359-364



Blasts, promyelocytes,abnormal promyelocytes

Blasts Promyelocyte Abnormal

Agranular  Granular pImYEReyLe

» Basophilic * Azurophilic « Azurophilic Azurophilic
cytoplasm granulation granulation+ granulation

* Fine * Absence of  « Clearly FE+
chromatin Golgi zone visible Golgi

* Nucleoli zone

Mufti, G. J. et al. Haematologica 2008;93:1712-1717

##  haematologica

TS the hematology journal




Example of monocytesubtypesas circulated for evaluation

Monocyte Immature Promonocyte Monoblast

Goasguen, J. E. et al. Haematologica 2009;94:994-997

4% haematologica

wlZTEe  the hematology journal




DIAGNOSTICKE PROCESY ZAHRNUTE VE
STANOVENI DIAGNOZY MDS

kompletni krevni obraz véetné novych parametru
IPF, NRBC, IG, NEUT-X

cytologie periferni krve a kostni drené (MGG)
cytochemie (MPOX, PAS, Perlsovo barveni,NSE)
histologie kostni drené (imunohistochemie)
prutokova cytometrie

cytogenetika vCetné modalit

molekularni genetika

+ fada dalSich vySetfeni v ramci diferencialni
diagnostiky!!!



CYTOCHEMICKE NALEZY V
MORFOLOGICKEM HODNOCENI DRENE

Perlsovo barveni

pocet prstencitych sideroblastu ° M &
o nejméné 5 granuli, nejméné 1/3 obvodu
jadra, tésné!
pocCet abnormalnich sideroblastu
zasoby zeleza

myeloperoxidaza
pritomnost Ci nepritomnost Auerovych tycCi
snizena pozitivita ve vyzravajicich
neutrofilech je vyrazem dysplazie

Bain BJ, Clark DM, Wilkins BS. Bone marrow pathology- the 4th edition. Wiley-Blackwell 2010:208-228
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CYTOCHEMICKE NALEZY V MORFOLOGICKEM
HODNOCENI DRENE

o PAS
» pozitivni normoblasty jsou nezavislym
kriteriem dysplazie

« lze pouzit k identifikaci abnormalnich megakaryoblastl
(podobné NSE)

o 6) -




Imunocytologie

prinasi vlastni informaci k cytologickemu nalezu

muze rozeznat skuteCnou RA od RCMD tam, kde
nejsou cytologicke nalezy presvedcivée -FC definované
,2dysplastické” zmény v granulocytech a monocytech

predikuje nemocné s rizikem zavislosti na transfuzich, s
rizikem progrese do vysSiho stadia MDS, s rizikem
Spatneho vysledku transplantace

predikuje odpovéd na léCbu Epo/G-CFS

nemuze nahradit morfologické stanoveni
procentualniho zastoupeni blastu v kostni dfeni a
periferni krvi

van de Loosdrecht AA, Westers TM, Westra G, et al. Identification of distinct prognostic subgroupsin low and intermediated-I risk myelodysplastic
Syndromes by flowcytometry. Blood 2008;111: 1067-1077

Scott BL, Wells DA, Loken MR, et al. Validation of flow ¢ ytometric scoring systém as a prognostic indicator for posttranplan tation otcome in
Patients with myelodysplastic syndrome. Blood 2008;112:2681-2686

Van de LoosdrechtAA, Alhan C, Bené MC, et al. Standardization of flow cytometry in myelodysplastic syndromes a reportfrom the first European
LeukemaiaNetworking conference on flow cytometry in myelodysplastic syndromes. Haematologica 2009;94:1124-1134



Cytogenetické abnormity podporujici
diagnozu refrakterni cytopenie *

nebalancované balancované
-7 nebo del(7q) t(11;16)(923;p13.3)#
-5 nebo del(5q) t(3;21)(q26.2;022.1)#
t(17q) nebo t(17p) t(1,;3)(p36.3; g21.2)
-13 nebo del(13Q) t(2;11)(p21;923)
del(11q) inv(3)(g21.6;026.2)
del(12p) nebo t(12p) t(6;9)(p23;034)
del(99)
Idic(X)(gq13)

* .Y, +8 a del(20q) nejsou akceptovany jako jediny nalez pro diagnézu MDS

# jsou asociovany s MDS spojenym s IéCbou; neni vysoka pravdépodobnost
diagnostickych rozpaku



NALEZY V PERIFERNI| KRVI

erytropoéza:
anémie, hemoglobin < 100 g/l

anizocytoza, poikilocytoza, makrocytoza, zfidka mikrocytoza,
fragmentace erytrocytl, polychromazie,bazofilni teckovani,
Cabotovy prstence

leukocyty:.
neutropenie< 1,8 G/I
ziskana Pelger-Huetova anomalie, hypersegmentace ). 6 a
vice segmentu neutrofilniho polynuk earu, hypogranulace,

pfitomnost promonocytu, dvoujaderné granulocyty
(makropolycyty) , blasty, Auerovy tyCe

trombocyty:

trombocytopenie < 100 G/I, trombocytéza > 450 G/l u
nékterych syndromu

anizocytoza, makrotrombocyty, hypogranularni ¢i agranularni
trombocyty, event. fragmenty cytoplazmy megakaryocytu




NALEZY V KOSTNi DRENI

DYSMEGAKARYOPOEZA
mikromegakaryocyty
jaderna hypolobulace

mnohojadernost (normalni megakaryocyty jsou
jednojaderné s lobulovanymi jadry)

obrovske az giganticke megakaryocyty
vakuolizace cytoplazmy megakaryocytu
megakaryocyty s hypogranularni Ci agranularni
cytoplazmou



DYSERYTROPOEZA

Zmeény jadra Zmeény cytoplazmy

o mezijaderné mustky o bazofilni te¢kovani

o lobulizace o vakuolizace

o nepravidelnosti jaderné o Howell-Jollyho téliska
O
O

membrany, puceni prstencité sideroblasty
o karyorexe PAS pozitivita- bud difuzni

o mnohojadernost nebo granularni

o megaloidni rysy o nerovnomérna barvitelnost
o zneokrouhleni jader cytoplazmy

o

atypické mitdzy o plazmojaderna asynchronk.




DYSGRANULOPOEZA

malé nebo neobvykle
velké elementy (velké
tyCe a metamyelocyty)

abnormalni shlukovani
chromatinu

hyposegmentace-
pseudo Pelger Huetova
anomalie

nepravidelna
hypersegmentace

jaderna atypie

hypogranularita,
agranularita (> 30%!)

nerovnomeérna distribuce
granuli

atypicka granulace

vakuolizace cytoplazmy

nestejnomerné rozlozeni
bazofilie

pseudo-Chediakova-
Higashiho granula

Auerovy tyCe

asynchronie zrani
cytoplazmy a jadra

deficit myeloperoxidazy v

bunkach neutrofilni
granulopoezy

jaderné fragmenty



KLASIFIKACE MDS v WHO 2008

RCUD: RA;
RN; RT

RARS

RCMD

RAEB1

RAEB2

MDS-U

MDS s

Isolovanou
del 5¢g

uni- Ci bicytopenie
blasty < 1%

anémie, zadné blasty

cytopenie, blasty <1%,
mono <1G/I, Zzadné
Auerovy tyCe

cytopenie, blasty<5%,
mono <1G/I, Zadné
Auerovy tyCe

cytopenie, blasty 5-19%,
mohou byt Auerovy tyCe

cytopenie, < 1% blastu
anémie, normalni &i

zvySeni pocet
trombocytu, <1% blastu

unilinearni dysplazie 210% bunék jedné fady, <5%
blast(

= 15% prstencité sideroblasty, jen erytrodysplazie,
< 5% blastu

dysplazie ve 2 fadach, blasty <5%, zadné Auerovy
tyCe, £15% prstencitych sideroblastu

uni- i multilinearni dysplazie, 5-9% blastl, zadné
Auerovy tyCe

uni- ¢i multilinearni dysplazie, 10-19% blastu,
nalez Auerovych tyCi posouva kriterium do tohoto
stadia

dysplazie < 10% bunék 1 Civice linii a
cytogeneticka abnormita, < 5% blastu

normalni €i zZvySené megakaryocyty s
hypolobulizovanymi jadry, < 5% blastl, izolovana
abnormita del(5q), nejsou Auerovy tyce



RoOzDiLY MEzZI WHO 2008 A 2016

cytopenie je sice nezbytnou podminkou pro diagnézu MDS, avsak z prognostického
pohledu je dulezitéjSi stupen dysplazie a procento blast(
proto se ustupuje o pojmu refrakterni cytopenie resp. anémie

je-li jedinou cytopenii neutropenie, je ji treba interpretovat obezifetné s ohledem na rasové
rozdily

je-li pro klasifikaci pouzito kritérium 1% blastu v periferni krvi, musi byt toto
prokazano opakované ze dvou rtznych odbéru

u nékterych typl MDS se nepatrné upfesnuje procento blastu, které mohou byt v
periferni krvi

procentualni zastoupeni blastu je vzdy kalkulovano ze vSech jadernych bunék kostni
dfené a ani v pfipadé, Ze erytroidni prekurzory dosahnou poctu = 50% ANC se
nedéla prepocet blastd na NEC

pripady, které jsou fazeny do skupiny MDS s prstencCitymi sideroblasty, jsou dany bud
hranici 15%, ale i 5% u nemocnych se specifickou mutaci SF3B1

delece 5q zUstava jedinou cytogenetickou resp. molekularné genetickou abnormitou,
ktera definuje specificky subtyp MDS; nové muze byt pfitomna jesté jedna pridatna
cytogeneticka abnormita, pokud to neni monosomie 7 nebo del 7q

je identifikovana fada somatickych mutaci asociovanych s MDS (SF3B1, TET2,
SRSF2, ASXL1, DNMT3A, RUNX1, U2AF1, TP53, EZH2, tyto vd8ak nemohou byt
povazovany za diagnosticke kriterium MDS a to ani u nemocnych s nevysvétlitelou
cytopenii

Arber DA, etal. The 2016 revision to the WHO classification of myeloid neoplasms and acute leukémia Blood 2016:127:2391-2405



NALEZY V PERIFERNI KRVI A KOSTNI DRENI A
CYTOGENETIKA MDS — |

nazev dysplazie cytopenie prstecité blasty v PK | blasty v KD | cytogentika
sideroblasty konvenéni
analyzou
MDS s dysplazii jedné 1 1 nebo 2 <15%, < 5%* < 1%, zadné <5%, zadné jakakoli mimo
fady (MDS-SLD) Auerovy tyCe  Auerovy tyCe del(5q)
MDS s dysplazii vice 2 nebo 3 1az3 <15%, < 5%* < 1%, zadné <5%, zadné  jakakoli mimo
fad (MDS-MLD) Auerovy tyée  Auerovy tyCe del(5q)

MDS s prstenditymi sideroblasty (MDS-RS)

MDS-SLD-RS 1 1 nebo 2 = 15%, = 5%* < 1%, zadné <5%, zadné jakakoli mimo
Auerovy tyCe  Auerovy tyCe del(5q)
MDS-MLD-RS 2 nebo 3 1az3 2 15%, = 5%* < 1%, zadné <5%, zadné  jakakoli mimo
Auerovy tyCe  Auerovy tyCe del(5q)
MDS s izolovanou 1-3 1-2 zadné nebo <1%, zadné <5%, zadné  del(5q) nebo 1
del(5q) malo Auerovy tyCe  Auerovy tyCe dal$i mimo -7

nebo del(7q)

cytopenie je definovana: hemoglobin< 100g/l, trombocyty < 100G/I, neutrofily < 1,8Gl/I
pocCet monocytimusa byt < 1x10°%/L
* je-li pfitomna mutace SF3B1




NALEZY V PERIFERNI KRVI A KOSTNI DRENI A
CYTOGENETIKA MDS — I

nazev dysplazie cytopenie prstecité blasty v PK blasty v KD cytogentika

konvencni
analyzou

sideroblasty

MDS s nadbytkem blasti (MDS-EB)

MDS-EB-1 0-3 1-3 Zadné nebo 2-4%, zadné 5-9%, zadné jakakoli
malo Auerovy tyCe Auerovy tyCe

MDS-EB-2 0-3 1-3 Zadné nebo 5-19%, nebo 10-19%, nebo jakakoli
malo Auerovy tyCe Auerovy tyCe

MDS neklasifikovatelny (MDS-U)

s 1% blasti v PK 1-3 1-3 zadné nebo 1%*, Zadné < 5%, zadné jakakoli
malo Auerovy tyCe Auerovy tyCe

s dysplazii 1 fady a 1 3 Zadné nebo < 1%, Zzadné < 5%, Zzadné jakakoli

pancytopenii malo Auerovy tyCe Auerovy tyCe

uréeno cytogenetickou 0 1-3 < 15%* < 1%, zadné < 5%, zadné zména

abnormitou Auerovy tyce Auerovy tyée  definujici MDS

Refrakterni cytopenie 1-3 1-3 zadné <2% < 5% jakakoli

v détstvi

* 1% procento blastd musi byt zjiSt€no nejméné 2x z riiznych odbér '

*pfipady s vy$Si hodnotoujsou klasifikovany jako MDS-RS-SLD




PROBLEMY MORFOLOGICKE DIAGNOSTIKY

co je normalni?

19/50 dysplastické megakaryocyty (nelobulizované,
multinuklearni, obé)*

zadny z nich nemél zmény v granulopoéze nebo prstencité
sideroblasty

zadny nemél mikromegakaryocyty
moznost artefaktu

prestupuje-li jadro megakaryocyti mimo hranici danou
cytoplazmou, jde o artefakt zpusobeny natérem

hypogranulované formy neutrofili efekt dany barvenim,
pH, vlivem EDTA...

*Bain BJ. Br J Haematol 1994; 206
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MORFOLOGIE TROMBOCYTU




MEGAKARYOBLASTY




MIKROFORMY MEGAKARYOCYTU NEBOLI
MIKROMEGAKARYOCYTY

,mikromegakaryocyt"
= megakaryocyt menSi
nez promyelocyt

pfesna velikost neni
arbitralné stanovena

nejdulezitéjSiznamka
dysplazie v
megakaryocytech




MIKROFORMY MEGAKARYOCYTU
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DYSPLAZIE V ERYTROPOEZE A GRANULOPOEZE




DYSPLAZIE V ERYTROPOEZE A GRANULOPOEZE
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DYSPLAZIE V ERYTROPOEZE




DYSPLAZIE V ERYTROPOEZE A GRANULOPOEZE
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Histologické nalezy v erytropoéze a
granulopoeze

|ze Iépe posoudit celularitu, nutné pro diagnézu
hypocelularnich typu a téch provazenych fibrézou
granulopoéza:

pseudo-pelgeroidni zmény

Auerovy tyCe (v dokonalych preparatech)

ALIP

nerozpozna nalezité poruchy granulace
erytropoeéza:

porucha tvorby erytroidnich ostravku (nebo nadmeérné)

dobre rozezna zmeny jako megaloblastoidie,
mnohojadernost, pu€eni jadra, jadernou fragmentaci,
cytoplazmatickou vakuolizaci

zmeény jsou obvykle vice vyjadreny nezli v natérech

Bain BJ, Clark DM, Wilkins BS. Bone marrow pathology- the 4th edition. Wiley-Blackwell 2010:208-228



Megakaryopoéza v histologickém nalezu

poCet (stanoveni je realnéjsi, do punkéni biopsie se
nemusi velké formy naaspirovat, byva zvysSen)
shlukovani
dysplastické zmény jsou obvykle vice zjevné nez v
aspiracni biopsii a jsou ve vétsSiné pfipadu MDS
malé formy a mikroformy

jsou lépe zretelné natérech z aspiracCni biopsie

jejich identifikace muze byt v histologickém obraze uprfesnéna
imunohistochemickym barvenim (CD42b, CD61)

u mikroforem je jina definice nez v cytologii (z parafinovych fezu
vypadaji megakaryocyty mensi)
megakaryocyty mohou byt nalezeny v sinusech

se stupném atypii v megakaryocytech narusta pritomnost
retikulinove fibrozy

Bain BJ, Clark DM, Wilkins BS. Bone marrow pathology- the 4th edition. Wiley-Blackwell 2010:208-228

Baumann |, Niemeyer CM, Shannon K. Chilhood myelodysplastic syndrome. In WHO classification oftumours

of haematopoietic and lymphoid tissues. Swerdlow SH, Campo E, Harris, Pileri SA, Stein H, Thiele J, Vardiman JW(Eds). WHO Press,
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Ziskane priciny dysplazie, neklonalni

deficit folatu a B>

infekce (malarie, HIV, TBC, leishmaniéza, parvovirus By ...)
cytostatika a imunosupresiva (mykofenolat, tacrolimus)

rustové faktory

jiné leky (protimikrobialni, alemtuzumab, NO — inaktivace B4, )
autoimunitni choroby

leukémie z velkych granulovanych lymfocytu

|éCba agonisty TPO receptoru

alkohol, drogy

olovo, arsenik, nadbytek zinku, deficit médi (vCetné viivu penicilamidu Ci
jinych l1ékd pouzivanych u Wilsonovy choroby)

proteinova malnutrice
tezké akutni onemocneéni

dysplazii jsou v téchto pfipadech ve dreni nejCastéji postizeny
megakaryocyty



NejCastejsi vrozené priciny dysplazie* s pripadnou
periferni cytopenii (k vylou¢eni MDS v détském véku)

kongenitalni dyserytropoeticke anémie
mitochondialni delece (Pearsonuv syndrom)
Pelgerova-Huetova anomalie

GATAL1 mutace

Fanconiho anémie

vrozené trombocytopenie
TAR syndrom
Paris-Trousseaova trombocytopenie/Jacobsenlv syndrom
Mayova-Hegglinova anomalie
Epsteintv syndrom
dysmegakaryoticka trombocytopenie
mutace 10p11-12
RUNX1 (AML1) mutace

* nejsou zahrnuty Cetné pficiny periferni cytopenie, u nichZ vrozena porucha vede k vice vyjadiené
hypoplazii nezli k dysplazii v jedné €i vice hemopoetickychfad



MAYOVA- HEGGLINOVA ANOMALIE




58-ti lety pacient na lécbe hydroxyureou' pro CML




e 35ti-lety pacient, HIV pozitivni
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