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» Myelodysplastisk syndrom er kende-
tegnet ved cytopeni og dysplasi af
knoglemarvens celler, men det kan
vaere sveert at stille en korrekt diag-
nose hos patienter, der ikke har gget
antal blaster i knoglemarven.

» Next generation sequencing har vist
sig at vaere en lovende metode til for-
bedring af diagnostikken ved myelo-
dysplastisk syndrom (MDS) og hos
patienter med uforklaret cytopeni.

Teknologiske fremskridt forbedrer diagnostikken i hee-
matologisk regi, og i denne artikel vil vi gennemga,
hvordan nye molekylergenetiske metoder har betydet,
at vi tidligt i forlgbet kan identificere patienter med for-
stadier til myelodysplastisk syndrom (MDS) og akut
myeloid leukeemi (AML).

De fleste patienter, som henvises til en haamatolo-
gisk afdeling, har et abnormt blodbillede. Inden en
sédan henvisning kraeves der oftest en bred blodprgve-
screening for at fastsld, om videre udredning for hee-
matologisk sygdom er primeert indiceret (Tabel 1).

I denne artikel har vi fokus pé patienter, som har cyto-
peni og er henvist til videreudredning pa en heematolo-
gisk afdeling. Hos disse patienter vil der typisk blive
foretaget yderligere blodprgver, knoglemarvsbiopsi,
cytogenetisk undersggelse og evt. en flowcytometrisk
markgrunderspgelse. Ofte er dette tilstraekkeligt til at
stille en korrekt diagnose, som kan variere fra et bredt
spektrum af heematologiske sygdomme til andre til-
stande sdsom karcinomatose i knoglemarven eller en
benign tilstand.

Efter den indledende udredning er der stadig pa-
tienter, hos hvem det ikke har veeret muligt at finde en
arsag til den persisterende cytopeni, og disse patienter
fér oftest praedikatet »cytopeni af ukendt arsag«. De fol-
ges som regel i en periode i et heematologisk ambulato-
rium. Herefter vil en del blive overfort til egen laege,
hvis tilstanden er stationzr og ikke behandlingskrae-
vende.

Inden for de seneste par &r er der kommet nye diag-

» | fremtiden vil mutationsscreening
formentlig blive en del af udredningen
af patienter med vedvarende cyto-
peni, og med den vil man kunne iden-
tificere patienter, der har risiko for at
fa MDS eller akut myeloid leukaemi. Fra
januar 2017 er der indfart specifikke
diagnosekoder for idiopatisk cytopeni
af ukendt signifikans = DD758C og
klonal cytopeni af ukendt signifikans
=DD758D.

nostiske muligheder i form af next generation sequen-
cing (NGS), hvor et stort antal gener kan undersgges
for mutationer pd samme tid. Dette har generelt med-
fort en bedre molekylaerbiologisk klassificering af de
hematologiske sygdomme.

MDS er kendetegnet ved cytopeni af en eller flere af
blodets primeere cellelinjer ledsaget af dysplasi af mere
end 10% af cellerne i knoglemarven [1]. MDS kan have
et indolent forlgb, som kun hos 10-15% vil udvikles til
leukeemi [2], mens en del af patienterne har en aggres-
siv type med en forventet medianlevetid p& under et ar
[2]. Behandlingen varierer fra understgttende behand-
ling med erytropoietinstimulation til behandling med
regelret kemoterapi eller stamcelletransplantation, som
er den eneste mulighed for helbredelse. Inden for de
seneste fem &r har man DNA-sekventeret blod og/eller
knoglemarv fra store kohorter af patienter med MDS.
Dette har medfgrt identifikationen af 20-30 gener, som
hyppigt er muterede ved MDS [3, 4].

Via disse sekventeringsundersggelser har det vaeret
muligt at afdaekke et klonalt hierarki, hvor mutationer i
de epigenetiske regulatorer (bl.a. TET2 og DNMT3A)
ser ud til at veere de fgrste mutationer, der opstér i de
haematopoietiske stamceller. Senere kan der tilkomme
nye mutationer i klassiske tumorsuppressor- og onko-
gener herunder TP53 og NRAS [5], dvs. en klonal ud-
vikling, der typisk er associeret med progression til en
mere aggressiv form for MDS eller AML [6].

MOLEKYLZRE FORANDRINGER VED CYTOPENI AF
UKENDT ARSAG 0G MYELODYSPLASTISK SYNDROM
Cytogenetiske forandringer har veeret brugt til risiko-
stratificering af patienter gennem de seneste 20 &r,
men kun ca. 50% af patienterne med MDS har cyto-
genetiske forandringer [7, 8]. Iser hos patienter med
lavrisiko-MDS ses der sjeldent cytogenetiske foran-
dringer. Ved hjeelp af NGS er det muligt at identificere
mutationer hos mere end 80% af patienterne og hos
neesten alle hgjrisikopatienter findes der en og oftest
flere mutationer i et MDS-associeret gen [4]. Patienter,
der har persisterende uforklaret cytopeni og ikke opfyl-
der de konventionelle krav til MDS-diagnosen, define-
res ud fra kriterierne i Tabel 2 som lidende af idiopa-
tisk cytopeni af ukendt signifikans (ICUS). Blandt disse




patienter er det muligt at identificere mutationer hos
40-60% [9, 10]. Hvis der hos en patient med ICUS fin-
des en mutation i et eller flere sygdomsassocierede ge-
ner, betegnes tilstanden klonal cytopeni af ukendt sig-
nifikans (CCUS) (Figur 1) [11]. Mutationerne er oftest
til stede i et af de 20 hyppigst muterede gener ved ma-
nifest MDS, og vi ved, at nogle gener, f.eks. FLT3, ude-
lukkende findes muteret ved hgjrisiko-MDS og -AML.
Derimod er mutationer i f.eks. TET2 associeret med

et tidligt stadie af sygdommen og findes hyppigt ved
lavrisiko-MDS, men kan persistere sammen med nye
mutationer, hvis sygdommen udvikles til en mere ag-
gressiv form [3, 4]. Hvis mutationer i TET2 findes hos
patienter med AML er det sdledes oftest tegn pa, at syg-
dommen er progredieret fra MDS og har en ugunstig
prognose [12, 13]. Saledes ser det ud til, at molekyler-
genetikken er af afggrende betydning for bade diagno-
stik og valg af behandling af MDS. Senest har man i et
stort studie pavist, at patienter med MDS med mutatio-
ner i TP53 har lige s& god gavn af epigenetisk behand-
ling med demetylerende stoffer som af behandling med
induktionskemoterapi [14]. Den store forskel er, at den
epigenetiske behandling har betydeligt feerre bivirknin-
ger end behandling med induktionskemoterapi, som
tidligere har veeret fgrstevalg. Man kan derved gge livs-
kvaliteten for patienterne i den relativt korte restlevetid
ved at vaelge den rette behandling pa baggrund af mo-
lekylaergenetiske undersggelser.

MUTATIONER, KLONAL HEMATOPOIESE 0G ALDRING
Mutationer i MDS-associerede gener kan ogsa findes
hos tilsyneladende raske aldre. Dette kaldes klonal hae-
matopoiese, og praevalensen stiger med alderen (Figur
2). Saledes har ca. 10% af befolkningen pé 70 &r muta-
tion i en af de gener, som oftest er muteret i MDS [15,
16]. Hvis man har klonal heematopoiese gger det risi-
koen med en faktor 12 for senere at f& myeloid eller
lymfoid haematologisk cancer. Sygdomsudviklingen er
pa ca. 1% pr. ar ved disse mutationer, hvilket er om-
trent det samme som risikoen for at fi myelomatose,
hvis man har en monoklonal gammopati af ukendt sig-
nifikans. Pga. den lave arlige incidens af heematologisk
cancer hos tilsyneladende raske personer med disse
mutationer og manglende vidende om behandlings-
effekter kan det i gjeblikket ikke anbefales at anvende
mutationsanalyse som screening hos den raske befolk-
ning uden cytopeni. Det er desuden ukendst, hvilke risi-
kofaktorer der er for at fi manifest haematologisk syg-
dom, hvis man har mutation i et af disse gener. Klonal
hamatopoiese, altsé en tilfaeldigt opdaget mutation
uden tilhgrende cytopeni, betegnes internationalt
clonal haematopoiesis of indetermined potential (CHIP)
og er forskellig fra CCUS, hvor de muterede stamceller
ikke formar at opretholde et normalt blodcelleniveau.

E TABEL 1

Blodpraver, der ber vurderes inden henvisning til heematologisk udredning
for cytopeni: heematologisk basispakke. Specifik mistanke om sygdom,
f.eks. hiv, hepatitis eller mangeltilstand, ber afkreeftes inden henvisning.
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E TABEL 2

Kriterier for idiopatisk cytopeni af ukendt signifikans.

Knoglemarv er ikke diagnostisk for haeematologisk sygdom eller anden
cancer

Persisterende cytopeni i ) 6 mdr. i henhold til laboratorieveerdier
Ingen cytogenetiske forandringer fraset tab af kromosom Y

Andre hyppige arsager til cytopeni er udelukket, herunder vitaminmangel,
hiv, hepatitis og primaer immunbetinget cytopeni
Medikamentel udlgst cytopeni ber udelukkes

NYE MULIGHEDER FOR BEDRE DIAGNOSTIK 0G
IDENTIFIKATION AF PATIENTER MED RISIKO FOR

AT FA MYELOID SYGDOM

Vi har for nyligt pavist, at det kan veere sveert at afggre,
om patienter med cytopeni har lavrisiko-MDS eller €j
[9]. Diagnosen af MDS er bl.a. fastlagt ved dysplasi af
mere end 10% af cellerne i knoglemarven [1, 17], men
den morfologiske vurdering har stor interobservatgrva-
rians [18]. I gruppen af patienter, der har cytopeni med
mindre end 5% blaster i knoglemarven, kan screening
for mutationer i MDS-associerede gener derfor vere et
godt supplement til den almindelige diagnostik. Nogle
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g FIGUR 1

Skematisk opdeling af
patienter med cytopeni
og/eller klonal sygdom.

Klonal heema- Ikkeklonal
topoiese (CHIP)
Klonalitet Ja Nej
Dysplasi Nej Nej
Cytopeni Nej Ja
Blaster i % (5% (5%
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Klonal Lav-

(CCus) risika
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(5% (5% 5%
DD758D DD46 DD46

ICUS = idiopatisk cytopeni af ukendt signifikans; CCUS = klonal cytopeni af ukendt signifikans; CHIP = clonal haematopoiesis of indeterminate potential.

patienter vil have genmutationer, der er associeret med
en darlig prognose, uden at have de klassiske negative
prognostiske markgrer som cytogenetiske forandringer
eller overskud af blaster i knoglemarven [5, 9, 10].
Patienter med mutationer i MDS-associerede gener er
irisiko for at progrediere til mere aggressiv sygdom
over en arrakke. Derimod ser det ud til, at patienter
uden mutationer, men med persisterende cytopeni
sjeeldent har risiko for at f& malign heematologisk syg-
dom [9, 19]. I denne sygdomsgruppe skal man i stedet
underspge grundigt for andre &rsager til persisterende
cytopeni, f.eks. alkoholmisbrug, reumatologisk lidelse,
anden cancer, autoimmune cytopenier eller arvelig dis-
position.

Det er seerligt vigtigt, at patienter med persisterende
cytopeni henvises tidligt til en heematologisk afdeling,
og at molekyleergenetisk undersggelse overvejes som
led i den diagnostiske proces. Dette kan have stor be-
tydning for behandlingsvalg, som kan vare knogle-

g FIGUR 2

Klonal heematopoiese i baggrundsbefolkningen. Preevalensen af
somatiske mutationer i baggrundsbefolkningen. Safremt der fin-
des en mutation i en af de undersegte gener, er risikoen ~1% pr. ar
for at der udvikles ha@matologisk cancer. Frit efter [15, 16].
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marvstransplantation, hvor alder har afggrende betyd-
ning [20].

KLONAL HEMATOPOIESE 0G RISIKO FOR UDVIKLING
AF TERAPIRELATERET LEUKZAMI VED BEHANDLING
AF SOLID CANCER

Alle patienter, som behandles med kemoterapi, er i ri-
siko for at fa terapirelateret MDS/leukeemi, og et storre
antal behandlinger og hgjere dosisstgrrelse gger risi-
koen markant [21]. Tilstanden er oftest behandlings-
resistent og har en serdeles darlig prognose [13]. Det
er netop pavist, at visse patienter med solide cancere,
inden pébegyndelse af behandling med kemoterapi,
har klonal heematopoiese med forekomst af de typiske
mutationer i blodets celler. Hvis patienterne flere ar se-
nere far terapirelateret MDS/AML genfindes de samme
mutationer i de maligne celler, oftest med gget fre-
kvens [22]. Man antager, at behandlingen med kemo-
terapi inducerer en klonal selektion med @get risiko for
malign transformation. En analogi til dette scenarie er
selektion af resistente bakteriestammer ved behandling
med antibiotika. Dette er en ny etiologi for terapirela-
teret MDS/AML, som adskiller sig fra den, man ser ef-
ter behandling med topoisomerase II-hammere, som
typisk opstér 1-3 &r efter kemoterapien og er kendeteg-
net ved en balanceret translokation, der involverer kro-
mosomerne 11q23 eller 21q22 [23]. I januar 2017 blev
der publiceret to case-kontrol-studier med patienter
med/uden udvikling af terapirelateret MDS/AML efter
kemoterapi for solid cancer. Resultaterne af disse stu-
dier bekreefter, at klonale mutationer fgr behandling
med kemoterapi er en risikofaktor for terapirelateret
MDS/AML [24, 25]. Dog er den prognostiske betyd-
ning usikker, og anvendeligheden af disse mutationer
som biomarkgrer forud for kemoterapi ber valideres i
prospektive studier. Risikoen for terapirelateret malig-
nitet er forsat meget lille for patienter, som ikke tidli-
gere har faet kemoterapi, men hos patienter, der har




féet mange tidligere behandlinger med kemoterapi, vil
det muligvis fremover vare nyttigt at screene for klonal
hematopoiese, inden yderligere behandling iveerksaet-
tes, specielt hvis der findes et alternativ til kemoterapi.

KONKLUSION

Der er ingen tvivl om, at NGS-baseret mutationsscree-
ning far stor betydning ved mange sygdomme, ogsé
uden for heematologien. Det er endnu ikke en rutine-
undersggelse i hematologisk regi, men tilbydes pé flere
hospitaler i Danmark og vil blive mere udbredt inden
for de kommende ar. Det har tidligere veeret vanskeligt
at stille en preecis diagnose hos mange patienter med
cytopeni, og vi forventer, at den targeterede sekvente-
ring af MDS-associerede gener kan veere et veerdifuldt
redskab, ndr man skal finde arsagen til uforklaret
anezmi, leukopeni og/eller trombocytopeni. Patienter
med cytopeni bgr stadig henvises til en haematologisk
afdeling og gennemga et standardudredningsprogram
med knoglemarvsbiopsi, inden mutationsscreening
overvejes. Den stgrste behandlingsmaessige konsekvens
vil vaere hos de patienter, hvor allogen knoglemarvs-
transplantation kan veere en mulighed. Her ser det ud
til, at mutationsscreening kan fé afgerende betydning
for, om patienten er kandidat til knoglemarvstrans-
plantation. Blandt de eldste og mest skrgbelige patien-
ter vil den primeere behandling stadig veere understgt-
tende med f.eks. erytopoietin og transfusioner, men
graden af opfglgning og yderligere udredning kan pa-
virkes af eventuelt péviste mutationer. Endelig er vores
forstaelse af den basale biologi ved disse sygdomme
inde i en hastig udvikling, og man kan hébe, at der om
f& ar udvikles specifik behandling som kan targetere de
sygdomsfremkaldende mutationer i CCUS, saledes at
man undgér eller bremser udvikling af MDS og AML.

SUMMARY
Jakob Werner Hansen, Simon Husby & Kirsten Granbaek:

The cause of cytopenia of undetermined significance can
often be found by using next generation sequencing
Ugeskr Laeger 2017;179:V03170179

Patients with persistent cytopenia are frequently referred to
the haematological departments, and a diagnosis of
myelodysplastic syndrome is often suspected. After routine
assessment including a broad range of blood tests, bone
marrow biopsy, and cytogenetics, a definite diagnosis can
still not be found for some patients, although they have
symptomatic cytopenia. In these cases, next generation
sequencing is a valuable supplement in identifying patients
with early stages of myeloid cancer.
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