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2. Premessa

Le sindromi/neoplasie mielodisplastiche (MDS) sono un gruppo di patologie caratterizzate da una riduzione dei
valori del sangue periferico che coinvolge una o piu serie ematopoietiche, espressione del malfunzionamento
dell’attivita ematopoietica. [1]

L’eterogeneita degli aspetti clinico-biologici rende questo gruppo di patologie particolarmente complesso anche
dal punto di vista dell'inquadramento diagnostico.

Alla luce dei nuovi criteri classificativi e delle nuove tecniche diagnostiche di biologia molecolare disponibili, si &
resa necessaria la revisione dell’iter diagnostico delle Neoplasie mielodisplastiche (MDS) precedentemente
riportato nel “Piano diagnostico e terapeutico” (PDTA) delle MDS della Commissione MDS della Rete Ematologica
Lombarda (REL) pubblicato nel 2017, con I'obiettivo di condividere in rete, per i Centri che afferiscono alla REL,
percorsi diagnostici scientificamente adeguati, omogenei e aggiornati.

La revisione si basa principalmente sulle nuove classificazioni pubblicate nel 2022 International Consensus
Classification (ICC) e World Health Organization (WHO), sulle linee guida esistenti e sulla realta clinica regionale
rappresentata dalla REL.

3. Scopo e campo di applicazione

L’obiettivo e di consolidare e aggiornare un “network” collaborativo tra i diversi centri ematologici della Regione,
con lo scopo di implementare la standardizzazione delle metodiche diagnostiche e di condividere 1'esperienza
clinica, sviluppando un linguaggio comune che funga da denominatore condiviso nelle diverse realta del territorio.
In questo senso, il coinvolgimento dell’associazione pazienti sia nella fase pre-diagnostica che nel monitoraggio
durante l'iter della patologia e la base su cui costruire un rapporto tra paziente e realta specialistica.

La procedura é rivolta a tutti i pazienti con sospetto/diagnosi di MDS per i quali si voglia confermare in modo
appropriato il sospetto diagnostico.

4. Acronimi

ANC Neutrofili

ICC International Consensus Classification
LAM Leucemia Acuta Mieloide

MCV Volume Cellulare Medio

MDS Neoplasie Mielodisplastiche

NGS Next Generation Sequencing

PDTA Piano Diagnostico e Terapeutico

PLT Piastrine

REL Rete Ematologica Lombarda

WHO World Health Organization

5. Descrizione del percorso

Per il corretto inquadramento della patologia in oggetto & previsto un coordinamento formale tra i Centri
Ematologici afferenti alla REL. Le diverse risorse e potenzialita specifiche devono essere integrate in un processo
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incentrato sul paziente, alla luce delle conoscenze piu aggiornate e condivise dalla Comunita Scientifica
Internazionale, in modo da creare flussi dinamici personalizzati nelle varie fasi del percorso diagnostico,
terapeutico e assistenziale.

Il percorso del paziente con MDS riconosce una fase durante la quale viene formulata una diagnosi conclusiva e
una successiva di impostazione di un programma terapeutico personalizzato che tenga in considerazione le
caratteristiche della malattia e lo stato di salute generale del paziente.

La Fase diagnostica deve essere eseguita nei Centri Ematologici che garantiscano al paziente 'esecuzione di TUTTE
le indagini ritenute NECESSARIE dalla seguente revisione, per una corretta valutazione diagnostica e un’adeguata
successiva stratificazione prognostica, al fine di impostare il programma terapeutico piu adeguato.

5.1. Accesso del paziente e valutazione iniziale

L’accesso del paziente a valutazione ematologica specialistica avviene in seguito al riscontro, all’esame
emocromocitometrico, di citopenia del sangue periferico (anemia, leucopenia, piastrinopenia). Il sospetto clinico
di neoplasia mielodisplastica viene posto una volta eseguiti una serie ti accertamenti di primo livello che escludano
le principali cause di citopenia secondaria.

L’'inquadramento di un paziente con sospetto clinico di MDS deve essere eseguito in un Centro Ematologico che
sia dotato di specifici requisiti, ovvero presenza di figura professionale -Specialista Ematologo- con adeguata
esperienza nella valutazione citologica delle cellule ematopoietiche e dei segni morfologici di displasia
emopoietica; presenza di un Servizio di Anatomia patologica con adeguata esperienza nella diagnostica delle
neoplasie ematologiche; presenza di un servizio di Citogenetica; possibilita di accesso a un servizio certificato di
Biologia Molecolare, e nel quale preferenzialmente venga formalmente eseguita una discussione multidisciplinare
dei dati clinici e di laboratorio a supporto di un processo di diagnosi integrata.

Tutti i pazienti eleggibili a procedure trapiantologiche (per la definizione di eleggibilita si vedano le specifiche
indicazioni) vanno riferiti per valutazione specialistica e gestione del percorso clinico-assistenziale a un Centro
Trapianti Accreditato.

Per quanto riguarda la terapia trasfusionale, qualora necessario, il paziente deve essere indirizzato ad un Centro
Trasfusionale privilegiando criteri anche geografici, favorendo percorsi di coordinazione e confronto costante con
il Centro Ematologico che ha in carico il paziente, qualora i due centri non coincidessero sia come struttura
ospedaliera.

5.2.Informazione del paziente

Al termine delle procedure diagnostiche e della raccolta di tutte le variabili prognostiche il paziente deve essere
correttamente informato della diagnosi della malattia e delle aspettative prognostiche attese.

Il paziente deve essere edotto delle opzioni terapeutiche standard e sperimentali disponibili all'interno del Centro
e, possibilmente della REL, che si ritengono piui opportune a seconda del tipo di malattia e delle condizioni cliniche
generali, con illustrazione del profilo di rischio/beneficio, e descrizione delle fasi del processo terapeutico tale a
garantire al paziente un quadro adeguato delle possibilita di cura piu aggiornate.
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6. ITER DIAGNOSTICO - Valutazione Diagnostica

6.1.Definizione di MDS

Le MDS sono un gruppo eterogeneo di disordini clonali del midollo osseo emopoietico caratterizzate da
ematopoiesi inefficace, citopenie periferiche e, talora, espansione della quota blastica midollare (comunque
inferiore al 20% della cellularita midollare totale), con tendenza a progredire verso l'insufficienza midollare o la
leucemia acuta mieloide (LAM). [1,2]

Sono malattie rare con un’incidenza annuale, nei paesi industrializzati, di circa 3-5 casi ogni 100.000 abitanti.
L’incidenza cresce con 'eta. Sopra i 60 anni, infatti, la prevalenza e di 7-35 ogni 100.000 abitanti. [3]

L’eterogeneita degli aspetti clinico-biologici rende questo gruppo di patologie particolarmente complesso, con
difficolta sia nell'inquadramento diagnostico che nell’approccio terapeutico.

Sia WHO che ICC sono concordi nel definire neoplasie mielodisplastiche forme di neoplasie emopoietiche clonali
caratterizzate dalla presenza di displasia e citopenia. [4,5]

6.2.Metodo di Revisione

Alla luce dei nuovi criteri classificativi pubblicati nel 2022, € stata eseguita una revisione del Percorso Diagnostico
del PDTA delle MDS della Commissione MDS della REL, pubblicato nel 2017.

Il Panel (15 esperti costituenti la commissione) si & proposto di revisionare i criteri diagnostici rivalutando le
indicazioni per ciascuna indagine cosi da definire i criteri minimi per ottenere una diagnosi di Neoplasia
Mielodisplastica adeguata alla pratica clinica e alla realta regionale in cui la procedura dovra essere applicata.

E stato scelto il metodo della consensus conference, ovvero, sono stati individuati dei quesiti che focalizzassero i
temi ritenuti fondamentali da inquadrare e poi & stata redatta la risposta ottenuta dalla discussione collegiale

6.3.Sospetto Diagnostico: Definizioni

6.3.1. Esame Obiettivo

L’esame obiettivo nel paziente mielodisplastico all’esordio € spesso negativo. I segni clinici, se presenti, sono legati
alle citopenie (segni dell’anemia, diatesi emorragica, diatesi infettiva). [ pazienti raramente presentano
splenomegalia (20%) e/o epatomegalia (15%), ipertrofia gengivale, lesioni infiltrative della cute e/o versamento
pleurico, pericardico o peritoneale. Le lesioni cutanee sono descritte soprattutto nei casi associati a monocitosi o
con caratteristiche mieloproliferative e nelle forme avanzate.

6.3.2. Emometria

Il sospetto di MDS viene posto in caso di riscontro di citopenia persistente. La forma piu frequente di citopenia &
I'anemia che infatti & presente in circa 1'85-90% dei casi. Il riscontro dell’anemia pud avvenire in seguito alla

pag. 6




RETE EMATOLOGICA LOMBARDA

. = Y REL
Regione e RETE
Lombardia | Documento di Indirizzo per I’Iter Diagnostico nelle MDS = ES#ALEE%EICA

'ﬂ'. L.

Rev 2.0 del Percorso Diagnostico

comparsa di sintomi tipici (astenia, tachicardia, dispnea da sforzo), oppure essere assolutamente casuale, in
seguito a un esame emocromocitometrico eseguito per screening o per altre ragioni. L’anemia associata a MDS ha
spesso caratteristica peculiare di MACROCITOSI: una condizione in cui gli eritrociti hanno un diametro maggiore
del normale, ovvero volume cellulare medio (MCV) superiore a 95 femtolitri.

In circa il 50% dei casi 'anemia si associa a neutropenia e/o piastrinopenia. Il sospetto di emopatia primitiva e
maggiore quando I'emocromo evidenzia 'associazione tra anemia e altre citopenie.

6.3.2.1. “Citosi”

Per “citosi” intendiamo:

- Leucocitosi: conta leucocitaria persistente = 13.000/mm3, non spiegata da linfocitosi clonale o altra

condizione di comorbidita;

- Monocitosi: 210% dei leucociti e con conta assoluta 2500/mm3;

- Trombocitosi: piastrine 2450.000/mm3.
La trombocitosi puo essere riscontrata nei casi di MDS con del(5q) o in qualsiasi caso di MDS con anomalia
citogenetica inv(3) o t(3;3). In tutti gli altri casi, la presenza di una “citosi” al momento della diagnosi iniziale
esclude la MDS e giustifica I'inclusione della condizione nella classificazione come MDS/MPN o MPN.

6.3.2.2. C(itopenie
Definizioni di CITOPENIE secondo

» ANEMIA

Il grado di anemia nei soggetti di eta superiore ai 15 anni di eta si definisce in base al livello emoglobinico,
identificando: [6]

e Anemia Lieve: livelli di Hb tra 11 e 11.9 g/dl [nelle donne gravide Hb tra 10.0 e 10.9 g/dl]

e Anemia Moderata: livelli di Hb tra 8.0 e 10.9 g/dl [nelle donne gravide Hb tra 7.0 e 9.9 g/dl]

e Anemia Severa: livelli di Hb < 8.0 g/dl [nelle donne gravide Hb < 7.0 g/dl] o che richiedano regolare
supporto trasfusionale.

Il riscontro di anemia puo avvenire in seguito alla comparsa dei sintomi tipici (astenia, tachicardia, dispnea da
sforzo), oppure essere assolutamente casuale, in seguito ad un esame emocromocitometrico eseguito per
screening o per altre ragioni.

La prevalenza di anemia nella popolazione generale & proporzionale all’eta (sempre piu frequente in soggetti con
pittdi 50 anni, fino a diventare maggiore del 20% in soggetti con oltre 85 anni). L'incidenza dell’anemia nei pazienti
anziani ospedalizzati & correlata a MDS o LAM nel 5.5% dei casi, [7,8]; per questo risulta di fondamentale
importanza essere accurati nella diagnosi differenziale ed escludere le cause secondarie di anemia (malattie
croniche, carenza marziale, emorragia, malattie epatiche, renali o endocrine, altri disordini ematologici, anemia
idiopatica).

L’anemia é il reperto ematochimico pitt comune di insorgenza di MDS e si riscontra nel 85-90% dei casi [9]. Puo
associarsi a neutropenia e/o piastrinopenia nel 50-60% dei casi, mentre é isolata nel 35% dei casi.[10] Il volume
globulare puo essere aumentato o normale. In alcuni casi la macrocitosi isolata puo essere il segno di esordio di MDS.
Solo in rari casi in cui coesistono altre condizioni patologiche, come emoglobinopatie (tipico il caso di “trait”
talassemico) o carenza marziale o di vitamina B6, I'anemia pud essere microcitica. Generalmente i reticolociti sono

ridotti/normali a indicare la forma come iporigenerativa, salvo rari casi in cui pud associarsi un disordine emolitico.
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» NEUTROPENIA
La neutropenia si valuta in base al valore assoluto dei neutrofili (ANC) e si divide in: [11]

¢ Neutropenia lieve (ANC 1500-1000/mm3)

¢ Neutropenia moderata (ANC 1000-500/mm3)
¢ Neutropenia severa (ANC <500/mm3)

¢ Neutropenia molto severa (ANC <200/mm3)

Si considera aumentato il rischio di infezioni batteriche con un numero di neutrofili inferiore a 1000/mm3.[12,13]

La diagnosi di MDS puo derivare dal riscontro occasionale di una neutropenia isolata che persiste anche da diverso
tempo, spesso con tendenza ad un progressivo peggioramento. All’esordio circa 2/3 dei pazienti sono neutropenici,
anche se nella maggior parte dei casi la neutropenia si associa ad altre citopenie e in particolare all’'anemia.

» PIASTRINOPENIA

La piastrinopenia & definita come una riduzione delle piastrine (PLT) inferiore ad un valore paria 150.000/mm3
nella popolazione caucasica o < 120.000/mm3 in popolazioni diverse (es. africane).

Convenzionalmente si definiscono:

e Piastrinopenia lieve (PLT 150.000-100.000/mm3). Il rischio di eventi emorragici lievi e/o ematomi,
comunque NON spontanei &€ minimo.

e Piastrinopenia moderata (PLT 50.000-100.000/mm3). 11 rischio di eventi emorragici lievi /o ematomi,
comunque NON spontanei & leggermente aumentato.

e Piastrinopenia severa (PLT 50.000-20.000/mm3). Sanguinamenti minori possono verificarsi anche
spontanei.

e Piastrinopenia molto severa (<20.000/mm3). Significativo incremento del rischio emorragico spontaneo
con una condizione che pud essere pericolosa per la vita.

La soglia piastrinica di 100.000/mm3, piu bassa del limite inferiore dell'intervallo di normalita e stata adottata per
evitare di procedere a una diagnostica inappropriata in un numero rilevante di casi privi, comunque, di una
malattia clinicamente significativa.

Uno studio prospettico condotto in soggetti apparentemente sani con una conta piastrinica compresa fra 100 e
150.000/mm3 ha infatti dimostrato che la probabilita di sviluppare una piastrinopenia piu severa
(<100.000/mm3) dopo 10 anni di osservazione € soltanto del 6,9% [14]. Inoltre, questa soglia decisionale
permette di escludere la maggior parte dei casi - non infrequenti - di piastrinopenia correlata alla gravidanza,
fenomeno del tutto benigno.

Al momento non vi sono chiari dati sull'incidenza della piastrinopenia alla diagnosi di MDS: le varie casistiche
mostrano un’incidenza media del 65%, con ampia variabilita di oscillazione tra il 23% e il 93%. Una piastrinopenia
isolata é tuttavia infrequente e si presenta all’esordio, solo in circa il 7% dei casi, mentre nell’82% dei casi é associata
all’'anemia. [15]

Il segno clinico piti comune di grave piastrinopenia é la diatesi emorragica cutanea o mucosa. Nelle MDS pud
raramente insorgere una piastrinopatia acquisita (es. “delta storage pool disease”) caratterizzata da diatesi
emorragica pur in presenza valori numerici piastrinici elevati. [16,17]
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Le CITOPENIE nelle MDS:
ANEMIA
Valenza diagnostica X <11 g/dl <13 g/dL in males
<12 g/dL in females
Valenza prognostica <10 g/dI X X
Valenza terapeutica <10 g/dI X X

PIASTRINOPENIA

Valenza diagnostica X <100.000/mmc <150.000/mmc

Valenza prognostica <100.000/mmc X X

Valenza terapeutica < 30.000/mmc X X
NEUTROPENIA

Valenza diagnostica X N <1500/mmc N <1800/mmc

Valenza prognostica N <800/mmc X X

Valenza terapeutica Infezioni ricorrenti X X

6.4.Iter Diagnostico: Diagnosi Differenziale e Definizione Diagnostica

La diagnosi di MDS puo essere presa in considerazione quando, di fronte ad una citopenia, vengono escluse le altre
possibili cause. Il sospetto di un’emopatia primitiva € maggiore quando I'emocromo evidenzia I'associazione tra
piu citopenie.

» QUESITO 1: Quali esami ematochimici o strumentali eseguire in presenza di:

1.1) Macrocitosi isolata senza anemia:
Nei casi di macrocitosi isolata e persistente il panel raccomanda di eseguire:
e Anamnesi accurata ed Esame obiettivo
o L’anamnesi patologica remota dovrebbe essere indirizzata a:
= Escludere una diatesi infettiva ricorrente, o emorragica spontanea, o in occasione di
precedenti interventi chirurgici, odontoiatrici o traumi o altri eventi significativi in base
ad eventuali citopenie associate
= Ricercare e considerare gli esami ematochimici precedenti con particolare attenzione
all’emocromo
= Tracciare I'esposizione a farmaci o sostanze tossiche
o L’anamnesi patologica prossima e 'esame obiettivo sono focalizzati a stimare l'insorgenza e la
durata dell’alterazione e 'esclusione di altre patologie o infezioni ovvero a:
= Determinare I'inizio dei sintomi ed eventuali cause precipitanti (alcol, farmaci, infezioni)
= Ricercare all’esame obiettivo manifestazioni cliniche significative es: emorragiche
(soprattutto muco-cutanee), linfoadenopatie, epatosplenomegalia
= [ndagare la presenza di sintomi sistemici (febbre, calo ponderale)
¢ Emocromo con formula comprensivo di MCV
o Conteggio dei reticolociti: nelle MDS sono tipicamente ridotti per I'insufficienza midollare. Questo dato
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permette di escludere l'ipotesi di anemia emolitica in cui i reticolociti sono tipicamente aumentati.

Dosaggio vitamina B12 e folati: In caso di riscontro di carenza vitaminica deve essere eseguita terapia
sostitutiva. La risposta alla terapia esclude l'ipotesi di anemia da MDS.

Valutazione dello striscio di sangue periferico da parte di un esperto
Elettroforesi delle proteine
Funzionalita epato-renale

1.2) Citopenia:

Raccomandazioni generali in caso di riscontro di citopenia:
o Considerare le definizioni dei valori soglia classificativi di citopenia secondo le nuove classificazioni (vd
sopra)
e (Citando la ICC [5]: “sebbene non vi sia alcun requisito formale che la citopenia persista per un periodo di
tempo specifico, in generale, dovrebbe esserci evidenza clinica che I'anomalia della conta ematica sia di
durata cronica (in genere 4 mesi o pill) e non sia spiegata da un farmaco, tossina, o condizione di
comorbidita”

Non bisogna perd applicare le varie definizioni in maniera acritica e fuori dal conteso generale del paziente.
Nell’'ambito della valutazione della citopenia vanno considerati per il processo di diagnosi differenziale:

¢ Latempistica e la modalita di insorgenza della citopenia (acuta o progressiva),

¢ La persistenza nel tempo della citopenia (almeno 4 mesi)

o La severita della citopenia

e La presenza di ulteriori citopenie associate
Eta e comorbidita del paziente con valutazione attenta delle condizioni patologiche o parafisiologiche correlate
all’eta del soggetto valutato (eta fertile, eta dello sviluppo, malassorbimenti, perdite ecc...).

Nel caso in cui, prese in considerazioni queste raccomandazioni generali, ci trovassimo di fronte ad una citopenia
sospetta per MDS il panel raccomanda di eseguire per QUALUNQUE citopenia:
e Anamnesi accurata ed Esame obiettivo
o L’anamnesi patologica remota dovrebbe essere indirizzata a:
= Escludere una diatesi infettiva ricorrente, o emorragica spontanea o in occasione di
precedenti interventi chirurgici, odontoiatrici o traumi o altri eventi significativi in base
alla citopenia interessata
= Escludere recenti stati infettivi, in particolare virosi da SARS-CoV-2 che possono causare
alterazioni emometriche anche a distanza di tempo
= Ricercare e considerare gli esami ematochimici precedenti con particolare attenzione
all’emocromo
o L’anamnesi farmacologica: finalizzata a tracciare I’esposizione a farmaci o sostanze tossiche, con
particolare riferimento ad eventuali farmaci per l'epilessia (valproato, carbamazepina,
lamotrigina) o per le patologie reumatologiche (metotrexate).
o L’anamnesivaccinale, compresa quella per il COVID-19, che possono condizionare I'insorgenza di
citopenie.
o L’anamnesi patologica prossima e 'esame obiettivo sono focalizzati a stimare l'insorgenza e la
durata dell’alterazione e 'esclusione di altre patologie o infezioni ovvero a:
= Determinare I'inizio dei sintomi ed eventuali cause precipitanti (alcol, farmaci, infezioni)
= Ricercare all’esame obiettivo manifestazioni cliniche significative es: emorragiche
(soprattutto muco-cutanee), linfoadenopatie, epatosplenomegalia
= [ndagare la presenza di sintomi sistemici (febbre, calo ponderale)
¢ Emocromo con formula comprensivo di volume corpuscolare medio
o Elettroforesi sieroproteica
pag. 10
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Dosaggio di urea e creatinina: per escludere la presenza di anemia secondaria a insufficienza renale.

e Dosaggio vitamina B12, B6 e folati: La carenza di B12 o/e di acido folico da origine ad anemia macrocitica,
ma talvolta anche neutropenia e piastrinopenia. In caso di riscontro di livelli bassi di una di queste due
vitamine deve essere eseguita terapia sostitutiva. La risposta alla terapia esclude l'ipotesi di anemia da
MDS.

Dosaggio degli indici di funzionalita epatica: per escludere 'anemia associata a epatopatia cronica,
spesso di difficile inquadramento a causa della patogenesi multifattoriale (ridotta sopravvivenza
eritrocitaria in circolo, stillicidio cronico dal tratto gastrointestinale, carenza di folati) e tipicamente

macrocitica nei pazienti etilisti

Valutazione dello striscio di sangue periferico da parte di un esperto

Ricerca di infezioni virali che possono comportare alterazioni ematologiche: HIV, CMV, Anticorpi Anti-
Parvovirus B 19 e sierologia per epatite B e C, soprattutto nei pazienti trasfusi.

Lo STRISCIO DI SANGUE PERIFERICO e necessario in diverse fasi dell’iter diagnostico di una MDS per:
1. Completare gli esami iniziali di screening (esclusione di altre cause/ condizioni
2. Valutare la presenza o meno di Blasti nel sangue periferico, elemento necessario per una corretta
classificazione:
2.1 Blastidal 2 al 19% nel sangue periferico
2.2 Blasti <2% da confermare in almeno 2 rilevazioni consecutive
3. Confermare una eventuale monocitosi che, al momento della diagnosi iniziale, potrebbe escludere
una diagnosi di MDS e giustificare I'inclusione della condizione nella classificazione delle MDS/MPN
o MPN.

In aggiunta, il sospetto di MDS puo essere solo sostenuto e NON confermato dal riscontro di alterazioni
morfologiche nelle cellule del sangue periferico, suggestive di displasia, quali:
1. Eritrociti atipici: anisocitosi, poichilocitosi, punteggiatura basofila. Nel 10% dei casi possono
comparire eritroblasti.
2. Leucociti neutrofili atipici: granulociti con nucleo ipolobato (pseudo Pelger-Huét); con citoplasma
ipo/degranulato. Presenza di Blasti
3. Piastrine di grosse dimensioni (piastrine giganti) e anisocitosi piastrinica.
4. Presenza di blasti (il conteggio di questi elementi, se presenti, € fondamentale per I'attribuzione alla
corretta categoria diagnostica)

Per una corretta valutazione e necessario osservare almeno 200 cellule a livello del sangue periferico.

0.0.1 Anemia isolata
In caso di Anemia in particolare se isolata, oltre alle indagini elencate nel paragrafo 1.2, il Panel raccomanda di
eseguire:
¢ Valutazione dell’emocromo: generalmente il volume corpuscolare medio ¢ aumentato. In alcuni casi
la macrocitosi isolata puo essere il segno di esordio di MDS. Solo in rari casi in cui coesistono altre condi-
zioni patologiche, come emoglobinopatie (tipico il caso di “trait” talassemico), carenza marziale o di vita-
mina B6, 'anemia puo essere microcitica.
¢ Reticolociti, LDH, Bilirubina totale e frazionata, aptoglobina e test di Coombs diretto: al fine di
escludere le forme emolitiche (ad esempio, nell’anemia emolitica i reticolociti sono tipicamente
aumentati, mentre nelle MDS sono generalmente ridotti/normali). Bisogna tuttavia tenere presente che
spesso 'emopoiesi inefficace associata alle MDS pud comportare un movimento degli indici di emolisi,
particolarmente la bilirubinemia (con test di Coombs Diretto negativo). Inoltre, va considerato che I'LDH
nelle patologie mieloidi ed oncologiche in genere pud essere alterato indipendentemente da una eventuale
componente emolitica.
e Dosaggio stato marziale con sideremia, transferrina, ferritina e saturazione della transferrina: al
fine di escludere le forme carenziali. Permette di valutare anche la diagnosi differenziale con I'“anemia
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delle malattie croniche” o “anemia dell'inflammazione” come piu correttamente oggi viene definita,
caratterizza dal sequestro reticolo-endoteliale del ferro.

e Dosaggio di TSH: per escludere citopenie associate a ipotiroidismo, (es anemia generalmente normocitica
e di tipo iporigenerativo).

o Elettroforesi dell’emoglobina o ricerca e dosaggio delle emoglobine anomale: nei casi di anemia
microcitica, dopo correzione di eventuale sideropenia

0.0.2 Piastrinopenia isolata
In caso di Piastrinopenia isolata, oltre alle indagini elencate nel paragrafo 1.2, il panel raccomanda di eseguire

(indicazioni mutuate anche considerando le linee guida della SIE per le ITP) [18]:
e Emocromo in citrato e eparina: per escludere la Pseudotrombocitopenia (in caso di forte sospetto pud
essere consigliato eseguire anche una conta piastrinica in citrato con prelievo a caldo)

Profilo coagulativo (aPTT e PT): e utile per escludere la trombocitopenia secondaria a coagulopatia
secondaria ad alterazioni epatiche, oltre che a porre il sospetto di presenza di Lupus Anti-coagulant.

Ricerca Helicobacter Pylori: I'indagine & raccomandata nelle aree endemiche tramite breath test all’'urea
o ricerca di antigene fecale.

Virologia: la sierologia per HCV e HIV é raccomandata come parte integrante del pannello diagnostico
basale nelle piastrinopenie isolate. Le infezioni virali acute e I'esposizione a vaccini, soprattutto con virus
vivi attenuati, sono state associate allo sviluppo di trombocitopenia. Anche le infezioni acute o persistenti
da Parvovirus, Epstein-Barr e Cytomegalovirus possono causare trombocitopenia.

Profilo di autoimmunita:

o Anticorpi antinucleo (ANA/ ENA screening).
o In seconda battuta, in caso di riscontro di PTT allungato, utile dosaggio degli anticorpi anti-car-

diolipina, anti-beta2-glicoproteina I e anticoagulante lupico (LAC)-

Striscio sangue venoso periferico (da specificare se dito o provetta):

o Consente di escludere/valutare la presenza di pseudopiastrinopenia, in particolare permette di
valutare la presenza di aggregati (prelievo in provetta) e di quantificare il livello piastrinico reale
(prelievo da dito)

o Consente di valutare le alterazioni della morfologia piastrinica nei casi di Trombocitopenia ere-
ditaria, come corpi inclusi leucocitari (trombocitopenia MYH9-correlata), piastrine giganti o mi-
crotrombociti .

o Microangiopatie trombotiche, nelle quali si riscontrano schistociti

e Anticorpi anti-piastrine: la ricerca di autoanticorpi diretti contro specifiche glicoproteine delle piastrine
non & raccomandata di routine considerando la bassa specificita e sensibilita del test anche nella ITP
confermata, ed e quindi da riservare a casi selezionati.

o Ecografia addome: puo essere una indagine utile per escludere epatopatia cronica e ipersplenismo in casi

selezionati con milza di difficile palpazione

0.0.3 Neutropenia isolata
In caso di Neutropenia, in particolare se isolata, oltre alle indagini elencate nel paragrafo 1.2, il panel raccomanda
di eseguire, nel sospetto di una genesi immunomediata:

e Anticorpi anti-neutrofili: indagine di possibile utilita (suggerita ma non raccomandata di routine) in
caso di neutrofili < 1000/mm3; il paziente deve essere indirizzato presso un centro di riferimento che
esegua test diretto e indiretto in citometria GIFT; per Regione Lombardia il Panel suggerisce I'invio
dell’esame presso il Policlinico di Milano (vedi modulo allegato: ALLEGATO A)

e ANA/ENA screening
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» QUESITO 2: Quale paziente candidare ad esame midollare?
2.1) Requisiti emometrici/clinici:

# Previa esclusione di possibili cause secondarie, la valutazione midollare é considerata MANDATORIA nei
seguenti casi di citopenia/e persistente/i:
o (Citopenie significative bi- o trilineari
e Anemiaisolata con Hb <10 g/dl non carenziale
e Piastrinopenia isolata con PLT <30.000/mm3 e in caso di non risposta a terapia steroidea ex
adiuvantibus

# Vengono ritenuti REQUISITI MINIMI emometrici per porre indicazione ad una valutazione midollare i livelli di
neutrofili e piastrine inferiori a quelli utilizzati nello score di rischio IPSS-R in caso di citopenia isolata:

e ANC<800/mm3;

e PLT<100.000/mm3.

# 1l panel NON RACCOMANDA (OPZIONALE) I'esame midollare in caso di citopenia isolata con valori superiori
rispetto a quelli indicati come riferimento nello score di rischio IPSS-R, ovvero:

e PLT>100.000/mm3, soprattutto se paziente con eta > 65 anni;

e Neutrofili > 800/mm3;
oltre a:

e Hb>11-12 g/dl non carenziale

2.2) Requisiti minimi di fitness:

Per quanto riguarda i requisiti minimi di fitness, il panel ha risposto al quesito considerando 2 aspetti:
1) Esistono condizioni cliniche che rendono la manovra di valutazione midollare pericolosa?

o Inmaniera assoluta: NO

o Possono esserci condizioni che suggeriscano di differire le procedure:

- Elevato rischio sanguinamento come coagulazione intravascolare disseminata, terapia
anticoagulante, doppia antiaggregazione non sospendibile in paziente recentemente sottoposto a
procedure cardiologiche: in tali circostanze il panel suggerisce di valutare il rischio considerando
I'urgenza diagnostica e terapeutica correlata alla possibile patologia ematologica sottostante (nel
paziente con sospetto diagnostico di MDS andrebbe monitorato il posizionamento di eventuali stent
che riducano al minimo il periodo di necessita alla doppia antiaggregazione, anche per il possibile
rischio di calo delle piastrine)

- Condizioni cliniche scadute determinate da una causa contingente, non correlata alla patologia
ematologica:

In tali circostanze il panel suggerisce di considerare di rinviare la valutazione alla risoluzione del quadro,
qualora la condizione sia risolvibile.

2) Esistono stringenti requisiti minimi di fitness per porre diagnosi di MDS?
Il panel ritiene che non esistano stringenti requisiti minimi di fitness per porre diagnosi di MDS; tuttavia,

le condizioni di fragilita che possono mettere in discussione I'indicazione all’esecuzione della
valutazione midollare sono state ritenute essere le seguenti:

o La fragilita funzionale intrinseca ovvero I'indipendenza funzionale nelle attivita della vita quotidiana di base
che puo mostrare una disabilita funzionale cosi grave da impedire I'accesso alle cure. (scala ADL punteggio
<3)

o Fragilita sociale, ovvero il substrato sociale: I'assenza di un caregiver o una ridotta compliance famigliare
limitano 'accesso e 'indicazione alle cure. Paradossalmente pazienti piu fragili, ma con un adeguato
supporto famigliare/sociale che permetta aderenza alle cure, anche da out-patient, qualora rispondano alla
terapia, hanno una maggior probabilita di ottenere un vantaggio dalle terapie, un miglioramento della
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qualita di vita e di conseguenza della sopravvivenza, rispetto a un paziente fisicamente piu prestante, ma
senza substrato sociale (inteso anche come accesso a terapia domiciliare e cure intermedie per la terapia di
supporto).

o Infezione attiva resistente alla terapia anti-infettiva

o Malattia mentale attiva richiedente ospedalizzazione psichiatrica, istituzionalizzazione o la gestione
ambulatoriale intensiva, o stato cognitivo attuale che causa dipendenza (come confermato dallo specialista)
non controllato dal caregiver

o Neoplasia non controllate

Di conseguenza, I'esame midollare deve essere CONSIDERATO in TUTTI I PAZIENTI

Nei pazienti FRAIL, la necessita di eseguire la valutazione midollare va commisurata alla possibilita di strategia
terapeutica, che é sempre da ritenersi subordinata ad una diagnosi corretta.

» QUESITO 3: Esame Citologico

3.1) La valutazione morfologica su esame citologico midollare &€ mandatoria? Perché? Quale

figura professionale deve occuparsene? Come deve essere il referto?

Il panel definisce la valutazione morfologica su esame citologico midollare come MANDATORIA perché
ritenuto necessario e insostituibile per la conta dei blasti, requisito fondamentale per definire correttamente le
forme con e senza eccesso di blasti di MDS identificate da WHO/ICC, e per definire la presenza di displasia delle
diverse linee cellulari.

L’esame deve essere refertato da un Ematologo o figura affine qualificata, ovvero con adeguata esperienza e
competenza specialista, autorizzata alla firma del referto, che deve produrre un referto descrittivo, completo di:
e Presenza di Frustoli
e Valutazione della Cellularita (segnalare eventuale presenza di nuclei nudi)
e Descrizione morfologica della serie megacariocitaria, eritroide e mieloide definendo la displasia di
linea (se > 10% delle cellule analizzate - 30% in caso di megacariociti)
e Rapporto Mielo-Eritroide
¢ Quota Blastica

La soglia per definire la displasia midollare & raccomandata come 10% per tutte le linee cellulari; per quanto
riguarda la linea megacariocitaria pero, i micromegacariociti sono l'indicatore piu specifico di MDS, mentre &
richiesta una soglia piu alta di displasia (30%) e una certa cautela, quando sono da considerare altri tipi di segni
di dismegacariopoiesi

[ SEGNI DI DISPLASIA distinti per linea ematopoietica sono i seguenti:

e Serie megacariocitaria: elementi di piccole dimensioni (simili a quelle delle cellule mieloidi circostanti)
con singolo nucleo centrale o nucleo bilobato e scarso citoplasma granuloso, che sono definiti con il
termine di micromegacariociti. Possono essere presenti anche elementi di dimensioni maggiori con
nucleo singolo, ovoide, eccentrico o con numerosi piccoli nuclei rotondi separati.

e Serie eritroblastica: megaloblastosi (incremento quantitativo della quota citoplasmatica), binuclearita
o polinuclearita, gemmazioni o lobulazioni nucleari, ponti internucleari, carioressi, picnosi nucleare,
inclusioni citoplasmatiche come corpi di Howell-Jolly e punteggiatura basofila, sfrangiature del
citoplasma, incompleta emoglobinizzazione, vacuolizzazione del citoplasma, asincronismo maturativo
nucleo/citoplasmatico.

e Serie mieloide: anisocitosi, presenza di nuclei ipolobati (pseudo-Pelger-Huét) o ipersegmentati, forme
nucleari bizzarre, ipogranulazione o degranulazione, asincronia maturativa nucleo/citoplasmatica,
presenza di granuli pseudo Chediak-Higashi, corpi di Auer.
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La CONTA DELLA QUOTA BLASTICA rispetto alla cellularita midollare ha una importanza fondamentale a scopo
classificativo e prognostico. Puo essere di difficile attuazione per la difficolta di distinzione tra i blasti e promielociti,
soprattutto in caso di granulazione dei primi e di degranulazione dei secondi.

Le caratteristiche dei mieloblasti sono state definite sulla base di caratteristiche nucleari e citoplasmatiche, che
includono:

Alto rapporto nucleo/citoplasma

Nucleoli facilmente visibili

Cromatina nucleare fine

Basofilia citoplasmatica variabile.

I blasti possono essere granulati o agranulati. Una caratteristica differenziativa rispetto ai promielociti
(che possono essere atipici, senza presentare la caratteristica granulazione primaria), € 'assenza
dell’area chiara paranucleare interpretabile come espressione dell’apparato del Golgi.

3.2) La colorazione di Perls su esame citologico &€ mandatoria? Perché?

La colorazione citochimica del Perls per il ferro su esame citologico permette di evidenziare la presenza di
sideroblasti ad anello. Si tratta di eritroblasti con un minimo di 5 granuli siderotici a disposizione perinucleare
(che circondano almeno 1/3 della circonferenza nucleare). [19,20]

Secondo la WHO 2022 la definizione di MDS con mutazione di SF3B1 riesce ad includere piu del 90% delle MDS
con 25% di sideroblasti ad anello. [4]

Quindi, questa colorazione € MANDATORIA perché permette di identificare quei pazienti con sideroblasti ad
anello pur in assenza della mutazione di SF3B1, permettendo quindi la diagnosi di una forma specifica di MDS
fondamentale anche da un punto di vista terapeutico.

» QUESITO 4: La citometria a flusso deve entrare a far parte della diagnostica del paziente

con sospetta MDS? Per quali ragioni? In caso di risposta affermativa, quale pannello
minimo deve essere utilizzato?

L’esecuzione della citometria nelle MDS puo essere utilizzata per:
1. Definire la quota blastica
2. Riconoscere la presenza di alterazioni del percorso maturativo a carico della popolazione granulocitaria e
monocitaria attraverso la determinazione dell’espressione asincrona o atipica di antigeni di membrana o
citoplasmatici

Non ci sono evidenze definitive che l'utilizzo della citometria aumenti 'accuratezza diagnostica nell’ambito delle
MDS a fronte invece di un incremento di utilizzo delle risorse. Pertanto, il Panel considera l'utilizzo della
citometria nella diagnosi delle MDS NON RACCOMANDATO.

La citometria a flusso laminare
- Se effettuata su sangue midollare:
- € CONSENTITA per definire la quota blastica con:
e Pannello minimo di marcatori (CD45, CD33, CD34 e CD117), da ampliare qualora la quota Blastica sia
>10% o > 20% alla luce delle nuove classificazioni che definiscono la classe MDS/AML e le forme di
AML con blasti > 10%.
¢ Eventualmente marcatori linfoidi come CD7, CD5 e CD19 in base al sospetto di Leucemia Acuta.
¢ Inoltre, sulla base della valutazione morfologica, di una indicazione anatomopatologica e/o dello
scatter di una analisi preliminare citometrica, € da considerarsi 'estensione a marcatori di
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patologia linfoide, laddove siano sospettate, per indagarne la clonalita.
- e generalmente NON INDICATA per la valutazione della displasia con lo studio degli antigeni di maturazione;
solo in casi selezionati specifici in cui vi sia una particolare expertise laboratoristica, puo supportare la definizione
di displasia.

Se effettuato su sangue periferico:
- & INDICATO dopo la diagnosi di MDS a rischio basso, per la ricerca del clone EPN (emoglobinuria parossistica
notturna) in presenza di:

e Indici di emolisi alterati

e [pocellularita midollare

e Clinica suggestiva

» QUESITO 5: La valutazione della citogenetica ¢ un esame mandatorio? Quante metafasi
devono essere analizzate perché si ritenga attendibile?

Le alterazioni citogenetiche sono frequenti e si riscontrano nel 50-60% delle MDS primitive, e nell’'80-90% delle
forme secondarie. Le alterazioni singole piu frequenti sono: del(5q); -7; del(7q); +8; del(20q).

L’esame € MANDATORIO per il peso prognostico che le alterazioni citogenetiche possiedono e anche perché il
reperto di un’alterazione tipica puo supportare la diagnosi di MDS nei casi in cui I'analisi citologica risulti dubbia
(NB con le nuove classificazioni del 2022 NON sono piu incluse le MDS definite solo da una alterazione citogenetica
presuntiva). [4,5]

Perché I'esame sia adeguato, devono essere analizzate almeno 20 metafasi e le alterazioni devono essere descritte
secondo la nomenclatura ISCN. [21]

5.1) La valutazione della citogenetica va ripetuta ogni volta che si ripete la valutazione
midollare?

La ripetizione dell’esame e utile ad ogni valutazione midollare per il monitoraggio della malattia minima residua
e per il possibile aggiungersi di nuove alterazioni non presenti alla diagnosi durante la naturale storia di malattia.

» QUESITO 6: La FISH deve essere impiegata routinariamente? Se si con quali sonde? La FISH
deve essere impiegata in caso di citogenetica non attendibile? Con quali sonde?

La FISH e una tecnica di citogenetica molecolare che abbina un’analisi del DNA con quella della struttura
cromosomica e permette di localizzare la presenza o 'assenza di una specifica sequenza di DNA nella cellula
quiescente. E infatti in grado di rilevare anomalie cromosomiche specifiche con valore diagnostico e prognostico.
[22]

Per il Panel 'utilizzo della FISH nella diagnosi delle MDS é ritenuto NON NECESSARIO e si suggerisce che sia:
- NON INDICATA in caso di citogenetica normale
- CONSENTITA in casi di citogenetica standard FALLITA (ovvero con assenza di metafasi analizzate o con
numero di metafasi insufficienti, ossia inferiore a 20, senza alterazioni riscontrate, o con la sola alterazione

- Y)
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Le alterazioni da ricercare in caso di citogenetica fallita sono:
e Cr3, Cr5, Cr7: i pit comunemente coinvolti nelle MDS
e Crl7: oltre che consentita nei casi di citogenetica fallita, deve essere ritenuta MANDATORIA nei pazienti con
TP53 mutata e/o del(17p), in quanto é indispensabile per definire le forme con mutazione TP53 “multi
hit”. [4,5]

Inoltre, non vi & evidenza dell’utilita dell’utilizzo della FISH nel monitoraggio durante il trattamento di alterazioni
riscontrate in precedenza.

Per quanto riguarda le sonde da utilizzare per la FISH si suggerisce:
- Perlainv(3)/t(3;3) una sonda breakapart per la regione MECOM (EV1)
Per la Del(5q) un mix di sonde che comprendano le regioni 5q31 e 5q33 e regione di controllo 5p
Per la Del(7q) un mix di sonde che comprendano le regioni 7q22q31 e 7q36
Per la Del(17p) una sonda TP53 e regione di controllo

» QUESITO 7: La Biopsia OsteoMidollare (BOM) é mandatoria?

La BOM é un esame che dovrebbe essere eseguito in tutti i pazienti candidati a un’indagine midollare per
citopenia del sangue periferico, ove non siano presenti controindicazioni cliniche all’esame.

Il patologo deve avere informazioni cliniche dettagliate sul caso specifico tramite accesso diretto ai referti delle
visite ambulatoriali ematologiche e/o 'adeguata compilazione del modulo di accompagnamento alla richiesta per
I'indagine.

La BOM abbina l'esame istologico alle indagini immunoistochimiche e fornisce informazioni utili e spesso
complementari rispetto all’esame citologico; in particolare:
-- CELLULARITA'’: puo fornire informazioni piu precise rispetto all’esame citologico sulla quantita percentuale

della porzione cellulata rispetto alla porzione adiposa. La valutazione di questo parametro consente di definire il
sottogruppo delle MDS ipoplastiche. [4, 23]

-- ALTERAZIONE ARCHITETTURALI E MATURATIVE DELLE TRE LINEE MIDOLLARI
-- DISTRIBUZIONE E PERCENTUALE INDICATIVA DELLA QUOTA BLASTICA

-- FIBROSI MIDOLLARE: € I'unico esame in grado di valutare le modificazioni stromali midollari con particolare
riferimento a distribuzione e incremento delle fibre reticoliniche ed eventualmente collagene. La valutazione del
grado di fibrosi midollare e effettuata in modo standardizzato, in accordo con quanto riportato nella WHO 2017.
[24] La presenza di un grado di fibrosi = 2 consente di definire il sottogruppo delle MDS con fibrosi [4].

-- DIAGNOSI DIFFERENZIALE: L’esame istologico pud permettere di appurare/escludere cause di citopenia
diverse dalle MDS (aplasia midollare, disordini linfoproliferativi, metastasi, etc.).
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7.1) Quali devono essere i parametri necessariamente enunciati nel referto?

Elenco parametri NECESSARI da enunciare:

Lunghezza biopsia

Cellularita globale (in percentuale totale e in rapporto all’eta)

Rapporto mielo-eritroide

Serie granulocitraria: alterazioni topografiche e maturative

Serie eritroide: alterazioni topografiche e maturative

Megacariociti: alterazioni topografiche, citologiche e di distribuzione (eventuale presenza di clusters)
Cellule CD34+ e CD117+: percentuale rispetto alla cellularita complessiva ed eventuale presenza di
clusters (almeno 3 clusters per sezione)

Componente linfoide: percentuale e distribuzione

e Grado di fibrosi midollare sec WHO 2017

Elenco parametri FACOLTATIVI:
e Immunocolorazione per p53: percentuale di cellule con intensa positivita nucleare
e Monociti (valutati con markers immunoistochimici)
e Colorazione di Perls (che non sostituisce il Perls su citologico di aspirato midollare)

» QUESITO 8: Quale o quali indagini devono essere utilizzate per la stima della conta
dei blasti midollari? Indicazioni e grado di rilevanza:

Come gia riportato in precedenza, la conta dei blasti midollari e di fondamentale importanza per la diagnosi di
MDS, la classificazione e la relativa prognosi.
Le tecniche per il conteggio dei blasti utilizzabili, in ordine di attendibilita e significativita, sono:

1. Conta da valutazione morfologica su esame citologico midollare: esame maggiormente affidabile;

2. Conta istopatologica su biopsia osteo-midollare: consente una valutazione della quota blastica basata sia
sulla morfologia che sulle indagini immunoistochimiche, con la possibile sovrastima dei blasti equiva-
lenti (promonociti, monoblasti);

3. Citofluorimetria: pud essere utilizzata per la conta blastica (vedi quesito 6). Nello specifico, & necessaria
una conta cellulare adeguata alla corretta stima della quota blastica. In particolare, l1a presenza di un
quantitativo di cellule nel campione inferiore a 30.000/mcL pud essere indice di una possibile diluizione
con il sangue periferico che rende la conta inattendibile.

Di conseguenza, il panel considera NECESSARIO l'utilizzo valutazione morfologica su esame citologico mi-
dollare per la conta della quota blastica midollare; l'utilizzo della biopsia osteomidollare e della citofluorime-
tria, anche in base alla disponibilita, sono da considerarsi di supporto nella conclusione che il paziente abbia o possa
sviluppare una MDS, ma in questo contesto diagnostico, potrebbero essere necessarie ripetute indagini sul midollo
osseo durante il follow-up per arrivare ad una diagnosi finale di MDS. [25]

Dato che I'assenza di una adeguata refertazione di un aspirato midollare mette in dubbio la robustezza del
percorso diagnostico consegue che un Centro non in grado di eseguire una corretta valutazione midollare
completa di valutazione morfologica su esame citologico non é adeguato a porre diagnosi di MDS e si
rende quindi necessario per questo centro inviare i pazienti con sospetto di MDS ad un centro di riferimento per
eseguire una corretta e completa valutazione diagnostica. Il panel scoraggia e ritiene inadeguata, dato che
non soddisfa gli standard minimi richiesti, I'esecuzione di valutazione midollare incompleta e la
formulazione di diagnosi approssimative e chiede alla REL il supporto istituzionale per contrastare tale

pratica.

Va ricordato a tal proposito come lo sforzo per un adeguato inquadramento diagnostico
di tutti i malati deve essere perseguito con tutti i mezzi scientifici disponibili.
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La necessita e il fondamentale ruolo di tale corretto atteggiamento é stata sottolineata e
sostenuta anche dal rappresentante della associazione pazienti (AIPASIM).

» QUESITO 9: Biologia Molecolare

9.1) Quali sono i geni le cui mutazioni devono essere necessariamente indagate nel caso di
sospetto di MDS?

Al fine di ottimizzare risorse e costi, 'esecuzione di test di biologia molecolare dovrebbe essere eseguita
successivamente rispetto alla diagnosi di MDS.

In particolare, nelle MDS gli studi di biologia molecolare possono essere eseguiti su sangue periferico o su sangue
midollare con risultati sovrapponibili (a differenza delle forme di AML in cui tali test sono mandatori su sangue
midollare). Cid rende piu facile 'esecuzione dei test genetici senza dover ricorrere ad un secondo agoaspirato
midollare o dover stoccare del materiale in anticipo.

Nelle MDS é MANDATORIA la ricerca di mutazioni dei geni SF3B1 e TP53 per la loro implicazione diagnostica
specifica.

Per quanto riguarda i cosiddetti riarrangiamenti e mutazioni somatiche AML-defining (che cioe definiscono la
diagnosi di leucemia acuta in caso di blasti midollari superiori al solo 10%), identificate da WHO e ICC o le
MDS/AML with myelodysplasia-related mutations, identificate solo da ICC [per la WHO per la diagnosi di leucemia
mieloide acuta correlata alla mielodisplasia (AML myelodysplasia-related) resta necessaria una conta blastica SP
0 MO >20%] (vedi Tavola A), la letteratura scientifica prodotta finora non giustifica una loro ricerca in tutte le
forme MDS. Il panel, quindi, SUGGERISCE l'esecuzione della ricerca di tali riarrangiamenti e mutazioni solo in
presenza di una conta blastica nel midollo o nel Sangue periferico >10%, al fine di discriminare tra le entita MDS,
MDS/AML e AML.

Tavola A:

Percentage of blasts

Acute myeloid leukaemia with defining genetic abnormalities . . .
required for diagnosis

e Acute promyelocytic leukemia (APL) with ND secondo WHO
t(15;17)(q24.1;q21.2) /PML::RARA 2 10% secondo ICC

e APL with other RARA rearrangements: ND secondo WHO
o t(1;17)(q42.3;q21.2) /IRF2BP2::RARA; 2 10% secondo ICC

o t(5;17)(q35.1;q21.2) /NPM1::RARA;
o t(11;17)(q23.2;q21.2)/ZBTB16::RARA;
o crypticinv(17q) or
del(17)(q21.2q21.2)/STAT5B::RARA, STAT3::RARA;
o Other genes rarely rearranged with RARA:
TBL1XR1 (3926.3), FIP1L1 (4q12), BCOR (Xp11.4).

e AML with t(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNX1T1

ND secondo WHO

=10% secondo ICC
ND secondo WHO

= 10% secondo ICC
ND secondo WHO

= 10% secondo ICC
ND secondo WHO

= 10% secondo ICC
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o  AML with t(6;9)(p22.3;q34.1)/DEK:NUP214 :'i;’f,?::c"o‘gggl cc

e AML with inv(3)(q21.3926.2) or ND secondo WHO
£(3;3)(q21.3;q426.2)/GATA2; MECOM(EVI1) > 10% secondo ICC

e AML with other MECOM rearrangements ND secondo WHO
[la ICC specifica che sono incluse: 2 10% secondo ICC

t(2;3)(p11~23;q26.2)/MECOM::?; t(3;8)(q26.2;q24.2)/MYC, MECOM;
t(3;12)(q26.2;p13.2)/ETV6::MECOM; t(3;21)(q26.2;922.1)/MECOM::RUNXL.]

. . . ND secondo WHO
e AML with other rare recurring translocations

ND secondo WHO

e AML with mutated NPM1 >10% secondo ICC

= 10% secondo ICC

= 20% secondo WHO
: . . 210%

e Acute myeloid leukaemia with NUP98 rearrangement - ;8°i :Zzgggg :/S;o

e AML with in-frame bZIP CEBPA mutations 2 20% secondo ICC e WHO
e AML with t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1 2 20% secondo ICC e WHO

10-19% (MDS/AML) [Entita
definite da ICC e NON da
WHO]

2 20% (AML) per WHO e ICC

e Acute myeloid leukaemia with RBM15::MRTFA fusion

e AML and MDS/AML with mutated TP53

9.2) Quando usare metodica di sequenziamento e quando Next Generation Sequencing (NGS)?

La ricerca delle mutazioni somatiche sopra riportate puo essere effettuata sia con tecniche di PCR che di NGS, a
seconda di expertise e policy dei diversi centri.

La tecnica NGS, pero, é la metodica SUGGERITA in quanto migliora la sensibilita dell’esame, come anche da
indicazioni WHO e ICC. [4,5]

Il panel suggerisce che nell’'organizzazione regionale dei laboratori dedicati al NGS si tenga conto delle
necessita della tempestivita del referto e quindi, anche in un’ottica di sempre maggiore impiego di questa
metodica, si possa prevedere espansione dell’attivita laboratoristica regionale allo scopo di garantire la
fruibilita dei risultati in tempi adeguati.

ESEMPIO DI PANNELLO NGS:

Metodica

Sequenziamento massivo parallelo con pannello genico Oncomine™ Myeloid Assay # su piattaforma lon Torrent™ S5 ed
lon Chef (ThermoFisher). Il pannello valuta contemporaneamente la presenza di varianti “hotspot” in 23 geni, la presenza
di varianti “full gene” in 17 geni e la presenza di fusioni driver in 29 geni.

# Elenco dei geni valutati :

Varianti Hotspot (DNA) : ABL1(4-9), BRAF(1-4,6,8,11,15,17,18), CBL(8,9), CSF3R(14,17,18), DNMT3A(11-23), FLT3
(8,11,13-16,20,23,24), GATA2(4,5), HRAS(2,3), IDH1(4), IDH2(4), JAK2(12-15), KIT(1,2,8-11,13,17), KRAS(2-5), MPL
(3,4,10,12), MYD88(2-5), NPM1(11), NRAS(2-4), PTPN11(3,12-13), SETBP1(4), SF3B1(14-21), SRSF2(1), U2AF1(2,6) e
WT1(7,9);

Varianti Full gene (DNA) : ASXL1, BCOR, CALR, CEBPA, ETV6, EZH2, IKZF1, NF1, PHF6, PRPF8, RB1, RUNX1,
SH2B3, STAG2, TET2, TP53 e ZRSR2;

Fusioni geniche (RNA) : ABL1, ALK, BCL2, BRAF, CCND1, CREBBP, EGFR, ETV6, FGFR1, FGFR2, FUS, HVUGA2,
JAK2, KMT2A (MLL), MECOM, MET, MLL10, MLLT3, MYBL1, MYH11, NTRK3, NUP214, PDGFRA, PDGFRB, RARA,
RBM15, RUNX1, TCF3 e TFE3;
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9.3) E raccomandabile ampliare il pannello genico?

Ad oggi non c'é un pannello di geni che puo essere considerato il gold standard per lo studio molecolare con
tecniche di NGS nei pazienti affetti da MDS; non sono infatti disponibili in letteratura chiare indicazioni al
riguardo, al di fuori dell'inclusione delle mutazioni sottolineate precedentemente. I pannelli attualmente
utilizzati sono inoltre da considerarsi dinamici; alla luce delle nuove evidenze scientifiche potrebbero infatti,
in futuro, subire delle variazioni, con l'inclusione in particolare di nuovi geni che attualmente non vengono
analizzati.

Ad esempio, i nuovi score, in particolare I'IPSS M, [26] che si stanno sviluppando e si svilupperanno in futuro
includendo le maggiori conoscenze in questo campo, utilizzano pannelli pit estesi rispetto a quelli attualmente piu
facilmente disponibili.

Pur ribadendo I'importanza delle indagini molecolari nell’accuratezza diagnostica e prognostica delle MDS,
attualmente I'IPSS M da informazioni che possiamo considerarsi complementari e molto specifiche, cosi da poter
migliorare I'inquadramento prognostico del singolo paziente, soprattutto nei soggetti piu giovani e candidabili a
trapianto, ma ad oggi non €& ritenuto uno score mandatorio al di fuori di protocolli clinici e ricerca scientifica.

Per la diagnosi specifica di MDS:

L’ESAME MIDOLLARE comprende i seqguenti esami MANDATORI:
Esame morfologico su esame citologico*
Colorazione del Perls su esame citologico

Biopsia osteomidollare

Citogenetica

FISH per del(17p) se presente mutazione di TP53
[Biologia molecolare (NGS e/o PCR - SP o MO) *#*|

QA L=

E dei seguenti esami NON MANDATORI:
7. Citofluorimetria
8. FISH (fluorescence in situ hybridization)

* Perché I'esame morfologico possa essere definito ottimale, deve essere eseguita I'osservazione di almeno 300-
500 cellule nucleate, che includano almeno 100 eritroblasti, 100 elementi della serie granulocitaria e 30
megacariociti. [17]

** per le indicazioni sull’esecuzione di tale esame: SP o MO e tipologia di esame e timing rispetto alla diagnosi,
considerando la complessita dell’argomento si rimanda a i specifici capoversi (QUESITO 9)
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7. Classificazioni delle MDS

La nuova classificazione delle MDS fa riferimento alle classificazioni recentemente pubblicate da WHO e ICC sulle
neoplasie mieloidi. [4,5]

Qui presentiamo in tabelle la precedente unica classificazione della WHO del 2016 e successivamente le due

differenti classificazioni WHO e ICC con le loro differenze maggiormente salienti:

Tabella A. Classificazione WHO 2016

RING
CATEGORIA DE?,E;%SETSIC CYTOPENIAS' 3'25;3 ?EII:{AYS'ITI—?RAOSID BM blasts | PB blasts CYTOGENETICS
0
ELEMENTS
Any, unless fulfills
MDS with single lineage 1 102 <15% | <5%> <5%, no <1%, no all criteria for MDS
dysplasia (MDS-SLD) Auerrods | Auerrods with isolated
Del(5q)
Any, unless fulfills
. e 0, 0, ’
5 Zsla“éﬁih(ﬁglg'fnmefg)e 203 1-3 <15% / <5%* Af e/:‘rg . ;Jef’ " | allcriteria for MDS
ysp with isolated Del(5q
MDS with ring sideroblasts: Any, unless fulfills
and single lineage dysplasia <5%, no <1%, no all criteria for MDS
(MD-RSSLD) 1 102 215% / 25%2 Auer rods Auerrods | with isolated Del(5q
Any, unless fulfills
and multilineage dysplasia 203 1-3 >15% | 25%2 <S%,no | <1%,no ), zriteria for MDS
(MDS-RSMLD) Auer rods Auer rods s
with isolated Del(5q
Del(5q) alone or
o <5%, no <1%, no with 1 additional
L[S LR IC ) 1-3 1-2 None or Any Auerrods | Auerrods | abnormality except
-7 or Del(7q)
MDS with excess blasts-1 5-9%, no 2-4%, no
(MDS-EB1) 0-3 13 None or Any Auerrods | Auer rods Any
MDS with excess blasts-2 10-19%, or | 5-19%, or
(MDS-EB2) 0-3 13 None or Any Auer rods Auer rods Any
MDS, unclassifiable (MDS-U) <5%, no =1%3 no
with 1% blood blasts 0-3 1-3 None or Any Auer rods Auer rods Any
with single lineage
: <5%, no <1%, no
zﬁzﬁzlsei?: 1 3 None or Any Auer rods Auer rods Any
za;eiggtieﬁ”'”g 0 3 <15 <5%,n0 | <1%,no MDS-defining
a)t/)nc?rmality ° Auer rods Auer rods abnormality

" Cytopenias defined as Hb < 10 g/dI, PLT < 100.000/mm3, N < 1800/mm3. Rarely, MDS may present with mild anemia or thrombocytopenia above

these levels. PB monocytes must be < 1000/mm3.

2 |f SF3B1 mutation is present

3 1% PB blasts must be recorded on at list 2 separate occasions
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Tabella B. Classificazione WHO 2022.

CATEGORIES BLASTS CYTOGENETICS MUTATIONS
MDS with defining genetic
abnormalities
MDS with low blasts and isolated 5q deletion alone, or with 1 other
5q deletion (MDS-5q) <5% BM and <2% PB abnormality other than monosomy
7
or 7q deletion
MDS with low blasts and SF3B1 <5% BM and <2% PB Absence of 5q deletion, monosomy SF3B1

mutation (MDS-SF3B1)

7,
or complex karyotype

MDS with biallelic TP53 inactivation
(MDS-biTP53)

<20% BM and PB

Usually complex

Two or more TP53 mutations,
orl
mutation with evidence of
TP53 copy
number loss or cnLOH

MDS, morphologically defined

MDS with low blasts (MDS-LB)

<5% BM and <2% PB

MDS, hypoplastic (MDS-h)

MDS with increased blasts (MDS-IB)

MDS-IB1

5-9% BM or 2-4% PB

MDS-IB2

10-19% BM or 5-19%
PB or Auer rods

MDS with fibrosis (MDS-f)

5-19% BM; 2-19% PB

TUTTE DEFINITE DALLA PRESENZA DI ALMENO 1 CITOPENIA + ALMENO 1 DISPLASIA DI LINEA

1) Il rilevamento di 215% di sideroblasti ad anello puo sostituire la mutazione SF3B1. Terminologia accettabile: MDS with low blasts and ring sideroblasts.

2) Per definizione, cellularita midollare <25%, aggiustata per eta
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Tabella C. Classificazione ICC 2022.

DYSPLASTIC BM and PB
CATEGORIES LINEAGES CYTOPENIAS CYTOSES BLASTS CYTOGENETICS MUTATIONS
0 Any, t
?Syogzzp SF3B1 (=10%
MDS with mutated <5% BM del(5q) VAF),
i > > ! i i-
SF3B1 (MDS Typically >1 1 <29 PB 27/del(7), w1thouF multi
SF3B1 bn3a26.2 hit
abnIALL-L 08 1ps3 or RUNX1
complex
Thrombocytosis .
allowed <5% BM del(5q), with up to
MDS with del(5q) . > S <2% PB 1 Any, except
[MDS-del(5q)] Typically >1 ! additional, multi-hit TP53
except 27/del(7q)
0 <5% BM Any, except
M!:ﬁ' 1\_'051 i <29 PB 27/del(7q) or multi-hit
‘év;spls:::i%\e Ineage complex TP53 or SF3B1
0 >1 (>10% VAF)
0 <5% BM Any, except
<2% PB multi-hit
MDS, NOS Any, except not TP53: not
with single lineage 1 >1 meeting criteria for t
dysplasia MDS-del(5q) . m.ee ng
criteria for MDS
SF3B1
0 <5% BM Any, except
<2% PB multi-hit
MDS, NOS Any, except not TP53: not
with multilineage >2 >1 meeting criteria for mee'éing
dysplasia -
PRl MDS-del(5q) criteria for MDS
SF3B1
ERE——— 0 Any, except
with excess s
A Iti-hit
blasts (MDS-EB) . 5-99% BM i e
Typically >1 >1 0 bV, TP53
2-9% PB
0 Any, except
. 10-19% BM or Any, except AML NPM1,
> >
RIS NS Typically >1 ! PB defining bZIP CEBPA or
TP53
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Tabella D. Differenze delle nuove classificazioni rispetto alla WHO 2016. [27]
WHO 5th ad. Ravised WHO 4th ed. 2022 ICC

-
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Allegato A

Sistema Socio Sanitario

Fondazione IRCCS Ca’ Granda % Regione 1.0.1245.500.CF.All.1
Ospedale Maggiore Policlinico Lombardia Moduloricerca anticorpi antineutrofili

(GIFT)

Dipartimento Area dei Servizi Rev 301/07/2020
SC Patologia Clinica - Direttore: dr. Ferruccio Ceriotti Tel. 02 5503 2397 Pagldil

Verifica: RQS L.C.
Approvazione: RIPS L.P.

E-mail: laboratorioanalisi@policlinico.mi.it | pec: laboratorio@pec.policlinico.mi.it
Servizio di Citofluorimetria - Responsabile dr.ssa Laura Porretti
Tel. 02 5503 4255 - mail: laura.porretti@policlinico.mi.it

MODULO RICERCA ANTICORPI ANTI-NEUTROFILI

ESAMI EFFETTUABILI SOLO PREVIO APPUNTAMENTO (Tel. 02.5503.4255/6311/4252;
fax: 02.5503.4183)

DATI ANAGRAFICT

REPARTO OSPEDALE TELEFONO

COGNOME NOME DATA DI NASCITA MO FO
DIAGNOSI

DA QUANDO E' COMPARSA LA NEUTROPENIA?

DATI QLNICT

Trasfusioni nod si'0 data ultima, emocomponente n___ non notel

Gravidanze nod si'00 data ultima n

Sieroprofilassi nod si'0

Figli affetti da MEN nod si'0 Trombocitopenia nod si'0] Neutropenia neonatale nod si'0

Trapianto nod si'O0  Sesi’ quale: Data:
EPISODI INFETTIVL, BATTERICI O VIRALI
nod si'0  Sesi’ quali:

IN CORSO? nod si’'O

Se no, quando?:
E’ attualmente presente: o o
Anemia nod si'O Hb (;/ dl) -
Leucopenia noO si'O L iti (x103/ul) Neutrofili (%)__ Piastrinopenia no0 si'O
Reticolocitosi nod si'O
Iperbilirubinemia nod si'O
DIC nod si'O
Epatomegalia nod si'O Splenomegalia nod si'0
Febbre nod si'O

FARMACI ASSUNTI NEGLI ULTIMI 6 MESI:

FATTORI DI CRESCITA (G-CSF) noO si'O Data Dose.
Antiinfiammatori noO si'O Data Dose.
FANS noO si'O Data Dose.
Steroidi nod si'O Data Dose.
Antibiotici nod si'O Data Dose.
Altri nod si'O Data Dose
INDAGINI RICHIESTE

Ricerca anticorpi anti fili in £l (TEST DIRETTO IgG e IgM) O

Ricerca anticorpi anti fili in £l (TEST INDIRETTO) =] REGISTRARE 90.51.2 x2

CAMPIONI DA INVIARE: Per pazienti adulti: 3 ml di sangue in EDTA; 5 ml di sangue senza anticoagulante; per Pazienti pediatrici: 2 ml in EDTA, 2 ml
senza anticoagulante. SERVIZIO DI CITOFLUORIMETRIA, PADIGLIONE INVERNIZZI, FONDAZIONE IRCCS CA” GRANDA OSPEDALE MAGGIORE
POLICLINICO, VIA F. SFORZA 35, 20122 MILANO

Medico richiedente (firma e timbro con matricola) Data
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Via Francesco Sforza, 28 - 20122 Milano
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