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STRESZCZENIE

Ostre biataczki szpikowe (acute myeloid leukemia - AML) sg heterogenng grupa nowotwo-
row uktadu krwiotwérczego. U dzieci stanowig 10-20% ostrych biataczek. W ostatnich kil-
kudziesieciu latach osiggnieto znaczny postep w leczeniu AML. Odsetek ponad 5-letnich
przezy¢ u dzieci z AML w Polsce wzrést z ponizej 10% przed 1983 r. do 65% w 2015 r.
Prawidtowe rozpoznanie choroby z doktadng oceng immunologiczng i genetyczng s nie-
zbedne do zastosowania wtasciwego leczenia. Celem niniejszego opracowania jest wyzna-
czenie standardéw dotyczacych postepowania diagnostycznego w ostrych biataczkach
szpikowych u dzieci w Polsce. Rekomendacje przygotowano na podstawie przegladu ak-
tualnego pismiennictwa, aktualnej klasyfikacji WHO oraz protokotéw terapeutycznych
i wytycznych grupy AML-BFM. Przedstawiono réwniez standardy diagnostyczne zalecane
w przewlektej biataczce szpikowe;.

Stowa kluczowe: ostra biataczka szpikowa, przewlekta biataczka szpikowa, dzieci,
diagnostyka

ABSTRACT

Acute myeloid leukemia is heterogeneous group of hematopoietic malignancies. It compris-
es 10-20% of all acute leukemia in children. Over the past decades significant improvement
of outcome in AML was achieved. Overall survival in children with AML in Poland increased
from less than 10% before 1983 to 65% in 2015. Correct diagnosis with precise immuno-
logic and genetic assessment is crucial to implement an appropriate treatment. The aim of
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this paper is to set standards of diagnostics in children with AML in the pediatric hematol-
ogy and oncology centers in Poland. Recommendation were prepared basing on current
literature, current WHO classification, therapeutic protocols and standards of AML-BFM
Study Group. It is also made diagnostic recommendation for chronic myeloid leukemia.

Key words: acute myeloid leukemia, chronic myeloid leukemia, children, diagnostics

WPROWADZENIE

Ostre biataczki sg zlodliwymi chorobami nowotwo-
rowymi ukladu krwiotwoérczego, w ktérych wyste-
puje klonalny rozrost niedojrzalych, znajdujacych
sie na réznych etapach réznicowania komorek po-
szczegolnych linii krwiotworczych, niepodlegaja-
cy mechanizmom regulacyjnym organizmu, co po-
woduje zahamowanie prawidlowej czynnosci szpiku
i wyparcie z niego prawidtowych komoérek. Biataczki
stanowig ok. 26-30% wszystkich nowotworéw wieku
dzieciecego [1-3].
Ostre postacie biataczek u dzieci wystepuja jako
[4, 5]:
= ostra bialaczka limfoblastyczna (acute lym-
phoblastic leukemia — ALL, 75-85%);
= ostra biataczka szpikowa (acute myeloid leuke-
mia - AML, 10%-20%);
= ostra bialaczka zniezidentyfikowanej linii
(acute leukemia of ambiguous lineage — ALAL,
<0,5%) obejmujaca bialaczke niezréznicowa-
ng (acute undifferentiated leukemia - AUL)
iostrg bialaczke o mieszanym immunofe-
notypie (mixed phenotype acute leukemia -
MPAL<0,5%).

Wskaznik zapadalnosci na bialaczki wynosi prze-
cigtnie 3,5/100 000 osdb w ogdlnej populacji dziecig-
cej. W Polsce odpowiada to ok. 250-300 nowym za-
chorowaniom rocznie [2]. Biataczka moze pojawic si¢
w kazdym wieku. Szczyt zachorowalnosci w przy-
padku ALL przypada na 2-5 lat, natomiast w AML
wzrasta z wiekiem [1-3].

Ostre biataczki szpikowe stanowig ok. 10-20%
wszystkich bialaczek u dzieci, co odpowiada ok. 50
zachorowaniom rocznie wsrdd dzieci w Polsce [1].
W ostatnich kilkudziesieciu latach osiggni¢to znacz-
ny postep wleczeniu AML udzieci. Odsetek po-
nad 5-letnich przezy¢ w Polsce wzrést z ponizej 10%
przed 1983 r. do 65% w 2015 r. Postep byl mozliwy
m.in. dzieki wprowadzeniu nowych metod badan ge-
netycznych (cytogenetycznych i molekularnych) po-
zwalajacych na okreslenie zaburzen genetycznych
istotnie wplywajacych na rokowanie i bedacych ak-
tualnie podstawg do kwalifikacji do grup terapeu-
tycznych [4, 5]. Wyodrebniono réwniez szczegélne
postacie AML wymagajace specyficznego postepo-
wania, takie jak ostra bialaczka promielocytowa, pro-
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liferacje mieloidalne zwigzane zzespolem Downa
[przejéciowa nieprawidtowa mielopoeza (transient
abnormal myelopoiesis — TAM) i biataczka szpiko-
wa zwigzana z zespotem Downal, wtdrna biataczka
szpikowa i bialaczka szpikowa z mielodysplazja [4-7].
Prawidlowe rozpoznanie choroby z doktadng oceng
immunologiczng i genetyczng jest niezbedne do za-
stosowania wiasciwego leczenia. Celem niniejszego
opracowania jest wyznaczenie standardow dotycza-
cych postepowania diagnostycznego w ostrych bia-
taczkach szpikowych u dzieci w o$rodkach Polskiej
Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Biataczek i Chlo-
niakéow. Rekomendacje przygotowano na podstawie
przegladu aktualnego piémiennictwa, aktualnej kla-
syfikacji WHO z 2016 r. oraz protokoldéw terapeu-
tycznych i wytycznych grupy AML-BFM.

WYWIAD

W ostrych bialaczkach wywiad na ogoé!l obejmu-
je okres nie dluzszy niz 2-6 tygodni. Rodzice spo-
strzegaja postepujaca blado$¢, apatig, ostabienie,
zwiekszong sklonnoé¢ do siniaczenia, krwawienie
z blon $luzowych jamy ustnej inosa oraz powiek-
szenie weztéw chlonnych obwodowych. Czgsto po-
jawiaja sie stany goraczkowe ibdle konczyn. Moga
wystapi¢ inne nietypowe objawy, takie jak: powiek-
szenie §linianek i gruczoléw 1zowych (zespot Mikuli-
cza), swoiste zmiany skorne i kostne, objawy leukos-
tazy [niepokdj, zaburzenia oddychania, krwawienie
do osrodkowego ukladu nerwowego (OUN)], obja-
wy skazy mogace sugerowac ostra bialaczke promie-
locytowa (liczne wybroczyny krwawe, krwawienia).
W przypadku podejrzenia wtérnej bialaczki wywiad
powinien uwzglednié¢ szczegoly dotyczace leczenia
pierwszego nowotworu.

Rekomendacja: Zaleca si¢ staranne zebranie wy-
wiadu pozwalajacego na szybkie wdrozenie odpo-
wiedniej diagnostyki przy podejrzeniu biataczki,
stwierdzenie stanéw bezposredniego zagrozenia zy-
cia (objawy leukostazy, krwawienia do OUN) oraz
ukierunkowanie rozpoznania szczegélnych posta-
ci AML (wtérna AML, transformacja z MDS, AML
zwigzana z zespolem Downa). Dane uzyskane z wy-
wiadu moga by¢ podstawa do ustalenia wskazan do
wykonania dodatkowych badan laboratoryjnych lub
obrazowych.
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Wywiad i badanie fizykalne
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Podstawowe badania

laboratoryjne:

e Morfologia

* Badania biochemiczne

© Badanie uktadu
krzepniecia

© Badania
wirusologiczne

Ocena szpiku kostnego:

o Mielogram

e Cytochemia

o Immunofenotyp

e Cytogenetyka (kariotyp, FISH)

o Badanie molekularne

* W przypadku ,suchej” punkcji lub
mielodysplazji - trepanobiopsja

Ocena PMR:

e Cytoza

e Badanie hist-pat
UWAGA:

Badanie odroczone,
gdy leukocyty
>50000/ul lub APL

Badania obrazowe:

o TK lub MRI gtowy

o USG jamy
brzusznej

o RTG klatki
piersiowej

Inne badania:
* EKG, ECHO
* EEG
© Badanie dna oka
e Inne -
wg indywidual-
nych wskazan

="

o AML w zespole
o APL
o Wtérna AML

Downa

e AML na podtozu MDS

Ryc. 1. Schemat diagnostyczny w AML.
Fig. 1. Diagnostic algorithm of AML.

BADANIE FIZYKALNE

Bialaczki s3 nowotworami uogélnionymi. Poza bla-
doscig najczesciej stwierdza si¢ objawy skazy krwo-
tocznej na skorze iblonach $luzowych o réznym
nasileniu. Ponadto czesto powiekszone sg watroba
i $ledziona oraz wezly chlonne obwodowe. Na pod-
stawie obrazu klinicznego nie jest mozliwe zr6znico-
wanie ALL od AML, ale w AML czgsciej wystepu-
je znaczna hepatosplenomegalia, jawne zajecie OUN,
zespdt hiperleukocytozy ileukostaza, zajecie jader,
zlokalizowane nacieki w kosciach i nadtwardéwko-
we (migsak granulocytarny), nacieki dzigset i skory.
Jawna biataczka OUN moze manifestowaé sie wy-
miotami ibdlami glowy, atakze porazeniem ner-
wow czaszkowych.

Rekomendacja: U kazdego pacjenta z podejrze-
niem bialaczki niezbedne jest dokladne badanie fi-
zykalne z oceng stanu ogélnego oraz objawdéw mo-
gacych swiadczy¢ o bezposrednim zagrozeniu zycia
(objawy leukostazy, krwawienia, zaburzenia ze stro-
ny OUN). Na podstawie badania fizykalnego ustala-
ne s3 wskazania do wykonania dodatkowych badan
laboratoryjnych i obrazowych.

DIAGNOSTYKA ROZNICOWA

Diagnostyka rdéznicowa ostrych bialaczek powin-
na uwzgledniaé: zakazenia (posocznica, zapalenie
kosci, mononukleoza zakazna, cytomegalia, tokso-
plazmoza), choroby ukladowe, przerzuty nowotwo-

Ustalenie rozpoznania
Wstepna kwalifikacja do grup ryzyka
Rozpoznanie szczegdlnych postaci AML

rowe (zwojak zarodkowy wspdlczulny iinne guzy
lite), niedokrwisto$¢ aplastyczng, zespdt mielody-
splastyczny, zespdél mieloproliferacyjny i nieziarni-
cze chloniaki ztosliwe.

BADANIA LABORATORYJNE

Rekomendacja: W kazdym przypadku konieczne
jest wykonanie:

= Morfologii z obrazem odsetkowym krwi ob-
wodowej.

= Badania szpiku kostnego (konieczne do roz-
poznania biataczki). Szpik kostny do badania
powinien by¢ pobierany w specjalistycznym
os$rodku, dysponujacym mozliwo$ciami wy-
konania:
— badan cytomorfologicznych - AML rozpo-
znaje sie na podstawie stwierdzenia w roz-
mazie szpiku kostnego ponad 20% bla-

stow wywodzacych sie z linii mieloidalne;

(z ukladéw: granulocytarnego, monocy-
tarnego, erytroidalnego i megakariocy-
tarnego). Kryterium liczbowe nie dotyczy
dzieci z zespotem Downa oraz w przypad-

ku stwierdzenia zaburzen genetycznych:
inv16, t(16;16), t(8,21) lub t(15;17). W tych
przypadkach AML rozpoznaje si¢ juz na-

wet przy mniejszej liczbie blastéw [4].
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Weryfikacja badan cytomorfologicz-
nych przy rozpoznaniu ostrej biatacz-
ki szpikowej oraz przy ocenie odpowie-
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Tabela I. Grupy terapeutyczne w stosowanym obecnie w Polsce miedzynarodowym programie terapeutycz-

nym (AML-BFM-2017)

Table 1. Therapeutic groups in the international therapeutic program currently in use in Poland (AML-BFM-2017)

Obecne zmiany genetyczne Brak zmian genetycznych o ko-
o korzystnym znaczeniu rokow- rzystnym lub niekorzystnym
niczym: rokowaniu
= t(8;21) AML1/ETO (RUNX1/  idobra odpowiedz na leczenie
T1RUNX1) indukcyjne
= inv(16) CBFB/MYH11 <10% blastow w 28. dniu
= prawidtowy kariotyp, obecna leczenia
mutacja NPM1 i <5% blastow po drugiej

= prawidtowy kariotyp, obecna indukcji
podwdjna mutacja CEBPa.

i

dobra odpowiedz na leczenie

indukcyjne

<10% blastow w 28. dniu

leczenia

i <5% blastéw po drugiej induk-

cji

i

bez FLT3 ITD/TKD

Obecne zmiany genetyczne
o korzystnym rokowaniu

i zta odpowiedz na leczenie
indukcyjne

210% blastow w 28. dniu
leczenia

Obecne zmiany genetyczne o niekorzystnym zna-

czeniu rokowniczym

= 12p/t(2;12)

= Monosomia 5/5q

= Monosomia 7 (niezwigzana z rokujgcymi ko-
rzystnie aberracjami MLL)

= t(4;11)(g21;923); MLL/AF4

= t(5;11)(g35.3;p15); NUP98/NSD1

= 1(6;11)(q27;923); MLL/AF6

= t(10;11)(p12;923); MLL/AF10

= 1(6;9)(p23;q34)

= t(7;12)(q36;p13)

= t(9;22)(q34;q911)

= Kariotyp ztozony (wiecej niz 3 aberracje; jedna
zmiana strukturalna, bez rokujacych korzystnie
aberracji, bez rearanzacji MLL)

= inv(3)(q21926.2)/t(3;3)(q21;q26.2)

= t(16;21)(p11;922); FUS/ERG

= inv16(p13.3;q24.3) CBFA2T3-GLIS2 w DS-
-AMKL

= WT1imuti FLT-ITD

Wstepnie grupa posredniego ryzyka ze ztg odpo-

wiedzig na leczenie indukcyjne

>10% blastow w 28. dniu leczenia

lub

wstepnie grupa standardowego lub posredniego

ryzyka i 25% blastéw po drugiej indukcji

dzi na leczenie wykonywana jest dla
wszystkich pacjentéw w Klinice Onko-
logii i Hematologii Dzieciecej w Krako-
wie;

— badan cytochemicznych i cytoenzymatycz-
nych;

— badan okreslajacych immunofenotyp -
szczegolowe dane zawarte w odrebnej re-
komendacji;

— badan cytogenetycznych - szczegolowe
dane zawarte w odrebnej rekomendacji;

— badan molekularnych - szczegdélowe dane
zawarte w odrebnej rekomendacji.

» Badania molekularne wykonywane sa
dla wszystkich pacjentéw w central-
nym laboratorium w Zaktadzie Genety-
ki Medycznej Instytut Pediatrii Uniwer-
sytetu Jagiellonski Collegium Medicum
w Krakowie.

= W przypadku ,suchej punkcji” lub podejrze-
nia kilku-/wieloliniowej dysplazji wskazane

jest wykonanie réwniez trepanobiopsji [4].

= Badan biochemicznych - jonogram, LDH, ste-
zenie kwasu moczowego, badania oceniajace
funkcje nerek i watroby.
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Badan ukladu krzepniecia - APTT, protrom-
bina, fibrynogen, produkty rozpadu fibryno-
genu, biatko C i biatko S.

Badan wirusologicznych.

Badania plynu mézgowo-rdzeniowego (PMR)

- badania biochemiczne, komdrkowosé, ocena

cytomorfologiczna cytospindéw, badania mi-

krobiologiczne.

— W przypadku liczby leukocytéw =50 000/
ul, naklucie ledZwiowe moze by¢ wykona-
ne dopiero po redukgji liczby leukocytow
<50 000/ul [6, 7).

— U pacjentéow z APL przeciwwskazane jest
wykonywanie wstepnego naklucia ledz-
wiowego [6, 7] z uwagi na wysokie ryzyko
krwawienia do OUN.

— Kiryteria zajecia OUN zawarte s3 w odreb-
nej rekomendacji.

Badan obrazowych: zdjecie radiologiczne klat-

ki piersiowej, MRI lub TK glowy, USG jamy

brzusznej, inne badania w zaleznosci od wy-
wiadu ibadania fizykalnego, uwzgledniajace
ewentualne ogniska pozaszpikowe.

W przypadku ognisk pozaszpikowych (mie-

sak granulocytarny) badanie histopatologicz-
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Tabela Il. Rekomendowany panel przeciwciat grupy AIEOP-BFM w przypadku ostrych biataczek u dzieci
Table I1. Set of the antibodies recommended by the AIEOP-BFM group in the case of acute leukemia in children

Antygeny obligatoryjne oraz opcjonalne (oceniane w kombinacji z CD45)

Wewnatrzkomorkoweab
iCD3, iCD22,iCD79a, ilgM (l-chain), iLyzozym, iMPO
Powierzchniowea

CD2c, CD3, CD4i, CD5, CD7; CD10, CD19, CD20; CD11c, CD11b, CD13, CD14, CD15, CD33, CD64, CD65d, CD117;

CD34, (CD45), CD56, HLA-DR
jesli T-ALL: CD1a, CD8, TCRab, TCRgd
jesli podejrzenie B-1V: A-chain, k-chain

(barwienie powierzchniowe po uprzednim odptukaniu komoérek lub barwienie cytoplazmatyczne)

jesli AML: CD41h, CDé61h
Opcjonalne/rekomendowane

Wszystkie przypadki: NG2e, CD371¢f, CD11ah, CD99", CD45RAN
jesli BCP-ALL: CD11ac, CD22, CD24, CD38, CD44, CD58, CD66c, CD123c, CRLF2¢ce

jedli T-ALL: CD99,iTdT
jesli AML: CD42h, CD133h
jedli BAL: CD24, iTdT

a Antygeny obligatoryjne wg klasyfikacji WHO, EGIL, ETP.
b Przedrostek ,i” oznacza barwienie wewnatrzkomérkowe.
c Rekomendowane przeciwciata sprzezone z fikoerytryng (PE).

d Dostepne wytacznie w formie sprzezonej z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC).

eKlon 7.1.
fKlon 50C1.
gKlon1D3.

h Antygeny rekomendowane na spotkaniu Grupy Roboczej International-BFM-FLOW-network.
i Oryginalnie zalecane w przypadku rozpoznania T-ALL, na spotkaniu Grupy Roboczej International-BFM-FLOW-network, antygen prze-

niesiony do panelu ogdlnego.

ne wycinka uwzgledniajace immunofenotyp
komorek nowotworowych i badania genetycz-
ne zgodnie zrekomendacjami dotyczacymi
badan szpiku kostnego [6, 7].

= EKGiECHO serca.

= EEG.

= Badania okulistycznego z oceng dna oka.

= Badania laryngologicznego — w zaleznosci od

wskazan.

= Badania neurologicznego - wzaleznosci od

wskazan.

Przeprowadzone badania pozwalaja nie tylko na
postawienie diagnozy, ale réwniez na wyodrebnienie
czynnikéw prognostycznych, na podstawie ktorych
kwalifikuje si¢ pacjentéw do terapeutycznych grup
ryzyka w celu zastosowania optymalnego leczenia.
W tabeli I przedstawiono zmiany genetyczne decy-
dujace o zakwalifikowaniu dziecka z ostra biatacz-
ka szpikowa do odpowiedniej grupy terapeutycznej
(6, 7].

Wsroéd znanych czynnikéw prognostycznych
najistotniejsze s3 aberracje/zaburzenia genetyczne
w komorkach biataczkowych i odpowiedz na wstep-
ne etapy terapii, z uwzglednieniem poziomu mini-
malnej choroby resztkowej (minimal residual dise-
ase - MRD), czyli obecnosci przetrwatych komdrek
nowotworowych ocenianej metoda cytometrii prze-
plywowej oraz molekularnie na réznych etapach le-
czenia [4, 6, 7].

REKOMENDACJE DOTYCZACE OCENY
IMMUNOFENOTYPU KOMOREK
BIALACZKOWYCH

Preferowanym/optymalnym materialem do immu-
nofenotypowania jest szpik kostny (BM) [8]. Jednak
w sytuacji, gdy nie ma mozliwosci jego pobrania (np.
z powodu zlego stanu ogdlnego pacjenta), pobrana
probka BM jest zlej jakosci, a we krwi obwodowej
stwierdza si¢ duza liczbe blastow, wystarczajagcym
materialem do oceny immunofenotypu komérek no-
wotworowych moze by¢ réwniez krew obwodowa.
Okreslenie immunofenotypu komorek biataczko-
wych jest mozliwe wtedy, gdy udaje si¢ odrézni¢ po-
pulacje blastow od normalnych komérek, niezaleznie
od ich liczby. Nawet w przypadku stwierdzenia obec-
nosci patologicznych komoérek w liczbie ponizej pro-
gu odcigcia odsetkowego dla rozpoznania biatacz-
ki (20% blastéw) nalezy bezwzglednie zaznaczy¢ na
wyniku jako patologiczng populacje (tab. II).
Obecno$¢ niektorych antygendéw powierzchnio-
wych wiaze sie ze zmianami genetycznymi. Markery
zwigzane z obecnos$cig zmian genotypowych w przy-
padku ALL i/lub AML to CDI123 (hiperdiploidia),
CD66¢ (hyperdiploidia, BCR/ABL), NG2 (rearanza-
cje MLL), CRLF2 (rearanzacje CRLF2) lub brak do-
datniego CD44 (TEL/AMLYI; z translokacja MYC).
Immunofenotypowy analize blastow zawsze roz-
poczyna sig, stosujac parametry CD45/SSC w celu
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Tabela I1l. Ocena linii dominujacej na podstawie AIEOP-BFM
Table I1l. Assessment of the dominant cell lineage based on AIEOP-BFM

BCP-ALL 22 pozytywnych:
T-ALL Wszystkie 3:
AML >2 pozytywnych:

oraz:

CD19; CD10,
()CD22, iCD79%a
(i)CD3pos, CD7pos;
iMPO neg lub weak

iMPO, CD13, CD33,
CDé64, CDé65, CD117

Nie spetnia kryteriéow BCP-/T-ALL

Tabela IV. AML z ekspresjg CD19 i patologiczna populacja mieloidalna
Table IV. AML with CD19 expression and pathological myeloid population

AML z ekspresjg CD19: FDE: 52%

STRONG: CD11c, 13, 15, 33, 34, 38, 45, 65, HLA-DR, iMPO

WEAK: CD19

NEGATIVE: CD3, i3, 4, 7, 8, 10, 22, i79a; AML (with myeloid differentiation)

Patologiczna populacja mieloidalna:  FDE: 12%

STRONG: CD7, 183, 33, 34, 45, 65, 117

WEAK: CD4

NEGATIVE: CD2, 3, i3, 8, 10, 14, 15, 19, 22,i79a
NOT EVALUATED: iMPO, iTdT
Pathological immature myeloid cell population

wyznaczenia regionu blastycznego oraz, jesli to moz-
liwe, stosujac dodatkowo markery progenitorowe
CD34 i/lub CD117 i markery liniowe.

Ekspresje antygenu w obrebie blastéw uwaza sie
za dodatniag w momencie, gdy przekracza ona 10%.
Prég ten stosowany jest dla antygenéw zaréwno po-
wierzchniowych, jak i tych o lokalizacji wewnatrzko-
morkowej. Do oceny ekspresji poszczegdlnych anty-
genow stosuje sie opis zgodny z trdjstopniowa oceng
WHO (negative/weak/strong), poszerzony dodatkowo
o bardziej szczegdtowy opis rozkladu i gestosci anty-
genow (ocena na podstawie Bethesdy). Na podsta-
wie tego zapisu, wykorzystujac skale opisowsa i pot-
ilosciowa, mozna np. wykazaé obecno$¢ subklonow
komorek biataczkowych. Zaréwno w kategorii stabo
(weak) isilnie (strong) prezentowanych antygendw
mozna dodatkowo opisa¢ obecnos¢ dwoch populacii,
stosujac okreslenie ,,czesciowo dodatni” (partialy po-
sitive 1 lub 2, odpowiednio w kategorii weak i strong),
jak réwniez opisa¢ calosciowe przesunigcie komorek
pod wzgledem obecnosci antygenu (dim lub med,
odpowiednio w kategorii weak i strong). W kategorii
silnej (strong) ekspresji antygenéw mozna dodatko-
wo zastosowac okreslenie bright dla antygendw, kto-
re podlegaja bardzo wysokiej ekspresji na wszystkich
komorkach bialaczkowych, badz okreslenia hetero-
geneous dla antygendw, ktorych ekspresja jest rézno-
rodna, tj. rozciaga sie od ujemnej do silnie dodatnie;j.

Populacja komorek biataczkowych moze by¢ he-
terogenna, szczegdlnie w podtypach AML z cechami
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dojrzewania. Dlatego nalezy bezwzglednie unika¢
facznego raportowania immunofenotypu blastow
jednoczesnie z dojrzewajacymi komoérkami. Nalezy
opisa¢ osobno immunofenotyp blastéw, natomiast
komorki dojrzewajace dodatkowo jako kolejng pozy-
cje.

Kryteria stosowane do charakterystyki linii do-
minujacej przedstawiono w tabeli III.

Z uwagi na fakt, ze wyniki z opisu immunofe-
notypowego komorek biataczkowych sa zbyt dlugie
do raportowania do baz danych oraz dla ufatwienia
wymiany wynikéw miedzy osrodkami miedzynaro-
dowymi przyjeto, by na koncu wyniku umieszczaé
krotki zapis uniwersalny - tzw. kod FDE (Flow Dia-
gnostics Essential), opisujacy komorki patologicz-
ne [9]. Kod FDE rozpoczyna si¢ od podania odsetka
tych komdrek. Nastepnie w kolejnosci rosnacej, a po-
tem alfabetycznej, zapisuje si¢ analizowane antygeny,
wpisujac je kolejno w kategorie strong, weak oraz ne-
gative. Na konicu kodu umieszcza si¢ krétki wniosek.
Przyktad podano w tabeli IV.

REKOMENDACJE DOTYCZACE
DIAGNOSTYKI GENETYCZNEJ W AML

W AML u dzieci profilowanie genetyczne komoérek
biataczkowych jest standardowa procedura w po-
stepowaniu diagnostycznym. Wykrycie obecnosci
charakterystycznych zaburzen genetycznych pelni

2019/Vol. 48/No. 3



Standardy postepowania diagnostycznego w ostrych biataczkach szpikowych i przewlektej biataczce szpikowej u dzieci

Tabela V. Markery genetyczne decydujace o zakwalifikowaniu dziecka z ostrg biataczka szpikowg (AML) do od-
powiedniej grupy terapeutycznej wg stosowanego w Polsce protokotu terapeutycznego AML BFM 2017
Table V. Genetic markers determining the qualification of a child with acute myelogenous leukemia (AML) to the ap-
propriate therapeutic group according to the therapeutic protocol used in Poland AML BFM 2017

t(8;21)(g22;022)/RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13;g22) lub t(16:16)(p13.1;q22) / CB-
FB-MYH11

t(15;17)(q24;921)/PML-RARA (leczenie wg odrebnego
schematu z zastosowaniem ATRA/ATO)
t(1;11)(g21;923)/KMT2A (MLL)-MLLT11

Prawidtowy kariotyp, obecna mutacja w genie
NPM1

Prawidtowy kariotyp, obecna bialleliczna mutacje
w genie CEPBa

12p/t(2;12)

Monosomia 5/5q

Monosomia 7 (niezwigzana z rokujagcymi korzystnie aberra-
cjami KMT2A)

t(4;11)(921;923)/KMT2A (MLL)-AFF1
t(6;11)(q27;923)/KMT2A (MLL)-MLLT4
t(10;11)(p12;q23)/KMT2A (MLL)-MLLT10
t(5;11)(g35;p15.5)/NUP98-NSD1

t(6;9) (p23;q34)/DEK-NUP214

t(7;12)(q36;p13)

t(9,22) (q34;q11.2)/BCR-ABL1
t(7;12)(q36;p13)/ETV6(TEL)-HLXB9(MNX1)
inv(3)(q21g26.2)/t(3;3)(q21;q26.2)

t(16;21)(p11;922); FUS/ERG

inv16(p13.3;q24.3) CBFA2T3-GLIS2 w DS-AMKL
Ztozony kariotyp

Réwnoczesna obecnos$¢ mutacji w genie WT1 oraz FLT3/
ITD

istotng role przy ustaleniu prawidtowego rozpozna-
nia wg wytycznych zebranych w najnowszych opra-
cowaniach WHO [10]. Swoiste zmiany genetyczne s3
takze waznymi czynnikami prognostycznymi doty-
czacymi przebiegu choroby, decydujacymi o straty-
fikacji ryzyka niepowodzenia leczenia i wyborze jego
intensywnosci.

W przyjetym w Polsce protokole terapeutycznym
leczenia AML u dzieci - AML BFM 2012, ocena wy-
stepowania konkretnych zmian genetycznych w bla-
stach bialaczkowych stanowi kluczowe kryterium
doboru optymalnej intensywnosci stosowanej che-
mioterapii. Do znaczacych markeréw genetycznych
zaliczane sg zaréwno zmiany na poziomie genomo-
wym (np. monosomia 7), poprzez rearanzacje chro-
mosomowe [np. t(8;21)(q22;q22)/RUNXI-RUNXIT1],
jak i mutacje punktowe w sekwencji nukleotydowej
poszczegolnych gendw (np. FLT3, NPM11i WTI) - ta-
bela V [4]. Dlatego niezwykle istotne jest wykonanie
pelnego zakresu genetycznych badan diagnostycz-
nych, zaréwno cytogenetycznych, jak imetodami
biologii molekularne;.

U wszystkich dzieci przy rozpoznaniu choro-
by nalezy wykona¢ ocene klasycznego kariotypu
ze szpiku kostnego (material pobierany do probowki
z heparyna) w celu detekcji zmian w liczbie i struktu-
rze chromosomoéw, w tym takze zlozonego karioty-
pu u pacjenta. Jednak nie wszystkie translokacje czy
ubytki materialu genetycznego sa widoczne za po-
mocg klasycznych metod cytogenetycznych. W celu
oznaczenia rearanzacji chromosomowych o znacze-
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niu diagnostycznym i prognostycznym w dziecigcej
AML (tab. V) analiza klasycznego kariotypu moze
by¢ wspomagana badaniem fluorescencyjnej hybry-
dyzacji in situ (FISH). Nalezy jednak pamietac, ze
technika FISH nalezy do metod celowanych, zatem
jej uzycie powinno by¢ ukierunkowane na zmiany
w konkretnych regionach chromosomalnych.

Do charakterystycznych w AML u dzieci zmian
genetycznych wblastach biataczkowych zalicza sig
strukturalne aberracje chromosomowe (translokacje,
inwersje), dajace poczatek genom fuzyjnym. Podlega-
ja one ekspresji, powodujac zaburzenie prawidlowej
funkcji ich produktow biatkowych [11]. Diagnostycz-
ne analizy molekularne (material pobierany do pro-
bowki z EDTA) na poziomie mRNA pozwalaja na
ocene obecnosci w komdrkach bialaczkowych tran-
skryptow gendéw fuzyjnych. Wykrycie transkryptu
danego genu fuzyjnego potwierdza obecnos¢ chro-
mosomowych aberracji strukturalnych w komor-
kach biataczkowych prowadzacych do jego ekspres;ji.
Techniki molekularne znalazly szerokie zastosowa-
nie diagnostyczne w wykrywaniu genéw fuzyjnych
charakterystycznych dla AML, w tym m.in. w wy-
krywaniu partneréw fuzyjnych przy rearanzacji
genu KMT2A (dawniej MLL) o zréznicowanym zna-
czeniu prognostycznym (tab. V) [4, 12].

Diagnostyka molekularna u dzieci w AML po-
winna by¢ takze przeprowadzana w kierunku de-
tekcji mutacji punktowych obecnych w wybranych
genach oznanym znaczeniu prognostycznym. Do
takich markeréw genetycznych nalezg m.in. muta-
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cja FLT3/ITD oraz zmiany w sekwencji nukleotydo-
wej w genach WTI, NPMI oraz CEBPa. Niezbedne
jest wiec wykonanie genotypowania wyzej wskaza-
nych zmian wystandaryzowanymi metodami biolo-
gii molekularnej.

REKOMENDACJA DOTYCZACA
ROZPOZNANIA ZAJECIA OUN [6, 7]

Kryteria zajecia OUN:

= >5 leukocytow/mm3 (>5/ul lub >15/3) ijed-
noznaczne stwierdzenie obecnosci blastow
w PMR bez domieszki krwi

= i/lub objawy kliniczne (drgawki, porazenie
nerwéw czaszkowych, objawy zwiekszone-
go cis$nienia $rédczaszkowego) niewynikajace
z innego schorzenia

= i/lub cechy biataczkowego nacieku OUN w ba-
daniach obrazowych.

W przypadku skrwawionej punkgcji ledzwiowej zaje-
cie OUN moze by¢ ustalone, jesli:
= liczba leukocytéw w PMR wynosi >5/ul
= iw cytospinie dominujg komoérki biataczkowe
= istosunek liczby erytrocytéw do leukocytow
jest mniejszy niz 100:1
= lub odsetek blastow w PMR jest wyzszy niz
w krwi obwodowe;j.

PROLIFERACJE MIELOIDALNE
ZWIAZANE Z ZESPOLEM DOWNA

Choroby mieloproliferacyjne zwiazane zzespolem
Downa zgodnie z wytycznymi WHO 2016 naleza do
nowotworow ztosliwych ukladu krwiotworczego za-
kwalifikowanych do grupy ostrych biataczek szpi-
kowych inowotwordéw zwiazanych z prekursorami
mieloidalnymi [5, 10].
W obrebie proliferacji zwigzanych zzespolem
Downa (DS) wyrdznia sie dwie jednostki chorobowe:
= przejsciowa nieprawidtowa mielopoeze, okre-
lang réwniez jako przej$ciowy zespdl mie-
loproliferacyjny (transient myeloproliferative
syndrome — TMS lub transient abnormal my-
elopoiesis - TAM);
= biataczke szpikowa zwigzang z DS.

PRZEJSCIOWA NIEPRAWIDLOWA
MIELOPOEZA

TAM stanowi jednostke kliniczng wystepujaca
u noworodkéw i niemowlat do 3. m.z. z DS lub mo-
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zaikowq postacig trisomii 21, charakteryzujacy sie
przejsciowa proliferacja najczesciej komorek linii
megakarioblastyczne;j.

TAM wystepuje u ok. 5% dzieci z DS. Nie jest zna-
na czgsto$¢ u pacjentéw z mozaikows postacia triso-
mii 21. Wyjatkowo byta stwierdzana u dzieci z pra-
widtowym kariotypem [4, 13].

Istotng role w patogenezie zaburzen dotyczacych
megakarioblastéw w DS pelni gen GATA1, zlokalizo-
wany na krotkim ramieniu chromosomu X (Xpl1).
Koduje on biatko bedace czynnikiem transkryp-
cyjnym, zawierajacym domeng typu ,palec cynko-
wy” wigzacg DNA. Czynnik ten podlega ekspresji
w megakariocytach, komérkach linii erytroidalnej,
w eozynofilach oraz w multipotencjalnych hemato-
poetycznych komoérkach progenitorowych. Muta-
cje w genie GATAI stwierdza si¢ w 90% przypadkow
TAM [13].

DIAGNOSTYKA

Wywiad. U dzieci z TAM moga nie wystepowac zad-
ne objawy kliniczne lub stwierdza si¢ powiekszone
watrobe i §ledzion¢. Moze by¢ obecna blado$¢ lub ob-
jawy skazy krwotoczne;j.

Badanie fizykalne. W badaniu fizykalnym moze
by¢ stwierdzana blado$¢, powiekszenie watroby i Sle-
dziony oraz objawy skazy krwotocznej spowodowa-
nej zardwno obnizong liczbg plytek krwi, jak i steze-
nia protrombiny. Stan ogdélny w chwili rozpoznania
jest dobry, ale moze si¢ pogorszy¢, najczesciej z po-
wodu niewydolnosci watroby spowodowanej poste-
pujacym widknieniem.

Diagnostyka roznicowa. TAM nalezy réznicowac
przede wszystkim z zakazeniami oraz ostrg bialacz-
ka szpikowa zwigzang z DS.

REKOMENDACJE DOTYCZACE
DIAGNOSTYKI TAM [7, 14]

Badania laboratoryjne i obrazowe. Wsrdd zaleca-
nych badan laboratoryjnych powinny znalez¢ sie:

= morfologia i obraz krwi obwodowej — stwier-

dza si¢ podwyzszong liczbe krwinek biatych

z obecnoscig blastow (erytroblastow/megaka-

rioblastéw). Moze by¢ obecna niedokrwisto$¢

i obnizona lub prawidlowa liczba plytek krwi;

= ocena immunofenotypowa (CD13, CD7,

CD56, CD34, CD33, CD117, CD19, CD45,

CD14, CDlla, CD61, CD42b), cytogenetycz-

na i molekularna blastow (mutacja GATA1) -
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fenotyp blastow najczesciej ma cechy biatacz-
ki megakariocytowej. W blastach stwierdza
sie trisomie 21 oraz patognomiczng mutacje
GATAL

= badania w kierunku zakazen oraz oceniajace
funkcje watroby i nerek - z powodu niewydol-
nosci watroby moze wystepowac obnizenie al-
bumin i protrombiny;

= badania obrazowe (radiogram klatki piersio-
wej oraz USG jamy brzuszne;j).

W wigkszosci przypadkéw w okresie od 2 do 8 ty-
godni dochodzi do spontanicznego i stopniowego
zmniejszania si¢ liczby blastow we krwi obwodowej.
Leczenie nalezy wdrozy¢ w przypadku obecnosci za-
grazajacych zyciu objawéw klinicznych zwigzanych
z proliferacja blastéow (objawy za strony ukladu od-
dechowego ikrazenia sprzezone z hiperleukocyto-
z3, znaczng organomegalig), cytopenia (niedokrwi-
sto$¢ i/lub maloptytkowos¢ wymagajaca transfuzji)
lub wzrostem bilirubiny bezpos$redniej (sprzezonej)
po 10 dniach (wskaznik wewnatrzwatrobowej proli-
feracji blastow zwigzany z wysokim ryzykiem cigz-
kiego, nieodwracalnego zwldéknienia watroby). Nie-
bezpiecznym, zagrazajagcym zyciu objawem TAM
jeszcze w okresie prenatalnym moze by¢ uogélniony
obrzek ptodu. Terapia opiera si¢ na podawaniu ara-
binozydu cytarabiny (ARAC) w dawce 1-1,5 mg/kg
masy ciala przez 5-7 dni.

REKOMENDACJA DOTYCZACA DALSZE)J
OBSERWACIJI U DZIECI Z TAM

Zuwagi na wysokie ryzyko wystapienia bialaczki
szpikowej zwigzanej z DS (10-20%) konieczna jest
obserwacja dzieci z TAM z oceng remisji choroby
(morfologia z obrazem krwi obwodowej oraz ocena
obecnosci GATAIL) w 4., 8., 12. tygodniu, 6., 12., 18,,
24., 36.148. miesigcu zycia [14].

BIALACZKA SZPIKOWA U DZIECI
Z ZESPOLEM DOWNA

Dzieci z DS cechuje 14-20 razy wigksze ryzyko wy-
stapienia ostrych bialaczek, natomiast do 4. r.z. ry-
zyko wystapienia ostrej biataczki szpikowej jest na-
wet 500 razy wieksze w poréwnaniu z réwiesnikami
bez tego zespotu [4]. Bialaczka szpikowa stwierdza-
na udzieci zDS (DS-ML) po okresie noworodko-
wym czesto charakteryzuje sie obecnosciag blastow,
ktore maja morfologiczne i immunologiczne cechy
biataczki megakariocytowej. U dzieci z DS nale-
zy rozpozna¢ ostrg biataczke szpikowa bez wzgledu

na liczbe bialaczkowych blastow z linii mieloidalne;.
Z reguly choroba ma powolny przebieg i charaktery-
zuje si¢ wystepowaniem fazy preleukemii z trombo-
cytopenia, dysplazja komoérek oraz obecnoscia poni-
zej 30% blastow w szpiku kostnym. Mutacje GATA1
wystepuja wok. 85% przypadkow ostrej biataczki
megakarioblastycznej u dzieci z DS iobejmujg one
gléwnie ekson 2 tego genu. Mutacji genu GATAI nie
stwierdza si¢ natomiast u dzieci bez DS w AML M7
ani w innych postaciach ML-DS.

W wywiadzie u dzieci wystepuja blados¢, ostabie-
nie, brak laknienia i powtarzajace si¢ zakazenia, fa-
twe siniaczenie oraz krwawienia.

W chwili rozpoznania biataczki u dzieci z DS ob-
serwuje sie najczesciej blados¢, powigkszenie sledzio-
ny i watroby, a takze wezléw chlonnych.

Stwierdzane u dzieci z bialaczka szpikowa i DS
réznorodne objawy kliniczne, nieprawidlowosci he-
matologiczne we krwi obwodowej i w szpiku kost-
nym wystepuja réwniez w wielu innych chorobach
wieku dzieciecego. Dlatego tez w diagnostyce roz-
nicowej nalezy uwzgledni¢: zakazenia, szczegdlnie
wirusowe, niedokrwisto$¢ aplastyczng, przejsciowe
zespoly mielodysplastyczne i zespoty mieloprolifera-
cyjne, ostrg biataczke limfoblastyczng i powiktania
wystepujace po niektdrych lekach.

Rekomendacja: U dzieci z DS wskazane jest wy-
konywanie regularnych, profilaktycznych kontro-
li morfologii krwi z obrazem odsetkowym, w celu
wczesnego wykrycia zmian. W przypadku podejrze-
nia preleukemii lub AML wskazane jest poglebienie
diagnostyki:

= Badanie krwi obwodowej: morfologia, obraz

odsetkowy, retikulocyty, kariotyp.

= Badanie szpiku kostnego wg rekomendacji jak

dla pozostalych AML z uwzglednieniem ba-

dania:

— cytologicznego z barwieniem na syderobla-
sty,

— cytogenetycznego i molekularnego (z oce-
na mutacji GATAI),

— trepanobioptatu w przypadku watpliwosci
diagnostycznych lub trudnosci w uzyska-
niu materiatu z biopsji aspiracyjnej szpiku
kostnego.

= Badania biochemiczne: poziom zelaza w su-

rowicy oraz zdolno$¢ jego wiazania, poziom

kwasu foliowego iwitaminy B;, oraz HDF,

LDH, kwas moczowy, jonogram, ocena funk-

cji nerek i watroby.

= Badania obrazowe: radiogram klatki pier-

siowej, USG jamy brzusznej, TK glowy, inne

w zalezno$ci od wskazan.
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PRZEWLEKtA BIALACZKA SZPIKOWA

Standardy diagnostyczne w przewleklej biataczce
szpikowej (chronic myeloid leukemia — CML) u dzie-
ci zostaly opracowane na podstawie obowiazujace-
go w Polsce niemieckiego protokotu CML-paed II,
obecnie prowadzonego przez prof. dr. Markusa Met-
zlera z Uniwersytetu w Erlangen (Niemcy) (reko-
mendacja AII) [15-19].

Przy rozpoznaniu CML wykonuje si¢: badanie
morfologii krwi z rozmazem, aspiracyjna biopsje
szpiku z badaniem morfologicznym, cytogenetycz-
nym (klasyczna hodowla i FISH), ocene iloscio-
wa transkryptu BCR-ABL/ABL1 w szpiku kostnym
i krwi obwodowej. Ponadto konieczna jest trepano-
biopsja szpiku z oceng histopatologiczng (rekomen-
dacja AII).

Badania ilo$ciowe transkryptu BCR-ABL/ABL1
z krwi obwodowej i szpiku kostnego oraz cytogene-
tyczne ze szpiku kostnego sa wykonywane co 3 mie-
sigce, a trepanobiopsja szpiku co 6 miesiecy do roku
od rozpoznania, a nastepnie co 12 miesiecy. U dzie-
ci, u ktérych po roku stwierdzono stabilnie utrzymu-
jacg sie¢ wiekszg remisje molekularng (MMR, <0,1%
kopii BCR-ABL/ABL w skali miedzynarodowej),
mozna rozwazy¢ wydluzenie przerw pomiedzy ba-
daniami szpiku kostnego z cytogenetyka do 12 mie-
siecy. W przypadku pacjentéw, u ktérych doszlo do
utraty MMR lub pierwotnej opornosci na leczenie
imatynibem, nalezy wykona¢ badanie w kierunku
mutacji domen kinazowych BCR-ABL. W przypad-
ku mozliwosci odstawienia leczenia z powodu utrzy-
mywania si¢ MMR przez okres min. 2 lat, nalezy wy-
konywa¢ badania ilo$ciowe transkryptu BCR-ABL/
ABLI co miesigc (rekomendacja AII).
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