Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

lek.med. Anna Wache

PRZYDATNOSC OCENY HISTOLOGICZNEJ SZPIKU
W DIAGNOSTYCE PACJENTOW Z ROZPOZNANIEM OSTREJ BIALACZKI
SZPIKOWEJ

Rozprawa doktorska

Promotor: prof. dr hab. med. Mieczystaw Komarnicki

Katedra i Klinika Hematologii i Transplantacji Szpiku
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu



Panu Profesorowi dr hab. med. Mieczystawowi Komarnickiemu
sktadam serdeczne podzigkowania
za opieke naukowa, wsparcie, cenne rady,

wyrozumiato$¢ 1 wszechstronng pomoc.



1.1 Epidemiologia, etiologia i mechanizm powstania ostrej biataczki szpikowe;................ 11
1.2. Kryteria rozpoznania AML.........ccooiiiiiiicc e 13
1.3 Postepowanie terapeutyczne w ostrej biataczce SzZpikowe] .......cccvvvvvviiiiiiiiiiiiiiceiiinens 17
1.3.1. INAUKCJA FEMISTE. ..ttt bbbt 17
1.3.2 Leczenie POINAUKCYJNE.......coiiiiiiiiieieeee e 22
1.3.3 Terapia WSPOMAZAJACA ......veveevearreriresieasresseesieesesseesseesse s s e sre s e e e s anesneenne e nnes 25
1.3.4 Czynniki wplywajace na wynik leczenia AML ..........cccooiiiiiiniinicicc e 27

1.4 Zastosowanie oceny histologicznej w diagnostyce AML.........cccccevvreiinenenineeieienn, 33
1.5 Znaczenie badan immunohistochemicznych w materiale bioptycznym............cccceuee. 36
1.5.1 ANLYQGEN CD34 ...ttt e 39
1.5.2 ANtYQEN CD 117 ..ot 41
1.5.3 BIatKo KIB7 ...oviiiiiiiciieiee sttt 46

1.6 ANQIOGENEZA ....veeveeeieieie ittt ettt ettt ettt s et e et esae e s te e st e ereesbe et e saeesteesseessearaebeaneenres 49
1.7 WEOKINIEC .....cveeeiiie ittt ettt bbbt et h et e e b e bt et s e e nne s 53
1.8 Uzasadnienie CEIU PraCy ......cccueieeiiiiieiieesie sttt et sbe e sbe e esae s 55
A - I o] (03RSO PSORRTS 60
3. Material 1 MELOAY ....c.veivieiieiiiieii e 61
B L PACTEINCH ..tttk bbbt bbb bbbt 61

3.1.1 Charakterystyka parametréw laboratoryjnych ocenianych przy rozpoznaniu ostre;j

b1ataczKi SZPIKOWE] ...veeuiiiiieiciic e 64
3.2 MetodyKa Badan.........cccooiiiiiiiiiiiicc e 66
4. WYnNiKi Dadan........ccooiiiiiiiii e 69

4.1. Charakterystyka parametrow laboratoryjnych w chwili rozpoznania ostrej biataczki

szpikowej oraz w 7-10 dobie po zakonczeniu chemioterapii indukujacej remisjg.......... 69

4.1.1. OCENA FOZMAZU KIWI ..o 69



4.1.2. Badanie cytologiCzne SZPIKU........ccueiiiiiiiiiiesice e 69

4.1.3. Ocena szpiku technikg cytometrii przeptyWowe] ........ccoovvviiieiiiiinicniseseens 70
4.1.4. Ocena NiStologil SZPIKU ......coueeiiiiiiie i 70
4.1.4.1. Komoérkowos$¢ szpiku 70
4.1.4.2. Analiza zawartosci komorek blastycznych 73
4.1.4.3. Ocena widkniena 76
4.1.4.4. Ocena nasilenia proliferacji komorkowej 77
4.1.4.5. Analiza zawartosci komorek o fenotypie CD34+ 80
4.1.4.6. Analiza zawarosci komorek o fenotypie CD117+ 82
4.1.4.7. Ocena angiogenezy 85

4.2 Ocena wynikow leczenia w analizowanej grupie chorych ..o, 88
4.3 Analiza wptywu pojedynczych czynnikow na uzyskanie CR ...........cccocoveiiiiiciiennnne 90

4.3.1 Analiza czynnikow predykcyjnych osiggnigcia remisji catkowitej po | kuracji

indukujacej remisj¢ u chorych z rozpoznaniem ostrej bialaczki szpikowe;j................. 90

4.3.2 Analiza KrzyWyCh ROC ......c.ooiiiiice ettt st 91

5. Omoéwienie WynikOW badan ..........cccoovviiiiiiiiiiiii s 98
B. WNHOSKI......ciiiiiiiic s 112
7. SPIS taDEl 1 WYKIESOW ...t 113
8. SPIS IYCIN 1 FOLOGIATii.....ccuiiiiiiiiiiiic e 116
0. PISMICIINMICIWO 1.ttt ettt b ettt b e e bt e bbb ne e 117
10. Streszczenie W jezyKu POISKIML.......coiiiiiiiiiiiciee e 126
10.1 Streszczenie w jezyku angielSKim...........cocveiiiiiiieiiiiciicce e 130

L1 ANEKS ettt 134



WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
,»3+7” - schemat chemioterapii indukujacej remisj¢ w ostrej biataczce
szpikowej
ADE - schemat chemioterapii (arabinozyd cytozyny + daunorubicyna +
etopozyd)
ADLs - (ang. Activity Of Daily Living) - skala pomiaru aktywnosci
codziennego zycia
AML - (ang. Acute Myeloid Leukemia) - ostra biataczka szpikowa
AraC - arabinozyd cytozyny
ASXL1 - mutacja somatyczna wystepujaca w ostrej biataczce szpikowej
ALL - (ang. Acute Lymphoblastic Leukemia) - ostra biataczka
limfoblastyczna
AUC - (ang. Area Under Curve) - pole pod krzywa
BA -(ang. Aspiration Biopsy) - biopsja aspiracyjna
BAC -biopsja aspiracyjna cienkoigtowa
BAALC -(ang. Brain And Acute Leukemia Cytoplasmic)- gen zaangazowany
w powstanie m.in. ostrej biataczki szpikowej , zlokalizowany na
dhugim ramieniu chromosomu 8. (8922.3)

BCR-ABL - (ang. Breakpoint Cluster Regionz) gen fuzyjny zgenem mysiej
biataczki Abelsona odpowiadajacy za produkcje nieprawidlowego
biatka (kinazy tyrozynowej ber-abl), gen zaangazowany
W powstanie biataczek

BFU-E - (ang. Burst Forming Units-Erythroid) - jednostka wzbudzajaca
kolonie erytroidalne
BIH - badanie immunohistochemiczne
CALGB -ang. Cancer and Leukemia Group B
CBFB- MYH11- gen fuzyjny wystepujacy w ostrej biataczce
szpikowejinv(16)(p13.1922)
CD - (ang. Cluster of Differentiation)- antygeny zr6znicowania
liniowego na komorkach
CCI - (ang. Charlson Comorbidity Index) - indeks chorob

wspotistniejacych wg Charlsona
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CMV
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DEK-NUP214
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DFS
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ECOG
EFS
EGF
ELN
EORTC
FAB

FISH

FL

FLAG-Ida

FLT3-ITD

GATA2

G-CSF

GIST

GM-CSF

- mutacja somatyczna wystepujaca w ostrej biataczce szpikowej

- (ang. Confidence Intreval) - przedziat ufnosci

- (ang. Comorbidity Index) - indeks choréb wspoétistniejacych

- wirus cytomegalii

- (ang. complete remission) - catkowita remisja

- gen fuzyjny wystgpujacy w ostrej biataczce szpikowej (wg WHO

2008)t(6;9)(p23;034)

- (ang. Dense Fibrllary Component) - gesty sktadnik fibrylarny

- (ang. Disease Free Survival) - przezycie wolne od choroby

- (ang. DNA Methyltransferase 3 Alphagen), gen zaangazowany w

powstanie ostrej biataczki szpikowe;j

- ang. Eastern Cooperative Oncology Group

- (ang. Event Free Survival) - przezycie wolne od zdarzen

- (ang. Epidermal Growth Factor) - nablonkowy czynnik wzrostu

- ang. European Leukemia Net

-ang.European Organisation for Resarch and Treatment of Cancer

- (ang. French-American-British) - francusko-amerykansko-
brytyjska klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych

- (ang. Fluorescence In Situ Hybridization) - fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ

- (ang. follicular lymphoma) - chtoniak grudkowy

- schemat chemioterapii AML (fludarabina, idarubicyna, G-CSF)

- mutacja somatyczna wystepujaca w ostrej biataczce szpikowe;j

-gen zaangazowany w powstaniu AML, jeden z rodziny genow

GATA, bioracych udziat w krwiotworzeniu

- (ang.Granulocyte Colony-Stimulating Factor) - czynnik
stymulujacy powstawanie kolonii granulocytarnych

- (ang. Gastrointestinal Stromal Tumor) - nowotwor podscieliska
przewodu pokarmowego

- (ang. Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) -

czynnik stymulujacy powstawanie kolonii granulocytarno-



makrofagowych
GTG - klasyczne badanie cytogenetyczne
HCTI-CI (ang.Hematopoietic Cell Transplantation-Comorbidity Index) -
indeks chorob wspdtistniejgcych obliczany przy kwalifikacji do
transplantacji komorek krwiotworczych
HL - (ang. Hodgkin Lymphoma) - chtoniak Hodgkina
HLA - (ang. Human Leukocyte Antigens) - gtdwny uktad zgodnos$ci
tkankowej
HSC - (ang. Hematopoietic Stem Cell) - hematopoetyczna komorka
macierzysta
HSCT - (ang. Hematopoietic Stem Cell Transplantation) - transplantacja
komorek krwiotworczych
HSV - (ang. Herpes Simplex Virus)- wirus opryszczki pospolitej
HUVECs - (ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) - ludzkie komoérki
srédblonka zyly pepowinowe;j
IADLs - (ang. intrumental activity of daily living) - skala pomiaru
instrumentalnej aktywnos$ci codziennego zycia
IDH1, IDH2 - (ang. Isocitrate Dehydrogenase 1/ Isocitrate Dehydrogenase 2)-
geny dehydrogenazy izocytrynianowej, zaangazowane w powstanie
m.in. ostrej biataczki szpikowej

IH -(ang. Immunohistochemistry)- immunohistochemia

| -interleukina
JAK2 - cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa
kDa - kilodalton
KKCz - koncentrat krwinek czerwonych
KKP - koncentrat krwinek ptytkowych
K-RAS -(ang. Kirsten Rat Sarcoma)-protoonkogen zaangazowany w
powstanie ostrej bialaczki szpikowe;j
LI - (ang. Labelling Index) - indeks podziatu
LSC - (ang. Leukemic Stem Cel) - biataczkowe komorki macierzyste
LRP - (ang. Lung Resistance - Related Protein) - biatko zwigzane z

opornos$cig na leki
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- masa czgsteczkowa

- (ang. Mantle Cell Lymphoma) - chtoniak z komoérek ptaszcza

- (ang. Macrophage Colony - Stimulating Factor) - czynnik wzrostu

makrofagow

- (ang. Myelodysplastic Syndrome) - zespot mielodysplastyczny

- gen zaangazowany w powstanie ostrej biataczki szpikowe;j,

zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 3. (3926.2)

- (ang. Mean Fluorescense Intensity) - srednia intensywnos¢

fluorescencji

- (ang. Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance) -
gammapatia monoklonalna o nieokreslonym znaczeniu

- gen fuzyjny wystgpujacy w ostrej biataczce szpikowej

- (ang. Multiple Myeloma) - szpiczak plazmocytowy

- mutacja somatyczna wystepujaca w ostrej biataczce szpikowe;j

- (ang. Minimal Residual Disease) - choroba resztkowa

- (ang. Multidrug Resistance Protein) - biatko opornosci

wielolekowej

- (ang. Mean Vessel Density) - srednia gesto$¢ naczyn

- (ang. Marginal Zone Lymphoma) - chtoniak strefy brzeznej

- ang. National Comprehensive Cancer Network

- wewnetrzny PCR, metoda o wyzszej czutosci niz technika

klasyczna

- (ang. Non - Hodgkin Lymphoma) - chtoniak nieziarniczy

- mutacja somatyczna wystepujaca w ostrej biataczce szpikowej

- gen z rodziny genéw RAS zaangazowany w powstanie ostrej

biataczki szpikowe;j

- (ang. Odds Ratio) - iloraz szans

- (ang. Overall Survival) - catkowite przezycie

- osrodkowy uktad nerwowy

- (ang. Polymerase Chain Reaction)- tancuchowa reakcja
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wzrostu
- (ang. Progression Free Survival) - przezycie wolne od progresji
- (ang. Proliferation Index) - indeks proliferacyjny
- punkcja ledzwiowa
- gen fuzyjny wystgpujacy w ostrej biataczce szpikowej
- plytki krwi
- ptyn mézgowo-rdzeniowy
- (ang. Real Time Polymerase Chain Reaction) - reakcja
tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
- gen fuzyjny wystepujacy w ostrej biataczce szpikowej,
t(8;21)

(ang. Short Physical Performance Battery) - protokot oceny
aktywnos$ci fizycznej, narzgdzie przesiewowe dla

identyfikacji os6b zagrozonych niepelnosprawnos$cia

- ang. The Southwest Oncology Group

- biatko hybrydowe wystepujace w ostrej bialaczce szpikowe;j

-(ang.Ten-Eleven Translocation-2), mutacjagenu zaangazowanego

w powstanie ostrej biataczki szpikowe;j

- (ang. Trephine Biopsy) - trepanobiopsja

- (ang. Tissue Factor) - czynnik tkankowy

- (ang. TransformingGrowth Factor ) - transformujacy czynnik

wzrostu beta

- (ang. Stem Cell Factor) - czynnik komorek macierzystych

- (ang. Total Body Irradiation) - napromieniowanie catego ciata

- (ang.Visual Analogue Scale) - Skala wzrokowo-analogowa bolu

- (ang. Vascular Cell Adhesion Molecule — 1) - biatko,

srodblonkowy ligand dla VLA4

- (ang. Vascular Endothelial Growth Factor) - czynnik wzrostu
sroédbtonka naczyniowego

- (ang. Very Late Antigen 4) - integryna

- (ang. World Health Organization) - Swiatowa Organizacja



Zdrowia
Wsp. -wspotautorzy
WT1 - (ang. Wilms tumor)-gen zaangazowany w powstanie ostrej

biataczki szpikowe;j
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1. Wstep

Ostra bialaczka szpikowa (AML - ang. Acute Myeloid Leukemia) to heterogenna,
zarowno pod wzgledem etiologii, jak i oabrazu klinicznego, grupa ztosliwych nowotworow
uktadu krwiotworczego. U podloza choroby leza ztozone zaburzenia genetyczne, a sam
proces transformacji nowotworowej zachodzi wieloetapowo. Ostatecznie, w jego wyniku,
dochodzi do klonalnego wzrostu zmienionej patologicznie komorki hematopoetyczne;.
Wspoétczesny model transformacji bialaczkowej opisuje najdoktadniej teoria “dwoch
uderzen”. Zaktada ona, ze transformacja biataczkowa jest wynikiem wspoétistnienia mutacji
zwigzanych z procesem transkrypcji i mutacji aktywujacych szlaki przekazywania
sygnatéw. Te pierwsze prowadza do zaburzenia réznicowania i dojrzewania komorek,
drugie natomiast odpowiadajg za ich niekontrolowana proliferacje. Postuluje si¢ réwniez
obecnos¢ “trzeciego uderzenia”, ktorymi sa zaburzenia metylacji genéw. [1-3] Ostra
biataczka szpikowa jest chorobg bardzo zréznicowang pod wzgledem stwierdzanych zmian
cytogenetycznych i molekularnych. Wykrycie tych zaburzen pozwolito doktadniej poznaé

biologi¢ choroby, cho¢ pozostaje w tej kwestii jeszcze wiele niewiadomych.

Obraz kliniczny ostrej biataczki szpikowej wynika gléwnie z wyparcia prawidlowe;j
hematopoezy przez klon nieprawidlowych komodrek (blastow biataczkowych).
U wiekszosci pacjentow z AML w badaniach laboratoryjnych dominuja zaburzenia liczby
leukocytow z towarzyszaca niedokrwistoscia i/lub matoptytkowoscia; czesto stwierdzane
sg takze zaburzenia ukladu krzepnigcia. Do najczestszych objawow klinicznych choroby
naleza: podatno$¢ na infekcje, postgpujace ostabienie i/lub wyktadniki skazy krwotoczne;.
Niekiedy komorki bialaczkowe naciekajg rowniez narzady - najczesciej watrobe, §ledziong,

skore, dzigsta, osrodkowy uktadu nerwowego i kosci. [4-6]

1.1 Epidemiologia, etiologia i mechanizm powstania ostrej bialaczki szpikowej

Ostra biataczka szpikowa jest najczestsza bialaczka wystepujaca u osob powyzej 18
roku zycia. Po chioniakach, stanowi drugg pod wzgledem czgstosci rozpoznawania
chorobe hematologiczng w populacji pacjentow dorostych. Najwieksza zachorowalno$¢ na
AML notowana jest w krajach Europy Zachodniej, Stanach Zjednoczonych oraz Oceanii,

I wynosi $rednio 3,5/100.000 oséb/rok. Zachorowalno$¢ zwigksza si¢ wraz z wiekiem —

z 1/100.000 oséb/rok w przedziale 30-35 roku zycia (r.z.), poprzez 10/100.000 os6b/rok
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powyzej 65 r.z. do 25/100.000 osob/rok po 80 r.z.Rokowanie w AML jest powazne,
poniewaz choroba obarczona jest blisko 50% $miertelnoscia. Srednia wieku w chwili

rozpoznania wynosi 68 lat, 54% oso6b ma wigcej niz 65 lat, a 30% chorych liczy ponad 75
lat. [4-8]

W Polsce od 2003 roku istnieje utworzony w Instytucie Hematologii
I Transfuzjologii w Warszawie ,,Rejestr Zachorowan na Ostre Biataczki Os6b Dorostych”,
w ktorym gromadzone i analizowane sg krajowe dane epidemiologiczne. Wedtug raportu
w latach 2004-2010 ,,surowy wspotczynnik zachorowalnosci” (liczba zgtaszanych po raz
pierwszy zachorowan w danym roku kalendarzowym) na AML wyniést 2,1/100.000
mieszkancow powyzej 18 roku zycia i wykazuje stalg tendencje wzrostowa. Rocznie
w osrodkach hematologicznych w Polsce diagnozuje si¢ $rednio 538 nowych zachorowan
na ostre bialaczki (mediana 558), z czego AML stanowia 80% wszystkich zgloszen.
Srednia wieku zachorowania na AML w populacji polskiej znajduje si¢ w przedziale 53-59
lat, z mediang 55-62 lata. Podobnie jak w Europie i w Stanach Zjednoczonych, w Polsce
rowniez nieco czgséciej choruja mezczyzni — w proporcji 3:2 w odniesieniu do liczby
chorych kobiet. Zachorowalno$¢ wzrasta wraz z wiekiem - $rednio do 60 r.z. stwierdza si¢
rocznie 232 nowe przypadki, a po 60 r.z. liczba ta wzrasta do 313. Systematycznie
zwigksza si¢ rowniez odsetek pacjentéw, u ktorych AML rozpoznawana jest po 70 r.z.

[5,8,9]

Przyczyny powstania ostrych bialaczek szpikowych nie sa ostatecznie poznane
| stanowig one caly czas przedmiot intensywnych badan. Dotychczas zidentyfikowane
czynniki ryzyka zachorowania na AML podzieli¢ mozna na dwie grupy: czynniki
srodowiskowe oraz czynniki genetyczne. [4,7] Pierwsza z nich obejmuje przede wszystkim
narazenie na promieniowanie jonizujgce oraz na substancje chemiczne, takie jak pestycydy
czy zwiazki powstale przy przerdbce ropy naftowej (benzen, toluen, aceton, tlenek etylenu,
fenol). Okoto 20% zachorowan na AML wiaze si¢ z uprzednio zastosowanym leczeniem
przeciwnowotworowym. Osoby, ktore w dziecinstwie otrzymywaty leczenie onkologiczne,
obarczone sg wigkszym ryzykiem wystapienia AML w wieku dorostym. W grupie kobiet,
ktére byly leczone z powodu raka piersi lub raka jajnika, ryzyko rozwoju wtérnej biataczki
jest ponad trzykrotnie wyzsze niz w populacji nieleczonej. Cytostatyki o udowodnionym
potencjale wywotywania wtornej biataczki, to przede wszystkim s$rodki alkilujace

(cyklofosfamid, melfalan), inhibitory topoizomerazy (etozpozyd, doksorubicyna,
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mitoksantron) i antymetabolity (analog purynowy - fludarabina). Podobnie, znacznym
ryzykiem wystapienia wtdrnej bialaczki obcigzeni sg chorzy poddani radioterapii,
szczegblnie mieloablacyjnej (TBI - ang. Total Body Irradiation) przed przeszczepieniem
komorek hematopoetycznych (HSCT - ang. Hematopoietic Stem Cell Transplantation).
[7,9-13] W wyniku dziatania wymienionych wyzej czynnikoéw dochodzi do uszkodzenia
struktury DNA, a powstatle w ten sposob spontaniczne mutacje nie zawsze sg sprawnie
likwidowane przez systemy naprawcze DNA organizmu. Czynniki genetyczne, zwlaszcza
zaburzenia w zakresie liczby i struktury chromosoméw majg udowodniony bezposredni
wplyw na wzrost zachorowan na AML. Ryzyko zachorowania na ostrg bialaczke jest
ponad 20-krotnie wyzsze w grupie pacjentdow z zespotem Downa, a kilkukrotnie wyzsze
U 0sob z zespotami: Klinefeltera, Turnera, Blooma, Shwachmana-Diamonda, Blackfana-
Diamonda, w dyskeratozie wrodzonej, agranulocytozie Kostmana i w przypadku

niedokrwistosci Fanconiego. [14-16]

1.2. Kryteria rozpoznania AML

Zasadniczym kryterium rozpoznania ostrej biataczki szpikowej jest stwierdzenie
wystepowania co najmniej 20% komorek blastycznych w szpiku lub krwi obwodowej. Nie
dotyczy to biataczki z powtarzalnymi aberracjami cytogenetycznymi, takimi jak t(8; 21),
nv(16), t(16; 16) lub t(15; 17), w ktorych juz ich obecno$¢ jest wystarczajacym

warunkiem do rozpoznania choroby, niezaleznie od liczby blastow w szpiku badz krwi. [4]

Klasyfikacja AML na przestrzeni kolejnych lat ulegata modyfikacjom. Pierwszym
podzialem opartym na analizie obrazu cytologicznego szpiku uzupetnionego o badania

cytochemiczne byta klasyfikacja FAB (The French-American-British) ( tabela 1).
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Klasyfikacja AML wg FAB

Typ wg FAB Nazwa
MO Ostra biataczka szpikowa o bardzo niskim stopniu zréznicowania
M1 Ostra bialaczka mieloblastyczna bez cech dojrzewania
M2 Ostra bialaczka mieloblastyczna z cechami dojrzewania
M3 Ostra biataczka promielocytowa
M4 Ostra bialaczka mielomonocytowa
M5 Ostra biataczka monoblastyczna (monocytowa stabo zréznicowana)
Mb5a Ostra bialaczka monocytowa (monocytowa dobrze zrdéznicowana)
M6 Erytoroleukemia
M7 Ostra bialaczka megakariocytowa

Tabela 1. Klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych wg FAB

Obecnie obowiazujacy podzial to klasyfikacja wedlug Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, World Health Organization) z 2008 roku z uzupetnieniem z 2016 roku,

uwzgledniajaca nie tylko cechy morfologiczne komorek biataczkowych, ale takze ich

charakterystyke genetyczng, immunofenotypowa oraz wspdlne dla poszczegdlnych

podtypow cechy kliniczne (tabela 2).
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OSTRA BIALACZKA SZPIKOWA Z POWTARZALNYMI
ABERRACJAMI
CYTOGENETYCZNYMI

-ostra biataczka z 1(8,21)(922;0922);(RUNX1:RUNX1T1)

-ostra biataczka z nieprawidtowymi eozynofilami w szpiku z inv(16)(p13:1922)
lub

t(16:16)(p13.1:922);( CBFB-MYH11)

-ostra biataczka promielocytowa z t(15:17)(q22:q12);(PML-RAR alfa)

-ostra biataczka ze zmianami 11q23(MLL); t(9:11)(p22:923);(MLLT3-KMT2A)
-ostra biataczka z t(6: 9)(q23:q34);(DEK-NUP214)

-ostra biataczka z inv (3)(q21;q26.2) lub t(3:3)(q21926.2);(GATA2, MECOM)
-ostra biataczka megakarioblastyczna z t(1:22)(p13:q13);(RBM15-MKL1)

- ostra bialaczka z BCR-ABL1

-ostra biataczka z mutacjag NMP1

-ostra bialaczka z bialleliczng mutacja CEBPA

- ostra bialaczka z mutacja RUNX1

OSTRA BIALACZKA SZPIKOWA Z CECHAMI ZALEZNYMI OD
MIELODYSPLAZJI
-wtérna do zespoldw mielodysplastycznych i
mielodysplastyczno/mieloproliferacyjnych
-postac¢ bez poprzedzajgcego zespolu mielodysplastycznego
OSTRA BIALACZKA SZPIKOWA ZALEZNA OD TERAPII
OSTRA BIALACZKA SZPIKOWA NIESKLASYFIKOWANA-NOS
-ostra biataczka szpikowa niskozrdznicowana (wg FAB MO)
-ostra biataczka szpikowa bez cech dojrzewania (wg FAB M1)
-ostra biataczka szpikowa z dojrzewaniem (wg FAB M2)
-ostra bialaczka mielomonocytowa (wg FAB M4)
-ostra biataczka monocytowa (wg FAB M5)
-ostra bialaczka erytroblastyczna (wg FAB M6)
-ostra biataczka megakarioblastyczna (wg FAB M7)
-ostra biataczka bazofilowa
-ostra panmieloza z mielofibroza

MIESAK SZPIKOWY
ROZROSTY MIELOIDALNE ZWIAZANE Z ZESPOLEM DOWNA

Przemijajgca nieprawidtowa mielopoeza (transient abnormal myelopoiesis)
Biataczka szpikowa zwigzana z zespolem Downa

Tabela 2. Klasyfikacja ostrych biataczek szpikowych wg WHO z 2008 roku z poprawkami
z 2016 roku.

W morfologii krwi obwodowej u chorych na ostrg biataczke szpikowa liczba
biatych krwinek jest zwykle podwyzszona, jednakze u 40-50% chorych obserwuje sie

prawidlowg lub obnizong ich liczbe. Ponadto, czgsto w morfologii krwi obwodowej
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stwierdza si¢ zmniejszenie liczby krwinek czerwonych, stezenia hemoglobiny i obnizong

warto$¢ hematokrytu oraz najczesciej roznego stopnia matoplytkowos¢. Obecnie, zgodnie

z ustaleniami WHO i European Leukemia Net (ELN) z 2010 roku, niezbedny zakres badan

diagnostycznych w AML obejmuije:

1.

Oceng¢ morfologii wraz z rozmazem krwi obwodowej z analizg co najmniej 200

komorek jadrowych.

Badanie cytologiczne szpiku z oceng co najmniej 500 komoérek jgdrowych wraz
z oszacowaniem stopnia dysplazji w linii erytroidalnej, mieloidalnej

| plytkotworczej.
Trepanobiopsj¢ - zalecang w rekomendacji WHO z 2008 r.

Okreslenie immunofenotypu komorek jadrowych szpiku/krwi, obejmujacych

oznaczenia antygenow:
CD34, CD38, CD117, CD133, HLA-DR (komorki prekursorowe)
CD13, C15, CD16, CD33, CD65, cMPO (komérki linii granulocytarnej)

CD11c, CD14, CD64, CD4, CD11b, CD36, NG2 homolog, lizozym (komorki

linii monocytoidalnej)

CD41 (gpllb/llla), CD61(gpllla), CD42(gplb) (komorki uktadu ptytko-
tworczego)

CD235a (GfA) (komorki linii erytroidalnej)

Oznaczenia cytogenetyczne:

a. wykonywane technika klasyczng - GTG (analiza chromosoméw w stadium

metafazy, uzyskanych w hodowli komorek in vitro)

b. przeprowadzane przy uzyciu technik molekularnych np. FISH (ang.
Fluorescence In Situ Hybrydization) - obejmujaca analize¢ jader
komorkowych w stadium interfazy, z zastosowaniem sond swoistych dla

okreslonej sekwencji DNA

Badanie molekularne - PCR, RT-PCR, nested PCR, sekwencjonowania DNA
obejmujace oznaczenie genow fuzyjnych RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11,
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PML-RARA, MLLT3-MLL ( MLLT3-KMT2A- wg nowej nomenklatury), DEK-
NUP214 oraz mutacje FLT3-1TD, NPM1, CEBPA. [4,17]

1.3 Postepowanie terapeutyczne w ostrej bialaczce szpikowej

Celem leczenia AML jest calkowita eliminacja klonu biataczkowego. Terapia
sktada si¢ z kilku etapow. Pierwszy z nich, to indukcja remisji, natomiast dalsze
postepowanie uzaleznione jest od jej wyniku. Na przestrzeni ostatnich czterdziestu lat
znaczaco zwigkszyla si¢ przezywalno$¢ chorych z rozpoznang ostrg bialaczka szpikowa.
W latach 70-tych i 80-tych XX wieku $miertelno§¢ w grupie pacjentow w ciggu
pierwszego miesigca leczenia ksztattowata si¢ na poziomie 16-18%, aktualnie dla tego

samego przedziatu czasowego wynosi ona od 3 do 5%. [11]

1.3.1. Indukcja remisji

Schemat leczenia indukujacego remisje (,,3+7”’) pozostaje - mniej wigcej - staty od
25 lat. Oparty jest on na antybiotyku antracyklinowym (podawanym przez 3 dni) oraz na
arabinozydzie cytozyny stosowanym we wlewie cigglym przez 7 dni. Dawki stosowanych
lekow moga podlega¢é pewnym modyfikacjom; najczesciej stosowane schematy (wg

NCCN - National Comprehensive Cancer Network) przedstawiono w tabeli 3.

daunorubicyna 45 mg/m2 (3 dni) +cytarabina 100 mg/m2 (7 dni)

daunorubicyna 60 mg/m2 (3 dni) +cytarabina 100 mg/m2 (7 dni)

daunorubicyna 60 mg/m2 (3 dni) +cytarabina 200 mg/m2 (7 dni)

daunorubicyna 90 mg/m2 (3 dni) +cytarabina 100 mg/m2 (7 dni)

daunorubicyna 50mg/m2 (3 dni) + cytarabina 200 mg/m2 (7 dni)

idarubicyna 12mg/m2 (3 dni) + cytarabina 200 mg/m2 (7 dni)

idarubicyna 12mg/m2 (3 dni) + cytarabina 200 mg/m2 (7 dni)

Tabela 3. Stosowane schematy terapii ,,3+7” w leczeniu AML (wg NCCN)

Po pierwszym kursie chemioterapii od 2/3 do 3/4 chorych uzyskuje catkowita
remisje (CR - ang. Complete Remission). Protokoty terapeutyczne nie faworyzuja zadne;j
ze stosowanych antracyklin (daunorubicyna, idarubicyna, doksorubicyna). W badaniach
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randomizowanych poréwnywano réwnowazne dawki idarubicyny (12 mg/m?)
i daunorubicyny (50 mg/m?) nie stwierdzajac roznic w liczbie chorych osiagajacych CR
| 5-letnie catkowite przezycie (OS - ang. Overall Survival). Wigksza czestos¢ zakazen,
wstrzasOw septycznych i zgondow w czasie pierwszych 60 dni towarzyszyta jednak
leczeniu idarubicyng. W badaniach randomizowanych wykazano ponadto, ze eskalacja
dawek daunorubicyny (60 lub 90 mg/m? vs 45 mg/m?) pozwalata osiagnaé lepsze efekty
terapii, ocenione odsetkiem CR i OS, bez wzrostu liczby powiktan toksycznych.
Dotychczas jednak brakuje badan randomizowanych poréwnujacych daunorubicyne

w dawce 60 i 90 mg/m?. [4,18-20]

Celem poprawy skuteczno$ci leczenia AML, podejmowane sg proby dolaczenia
kolejnych lekow do schematu bazowego kuracji. Polska Grupa Bialaczkowa
zaproponowata wprowadzenie do niego kladrybiny w dawce 5 mg/m2 W ciggu pierwszych
5 dni terapii. Skutkowalo to poprawa wynikow leczenia mierzong odsetkiem
uzyskiwanych CR i 3-letnim OS - odpowiednio 56 vs 68% i 33 vs 45%. Natomiast badania
z dotaczeniem fludarabiny, etopozydu, tioguaniny, topotekanu i mitoksantronu nie
potwierdzity wyzszo$ci tych wielolekowych schematow nad klasyczng kuracja ,,3+7”.

[21,22]

W randomizowanym badaniu poroéwnania skutecznosci chemioterapii ,,3+7”, ADE
oraz FLAG-Ida, stwierdzono ich zblizong wartos$¢ terapeutyczna w odniesieniu do odsetka
pacjentow osiagajacych CR. Jednakze, zastosowanie schematow ADE oraz FLAG-Ida

wigzato si¢ z wystgpowaniem zdecydowanie wyzszego odsetka toksycznych powiktan.

Podobne dane, w zakresie oceny skutecznoS$ci terapeutycznej 1 ryzyka wystgpienia
dziatah niepozadanych uzyskano w analizie porownawczej wynikow leczenia wysokimi
dawkami AraC. W zakresie od 5 do 36 g/m? sumarycznej dawki cytostatyku podanego
w trakcie jednej kuracji, przy zastosowaniu $rednio od 8 do 12 infuzji chemioterapeutyku,

ze $rednig dawka 1 - 3 g/m2 przypadajacej na pojedynczy wlew leku. [20]

Jak wskazujg doswiadczenia grupy australijskiej i amerykanskiej (SWOG, the
Southwest Oncology Group) zastosowanie wysokich dawek AraC wigzato si¢ ze
szczegolnie duzym ryzykiem wystgpienia zaburzen neurologicznych (drgawki, §piaczka,
zaburzenia osobowosci) 1 powiklan w ukladzie moczowym (zapalenie pecherza

moczowego). Schemat ten znajduje zastosowanie w grupie 0sob, u ktérych nie mozna
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stosowa¢ antracyklin. Podkresli¢ nalezy, ze potaczenie antracykliny i AraC w dawce
standardowej pozostaje, jak dotad, najlepsza opcja terapeutyczng w indukcji remisji
u chorych na AML. [18]

Rokowanie w grupie pacjentow z niekorzystnym profilem ryzyka cytogenetyczno-
molekularnego jest zdecydowanie zle, bowiem odsetek uzyskiwanych remisji jest niski
i wynosi 40-50%. Prowadzane sa kliniczne badania z wykorzystaniem nowych lekow
(m.in. inhibitory FLT3), by¢ moze ich zastosowanie przyniesie korzy$¢ w postaci
zwigkszonego odsetka CR i OS. [21] W zaleceniach amerykanskich (NCCN) proponowane
jest wlaczenie chorych do badan klinicznych, wykonanie typowania w zakresie ukladu
HLA i poszukiwanie zgodnego dawcy, w celu przeprowadzenia procedury transplantacji
komorek krwiotworczych. [23]

Leczenie pacjentow z AML powyzej 60 r.z. jest znacznie trudniejsze 1 mniej
skuteczne niz mtodszych chorych. W analizach statystycznych wykazano, ze w tej grupie
pacjentow brak remisji po zastosowanej indukcji stwierdza si¢ u 40-60% chorych.
Problemy terapeutyczne majg charakter wieloczynnikowy i wynikaja przede wszystkim
Z zaawansowanego wieku, gorszego stanu ogolnego, chordb wspoélistniejacych oraz
z wyzszego odsetka wystgpowania niekorzystnych zmian cytogenetycznych. W tej grupie
pacjentow czesciej stwierdza si¢ wielolekowa opornos¢, co skutkuje nizszym odsetkiem

CR 1 krotszym czasem jej trwania. [5,24]

U ponad polowy chorych powyzej 60 roku zycia nie jest wdrazane intensywne
leczenie. W latach 90-tych XX wieku wykazano, ze $redni czas przezycia starszych
chorych na AML wynosit 2 miesigce, po 85 r.z. 1 miesigc, natomiast 2-letnie OS
ksztattowato si¢ na poziomie 6%. Jedynie u 30% osdb wdrazano chemioterapi¢ i w tej
grupie pacjenci zyli dtuzej - srednio 7 miesiecy. Zblizone wnioski pochodza ze szwedzkich
danych, w ktorych wykazano, ze w grupie pacjentow poddanych terapii, $miertelnos¢
w okresie pierwszych 30 dni wynosita 16%, natomiast u chorych leczonych paliatywnie
wspotczynnik ten ksztattowat sie na poziomie 35%. [25] U o0sob starszych nalezy dokonac
wnikliwej oceny stanu ogodlnego, wyodrebniajac chorych kwalifikujacych si¢ do leczenia
intensywng chemioterapia, celem uzyskania lepszego i trwalszego efektu terapeutycznego,

poréwnywalnego z osigganym w grupie mtodszych chorych. [5,23-25]

U pacjentow w dobrym stanie ogdélnym z ECOG 0-2 1 znajdujacych sie¢

w przedziatach wiekowych 56-65, 66-75 i 76-89 lat OS ksztaltowato si¢ odpowiednio na
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poziomie 18, 14 i 6 miesiecy. W zakresie zmian cytogenetycznych najgorzej rokuja osoby
z zaburzeniami chromosomu 5 i1 7, obecnos$cig ztozonego kariotypu i/lub mutacjami FLT3,
ASXL1, DNMT3A, MN1, BAALC oraz WT1. [25] W opracowaniu German Acute
Myeloid Leukemia Study na podstawie analizy parametrow takich jak wiek, masa ciala,
wyniki badan laboratoryjnych, cytogenetycznych i molekularnych obliczono szansg
powodzenia leczenia indukujacego remisj¢. [134] W tym wzgledzie, dane cytogenetyczne
I molekularne wydajg si¢ mie¢ kluczowe znaczenie w przeprowadzonych analizach - przy
ich wykorzystaniu trafno$¢ przewidywan ksztattuje si¢ na poziomie 91%, a przy ich braku
warto$¢ predykcyjna znaczaco maleje. Podkresli¢ nalezy, ze nadal poszukiwane sg kolejne
markery rokownicze. Wielowariantowa analiza (AML96) oprocz wieku, kariotypu, liczby
leukocytow, stezenia LDH, ekspresji antygenu CD34 iobecnosci mutacji genu NPM1
uwzglednia rowniez stan ogdlny, biataczke wtorng 1 powstata na podtozu wczesniejszych
zmian hematologicznych, a takze ekspresj¢ glikoproteiny P1 - odpowiedzialnej za
wielolekowa opornos¢. Celem leczenia, podobnie jak u milodszych chorych, jest
osiggnigcie CR, co bezposrednio przektada si¢ na lepsza jakos¢ zycia chorych, wynikajaca
ze zmniejszenia odpowiednio liczby hospitalizacji, ryzyka infekcji oraz konieczno$ci
przetaczania krwi badz preparatow krwiopochodnych. W poszukiwaniu optymalnych
metod terapeutycznych dokonano takze porownania dwoch gléwnych strategii leczenia
chorych powyzej 65 r.z. obejmujacych aktywna chemioterapi¢ (daunorubicyna +
winkrystyna + cytarabina) ze strategia wyczekiwania - "watch and wait", oparta na
leczeniu wspomagajacym 1 cytoredukcyjnym. W obu grupach pacjentow liczba dni
hospitalizacji byla zblizona, natomiast w grupie leczonych aktywnie, czas przezycia byt
dhuzszy. Z Kolei strategia wyczekiwania i obserwacji wydaje si¢ by¢ dobrym wyborem

u chorych, u ktorych przebieg AML jest powolny (,,tlacy”). [5,6,13,25-29]

Aktywna chemioterapia w leczeniu indukujacym remisj¢, podobnie jak w grupie
mtodszych chorych, oparta jest na antybiotyku antracyklinowym w potaczeniu z cytarabing
(tabela 4). Wyzsze dawki antracyklin (daunorubicyna 90 vs 45 mg/m?) powoduja czestsze
CR, natomiast pozostaja bez wptywu na OS, EFS (ang. Event Free Survival - przezycie

wolne od zdarzen) i DFS (ang. Disease Free Survival - przezycie wolne od choroby).
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||daunorubicyna 60 mg/m2 (3 dni) +mitoksantron 12 mg/m2 (7 dni)

|daunorubicyna 90 mg/m2 (3 dni) +mitoksantron 12 mg/m2 (7 dni)

idarubicyna 12mg/m2 (3 dni) + cytarabina 100 mg/m2 (7 dni)

idarubicyna 12mg/m2 (3 dni) + cytarabina 200 mg/m2 (7 dni)

Chemioterapia o mniejszej intensywnosci (azacytydyna, decytabina lub mniejsza
dawka cytarabiny ewentualnie w skojarzeniu z klofarabing)

Tabela 4. Stosowane schematy terapii indukujacej w leczeniu AML u oséb powyzej 60 r.z.

(wg NCCN)

Udokumentowano takze korzystny wptyw zwigkszenia dawki antracyklin w grupie
chorych miedzy 60-65 r.z., natomiast dla pacjentow z wyzszych przedziatow wiekowych
takiej zalezno$ci nie potwierdzono. Z kolei wykorzystanie mitoksantronu, spowodowato
uzyskanie wyzszego odsetka CR, natomiast nie wplynelo na czas trwania remisji, jak
réwniez na OS. Podejmowane s3 takze proby zastosowania nowych lekow takich jak
klofarabina, lenalidomid, bortezomib czy worinostat. [21,30,36] U pacjentow, ktorzy nie
mogli otrzymywa¢ antracyklin, a posiadali niekorzystne czynnikami ryzyka, zastosowanie
klofarabiny skutkowato uzyskaniem wyzszego odsetka CR, natomiast nie wptyneto na 2-
letnie przezycia. NCCN proponuje, podobnie jak u miodszych chorych, wczesnga oceng
rozmazu szpiku po chemioterapii, a nastgpnie podejmowanie dalszych decyzji

terapeutycznych w oparciu o jej wynik. [30]

W terapii AML istotny wplyw na jej ostateczny wynik ma konsekwencja
w prowadzeniu leczenia. Udokumentowano, ze po zaprzestaniu terapii po osiggnigciu CR
po leczeniu indukujacym, $rednio po 4-8 miesigcach dochodzi do wznowy choroby. Wéréd
dostepnych opcji leczenia konsolidujagcego nalezy wymieni¢ chemioterapig¢, transplantacje
komoérek  hematopoetycznych i prowadzenie leczenia wspomagajacego. O ile
transplantacja komorek krwiotworczych jest preferowang opcja w grupie mitodszych
chorych, to dla 0s6b powyzej 60 r.z., w zwiazku z nieakceptowalng toksycznoscia,
proponuje si¢ uzycie niemieloablacyjnych schematéw terapeutycznych. W latach 1995-
2005 w grupie chorych miedzy 40-79 r.z.,w ktorej zastosowano leczenie niemieloablacyjne
lub o zredukowanej intensywnosci,ostateczny wynik terapii pozostawal niezalezny od
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wieku, natomiast korelowat ze stanem ogdlnym, ewentualng niezgodno$cia w uktadzie
HLA 1 obecno$ciag niekorzystnych zmian cytogenetycznych. Nalezy podkresli¢, ze
procedury transplantacyjne z podanymi wyzej zastrzezeniami stwarzajg szans¢ osiggnig¢cia
lepszych wynikow leczenia w grupie 0sob powyzej 60 r.z., okreslanych dtuzszym czasem

trwania CR, DFS i zmniejszeniem ryzyka wznowy. [9,11,31]

1.3.2 Leczenie poindukcyjne

W algorytmie postgpowania, coraz czesciej zalecane jest wykonywanie wczesnej
oceny odpowiedzi na zastosowane leczenie. Kryterium czasowe jej wykonania zazwyczaj
obejmuje okres od 7 do 10 dni po zakonczeniu indukcji. NCCN postuluje wykonywanie
rozmazu i oceny cytologicznej szpiku. W zalezno$ci od uzyskanych wynikow proponuje
si¢ - po stwierdzeniu choroby resztkowej (5-10% blastow) podanie drugiej indukcji
z zastosowaniem duzych dawek AraC badz standardowych dawek AraC z dodatkiem
antracykliny przy wyzszym odsetku komorek niedojrzatych - jako opcja leczenia
pomostowego przed transplantacja komoérek hematopoetycznych. W przypadku, gdy liczba
nieprawidlowych komorek w szpiku wynosi mniej niz 5%, proponuje si¢ ponowne
wdrozenie schematu indukujacego. W sytuacji stwierdzenia hipoplazji szpiku
(definiowanej jako komodrkowos$¢ ponizej 10-20%) zaleca si¢ postawg wyczekujaca do
czasu jego regeneracji 1 powtorne wykonanie kompleksowej oceny, obejmujacej rozmaz
szpiku, oznaczenia molekularne 1 cytogenetyczne. Dodatkowo, mozna wykona¢ badania
immunofenotypu komorek, jednak brak w tym zakresie wystarczajacych danych
literaturowych co do ich rutynowego stosowania. U pacjentow, ktorzy otrzymali wysokie
dawki AraC, przeprowadzenie oceny postulowane jest migdzy 7-14 dniem po leczeniu.
Przy stwierdzeniu powyzej 5-10% blastow proponuje si¢ zakwalifikowanie chorego do
alotransplantacji komoérek hematopoetycznych, zastosowanie leczenia pomostowego, badz
przy wyczerpaniu innych mozliwo$ci terapeutycznych, postgpowanie wspomagajace
I zachowawcze. Pozostate zalecenia zasadniczo sg tozsame z opisanymi wczesniej - przy
hipoplazji szpiku 1 przy znaczacej cytoredukcji blastow zaleca si¢ oczekiwanie do czasu

regeneracji szpiku, a nastgpnie przeprowadzenie ponownej jego oceny. [32,33]

W przypadku stwierdzenia CR po terapii indukujacej, nalezy zastosowac¢ leczenie
poremisyjne, obejmujace: chemioterapi¢ konsolidujaca, terapie¢ wysokodawkowa

wspomagang przeszczepieniem komoérek krwiotworczych (zarowno w ukladzie alo - jak
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I autologicznym), leczenie podtrzymujace lub w przypadku wyczerpania innych
mozliwos$ci terapeutycznych, wiaczenie chorego do badania klinicznego z zastosowaniem
nowych lekow. Wybor sposobu postepowania zalezy od klasyfikacji pacjenta do
odpowiedniej grupy ryzyka cytogenetyczno-molekularnego. Dla chorych z grupy dobrego
rokowania proponowane sa wysokie dawki AraC (3 g/m? co 12 godz.; 1, 3 i 5 dzieh),
podawane jako 3 badz 4 cykle lub 2 cykle z nastgpowa transplantacja autologicznych
komorek krwiotworczych. Wybor opcji transplantacyjnej zalezy od wieku, stanu ogélnego
1 chorob wspétistniejacych. U pacjentéw z grupy ryzyka posredniego proponowana jest
AraC w wysokich dawkach lub kwalifikacja i przeprowadzenie procedury transplantacji
komoérek hematopoetycznych od w pelni zgodnego dawcy rodzinnego lub dawcy
niespokrewnionego. W grupie chorych o niekorzystnym profilu ryzyka cytogenetyczno-
molekularnego zalecana jest kwalifikacja do procedury transplantacji komorek

krwiotworczych od w pelni zgodnego dawcy. [32,33]

W leczeniu konsolidacyjnym pozycja AraC zostala potwierdzona badaniem z 1994
roku przeprowadzonym przez CALGB (ang. Cancer And Leukemia Group B). Wazng
kwestia biorac pod uwage skutecznosé tego leku, jest dobdr odpowiednich jego dawek.
Zastosowanie dawek posrednich w badaniu HAVON/SAKK (1g/m? co 12 h przez 6 dni)
pozwalato na uzyskanie podobnych wynikow, jak w przypadku wysokich dawek AraC
(CR 80% vs 82%, 5-letni OS 40 vs 42% i 5-letni EFS 34% vs 35%). [18,19] Kwalifikacja
do procedury transplantacji komorek krwiotworczych wymaga szczegdtowej oceny
pacjenta. Bardziej intensywne schematy leczenia zakonczone autoHSCT, dedykowane sg
chorym z dodatkowymi czynnikami ryzyka niepowodzenia terapii — takimi jak leukocytoza
poczatkowa powyzej 50 G/1 i/lub wymagajacymi wigcej niz jednego cyklu indukujacego.
Natomiast chorzy z niekorzystnymi zmianami cytogenetycznymi (mutacja genu c-KIT)

wedlug aktualnych wskazan wymagaja aloHSCT. [10,34]

Po zakonczeniu leczenia konsolidujgcego zalecane jest monitorowanie morfologii
Krwi z rozmazem co 1-3 miesigce przez pierwsze dwa lata, a nastepnie 2-4 razy w ciggu
roku przez kolejnych 5 lat. Biopsja szpiku zalecana jest tylko w przypadku stwierdzenia
nieprawidlowos$ci w rozmazie krwi obwodowej lub wystapienia cytopenii. W razie
stwierdzenia wczesne] lub pdznej wznowy AML (odpowiednio ponizej 1 powyzej 12
miesigcy od zakonczenia leczenia) nalezy dazy¢ do przeprowadzenia transplantacji

komorek hematopoetycznych od w petni zgodnego dawcy. [5,35,36]
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W przypadku podjecia decyzji o kontynuacji leczenia cytostatykami w grupie
pacjentow powyzej 60 r.z. w terapii poremisyjnej proponuje si¢ wyboér pomiedzy
azacytydyna, decytabing, malymi dawkami AraC lub hydroksymocznikiem. [5,24,31] Po
zakonczeniu konsolidacji monitorowanie chorych przeprowadza si¢ podobnie jak

u chorych z mtodszego przedziatu wiekowego.

W sytuacji  stwierdzenia wznowy wczesnej badz pdznej zaleca si¢
zakwalifikowanie pacjenta do badania klinicznego, podanie chemioterapii ratunkowej
z nastgpczg kwalifikacjg do transplantacji komoérek hematopoetycznych lub postepowanie

ograniczone do leczenia wspomagajacego. [9,20,23,29,37,38]

Kryteria odpowiedzi na leczenie w ostrej bialaczce szpikowej wg zalecen ELN

przedstawiono w tabeli 5. [4]

24



Definicja Kryteria

Odsetek blastow w szpiku <5%, brak blastow z pateczkami Auera,

szkrglsji?a brak objawoéw choroby pozaszpikowej, neutrofile>1,0 G/, PLT>100
W G/1, brak wskazan do przetaczania KKCz
Remisja
Cfiovg;rtla z Wszystkie kryteria CR z przetrwata neutropenia (<1,0 G/1) lub
peing matoptytkowoscia (<100 G/1)
regeneracja
(CRi)
morfgltgmiczn Odsetek blastow<5%, brak blastow z paleczkami Auera, bez
woln g od y objawow biataczki pozaszpikowej, pelna regeneracja hematologiczna
oy o niekonieczna
biataczki
Remisia Dotyczy badan klinicznych 1 i 11 fazy, wszystkie hematologiczne
oz s’cioiv N kryteria CR, zmniejszenie liczby blastow w szpiku do 5-25% i ich
¢ [lodsetka w szpiku przynajmniej o 50%
Cfglr(noig:a Powrdt do prawidtowego kariotypu u chorych z CRm lub CRi w
cvio enetj czna przypadku anomalii cytogenetycznych stwierdzonych podczas
n % CRCB)/ rozpoznania na podstawie oceny 20 metafaz w komorkach szpiku

Brak CR, CRi lub PR u chorych przezywajacych 7 dni lub dhuzej od
zakonczenia chemioterapii, z cechami przetrwalej biataczki ( krew

lub szpik)

Choroba oporna
(RD)

Zgon po 7 dniach lub pdzniej od zakonczenia leczenia indukujacego,
Zgon w aplazji |z cytopenia i aplastycznym lub hipoplastycznymszpikiem, bez
[przetrwatej biataczki

Zgon z Zgon przed zakonczeniem indukcji lub <7 dni od jej zakonczenia
nieustalonej  |llub > 7 dni od zakonczenia indukcji bez blastow we krwi lecz bez
przyczyny badania szpiku

Odsetek blastow w szpiku >5% lub ponowne pojawienie si¢ blastow

Wznowa we krwi lub rozwoj biataczki pozaszpikowe;j

Tabela 5. Kryteria odpowiedzi na leczenie AML (wg ELN, 2008)

1.3.3 Terapia wspomagajaca

1.3.3.1. Przetaczanie krwi i preparatow krwiopochodnych
Wszyscy pacjenci z rozpoznaniem AML wymagaja na roznych etapach leczenia
przetaczania krwi i preparatow krwiopochodnych. Zaleca si¢ utrzymywanie stezenia
hemoglobiny w granicach 8-10 g/dl; wyzszych wartosci moga wymagaé pacjenci
Z objawowg chorobg niedokrwienng serca. Koncentrat krwinek ptytkowych (KKP) nalezy
przetacza¢ przy spadku liczby krwinek ptytkowych ponizej 10 G/l, a takze w przypadku

wyzsze] wartosci przy wspotistniejacych objawach skazy krwotocznej lub obecno$ci
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dodatkowych czynnikoéw ryzyka krwawienia, takich jak zaburzenia hemostazy lub
powiklania infekcyjne. Przetaczane preparaty krwi powinny by¢ odpowiednio
przygotowane - ubogoleukocytarne i napromieniowane, aw przypadku planowanej
transplantacji komoérek krwiotworczych, dodatkowo filtrowane. Pacjenci CMV - ujemni
powinni otrzymywac preparaty od dawcéw seronegatywnych w zakresie wirusa

cytomegalii. [4,11,39]

1.3.3.2 Zapobieganie infekcjom

U pacjentow z rozpoznaniem AML — w zwigzku z uposledzeniem uktadu
odpornosciowego, znaczaco wzrasta ryzyko infekcji (w tym takze reaktywacji zakazen)
bakteryjnych, wirusowych i grzybiczych. Zapobieganie infekcjom obejmuje zaréwno
profilaktyke farmakologiczna, jak réwniez dziatania sanitarno-epidemiologiczne. Ryzyko
wystapienia powiktan grzybiczych (aspergillozy) maleje przy profilaktyce prowadzonej
przy zastosowaniu flukonazolu, worykonazolu, itrakonazolu, pozakonazolu Ilub
amfoterycyny B. NCCN w tym wzgledzie zaleca pozakonazol, jako lek skuteczniejszy w
porownaniu pozostatymi z azolami. W profilaktyce przeciwbakteryjnej zalecane jest
stosowanie chinolonéw, tym niemniej kazdorazowo powinna ona uwzglednia¢ lokalng
sytuacje epidemiologiczng 1 stosownie do niej odpowiednig terapi¢. Przy indukcji remis;ji

u osob HSV-dodatnich nalezy wdrozy¢ profilaktyke acyklowirem. [40,41]

Istotne pozostaja rowniez dzialania pozafarmakologiczne takie jak ograniczenie
odwiedzin, dezynfekcja rak osob odwiedzajacych, zastosowanie filtrow hepa w salach

chorych, zakaz palenia papierosow, a takze odpowiednie zalecenia dietetyczne. [42]

1.3.3.3 Stosowanie czynnikow wzrostu granulocytow (G/GM-CSF)

Czynniki  wzrostu  granulocytow  (G/GM-CSF-ang.Granulocyte/Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor - czynnik stymulujacy powstawanie kolonii
granulocytarnych/granulocytarno-makrofagowych) nie sg rutynowo stosowane u chorych

Z rozpoznaniem AML. Istnieje obawa, ze ich zastosowanie potencjalnie moze doprowadzi¢
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do pobudzenia wzrostu komorek biataczkowych posiadajacych receptory dla tych
czynnikdw. Z drugiej strony, doniesienia literaturowe wskazuja, ze G-CSF moze
powodowac¢ zmniejszenie przylegania mieloblastow do podscieliska szpiku 1 w ten sposob
zwicksza¢ skuteczno$¢ chemioterapii, w wyniku zwigkszenia liczby komorek
biataczkowych we krwi obwodowej. Przeprowadzone analizy stosowania GM-CSF
wleczeniu AML wykazaty, ze czynniki wzrostu nie zmniejszaja w znaczacy sposob czasu
trwania neutropenii i czestosci zakazen zarowno w grupie miodszych jak i starszych
pacjentow. Obecny stan wiedzy nie pozwala na zalecanie G-CSF lub GM-CSF w terapii
chorych otrzymujacych leczenie indukujace remisje. W wytycznych NCCN zwrdcono
uwage na koniecznos$ci zachowania odpowiedniego odstepu czasowego od zastosowania
czynnikow wzrostu do wykonania oceny szpiku, ktorej wynik moéglby by¢ trudny do

jednoznacznej interpretacji. [43,44]

1.3.4 Czynniki wplywajace na wynik leczenia AML

1.3.4.1 Czynniki zwiazane z charakterystyka klonu bialaczkowego

Aktualnie obowigzujace kryteria klasyfikacji AML wymagaja przeprowadzenia
kompleksowej diagnostyki cytogenetyczno-molekularnej. Wynik tej oceny w decydujacy
sposob wptywa na podejmowane decyzje terapeutyczne, bowiem jest on predyktorem
zaro6wno przebiegu klinicznego choroby, jak i jej rokowania, a takze pozwala w optymalny

sposOb monitorowac wystepowanie choroby resztkowej. [4]

Ocena nieprawidtowosci genetycznych klonu bialaczkowego za pomoca klasyczne;j
cytogenetyki i techniki molekularnej stanowi bardzo istotny element diagnostyki.
Zaburzenia cytogenetyczne wystepujag u okoto 50-60% chorych na AML, azmiany w
obrebie kariotypu klonu bialaczkowego stanowiag jeden z najwazniejszych czynnikow
prognostycznych 1 s3a podstawa do indywidualnej oceny ryzyka cytogenetyczno-
molekularnego oraz identyfikacji pacjentow z wysokim ryzykiem wystapienia
niekorzystnych zdarzen. [3,10,45-48] W tym celu, przeprowadza si¢ oznaczenia
cytogenetyczne klasyczng metodg prazkowa (GTG), analizujgc co najmniej 20 metafaz.
Zaburzenia cytogenetyczne w AML najczes$ciej dotycza zmian chromosomalnych,
zarowno w zakresie struktury jak i liczby (trisomia, monosomia) oraz kariotypu jako

catosci. Kryterium klonalnos$ci jest spetnione, gdy obecno$¢ nieprawidlowosci stwierdza
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si¢ w co najmniej trzech metafazach w przypadku monosomii oraz w przynajmniej dwoéch
metafazach dla trisomii i zaburzen strukturalnych. Dodatkowo, wykorzystuje si¢ technike
molekularng (metoda FISH), stanowigca uzupetienie GTG. Pozwala ona identyfikowac:
abberacje liczbowe, powtarzalne abberacje genetyczne, partnerskie geny fuzyjne, delecje
chromosoméw 51 7, chromosomy markerowe, translokacje ztozone oraz translokacje

ukryte.

Przed rozpoczgciem leczenia AML, ELN zaleca zabezpieczenie szpiku 1 krwi
pacjenta, celem wykonania oznaczeh molekularnych. Badanie RT-PCR (ang. Real Time
Polymerase Chain Reaction) stanowi wazny element diagnostyki AML i powinno zawiera¢
nastepujace oznaczenia molekularne: geny fuzyjne (RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11,
PML-RARA, MLLT3-MLL wg nowej nomenklatury MLLT3-KMT2A, DEK-NUP214) oraz
mutacje somatyczne (FLT3-ITD, NPM1, CEBPA, c-KIT). Obecnie, kontynuowane sg
badania dotyczace innych zaburzen genetycznych, a takze poszukiwane sg metody
pozwalajace na dokladniejsze obrazowanie zmian zachodzacych na poziomie
komoérkowym. Podejmowane sa proby badania profilu ekspresji genow oraz mikro-RNA.
Na podstawie analizy wspolnie wystgpujacych zaburzen cytogenetyczno-molekularnych,
ELN zaproponowat podzial pacjentow z AML na trzy grupy rokownicze - Korzystne,
posrednie i niekorzystne. [10,47,49] Wystepowanie zmian cytogenetyczno-molekularnych

| zwigzane z nimi rokowanie przedstawiono w tabeli nr 6.
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Rokowanie

Zaburzenia cytogenetyczno-molekularne

Korzystne

t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922)/t(16;16)(p13.1 g22); CBFb-MYH11
NPM1(mut)/FLT3-ITD (prawidtowy kariotyp)

CEBPA (mut) (prawidlowy kariotyp)

Posrednie 1

NPM1(mut)/FLT3-ITD.
WENPML(mut)/FLT3-ITD+
WENPM1(mut)/FLT3-ITD-

Pozostate biataczki z prawidlowym kariotypem, z wylaczeniem
sklasyfikowanych w grupie korzystnego rokowania

Posrednie 11

£(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

Zaburzenia cytogenetyczne niesklasyfikowane jako korzystne lub
niekorzystne

Niekorzystne

inv(3)(q21926.2)/t(3;3)(g21;926.2);RPN1-EVI1
t(6;9)(p23;034); DEK-NUP2 14

t(v;11)(v;q23); rearanzacje MLL

-5/del(5q)

-7/bel(17p)

Ztozony kariotyp

Tabela 6. Cytogenetyczno-molekularna stratyfikacja ryzyka u chorych z AML (wg ELN,

2008
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1.3.4.2 Czynniki zwiazane z osoba pacjenta

Do tej grupy czynnikow aktualnie zaliczane sg wiek, choroby wspdtistniejgce oraz
stan ogolny chorego. W przypadku pacjenta z rozpoznaniem AML bardzo istothnym
czynnikiem predykcyjny jest jego wiek, bowiem wyniki leczenia pacjentow powyzej 60 r.Z.
odbiegaja znaczaco od tych w mlodszej populacji chorych. Osoby powyzej 60 r.z. rzadziej
osiggajg CR, krotszy jest tez u nich DFS. Wraz z wiekiem zmniejsza si¢ rowniez zdolnos¢
regeneracji szpiku, co przektada si¢ na dtuzsza cytopeni¢ i zwigzane z tym wyzsze ryzyko
wystapienia powiktan infekcyjnych, a takze koniecznos$¢ czestszych substytucji preparatow
krwiopochodnych. W bardziej szczegdtowych analizach wykazano, ze w grupie pacjentow
ponizej 60 r.z. wyniki leczenia $ci$le korelujg z wiekiem chorego. W przedziale migedzy
25-39 r.z. 5-letnie calkowite przezycie OS wynosito okoto 49%, a w grupie chorych
w wieku 40-59 lat bylo nizsze i wynosito 33%. Podobne spostrzezenia dotycza réwniez

okresu wolnego od zdarzen (EFS ang. Event Free Survival). [5,9,25,50]

Kolejnym istotnym czynnikiem predykcyjnym sa schorzenia wspolistniejace,
w tym wzgledzie choroby ukladu sercowo-naczyniowego, ptuc, watroby, nerek oraz
cukrzyca istotnie pogarszaja rokowanie, powodujac wzrost toksyczno$ci stosowane]

chemioterapii. [6]

Dla obliczenia prawdopodobiefistwa uzyskania CR, jak rowniez okreslenia ryzyka
wczesnego zgonu i catkowitego przezycia, opracowano wskaznik uwzgledniajacy choroby
wspotistniejagce - CCl (ang. Charlson Comorbidity Index), natomiast, dla pacjentow
kwalifikowanych do transplantacji - HCT-CI (ang. Hematopoietic Cell Transplantation
Specific Comorbidity Index). W grupie oséb powyzej 70 r.z. wykazano, ze przy wartosci
CCI wyzszej niz 1, zmniejsza si¢ szansa uzyskania CR. Odnotowano réwniez trend
zwigkszenia 8-tygodniowej $miertelnosci 1 nizszy wskaznik 2-letni OS. Wskaznik HCT-CI
pierwotnie opracowano dla mtodych chorych kwalifikowanych do procedury transplantacji,
ale znajduje on rdéwniez zastosowanie w grupie starszych pacjentow. Wiekszo$¢
dostepnych danych pozwala wykorzysta¢ HCT-CI jako uzyteczne narzg¢dzie, ktdrego
wartos¢ koreluje prawdopodobnie z  OS i wczesng $miertelnoscig chorych, cho¢

sformutowanie ostatecznych wnioskéw wymaga dalszych badan .[9,12,50,51]
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W wielu retrospektywnych analizach potwierdzono $cisla zalezno$¢ pomiedzy

stanem ogdéIlnym chorego (ocenianym w skali ECOG- ang. Eastern Cooperative Oncology

Group, tabela 7), a wynikami leczenia i jego wplywem na wczesng $miertelnos¢. W

badaniu przeprowadzonym przez SWOG S$miertelnos¢ w okresie pierwszego miesigca

leczenia w grupie chorych ponizej 55 r.z. wynosila §rednio 2-3%. Ta sama analiza

rozszerzona o ocen¢ stanu ogélnego w oparciu o skale ECOG, wskazuje na istotne rdznice

w zakresie przezycia. W grupie pacjentdow pomiedzy 55-65 r.z. dla ECOG 0-1, 2 i 3

$miertelno$¢ w okresie pierwszych 30 dni wynosita odpowiednio 5-18%, 18% i 29-82%.

Wraz z wiekiem wzrasta rowniez odsetek chorych w gorszym stanie ogbélnym- w grupie

ponizej 55 r.z. ECOG powyzej 2 dotyczyt 15% chorych, natomiast powyzej 75 roku zycia

odsetek ten wzrost do 32%.

Stopien o
sprawnosci Definicja
0 sprawnos¢ prawidlowa, zd olno$¢ do samodzielnego wykonywania
[codziennych czynnosci
1 |0becn0éc’ objawow choroby, mozliwo$¢ chodzenia i wykonywania
lekkiej pracy
9 zdolnos¢ do wykonywania czynnos$ci osobistych, niezdolno$¢ do pracy,
spedza w t6zku okoto potowy dnia
3 [lograniczona zdolno$¢ wykonywania czynnosci osobistych, spedza w
16zku ponad potowe dnia
4 koniecznos¢ opieki osoby drugiej, spedza w 16zku caty dzien
. zgon

Tabela 7. Skala sprawnosci wg ECOG/WHO

Zaawansowany wiek 1 zly stan ogo6lny chorych to dotychczas gtéwne postulowane

czynniki wczesne] $miertelno$ci w ciggu pierwszych 4 tygodni leczenia. Dane statystyczne
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sg dos$¢ jednoznaczne w tej kwestii - dla chorych ponizej 50 r.z. z ECOG 0-2, ryzyko
zgonu w ciagu pierwszych 28 dni wynosito 5%, a w grupie powyzej 69 r.z. z ECOG 3 i 4
ksztattowato si¢ na poziomie 57%. [25,29,52]

Coraz wigcej danych literaturowych wskazuje na konieczno$¢ zastosowania
dodatkowych narzgdzi pomiarowych dla doktadniejszej oceny stanu chorych powyzej 60
r.z. Bardzo pomocne w tym wzgledzie sg skale geriatryczne - umozliwiajgce pomiar
aktywnosci zycia codziennego (ADLs - ang. Activity Of Daily Living) oraz
instrumentalnej aktywnosci zycia codziennego (IADLs — ang. Intrumental Activity Of
Daily Living). Na ich podstawie uzyskuje si¢ cenne informacje dotyczace stanu pacjenta.
Wykazano, ze wgrupie chorych powyzej 65 r.z. z wartoscig ECOG 0-2 (ograniczenie
podstawowych czynnosci zyciowych), dotyczyto 9% badanej populacji, natomiast pomiar
instrumentalnej aktywnosci Zycia codziennego byl obnizony u 38% oso6b, a uposledzenie to
skojarzone bylo z nizszym OS, niezaleznie od wieku i od oceny sprawnos$ci. Dodatkowo,
stosujgc kwestionariusz oceny jakosci zycia EORTC QLQC-C30 (ang. European
Organisation for Research and Treatment of Cancer Quality of Life Questionnaire)
wykazano, ze u chorych na AML, u ktorych wystepowatly problemy z intensywnym
wysitkiem fizycznym ryzyko zgonu wzrastalo dwukrotnie, w poréwnaniu z pacjentami
z wyzsza wydolnoscia fizyczng. Co wigcej, uzyskane wyniki pozostawaty niezalezne od
oceny w skali ECOG, dynamiki choroby, wystgpowania choréb wspotistniejacych oraz

zastosowanego schematu postgpowania terapeutycznego. [25,29,37,52,53]

W oparciu o oceng aktywnosci fizycznej wg protokotu SPPB (ang. Short Physical
Performance Battery) wykazano, ze u osob z liczbg punktoéw ponizej 9 (mierny stan ogo6lny)
w 12 stopniowej skali, uzyskiwano gorsze wyniki leczenia. Wyniki badania
prospektywnego sugeruja takze, ze SPPB posiada warto$¢ prognostyczng przy ocenie

pacjentow starszych z dobrym ECOG przed rozpoczeciem terapii. [51]

U chorych w wieku podesztym, postulowane jest przeprowadzenie doktadnej oceny
stanu psychicznego 1 funkcji poznawczych. U oséb powyzej 60 r.z. statystycznie czescie]
wystepuje depresja, obnizenie 1 zaburzenia nastroju oraz problemy z pamigcia
I koncentracja. Nieprawidlowosci w tym zakresie moga wpltywa¢ na gorsze wyniki
leczenia spowodowane brakiem odpowiedniej wspoOtpracy pomiedzy pacjentem
a personelem zaangazowanym w proces terapeutyczny, co w konsekwencji prowadzi do
wzrostu ryzyka wystgpienia powiktan po zastosowanej chemioterapii. [37,50,52,53]
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Analiz¢ wystgpowania zmegczenia i bolu u chorych z rozpoznaniem AML
dokumentuja jedynie nieliczne dane literaturowe. Tym niemniej, udowodniono, ze
wystepowanie bolu jest niezaleznym czynnikiem gorszego rokowania i $mierci, natomiast
wysoki poziom zmeczenia - mierzony obiektywnymi skalami - przektada si¢ na nizszy OS.
[25,37,39,46,50,52,54]

Zalecenia NCCN rekomenduja kompleksowa oceng chorego z rozpoznaniem AML,
uwzgledniajacg wskazniki ADL, TADL, ocene¢ funkcji poznawczych, zme¢czenia i bolu
(przy uzyciu np. skali VAS - Visual Analogue Scale, analogowo-wzrokowa skala bolu)
u wszystkich pacjentow i przeprowadzenie oceny SPPB u chorych w dobrym stanie
og6lnym. Uzupehlieniem tych badan moze by¢ wykorzystanie dodatkowo wskaznikow
CClI i HCT-CI. Wytyczne europejskie (ELN) zalecaja natomiast oceng stanu ogdlnego
w oparciu o skale ECOG/WHO oraz wykorzystanie wskaznika HCT-CI. [6,9,39,55]

1.3.4.3 Wywiad
Do czynnikow niekorzystnie wptywajacych na rokowanie w AML zaliczane jest
wczesniejsze przebycie innych schorzen hematologicznych, szczegdlnie zespotu
mielodysplastycznego, przewlektych nowotworéw mieloproliferacyjnych oraz leczenie
cytostatykami i/lub radioterapia w przeszlosci. Ponadto, nie bez wplywu pozostaja rowniez
czynniki zwigkszajace ryzyko aloimmunizacji, takie jak wczesniejsze przetoczenia krwi

| preparatow krwiopochodnych, a u kobiet - dodatkowo - przebyte cigze. [4,7,46,54]

1.4 Zastosowanie oceny histologicznej w diagnostyce AML

Badanie histologiczne szpiku posiada uznang warto§¢ w  diagnostyce
hematologicznej. Pozwala ono oceni¢ w sposob kompleksowy komoérkowos¢ szpiku,
podscielisko tkankowe, obecnos$¢ 1 stopien wioknienia, rozmieszczenie poszczegdlnych
typoéw komorek, ich wzajemne relacje, strukture i ewentualng przebudowe tkanki kostne;.
Korzysci uzyskiwane z oceny materialu pozyskiwanego w biopsji aspiracyjnej i TB

przedstawiono w tabeli 8. [56,57]
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Szpik z biopsja aspiracyjna Trepanobioptat

*Komorkowos¢ szpiku, obecnosc

| poszczeg6lnych linii komdrkowych
"Liczba l?laStéW =Utkanie i architektonika szpiku
-Pr?porCJa M:E *W1ldknienie
Mielogram *Ocena podscieliska

*Ocena zaburzen jakosciowych komorek . .
=Immunohistochemia

Cytochemiczna charakterystyka komorek
% charakiclyslyia Komore =Zaburzenia linii ptytkotworczej

=Charakterystyka immunofenotypu
ysty P *Rzeczywista liczba blastow

*Okreslenie zmian cytogenetycznych
- ytogenetyezny *Pozyskanie mikroskrawkow

*Ocena technika genetyki molekularne;j

Tabela 8. Porownanie parametrow ocenianych w materiale pozyskanym
technikg biopsji aspiracyjnej z szpiku oraz trepanobiopsji (wg Orazi A.)

Trepanobiopsja nalezy do badan inwazyjnych. Zabieg ten wykonuje si¢ najczesciej
igla Yamshidi z modyfikacja wg Islama. Bardzo rzadko zabieg pozyskania fragmentu
kostnego przeprowadza si¢ za pomoca osteotomu. Material do oceny pobierany jest
zazwyczaj z kolca biodrowego tylnego gornego, znacznie rzadziej z innych lokalizaciji,
miedzy innymi z grzebienia lub z talerza kosci biodrowej (2 cm ponizej oraz 2 cm ku
tylowi od kolca biodrowego przedniego goérnego) i z kolca biodrowego przedniego. Opis
techniki wykonania zabiegu przedstawiono w aneksie.

Wartos¢ praktyczna badania TB znacznie wzrosta dzigki zastosowaniu nowych
technik  badawczych-  szczegélnie  badan  immunohistochemicznych  (BIH)
I cytogenetyczno-molekularnych. Materiat pozyskany w TB pozwala na wykonanie
dodatkowych reakcji umozliwiajacych réwniez ocene wiodknienia i/lub potwierdzenia
obecno$ci komorek patologicznych. [57-59]

W ostatnich latach wskazania do wykonania oceny TB podlegaly zmianom,

wynikajacym z zastosowania nowych technik diagnostycznych m.in. BIH, FISH badz
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PCR. Aktualne wskazania do przeprowadzenia oceny histologicznej szpiku przedstawiajg
si¢ nastepujaco:
o brak materiatu z biopsji aspiracyjnej cienkoiglowe;j (,,puste biopsje”)

o diagnostyka cytopenii
o podejrzenie wtoknienia szpiku

o diagnostyka chtoniakdw (ziarniczych , nieziarniczych i szpiczaka

plazmocytowego)
o diagnostyka ostrej biataczki szpikowej (wskazanie wg ELN 2008)
o diagnostyka ostrej biataczki limfoblastycznej
o diagnostyka przewlektych nowotworéw mieloproliferacyjnych
o diagnostyka mastocytozy
o podejrzenie przerzutdéw nowotworowych do szpiku
o podejrzenie choroby spichrzeniowej
o ustalenie stopnia aplazji lub hipoplazji szpiku
o monitorowanie odpowiedzi na leczenie

o ocena obecnosci choroby resztkowej [58,60,61]

W ostrej bialaczce szpikowej od 2008 roku rekomendowane jest wykonywanie
trepanobiopsji. W niektoérych okolicznosciach AML moze stanowi¢ powazny problem
diagnostyczny. Dotyczy to nie tylko sytuacji, w ktorych nie udaje si¢ pobra¢ materiatu
z biopsji aspiracyjnej szpiku. Zdarza si¢, ze uzyskany aspirat nie jest w wystarczajagcym
stopniu reprezentatywny do ustalenia rozpoznania. Z tego powodu, ocena trepanobioptatu
jest lepszym narzedziem diagnostycznym, shluzgcym rdéwniez ocenie wystepowania
choroby resztkowej na dalszych etapach terapii, zwlaszcza przy wykorzystaniu oznaczen
immunohistochemicznych. [59,62]

Na przestrzeni ostatnich lat wykorzystywano trepanobiopsj¢ w ocenie aktywnos$ci
AML na roznych etapach terapii. Badanie to uzupelnione o oznaczenia
immunohistochemiczne, jest wiarygodne, zwlaszcza w odniesieniu do oceny
komodrkowosci szpiku i1 potwierdzenia wystgpowania komorek blastycznych. Ponadto,
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materiat z aspiracji szpiku bywa w mniejszym lub wigkszym stopniu zanieczyszczony
krwig obwodowa i z tego powodu uzyskany preparat jest nie w pelni reprezentatywny.
Analiza retrospektywna autorow brazylijskich, obejmujgca lata 1978-2009 wskazuje, ze
wyniki oceny materialu z biopsji aspiracyjnej 1 TB koreluja ze sobg w stopniu
pozwalajacym na wykorzystanie tych technik do réwnoleglej oceny. [63] W grupie prawie
650 pacjentow z AML zgodno$¢ oceny cytologicznej i histologicznej szpikuoszacowano
na 92,8%. Ponadto, zastosowanie materialu uzyskanego z TB zmienilo rokowanie i
stratyfikacje ryzyka zwigzanego z choroba, odpowiednio u 5,2% pacjentdéw na etapie
wczesnej oceny (14-21 doba), 3,7% po zakonczeniu terapii indukujgcej oraz u 2,4% na
innych etapach leczenia. Czuto§¢ wykrywania choroby resztkowej z zastosowaniem biopsji
aspiracyjnej wyniosta odpowiednio 86,8%, 82,3%, 82,5% 1 94,2% w kolejnych etapach
postepowania diagnostyczno-terapeutycznego. Saini i wsp. podkreslaja, ze czuto$¢ metody
BAC (biopsja aspiracyjna cienkoigtowa) szczegdlnie w odniesieniu do oceny po indukcji
remisji moze zwigkszac liczbe pacjentow, u ktdrych stwierdzana jest remisja catkowita, co
stanowi wazng implikacje¢ kliniczng 1 terapeutyczng. Sformulowano takze teze¢, ze badanie
z materialu pozyskanego w trepanobiopsji dostarcza wielu klinicznie waznych informacji
I cechuje si¢ wyzsza czuloScig anizeli badanie cytologiczne szpiku, dlatego ICSH (ang.
International Committee of Standarization in Hematology) zaleca jednoczasowe ich

stosowanie i wspolng interpretacje¢. [56,64-69]

1.5 Znaczenie badan immunohistochemicznych w materiale bioptycznym

Badania immunohistochemiczne posiadaja ugruntowane miejsce w diagnostyce
nowotworow, a na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat istotnie wzrosta liczba ocenianych

antygenow z linii limfo - i mieloidalnej (tabela 9).
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AML
CD34, CD103, MPO, HEM, CD61, CD42b, CD68R, CD163, lizozym, CD56
ALL

CD34, TdT, CD10, CD79a, PAX5, CD20, CD3, CD7, CD2, CD5, CD7, CD4, CDS,
CDla

AML - ostra biataczka szpikowa; ALL — ostra biataczka limfoblastyczna; HEM —
hemoglobina; MPO — Mieloperoksydaza.

LAML z specyficznymi nieprawidlowosciami cytogenetycznymi PAXS, CD79a [ t
(8,21)], NPM cyto + (kariotyp prawidlowy)

Tabela 9. Immunohistochemiczne odréznienie AML od ALL (wg Orazi A.)

Postep w technice badan immunohistochemicznych spowodowatl skrocenie czasu
przygotowania preparatow do oceny, co istotnie wptywa na podejmowanie wczesnych
decyzji terapeutycznych. W ostrych biataczkach ocena TB uzupeliona o badania
immunohistochemiczne antygenu CD34, CD117 i HLA, pozwala na okreslenie liczby
biataczkowych komorek prekursorowych. Warto$¢ diagnostyczna trepanobioptatu
szczegOlnie wzrasta, gdy wspotczynnik M:E (liczba komoérek z linii mieloidalnej do linii
erytroidalnej) jest niski. Ponadto, badanie to pozwala na cato$ciowa ocen¢ szpiku, a jego
wysoka warto$¢ diagnostyczna zwigzana jest z precyzyjniejszym doszacowaniem liczby
komorek obecnych w szpiku, w tym takze w trudno dostgpnych dla aspiracji miejscach,
takich jak okolice okotobeleczkowe. W szczegdlnych sytuacjach klinicznych - np. w ostrej
bialaczce megakarioblastycznej czy W ostrym zwldknieniu szpiku, ocena materiatu
Z trepanobiopsji pozostaje podstawowa metoda identyfikacji choréb proliferacyjnych
uktadu krwiotworczego, gdyz pozyskanie reprezentatywnej probki materiatu droga
aspiracji jest praktycznie niemozliwe. Warto$¢ diagnostyczna trepanobioptatow w ocenie

zespotow mielodysplastycznych i wtornych AML jest niepodwazalna, gdyz pozwala na
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wykluczenie  wystepowania  zmian  reaktywnych, ktéore moga towarzyszyc
dyshematopoezie. Waznych informacji klinicznych dostarczaja wyniki badan
immunohistochemicznych, szczegolnie w Zespotach mielodysplastycznych
Z towarzyszacym witdknieniem oraz ubogokomorkowym szpikiem. W obu przypadkach,
wystepowanie widkien retikulinowych Iub stluszczenia pozwala doprecyzowad
rozpoznanie, szczeg6lnie, gdy wynik badania szpiku z biopsji aspiracyjnej jest trudny do
interpretacji. [56,58,64]

Wedlug czgsci autoréw, ocena liczby komoérek blastycznych w  badaniu
histologicznym szpiku jest bardziej wiarygodna anizeli oznaczenia wykonane
z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej. Chociaz liczba komorek okreslana
W cytometrze jest znacznie wyzsza niz w badaniu histologicznym szpiku, to jednak istnieje

duze prawdopodobienstwo rozcienczenia ocenianego materialu krwig obwodowa, co

z kolei obniza wiarygodno$¢ otrzymanego wyniku. [70]

Fot. 1. Trepanobiopsja — barwienie H+E (powigkszenie x400)

autor zdjecia prof. M. Komarnicki
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1.5.1 Antygen CD34

Czasteczka CD34 to biatko przezbtonowe, nalezace do grupy sialomucyn,

wystepujace powszechnie u ssakow. (rycina 1)[71-73]

SCHEMAT BUDOWY ANTYGENU CD34

ry
Phia
)> Cze$é¢ zewnatrzkomérkowa

Mr=110 kD
Mr (=SA) = 150 kD
Mr (-CHQO) = 40 kD

i Czes¢ przezbtonowa

< N- CHO Czes¢ wewnatrzkomoérkowa

-<< 0-CHO

Y

aktywne biatko C - kinazy

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie struktury CD34 (wg Lanza i wsp.,)

U cztowieka antygen CD34 wystepuje w postaci kilku izoform. Krotsza forma

CD34 o masie czasteczkowej 100 kDa, sktada si¢ z 323 aminokwasow (aa), a jej domena
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wewnatrzkomoérkowa zbudowana jest z 16, a w formie dtuzszej, z 73 aa. Czasteczka CD34
zbudowana jest z 385 aa, kodowanych przez gen na chromosomie 1 (1q32), obok genoéw
kodujacych czasteczki odpowiedzialne za przyleganie do podscieliska i aktywacje kaskady
wigzgcej uktad dopetniacza (laminina B,, E-selektyna i L-selektyna). W zwigzku z bliskim
sasiedztwem, wysuwane s3 hipotezy sugerujace zwigzek ekspresji CD34 z funkcjami

regulatorowymi. [74-77]

Ekspresje czasteczki CD34 wykazano przede wszystkim na komorkach
macierzystych i komorkach progenitorowych oraz na niektorych dojrzatych komorkach
uktadu krwiotwodrczego (mastocyty). Ocenia si¢, ze 2-4% leukocytow szpiku wykazuje
ekspresje CD34, we krwi odsetek ten jest nizszy i1 wynosi odpowiednio 0,01-0,9%
komorek. Obecnos¢ antygenu CD34 wykazano rowniez na komodrkach srodblonka
naczyniowego, fibroblastach, fibrocytach, niektorych komoérkach nowotworowych (np. rak
okreznicy), nowotworach pochodzenia mezenchymalnego ($luzowe,
naczyniakowtokniaki), na komodrkach uktadu nerwowego, komoérkach thuszczowych,

dendrytycznych, tkanki tacznej, , a takze w miejscu stanu zapalnego. [77-79]

W komoérkach pochodzenia szpikowego antygen CD34 wystepuje zarowno
W cytoplazmie jak i na btonie komodrkowej. Jego ekspresja na komoérkach §rdédbtonka nie
jest jednak powszechna, glownie wystepuje on na mikrokosmkach. W chorobach
hematologicznych ekspresje antygenu CD34 wykazano u ok. 40% pacjentow
z rozpoznaniem AML, u 65% chorych na ostrg biataczkg limfoblastyczng pre-B i u 4-5%
pacjentow z ostrg biataczkg limfoblastyczng T-komoérkowsa. W przewleklej biataczce
limfocytowej oraz chioniakach ekspresja antygenu CD34 jest spotykana bardzo rzadko.
[78,80]

Mimo trzech dekad od odkrycia czasteczki CD34, jej funkcja w odniesieniu do
hematopoezy nie zostala w pelni poznana. Udowodniono, ze prawidlowe wartosci
ekspresji antygenu CD34 s3 niezbgdne do podziatu 1 roznicowania komorek
progenitorowych. Podkresla si¢ takze zwigzek tego antygenu z aktywacja i mobilizacja
HSC. [78] Czasteczka CD34 bierze rowniez udzial w procesie adhezji leukocytow do
srodbtonka naczyn. Cz¢$¢ autorow uwaza, ze CD34 jest takze zaangazowane
w przekazywaniu sygnaléw migdzykomoérkowych oraz proces adhezji komorek. Tym
niemniej, bogata w mucyn¢ domena wewnatrzcytoplazmatyczna blokuje adhezje¢ i utatwia

komorkom prekursorowym migracje do miejsca przeznaczenia. [78,81]
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Fot. 2. TrepanoblopSJa-ocena IH CD34+(powigkszenie x 400),

autor zdjecia prof. M. Komarnicki
1.5.2 Antygen CD117

C-Kit (CDI117) to protoonkogen kodujacy przezblonowy receptor kinazy
tyrozynowej o m.cz 145 kD. CD117 nalezy do typu III receptorow kinazy tyrozynowe;.
Wykazuje podobienstwo strukturalne i funkcjonalne do PDGF (ang. Platelet - Derived
Growth Factor - ptytkopochodny czynnik wzostu), M-CSF (ang.Macrophage Colony
Stimulating Factor - czynnik wzrostu makrofagow) i liganda FLT3. Posiada 3 czeSci:
zewnatrzkomorkowa, przezbtonowa 1 wewnatrzkomoérkows; budowe tej czasteczki

przedstawiono na rycinie 2. [82-86]
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Rycina 2. Schemat budowy antygenu CD117 wg Tsao.

Gen dla c-Kit zlokalizowany jest na chromosomie 4. W warunkach prawidtowych
aktywacja c-Kit zachodzi przy udziale liganda, ktorym jest czynnik wzrostu komorek
macierzystych (SCF- ang. Stem Cell Factor).

Po potaczeniu receptora z ligandem, dochodzi do utworzenia dimeru i aktywacji
wewnetrznej kinazy tyrozynowej. Zasadniczym momentem dla procesu aktywacji jest
fosforylacja, uruchamiajaca w sposob kaskadowy kolejne reakcje, prowadzace do
aktywacji czynnikow transkrypcji komorek docelowych. Ostatecznie przeklada si¢ to na
regulacje aktywnos$ci kluczowych procesow zachodzacych w komorkach takich jak:
apoptoza, roznicowanie, podziaty, przyleganie oraz chemotaksje. Czastka CD117 bierze
udziat w proliferacji mastocytow, melanocytow, komoérek nabtonka w przydatkach,
komorek Cajala w przewodzie pokarmowym, komodrek germinalnych, neuronéw, a takze

komorek hematopoetycznych. [82,87]

Mimo, Ze od odkrycia antygenu CD117 uptyneto juz ponad 25 lat, stanowi on nadal

przedmiot wielu badan. Szczeg6lng uwage zwraca si¢ na mutacje genu c-Kit. Mutacje te
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mogg dotyczy¢ zaréwno centrum aktywnego kinazy, jak rowniez moga by¢ zwigzane
zregulacja jego ekspresji. Udowodniono réwniez zwigzek wystepowania mutacji

aktywujacej w protoonkogenie c-Kit z transformacja nowotworowa. [88,90]

Obecno$¢ mutacji aktywujacej (nabycia funkcji) CDI117 stwierdzana jest

w licznych chorobach nowotworowych, migdzy innymi w :

- guzach podscieliska przewodu pokarmowego GIST (gastrointestinal stromal
tumor)

- migsakach (mig¢sak Ewinga)

- nasieniakach

- nowotworach pochodzenia embrionalnego

- raku drobnokomoérkowym ptuc

- raku jasnokomorkowym nerKi

- niektorych typach raka jajnika

- niektorych typach raka piersi

- grasiczaku [83,87,88,91,92]

Warto$¢ prognostyczna ekspresji CD117 na komoérkach nowotworowych nie
zostata jednoznacznie potwierdzona. Metaanaliza badan wplywu ekspresji CD117 na OS
i DFS w wyzej wymienionych jednostkach chorobowych nie daje jednoznacznych
odpowiedzi. Zwigzek migdzy ekspresja CD117 a OS i DFS potwierdzono w niektorych
badaniach u pacjentéw z kostniakomigsakiem i rakiem nerki (szczegolnie u tych leczonych

operacyjnie). Sformutowanie wigzacych wnioskdw wymaga jednak dalszych badan. [87,93]

Receptor c-Kit i jego ligand SCF, odgrywaja kluczowa role w hematopoezie.
W warunkach fizjologicznych ekspresj¢ CD117 wykazuje okoto 4% komorek
progenitorowych szpiku, okoto 70% z nich wykazuje koekspresjc CD34. Sladowa
aktywno§¢ CD117 lub jej brak stwierdzono we wczesnych stadiach rozwoju limfocytow,

w tymocytach oraz komorkach NK. [88,94,95]

Prawidlowa aktywno$¢ kinazy tyrozynowej c-Kit jest warunkiem prawidtowego
przebiegu procesu krwiotworzenia w szpiku. Ligand c-Kit zwigksza dziatanie czynnikow
wzrostu komoérek hematopoetycznych (GM-CSF, G-CSF), interleukin (m.in 3 i 6), a wraz
z erytropoetyng zwigksza liczbe komoérek prekursorowych BFU-E (ang. Burst Forming
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Unit-Erythroid - jednostka wytwarzajaca kolonie erytroidalne). Ekspresja CD117 znaczaco
wzrasta w komorkach bialaczkowych pochodzenia mieloidalnego, erytroidalnego lub
megakariocytarnego. Rzadziej wykrywa si¢ go na komorkach szpiczaka, chloniaka
Hodgkina i chloniaka anaplastycznego. Identyfikacji antygenu CD117 mozna dokonac
w badaniach immunohistochemicznych w trepanobioptatach, badZ przy pomoca techniki
cytometrii przeptywowej oraz metod biologii molekularnej (reakcja PCR lub Northern
blot). [85,91,94,96]

Zgodnie z przyjetym pogladem, obecnos¢ CD117 na komoérkach biataczkowych, to
rzeczywisty wskaznik rdéznicowania mieloidalnego, ktory - zwlaszcza w korelacji
z ekspresja CD13 i CD33 - charakteryzuje si¢ wysoka swoistoscig. Nie udowodniono
jednak zaleznos$ci miedzy ekspresja CD117, a podtypem ostrej biataczki szpikowej wg
FAB, chociaz w przypadku biataczki typu M5b nie stwierdzono jego ekspresji. [97]

Czgsta ekspresja CD117 na komorkach biataczkowych pochodzenia mieloidalnego
1 brak tej obecnosci na limfoblastach, zwigksza warto$¢ diagnostyczng w réznicowaniu
tych rodzajow biataczek. Tym niemniej u 1/3 pacjentéw z AML nie mozna wykry¢
ekspresji CD117, stad wynika potrzeba zastosowania innych badan diagnostycznych.
[84,90]

Wedlug niektérych autoréw, wspotwystepowanie CD117 1 CD13, CD34, CD7
pozwala ze 100% czulo$cig 1 ok. 94% swoisto$cia przewidzie¢ obecnos¢ mutacji FLT3.
Dane z populacji azjatyckiej wskazuja, ze ekspresja CD117 czgéciej wystepuje u chorych
ze stwierdzang translokacja t(8;21), inv(16) lub z t(15;17). [84]

Produkt c-Kit jest zaangazowany w proliferacj¢ komorek blastycznych AML.
Badania in vitro na liniach komorkowych wskazuja, ze wzrost fosforylacji tyrozyny z c-Kit
koreluje z nasileniem podziatdéw komoérek biataczkowych. Bardzo prawdopodobne wydaje
sie, ze ekspresja CD117 jest zwigzana z charakterystyka choroby 1 wplywa na koncowy

wynik leczenia chorych na ostrg biataczke szpikowa. [84]

Podejmowane sg proby pomiaru cytometrycznego nie tylko obecnosci, ale rowniez
gestosci receptora c-Kit na komorkach biataczkowych. Sygnaly przekazywane przez
CD117 sa odpowiedzialne za interakcje migdzykomorkowe i za zatrzymywanie komorek

hematopoetycznych w obrebie szpiku. W warunkach fizjologicznych przyleganie to
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odbywa si¢ poprzez Sciezke VLA-4/VCAM (ang. Very Late Antigen-4/Vascular Cell
Adhesion Molecule-1 - integryna/endotelialny ligand dla integryny), a komorki
podlegajace migracji wykazuja mniejsza gestos¢ receptora c-Kit. W grupie pacjentow
Z rozpoznang AML stwierdzono, ze istnieje korelacja migdzy niska ekspresjg CD117 na
mieloblastach we krwi obwodowej i wysoka leukocytoza. Wysoka gestosc c-Kit (ktory jest
receptorem dla SCF) prawdopodobnie powoduje silne przyleganie mieloblastoéw do
podscieliska szpiku, co w konsekwencji hamuje apoptoz¢ i zwigksza przezycie komorek
bialaczkowych. Roznice w gestosci CD117 stwierdzane migdzy blastami obecnymi we
krwi obwodowej oraz szpiku potwierdzaja te obserwacje. Nieznaczna leukocytoza
uchorych z AML, zazwyczaj koreluje z wysoka gestoscig i intensywnoscig ekspresji
CDI117 na komorkach blastycznych, co wskazuje, ze CDI117 zabezpiecza komorki
blastyczne w szpiku, poprzez hamowanie ich przechodzenia do krwi obwodowej.
[84,90,98]

Fot. 3. Trepanobiopsja- ocena IH CD117 (powigkszenie x 400)

autor zdjecia prof. M.Komarnicki
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1.5.3 Bialko Ki67

Ki67, nichistonowe biatko jadrowe, jest uznanym w patofizjologii wskaznikiem
proliferacji komorkowej. Jednak dotychczas, jego funkcja pozostaje nie w pelni

wyjasniona i wiele zagadnien pozostaje w sferze hipotezy. [99-101]

Ki67, w odrdéznieniu od innych biatek zwigzanych z cyklem komérkowym, nie jest
obecne, badz obecne tylko w $ladowej ilosci w komorkach nie dzielacych si¢ lub
podlegajacych procesom naprawczym. Ta unikalna cecha sprawita, ze oznaczenie
antygenu Ki67 wykorzystano do wyliczania tzw. indeksu Ki67 (labeling index - LI),
okreslajacego wielko$¢ frakcji wzrostowej nowotwordw 1 w konsekwencji, do

prognozowania czasu przezycia pacjentow. [99,102]

Ki67 wystepuje w dwoch izoformach: krotkiej i diugiej, o masie czasteczkowej
odpowiednio 345 i 395 kD. Gen kodujacy Ki67 znajduje si¢ na dlugim ramieniu
chromosomu 10 (10qg25). Pierwszorzedowa struktura biatka Ki67 nie wykazuje
podobienstwa z zadna ze znanych sekwencji. W analize budowy kodujacej nici DNA
(cDNA), wyr6zniono nastgpujace czesci: koniec 5° sktadajacy si¢ z eksonu 1 1 eksonu 7,
najbardziej zréznicowana cze$¢ centralng oraz koniec 3°- zawierajacy miejsce wigzania

ATP/GTP i kodon STOP. [100-102]

Ki67 wystepuje w jadrze komérkowym we wszystkich fazach cyklu zwigzanego
z podziatem komorki (G1, S, G2, M), jest nieobecne natomiast w fazie spoczynkowej (GO0)
oraz w czasie procesow naprawczych. Potokres trwania Ki67 wynosi 60-90 minut.
Ilosciowa ekspresja Ki67 oznaczona technika cytometrii przeplywowej wskazuje na
szczegblnie duza zmienno$¢ w fazie G1 oraz tendencj¢ do stopniowego jej narastania
w kolejnych czesciach cyklu komorkowego (S 1 G2). W czasie mitozy, biatko ulega
procesom fosforylacji, defosforylacji, atakze dziataniu enzymow proteolitycznych.
Lokalizacja 1 stopien koncentracji Ki67 w czasie podzialu komorki ulega zmianie,
osiggajac najwicksza gesto§¢ w anafazie. Jak wskazuja badania przeprowadzone przy
uzyciu mikroskopu elektronowego biatko Ki67 zwigzane jest z tzw. gestym sktadnikiem
fibrylarnym jaderka (DFC — ang. Dense Fibrillary Component). Tlo$¢ Ki67 jest $cisle
regulowana przez ztozony uktad regulacyjny oparty na procesach syntezy i degradacji
przebiegajacy zudzialem proteasomow. [99,103] Lokalizacja Ki67 w czasie cyklu

komorkowego - rycina 3.[99]
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Wazrost ekspresji Ki67

G — faza spoczynkowa
G1 — faza duplikacji
G2 - faza naprawcza
M — mitoza
S — faza syntezy
Rycina 3. Lokalizacja Ki67 w cyklu komorkowym wg Syssel

Ekspresje antygenu Ki67 oznacza si¢ przy uzyciu metod immunohistochemicznych
lub cytometrii przeptywowej. O ile budowa Ki67 poznana jest do$¢ doktadnie, o tyle
znaczenie Ki67 w komorce podczas cyklu komoérkowego poznane jest W znacznie
mniejszym stopniu. W dostepnym pismiennictwie do$¢ dobrze udokumentowano
przydatno$¢ oceny Ki67 w diagnostyce nowotwordéw litych - w czerniaku, w zmianach
nabtonka szyjki macicy, w raku piersi, w raku prostaty, raku z komorek podstawnych
i trichoepitelioma. Natomiast nie udowodniono, aby wysoka aktywno$¢ Ki67 w chorobach
nowotworowych miata wptyw na pojawianie si¢ zmian o charakterze przerzutéow. [103]

Wartos¢ diagnostyczng Ki67 w onkologii przedstawiono w tabeli 10.
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1. Diagnostyka czerniaka

Ocena ekspresji pKi67 w melanocytach

2. Diagnostyka réznicowa zmiany w obrebie nabtonka szyjki
macicy

3. Diagnostyka i ocena stopnia dysplazji we wrzodziejgcym
zapaleniu jelita grubego

4. Diagnostyka réznicowa raka prostaty i hiperplazji
komérkowej

7 ——————————
o o

Diagnostyka réznicowa nowotwordow skory

Diagnostyka raka sutka

Tabela 10. Warto$¢ diagnostyczna Ki67 w onkologii

Oznaczanie Ki67 posiada takze duze znaczenie diagnostyczne oraz badawcze
w hematoonkologii, jest bowiem czynnikiem zar6wno prognostycznym  jak
I predykcyjnym. [104-106] Analiza jego ekspresji w komorkach krwi obwodowej osob
zdrowych wskazuje na obecno$¢ tego antygenu w populacji komorek dzielacych sig.
Proliferacja dotyczy $rednio ok. 2,7% limfocytow i 2,1% mononuklearéw krwi obwodowej,
co w wartosciach bezwzglednych przektada si¢ na 0,079 X 10° komoérek. Wsrod
limfocytow Ki67 pozytywnych 41% stanowig limfocyty T, 11,4% to limfocyty B.
Ekspresji Ki67 nie wykazano w monocytach. W szpiku oséb zdrowych ekspresja Ki67
oznaczona metodg immunohistochemiczng wynosi $rednio 7,4%; w komodrkach
erytroidalnych - 2%, linii granulocytarnej - 2,2%. Natomiast w materiale z TB odsetek

komorek Ki67 pozytywnych wynosi srednio 1%. [107]

W nowotworach uktadu chtonnego stwierdza si¢ wysoka warto$¢ indeksu Ki67
powigzang si¢ ze zmniejszonym odsetkiem przezycia u chorych z chtoniakiem z komodrek
ptaszcza (MCL - ang. Mantle Cell Lymphoma). OkreSlanie stopnia ekspresji Ki67
przydatne jest w chioniakach nieziarniczych (NHL — ang. Non-Hodgkin Lymphoma),
zwlaszcza w przypadku transformacji do chtoniaka o agresywniejszym przebiegu. WysoKi
indeks proliferacyjny - bliski 100% charakteryzuje bardzo aktywne nowotwory - np.
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chloniaka Burkitta. Oznaczenie Ki67 jest pomocne w NHL, w ktorych proliferujacych
komorek jest duzo, lecz wykazujg znaczne rozproszonie (np. T-cell rich B-cell, chtoniak
angioimmunoblastyczny). Ki67 badano takze w materiale z biopsji we¢ztow chtonnych
w przero$cie grudkowym, chorobie Castelmana, chtoniaku grudkowym (FL — ang.
Follicular Lymphoma), chtoniaku strefy brzeznej (MZL — ang. Marginal Zone Lymphoma)
I mieszanej hiperplazji, co pozwala odrozni¢ reaktywny przerost grudkowy od FL.
[108,109]

W odniesieniu do szpiczaka (MM -ang. Multiple Myeloma) i MGUS (ang.
Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance - gammapatia monoklonalna
0 nieustalonym znaczeniu) indeks proliferacyjny okreslony w limfocytach krazacych byt
istotnie wyzszy u chorych na MM w poréwnaniu z pacjentami z MGUS, a takze osob

z grupy kontrolnej. [104]

Badania aktywnos$ci Ki67 prowadzone s3a réwniez w odniesieniu do wielu
zagadnien, takich jak - gojenie si¢ ran, starzenie organizmu, nowotworzenie oraz biologia

rozwoju.

Fot. 4. Trepanobiopsja- ocena Ki67, (powiekszenie x 400)
autor zdjecia prof. M.Komarnicki
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1.6 Angiogeneza

Angiogeneza to proces wytwarzania nowych naczyn krwionosnych, zachodzi on w
zyciu zarodkowym i w okresie pozazarodkowym; ma ona miejsce zarowno w Stanach
fizjologicznych jak i w patologii. Fizjologicznie, w Zyciu pozazarodkowym angiogeneza
pojawia si¢ w przypadku gojenia ran, wzrostu kosci, u kobiet podczas cyklu

menstruacyjnego (faza lutealna) oraz w cigzy przy tworzeniu tozyska. [110]

W stanach patologii nasilona angiogeneza towarzyszy przede wszystkim procesom
nowotworowym. Zjawisko to poznano w biologii guzow litych przy tworzeniu si¢ nowych
naczyn. Angiogeneza jest wynikiem wystgpowania mutacji w obrgbie genow
supresorowych lub onkogendéw. Dotychczas zdefiniowano szereg substancji dziatajacych
na komorki $rodbtonka, posiadajacych wptyw na przebieg powstawania nowych naczyn
krwiono$nych. Czynniki te mogg by¢ wydzielane w sposob auto-, endo- lub parakrynny.
Najwazniejsze czynniki proangiogenne to naczyniowo-srédblonkowy czynnik wzrostu
(VEGF - ang. Vascular Endothelial Growth Factor) oraz czynnik tkankowy (TF — ang.
Ttissue Factor). W wyniku procesow zwigzanych z miejscowg aktywacja uktadu
krzepnigcia, zwigkszeniem przepuszczalnosci naczyn, lokalnym niedotlenieniem
| wydzielaniem enzymow (metaloproteinaza), dochodzi do rozwoju nowych naczyn
krwiono$nych. Tak powstate naczynia, charakteryzuja si¢ szeregiem patologii w zakresie
struktury 1 funkcji; najczesciej posiadajg nierdéwne $wiatto, liczne rozgalezienia i1 krety
przebieg, co wynika z nieprawidlowosci dotyczacych poszczegdlnych czeéci Sciany
naczyniowej. Te nieprawidtowosci dotycza btony podstawnej z zaburzeniami proporcji
biatkowo-lipidowych, $rodbtonka (komoérki wykazuja chaotyczne ulozenie) oraz
przydanki, w ktorej dochodzi do zmniejszenia liczby perycytow. Przeptyw krwi
W zmienionym naczyniu jest nieskoordynowany i beztadny, zmienny czasowo
I przestrzennie. [110-112]

Angiogeneza towarzyszy rowniez nowotworom hematologicznym. Najlepiej
poznana jest ona w pierwotnej mielofibrozie. Do rozwoju nowych naczyn krwiono$nych
wszpiku  dochodzi réwniez w  przebiegu ostrych  biataczek,  zespotow
mielodysplastycznych,  dyskrazji  plazmocytowych i1 przewlektych  chordb
mieloproliferacyjnych. [68,112]
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Angiogeneza zwigzana jest z reakcja komorek podscieliska szpiku i stanowi
odpowiedZ na dzialanie cytokin, przede wszystkim TGF-p (ang. Transforming Growth
Factor B - transformujacy czynnik wzrostu ) i nabtonkowego czynnika wzrostu (EGF —
ang. Epidermal Growth Factor). Szacunkowo, nasilenie angiogenezy okre$la si¢ miarg
koncentracji naczyn krwiono$nych i wyraza si¢ jako $rednig gesto$¢ naczyn krwiono$nych
- MVD (ang. Mean Vessel Density). Chociaz miejsce oceny angiogenezy, jako narzedzia
prognostycznego w AML nie zostalo jednoznacznie ustalone, najnowsze doniesienia
wskazuja, ze u chorych zrozpoznaniem AML, w trepanobiopsji MVD jest znacznie
wigksza niz w grupie osob zdrowych. Duza gesto$¢ naczyn jest niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym. Sugeruje si¢, ze interakcje pomigdzy naczyniami krwiono$nymi
a komorkami biataczkowymi moga odpowiada¢ za oporno$¢ choroby na stosowane
leczenie. [112-114]. Podkreslane sg takze inne aspekty angiogenezy w przebiegu AML:

1. Komorki $rodbtonka moga wspomagaé komorki bialaczkowe poprzez
wydzielanie okreslonych czynnikow.

2. Komorki biataczkowe moga oddziatywaé na komorki srédblonka.

3. Poszukuje si¢ ,,brakujacych ogniw” czasteczek adhezyjnych takich, jak
komorki $rodblonka zatok, bioracych udziat w migracji komorek do ize
szpiku.

4. Komorki biataczkowe moga wykazywac koekspresje komorek srodbtonka.

5. Nisze naczyniowe w szpiku moga zawiera¢ inne typy komorek, w tym

pericyty okotonaczyniowe 1 interkalowane megakariocyty. [68,112,115]

W ostatnim czasie wzrasta liczba dowodow wskazujacych na bardzo wazng role
mikrosrodowiska szpiku w regulacji hematopoezy. W odniesieniu do chordb
hematologicznych, w tym AML;, mikrosrodowisko cechuje znaczna aktywnoSc.
[111,115,116] Komorki nowotworowe oddzialuja z podscieliskiem w  wielu
mechanizmach, przede wszystkim w celu zapewnienia mozliwosci wzrostu, podziatu
| przezycia. Typowa nisza biataczkowa znajduje si¢ wewnatrz mikrosrodowiska szpiku,
cho¢ komorki biataczkowe posiadaja réwniez zdolnos¢ migracji do innych tkanek, przede
wszystkim do watroby i $ledziony, czes$¢ blastow przekracza barier¢ krew-mdzg penetrujac
do osrodkowego ukladu nerwowego. Chociaz nie do konca poznany zostal model
funkcjonowania mikrosrodowiska szpiku i zachodzacych w nim proceséw, wyrézniono w

nim trzy przedzialy:
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1. Nisza srodkostna - zawiera u$pione komorki macierzyste
2. Nisza naczyniowa - reguluje migracj¢ komorek do i ze szpiku
3. Obszar centralny - wypetniony licznymi komérkami progenitorowymi w

fazie r6znicowania. [115]

U chorych na AML wykazano wzrost ekspresji VEGF i jego receptoréw: VEGFR1
(ang.Vascular Endothelial Growth Factor - czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego) i
jego receptorow VEGFR2. VEGF pobudza HUVECs (ang. Human Umbilical Vein
Endothelial Cells - ludzkie komoérki srodbtonka zyly pepowinowej) do sekrecji GM-CSF,
co z kolei powoduje wzrost komoérek blastycznych AML. Taki ukiad zalezno$ci
jednoznacznie wskazuje, ze komoérki AML wykorzystuja sygnaty angiogeniczne do
autokrynnej stymulacji 1 pobudzaja komorki endotelialne do wydzielania czynnikow

probiataczkowych, niezbednych do przezycia i proliferacji blastow. [110-114]

Fot.5a Trepanobiopsja- ocena angiogenezy (powiekszenie x400)

k8autor zdjecia prof. M.Komarnicki
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Fot. SbTrepanobiopsja- ocena angiogenezy (powigkszenie x400)

autor zdjecia prof. M.Komarnicki

1.7 Wloknienie

Wzrost zawarto$ci wiokien retikulinowych lub kolagenowych w szpiku okresla si¢
mianem wiloknienia. Zjawisko to najlepiej poznano w mielofibrozie, tym niemniej
wloknienie obecne jest rowniez w innych chorobach hematologicznych - wpozostatych
przewlektych nowotworach mieloproliferacyjnych (przewlekta bialaczka szpikowa,
nadplytkowo$¢ samoistna, czerwienica prawdziwa), W ostrej biataczce szpikowej-
zwlaszcza megakariocytowej, zespotach mielodysplastycznych, chtoniakach, szpiczaku
plazmocytowym, niekiedy wioknienie szpiku jest obecne w przerzutach nowotworowych
guzow litych (np. rak jelita grubego, rak prostaty). Dane kliniczne do$¢ jednoznaczne
wskazuja, ze pojawienie si¢ wloknienia jest zawsze niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym. [56,66] Mechanizm i potencjalne czynniki wptywajace na pojawienie si¢
wloknienia podzielono na kilka grup:
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1. Zmiany reaktywne w przebiegu choréb autoimmunologicznych, np.
tocznia uktadowego, twardziny.

2. Zmiany powstate pod wplywem zadziatania substancji toksycznych, np.
benzenu, promieniowania jonizujgcego.

3. Zmiany wynikajace z zaburzen osteopatycznych takich jak: niedobor
witaminy D, osteopetroza, niedoczynno$¢ tarczycy, osteodystrofia
nerkowa.

4. Zmiany rozwijajace si¢ w przebiegu niektorych infekcji, np. sarkoidozy,
gruzlicy, AIDS.

5. Zmiany zwigzane z procesem nowotworowym: chtoniaki ziarnicze
I nieziarnicze, przewlekte nowotwory mieloproliferacyjne, ostre biataczki

szpikowe. [65,66,117-119]

Termin zwidknienia szpiku odnosi si¢ do wystepowania wtokien retikulinowych
lub kolagenowych w szpiku, niezaleznie od podioza chorobowego. Wtdknienie moze

wykazywac posta¢ od rozproszonej do wysoce zwldkniale;.

Wildkna retikulinowe wykrywane sg przy zastosowaniu techniki barwienia srebrem
(metoda Gomoriego), a kolagen przy uzyciu barwienia Mallory'ego lub Massona.
Widknienie stwierdzane jest takze w populacji 0s6b zdrowych, jednak u nich nie stwierdza

si¢ zwldknienia o bardzo wysokim stopniu. Do oceny stosuje si¢ skalg Bauermeistera. [66]

Aktualnie, oceny wioknienia w szpiku przeprowadzane sg przy zastosowaniu
metody potilosSciowej, opracowanej jako konsensus grupy europejskich ekspertow.

W klasyfikacji tej uwzgledniono cztery stopnie widknienia:

Stopien 0: rozproszone wioknienie retikulinowe, bez skrzyzowan w odniesieniu
do normalnego szpiku.

Stopien 1: luzna sie¢ wtdkien retikulinowych z wieloma skrzyzowaniami,
zwlaszcza w obszarach okotonaczyniowych.

Stopien 2: rozsiana i1 gesta sie¢ wiokien retikulinowych z obszernymi
skrzyzowaniami, mogg wystepowac tylko lokalne, ogniskowe

skupiska wtokien kolagenowych albo ogniska osteosklerotyczne.
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Stopien 3: rozsiana i ggsta sie¢ wiokien retikulinowych, lokalne pakiety

kolagenowe lub ogniska osteosklerozy. [65,66]

Fot. 6. Trepanobiopsja- ocena witoknienia (powickszenie x 400)

autor zdjecia prof. M.Komarnicki

1.8 Uzasadnienie celu pracy

Na przestrzeni ostatnich czterdziestu lat znaczaco zwigkszyla si¢ przezywalnosé
chorych z rozpoznang AML. W latach 70-tych i 80-tych XX wieku $miertelno$¢ w grupie
pacjentdow otrzymujacych kuracje "3+7" w ciagu pierwszego miesigca leczenia
ksztattowata si¢ na poziomie 16- 18%, aktualnie dla tego samego przedzialu czasowego

wynosi szacunkowo od 3 do 5%.

Na zmniejszenie $miertelno$ci wptynelty w duzej mierze dziatania podejmowane
w okresie okoto chemioterapii - profilaktyka zakazen, wysokie standardy higieniczne,

nowe leki przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze i przeciwwirusowe. [4,32]
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Standardowy schemat terapii "3+7" to jeden z najstarszych schematoéw terapeutycznych,
ktory na przestrzeni dekad ulegal relatywnie niewielu zmianom- pozostajac w swoim
trzonie do$¢ konserwatywnym - w odniesieniu do antracyklin modyfikowano rodzaj
antracykliny 1 ich dawki. [120,121] Niektérzy autorzy postuluja dodanie kolejnego
chemioterapeutyku do istniejgcego schematu, co przektada si¢ na zwigkszenie skuteczno$ci

leczenia. [21]

Wyniki leczenia pacjentow z AML nie sg jeszcze w pelni satysfakcjonujace,
a poprawe w tym zakresie upatruje si¢ w indywidualizacji chemioterapii —w odniesieniu
do dawki i zastosowanych lekow. Z zagadnieniem tym wigze si¢ wczesna OcCena
skutecznosci leczenia i podjecie dalszych decyzji terapeutycznych.

Idea wczesnej oceny po leczeniu indukujagcym ma ponad 30 lat i na co dzien
z powodzeniem stosowana jest w praktyce pediatrycznej - u dzieci z rozpoznaniem ALL.
Ten model stat si¢ inspiracjg zastosowania wczesnej oceny w populacji oséb dorostych.

[122]

Leczenie dobrane indywidualnie do sytuacji chorego wydaje si¢ by¢
najwlasciwszym i najskuteczniejszym sposobem terapii.  Kluczowym zagadnieniem
pozostaje wybor optymalnych narzedzi diagnostycznych, ustalenie ram czasowych oceny

skuteczno$ci indukcji oraz kryteriow oceny remisji.

W  dostgpnej literaturze zagadnieniu wczesnej oceny aktywnosci choroby
u dorostych poswieca si¢ coraz wigcej uwagi.
Zdecydowanie najwigcej danych literaturowych w zakresie wczesnej oceny dotyczy:
- oceny krwi obwodowej (rozmaz, cytometria)
- oceny szpiku (biopsja aspiracyjna, cytometria, trepanobiopsja)

- badan z uzyciem technik biologii molekularnej — znajduja one zastosowanie
gtownie w grupie chorych z ostrg biataczka promielocytowa, w przypadku
pozostalych pacjentéw ograniczona przydatno$¢ metody wynika z faktu, ze
u okoto potowy chorych z rozpoznang AML nie wystepuje zadna ze znanych
aberracji, a FLT3 1 NPM1 sg stwierdzane u okoto 25% oso6b z AML. [123]

Czulo$¢ poszczegdlnych metod przedstawiono w tabeli nr 11.
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Metoda oceny minimalnej choroby resztkowej w Czulosé
AML

Ocena cytologiczna szpiku 1:20
Cytogenetyka (metafazy) 1:20
Cytogenetyka (interfazy) 1:100
Trepanobiopsja 1:1000
Cytometria przeplywowa 1:10.000
Biologia molekularna (PCR) 1:10.000

Tabela 11. Czuto$¢ metod oceny minimalnej choroby resztkowej (MRD) w AML

Pediatryczny model wczesnej oceny skuteczno$ci leczenia oparty na analizie
rozmazu krwi obwodowej okazatl si¢ niewystarczajacy w odniesieniu do populacji 0sob
dorostych (Arellano i wsp). [124]

W wigkszosci aktualnie dostepnych prac ocena cytologiczna szpiku byla podstawa
do przeprowadzenia analiz i okazata si¢ przydatna zwlaszcza w korelacji z dodatkowymi

informacjami uzyskanymi z oznaczen cytogenetycznych (grupa niemiecka i GOELAMS).
[125]

Pojedynczy autorzy positkowali si¢ trepanobiopsja. W tych ostatnich pracach ilos¢
uzyskanych informacji byla - szczegodlnie po uzupeinieniu badania 0 BIH - najpelniejsza
I najbardziej wiarygodna, zwlaszcza w kontekscie oceny komorkowosci szpiku
| ewentualnego wystepowania komorek blastycznych. W poréwnaniu do TB — szpik
Z aspiracji czgsto bywa zanieczyszczony krwig obwodowag 1 jest najcze$cie]
ubogokomoérkowy w tej fazie leczenia. [63] Grupa badaczy kanadyjskich dokonata

retrospektywnej analizy w grupie prawie 650 pacjentow z AML. Porownujgc dane
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uzyskane z oceny cytologicznej szpiku z informacjami zebranymi na podstawie TB ich
zgodno$¢ oszacowano na 92,8%. TB zmienila rokowanie 1 stratyfikacj¢ ryzyka
odpowiednio u 5,2% pacjentow na etapie wczesnej oceny (14-21 doba), 3,7% po
zakonczeniu indukcji 1 2,4% na innych etapach procesu terapeutycznego. Czutosé
wykrycia choroby resztkowej dla biopsji aspiracyjnej wyniosta odpowiednio 86,8%-
82,3%, 82,5% 1 94,2% dla wspomnianych wyzej przedzialéw czasowych. Saini i wsp.
podkreslajg, ze czulos¢ metody BAC szczegdlnie w odniesieniu do momentu oceny po
indukcji moze zawyzac¢ ilo$¢ pacjentow u ktérych stwierdzana jest remisja catkowita, a to
z kolei niesie ze sobg wazne implikacje kliniczne i terapeutyczne. Autorzy pracy formutuja
teze, ze TB dostarcza wielu dodatkowych i waznych ze wzgledow klinicznych informacji
I w porownaniu do BAC cechuje si¢ wigksza czutoscig. [69] Zalecenia ICSH wskazuja, ze

BAC i TB powinny by¢ wykonywane réwnoczasowo i interpretowane wspoélnie. [126]

Jednym z wazkich zagadnien, ktore pozostaje tematem badan jest czas
przeprowadzenia oceny. Wiekszos¢ autoréw postuluje jako optymalny czas oceny 12- 14
dzien kuracji indukujacej remisj¢ (+5 do +7 doba po Kuracji "3+7" ). Taki model zostat
rowniez przyjety przez NCCN i ELN. Standardy tych organizacji, postuluja wykonanie
oceny w oparciu o analiz¢ szpiku w okresie od 7 do 10 doby po zakonczeniu chemioterpii

indukujacej remisje. [32,33]

Uzasadnienie takiego wyboru w zakresie czasu oceny wynika z biologii komorek
biataczkowych- blasty wrazliwe na chemioterapi¢ powinny zosta¢ juz zniszczone,
a komorki prekursorowe odradzajacego si¢ szpiku na tym etapie terapii pozostaja
niewykrywalne. Wczesna odpowiedz na terapie¢ wynika z jednej strony z indywidualnych
predyspozycji pacjenta do metabolizowania lekow, z drugiej za$ z biologii komorek

biataczkowych.

Redukcja liczby blastow jest dobrym prognostykiem odpowiedzi na leczenie, cho¢
kryteria wczesnej oceny przedstawiajg si¢ bardzo niejednolicie. Najczgsciej punkt odcigcia
oscyluje  wokét  liczby  5%-10%  blastow. Skupiska komorek blastycznych sg
jednoznacznym dowodem na przetrwalg chorobe, problem interpretacyjny pojawia si¢

wprzypadku pojedynczych komorek blastycznych w ubogokomoérkowym szpiku. [127-131]

Waznym zagadnieniem pozostaje aspekt klinicznej przydatno$ci wczesnej oceny

szpiku po kuracji indukujacej remisje u pacjentow z AML.

58



Potencjalnie najwigkszymi beneficjentami wczesnej oceny sg pacjenci z posrednim
ryzykiem cytogenetycznym. Dane z dostgpnych rejestrow sa jednak dos¢ niespojne.
[132,133] Potrzebne sg dodatkowe prospektywne randomizowane badania na duzej grupie

chorych.

Wezesna ocena skutecznosci leczenia to mozliwo$¢ wcezesniejszego zastosowania
dodatkowej terapii u chorych z opornoscig choroby, z drugiej strony moze pomoc
w zidentyfikowaniu tych pacjentow, u ktorych leczenie moze by¢ mniej intensywne
(i mniej toksyczne). Podejmowane sg proby opracowania modeli matematycznych, ktore

pozwola w uporzadkowany sposob przewidzie¢ wynik remisji. [134,135]
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2. Cel pracy:

I. Ocena potencjalu diagnostycznego trepanobiopsji we wczesnej fazie

odpowiedzi na zastosowane
leczenie cytotoksyczne u pacjentow z AML.

2. Ocena wartos$ci oznaczen CD34, CD117, Ki67 oraz widknienia i angiogenezy

w materiale
trepanobioptycznym u pacjentéw z AML.

3. Analiza korelacji ilo$ciowych progoéw oznaczen ekspresji CD34, CD117

I Ki67 w prognozowaniu
catkowitej remisji po leczeniu indukujagcym remisj¢ u pacjentow z AML.

4.  Porébwnanie  wartosci  diagnostycznej  badania  cytologicznego

I histologicznego szpiku w grupie

pacjentdw z rozpoznaniem AML.
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3. Material i metody

3.1 Pacjenci

Poczatkowo, grupg badang stanowilo 64 pacjentow, z ustalonym rozpoznaniem
ostrej biataczki szpikowej, leczonych w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku
w Poznaniu w latach 2007-2014. Ostatecznie, ocenie poddano 56 pacjentow (tabela 12) -
30 kobiet i 26 mezczyzn - w wieku od 18 do 63 lat; ze srednig wieku 47,9+11,8 lat. Dla
kobiet wynosila ona 48,6+11,7 lat a 47,1£12,0 lat dla mezczyzn. (tabela 13) Z koncowe;j
analizy wylaczono 8 osob, ktore zmarty w okresie do +21 doby. Okres ten uznawany jest
jako niezbedny do regeneracji szpiku i podjgcia przez niego funkcji krwiotworczej po

zastosowanej chemioterapii indukujacej remisjg.

Pte¢ n %
Kobiety 30 53,6
mezczyzni 26 46,4

Tabela 12. Podzial pacjentow ze wzgledu na ptec

Wiek
n | $rednia [Mediana] Min. | Maks. | €% | 2z p

[lata] std.

Kobiety | 30 || 48,6 51,0 18 63 11,7

0,61 [0,54288
mezczyzni| 26 || 47,1 49,0 20 68 12,0

Ogoétem | 56 | 47,9 49,5 18 68 11,8

Tabela 13. Wiek pacjentow

Obserwacje badanych pacjentow prowadzono przez srednio 21,0+£22,5 miesiecy, od

1,3 do 76,3 miesigcy (mediana 11,3 miesigca).
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Pacjentow z rozpoznaniem AML klasyfikowano wedlug kryteriow WHO z 2016
roku. Ze wzgledow praktycznych — celem wyodregbnienia jednolitych grup — postuzono si¢
klasyfikacja FAB, ktora jest nadal stosowana w praktyce klinicznej (tabela 1). W grupie
ocenianych 0so6b - zarowno u kobiet jak i u mezczyzn - dominowat typ M, = Ten typ
biataczki rozpoznano tacznie u 30 oséb, w tym u 15 kobiet oraz 15 mezczyzn. Z nizsza
czestoscig — u 11 0sob — obserwowano typ Mi, w tym u 4 kobiet i 7 mezczyzn. Natomiast

typ My rozpoznano u 6 kobiet i u 2 mezczyzn. (tabela 14)

Rozpoznanie Kobiety [me¢zczyzni | Ogodtem
WIFAB 1 v | nw) | n
MO 133 | 000 | 108

M1 4133) | 7269 || 11 (19.6)

M2 | 15(0,0) | 1557,7) | 30 (53.6)

M4 6200) | 277 | 8(473)
M5 267 | 138 | 364
M6 267 | 138 | 364

Tabela 14. Rozpoznanie wg FAB

Pacjenci objeci badaniami, wg definicji ELN, wykazywali r6zny profil ryzyka
cytogenetyczno-molekularnego, u 4 0sob stwierdzono profil korzystny, au 12 posredni-1.
Najwigkszg grupe pacjentow stanowily osoby ze stopniem posrednim-2 — 19 iz

niekorzystnym - 21 oséb(tabela 15).
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Profil ryzyka Kobiety [Ime¢zczyzni|| Ogodtem
cytogenetyczno-
molekularnego n (%) n (%) n (%)
korzystny 4 (13,3) 0 (0,0) 4(7,2)
posredni-1 7 (23,3) 5(19,2) || 12 (21,4)
posredni-2 11 (36,7) || 8(30,8) || 19(33,9)
niekorzystny 8 (26,7) || 13(50,0) || 21 (37,5)

Tabela 15. Profil ryzyka cytogenetyczno-molekularnego

Stan ogdlny i jako$¢ zycia pacjentéw z ostrg biataczka szpikowa (wg skali ECOG-

WHO; tabela 7) byly zréznicowane; u zadnej z badanych osdb nie stwierdzono pelnej

sprawnos$ci (stopien ,,0” w szeS$ciostopniowej skali). Dominowato niewielkie i $rednie
uposledzenie zdolnosci codziennego funkcjonowania, odpowiadajace 1-Szemu oraz 2-

giemu stopniowi odpowiednio u 36 i 15 pacjentow. Wysoki -

tacznie pigciu u osob (tabela 16).

WHO/ECOG Kobiety [Ime¢zczyzni|| Ogodtem

przy przyjeeiu || %) n (%) n (%)
1. 19 (63,3) || 17 (65,4) || 36 (64,3)
2. 8(26,7) || 7(26,9) || 15(26,8)
3. 1(3,3) 2(7,7) 3(5,4)
4. 2(6,7) 0 (0,0) 2 (3,6)

Tabela 16. Ocena stanu og6élnego i jakosci zycia pacjentow

wg skali WHO/ECOG (przy przyjeciu)

3 i 4 stopien wykazano
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3.1.1 Charakterystyka parametrow laboratoryjnych ocenianych przy rozpoznaniu

ostrej bialaczki szpikowej

Przy przyjeciu pacjentow do Kliniki stwierdzano istotne odchylenia w odniesieniu
do wynikéw oznaczen st¢zenia hemoglobiny, liczby leukocytow oraz liczby ptytek krwi,
W poréwnaniu z warto§ciami referencyjnymi. Nieprawidtowosci odnotowywano réwniez
w globalnych testach krzepnigcia krwi (APTT, PT, INR oraz stezenia fibrynogenu, FDP
i D-dimeréw), a takze w rutynowych oznaczeniach biochemicznych (dehydrogenaza
mleczanowa, kwas moczowy 1 biatko CRP). U nielicznych pacjentow stwierdzano

zaburzenia elektrolitowe oraz podwyzszone stezenia kreatyniny (tabela 17).
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Parametr

laboratoryjny || Srednia | Mediana || Min. Maks. || Odch.std. 4 P

Hgb 5,92 5,67 420 12,00 1,24 4555 0,00001
5,65 4,88 3,73 31,00 4,24

Leu;2 35,340 7,630 1,100 | 291,000 66,119 6,44 |  0,00000
0,600 0548 | 0,013 2,520 0,455

Neut 5,696 1,145 0,029 51410 11,176 578 | 0,00000
0,110 0,023 0000 1,420 0,251

PLT 74,0 56,5 12,0 3130 60,5 578 | 0,00000
25,3 22,0 6,9 76,3 15,2

APTT 30,5 30,7 22,0 439 4,4 4,35 0,00001
33,8 32,2 24,7 48,2 5,8

PT 21,9 11,9 10,2 97,2 26,1 0,13| 0,89494
21,2 12,1 10,1 96,5 24,1

DD 5405 1036 119 60058 11329 0,50 | 0,61646
3836 1134 116 80000 11931

Fibrynogen 372,6 359,0| 2200 736,0 117,0 0,08| 0,93926
364,3 3450 2190 686,0 102,1

INR 1,15 1,10 0,90 1,80 0,17 1,33 | 0,18298
1,20 1,17 0,90 2,50 0,25

LDH 603,6 3590 1410 42950 698,8 578 | 0,00000
2219 150,0 700 | 14140 241,7

m(i";’gf’v y 260,9 2450 1190 4710 79,5 562 | 0,00000
165,4 143,0 76,0 5930 85,8

CRP 42,9 12,1 11] 2783 66,5 2,92 0,00345
70,2 39,6 04| 2521 66,7

Tabela 17. Parametry badan laboratoryjnych
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3.2 Metodyka badan

Integralng cze$cia analizy hematologicznej w momencie diagnozy byta ocena
rozmazu krwi obwodowej, cytologii szpiku i trepanobioptatow. Badanie rozmazu krwi
obwodowej po wybarwieniu preparatu odczynnikami Maya-Grunwalda i Giemsy (MGG)
obejmowato: ocen¢ wielko$ci, ksztattu, barwliwosci 1 ksztattu erytrocytéw, ocene
morfologii elementow jadrowych oraz okreslenie liczby komorek blastycznych. Rutynowo,

zgodnie z zaleceniami ELN analizowano >200 komorek jadrowych.

Dla potrzeb diagnostycznych, u badanych pacjentow wykonywano rutynowo

biopsje aspiracyjng szpiku oraz trepanobiopsj¢ (opis technik wykonania zabiegu - aneks).
Pozyskany trepanobioptat - cylindryczny fragment kostny o wymiarach ok. 2-3 mm x 18-
30 mm wypychano mandrynem na przygotowane szkietko zegarkowe lub bezposrednio do
naczynia transportowego zawierajacego 10% roztwor formaliny. Opisany materiat
przekazywano w ciagu 12 h do Zaktadu Patologii Nowotworow Wielkopolskiego Centrum
Onkologii celem przeprowadzenia jego oceny. Badanie trepanobioptatu przeprowadzano
wedtug przyjetych zalecen ICSH.[126] Z materiatu uzyskiwanego z biopsji aspiracyjnej
szpiku przeprowadzano badanie cytologiczne po zabarwieniu preparatow szpiku technikg
MGG z oceng komorkowosci, proporcji komorek uktadu erytroidalnego i granulocytarnego,
opisem ich morfologii orazz okresleniem wystepujacych zmian jakosciowych, odsetka
komorek blastycznych i obecnosci megakariocytow.
Przeprowadzano rowniez badania cytometryczne (Cytometr Przeptywowy Canto, Beckton-
Dickinson, z zastosowaniem przeciwcial anty CD34, CD117, CDI13, CD33, CDI11b,
CD11c, CD14, CD64, HLA-DR, MPO, CD79a, CD235a, CD41, CD61) i cytogenetyczne -
prowadzone technikg klasyczng oraz FISH. Natomiast badania molekularne (RUNX1-
RUNX1T1, CBFB-MYH1l, PML-RARA, MLLT3-MLL, mutacje FLT3-ITD, NPML,
CEBPA) wykonywano z krwi.

Wykonywane badania cytogenetyczne i1 molekularne standaryzowano wedhug
wytycznych miedzynarodowych. Na ich podstawie, dla kazdego pacjenta dokonano
indywidualnej stratyfikacji ryzyka cytogenetyczno-molekularnego wedtug zalecen ELN.
[136,137]

Ocen¢ morfologiczng komoérek szpiku dokonywano w oparciu o zalecenia ELN,

przyjmujac dla rozmazow szpiku odpowiednio analize¢ > 500 komorek jadrowych.
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Badanie trepanobioptatu obejmowato analiz¢: komoérkowosci szpiku, odsetka
komorek blastycznych, stopnia widknienia, nasilenia angiogenezy. W badaniach
immunohistochemicznych zastosowano oznaczenia pozwalajgce na rozpoznanie osStrej
biataczki szpikowej (CD34, CD117) oraz stuzace ocenie intensywnosci proliferacji klonu

biataczkowego (Ki67). [56,138]

Po ustaleniu ostatecznego rozpoznania ostrej biataczki szpikowej podejmowano
decyzje terapeutyczng. Wszyscy pacjenci leczeni byli wg jednolitego programu, ktory
skladat sie z arabinozydu cytozyny w dawce 200 mg/m? przez 7 dni (1-7) i daunorubicyny
w dawce 60 mg/m? podawanej przez 3 dni (1-3). Pomiedzy 7 a 10 doba od zakoficzenia
chemioterapii indukujacej remisj¢ wg powyzszego schematu przeprowadzano nastgpujace
badania: ocen¢ rozmazu krwi obwodowej i szpiku oraz trepanobioptatu, ponadto oceniano
morfologie krwi, przeprowadzano globalne testy uktadu krzepnigcia (APTT, PT, INR) oraz
badania biochemiczne obejmujace oceng aktywnosci LDH, biatka, CRP i stezenia kwasu

mMoczowego.

Czas obserwacji obejmowat okres od rozpoznania choroby do zakonczenia procesu
terapeutycznego. Za date diagnozy przyjeto date oceny pierwszego mielogramu, natomiast
zakonczenie procesu terapeutycznego to data zakonczenia obserwacji, przyjeta umownie
na 30.06.2015 lub data zgonu pacjenta. Wyniki leczenia oceniano na podstawie kryteriow
ELN 2008, wedtug definicji zawartych w tabeli nr 5.

Pacjenci, ktorzy uzyskali remisje, otrzymywali 2 lub 3 kursy konsolidacji wysokimi
dawkami arabinozydu cytozyny (3 g/m? co 12 godzin 1,3 i 5 dnia). Po tym leczeniu,
chorzy z grupy posredniego i wysokiego ryzyka kwalifikowani byli do leczenia
z zastosowaniem wyskodawkowej chemioterapii wspomaganej przeszczepieniem komorek
hematopoetycznych. Pacjenci, ktorzy nie spetniali kryteriéw remisji otrzymywali leczenie
reindukujace, wedlug schematu pierwotnej indukcji, wysokimi dawkami arabinozydu
cytozyny lub stosownie do protokolu FLAG-lda (fludarabina 30 mg/m? arabinozyd

2

cytozyny 2 g/m? 1- 5.dzien, idarubicyna 10 mg/m? 1.- 3. dzien, czynnik wzrostu

granulocytow 5 pg/kg od -1. do 4. dnia kuracji).

Wyniki badan poddano ocenie statystycznej z wykorzystaniem pakietu
statystycznego STATISTICA 10 PL. Za statystycznie istotne przyjeto te wyniki, dla
ktorych poziom istotnosci p byt < 0,05. W analizie wykorzystano nieparametryczny test

Manna-Whitneya, dla prob niepowigzanych; miarg tendencji centralnej dla tego testu jest
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nie $rednia jak w przypadkow testow t, a mediana. Do poréwnania parametrow badanych

zmiennych ilo§ciowych zastosowano nieparametryczny testu kolejnosci par Wilcoxona.

W celu okreslenia roznic zmiennych mierzalnych  postuzono  si¢
nieparametrycznym testem Manna-Whitneya. Do sprawdzenia zalezno$ci pomiedzy
zmiennymi jako$ciowymi w postaci tabeli kontyngencji 2x2 uzyto testu chi-kwadrat
z poprawka Yatesa oraz doktadnego testu Fishera. Natomiast, w odniesieniu do zmiennych
jakosciowych zaleznych dla tabeli kontyngencji 2x2 uzyto testu McNemara. Wyniki
regresji logistycznej przedstawiono w postaci ilorazu szans (OR —ang. Odds Ratio) z 95%
zakresem ufnosci (CI —ang. Confidence Interval) oraz statystyki chi-kwadrat Walda i
poziomu p. W ocenie OS, EFS i RFS wykorzystano analize przezycia, a wyniki

przedstawiono w formie wykresow prawdopodobienstwa przezycia Kaplana-Meiera.

Analiz¢ jednoczynnikowa 1 wieloczynnikowa czynnikéw predykcyjnych
wptywajacych na czas przezycia catkowitego przeprowadzono w oparciu o model regresji
proporcjonalnego hazardu Coxa. Uzyskane w ten sposdéb wyniki przedstawiono jako
wspotczynnik ryzyka (HR - ang. Hazard Ratio) z 95% zakresem ufnosci (Cl) oraz
statystyki Walda (W) i poziomu p. Za istotng statystycznie przyje¢to wartosé p<0,05.

Krzywag ROC (ang. Receiver Operating Characteristic) wykorzystywano jako
narzedzie do oceny 1 poréwnania mie¢dzy sobg modeli klasyfikacyjnych. Wyniki
porownania dwoch krzywych ROC opisano za pomoca wskaznika AUC (ang. Area Under
Curve - pole pod krzywa) wraz z odchyleniem standardowym przy 95% przedziale ufnos$ci

oraz statystyki Z i poziomu p.

Obliczenia statystyczne wykonano przy uzyciu pakietu STATISTICA 10PL.
Poprawnos$¢ uzytych testow zweryfikowat dr inz. Krzysztof Talaga (biuro STATIS).

Badania laboratoryjne wykonywano w Laboratorium nr 2 Szpitala Klinicznego
Przemienienia Panskiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Preparaty do oceny
rozmazu krwi obwodowej i szpiku, przygotowywano w Laboratorium Diagnostyki
Hematologicznej Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku w Poznaniu. Ich oceny
dokonywata autorka pracy. Badania cytogenetyczne i molekularne przeprowadzono
w Pracowni Cytogenetycznej i Biologii Molekularnej Laboratorium Diagnostyki
Hematologicznej  Szpitala Klinicznego Przemienienia Panskiego  Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu. Materiat uzyskany podczas trepanobiopsji opracowywano
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w Zakladzie Patologii Nowotworow Wielkopolskiego Centrum Onkologii w Poznaniu
(kierownik: prof. dr hab. n. med. Andrzej Marszalek), natomiast ocen¢ morfologiczng
| immunohistochemiczng trepanobioptatow przeprowadzit prof. dr hab. n. med.

Mieczystaw Komarnicki.

Badanie uzyskalo aprobate Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr 207/13 z dnia 07 marca 2013 roku).
Wszyscy pacjenci zostali poinformowani o celu badania i wyrazili pisemng zgode na ich

przeprowadzenie.

4. Wyniki badan

4.1. Charakterystyka parametrow laboratoryjnych w chwili rozpoznania ostrej
bialaczki szpikowej oraz w 7-10 dobie po zakonczeniu chemioterapii indukujacej

remisje

4.1.1. Ocena rozmazu krwi

We wstepnym postepowaniu diagnostycznym ocenie poddawano rozmazy krwi.
W analizowanych preparatach liczba komorek blastycznych wyniosta od 0 do 100%, ze

$rednig wartos$cia 56,13% i mediang 66%.

W okresie od 7 do 10 doby po zakonczeniu chemioterapii indukujgcej remisje
ocenie ponownie poddano rozmazy krwi. U 61 pacjentow (94,6%) analizowane preparaty
byty skrajnie ubogokomodrkowe w zakresie obecnosci komorek jadrowych. U pozostatych

3 0s0b (5,4%) wystepowaty wylacznie komorki blastyczne (o morfologii mieloblasta).

4.1.2. Badanie cytologiczne szpiku

W przeprowadzanej rutynowo w diagnostyce wstepnej ocenie cytologicznej szpiku
- st;2wierdzano $rednio 62,89+27,6% komorek blastycznych z mediang 69,75%.
W przeprowadzonej ocenie cytologicznej szpiku na wczesnym etapie po zakonczeniu
chemioterapii (+7 do +10 doba po leczeniu) preparaty u 48 pacjentow (83,3%) byly

ubogokomoérkowe 1 znajdowano w nich pojedyncze komorki jadrowe. U pozostatych
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8 0so6b (16,6%) szpik sklasyfikowano jak normalno- lub bogatokomoérkowy, ze $rednig

liczba mieloblastow 21% (mediana 21%).

4.1.3. Ocena szpiku technika cytometrii przeplywowej

W ocenie cytometrycznej szpiku na etapie diagnostyki wstepnej, odsetek komorek
blastycznych (CD34+) byt zblizony do stwierdzanego w badaniu cytologicznym szpiku,
srednia liczba mieloblastow wynosita odpowiednio 59,97+£27,49% vs. 62,89+27,99%
(mediana 61,5 vs. 69,8).

4.1.4. Ocena histologii szpiku

4.1.4.1 Komorkowos¢ szpiku

W ocenie histologicznej w okresie przed zastosowaniem chemioterapii szpik
wiekszosci pacjentow (89%) okreslono jako bogatokomdrkowy, ze $rednig wartoscig tego

parametru 91,3%=18,5% (mediana 100) (tabela 18).
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'Komoérkowos¢ preparatu
Ple¢ Srednia
%czas oceny n Mediana || Min. Maks. ¥sD
(%)
Kobiety t=0 30 85,8 100,0 5,0 100,0 22,4
mezezyzni t=0 26 97,7 100,0 50,0 100,0 9,9
Ogotem t=0 56 91,3 100,0 5,0 100,0 18,5

Ykomérkowosé szpiku oceniana w preparacie histologicznym
2 t=0 — ocena przy rozpoznaniu

% odchylenie standardowe

Tabela 18. Komoérkowos$¢ szpiku przy rozpoznaniu ostrej biataczki szpikowej okreslana w
materiale trepanobioptycznym

W analizie trepanobioptatow przeprowadzonej od +7 do + 10 doby po leczeniu, u 26
(46%) pacjentow szpik sklasyfikowano jako ubogokomoérkow,natomiast u pozostatych 30
(54%) chorych jako normalno lub bogatokomoérkowy. Komorkowos¢ szpiku wyniosta
srednio 34,1%+38,1% (mediana 6,0). W poréwnaniu z oznaczeniami przeprowadzonymi w
momencie ustalania rozpoznania byly to wartoSci nizsze, arodznica ta byla istotna
statystycznie (p<0,05). (tabela 19)
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'Komoérkowosé preparatu
Ple¢ Srednia
%czas oceny n Mediana | Min. Maks. ’sD
(%)
Kobiety t=1 30 28,2 5,0 5,0 100,0 34,4
Mgzczyzni t=1 26 41,0 10,0 2,0 100,0 41,6
Ogotem =1 56 34,1 6,0 2,0 100,0 38,1

komérkowosé szpiku oceniana w preparacie histologicznym

’t=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomiedzy 7 a 10 dobg po zakonczeniu
terapii indukujacej remisje

% odchylenie standardowe

Tabela 19. Komorkowos¢ szpiku okre§lana w materiale trepanobioptycznym u chorych na
ostrg biataczke szpikowa w 7 - 10 dobie po zakonczeniu chemioterapii indukujacej remisje

W analizie czestoSci osiggniecia remisji po I indukcji w zalezno$ci od
komodrkowosci szpiku ocenionej w okresie od +7 do + 10 doby po terapii wykazano, ze
uchorych ze stwierdzong opornoscia komorkowos¢ wyniosta $rednio 45,5%+41,5%
(mediana 30%), a u pacjentow osiagajacych CR 26,8+34,3% (mediana 5%), r6znica ta byta
istotna statystycznie (p<0,05). (tabela 20)
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Ocena po Komérkowos$¢ szpikuw badaniu histologicznym
zastosowaniu

o | indukgji Srednia
P J n Mediana | Min. | Maks. | *sD |%z. | 3p

(%)
Opornosé 22 45,5 30,0 5,0 100,0 415
— 1,91 |0,05049
Remisja 34 26,8 5,0 20 | 1000 | 344
calkowita

! odchylenie standardowe
“testManna-Whitneya

3prawdopodobieﬁs‘[wo

Tabela 20. Komodrkowo$¢ szpiku w materiale trepanobioptycznym u chorych na ostra
biataczke szpikowa ze stwierdzong opornoscig oraz osiggajacych remisje catkowita po
zastosowaniu | indukcji.

4.1.4.2 Analiza zawarto$ci komorek blastycznych
W analizie trepanobioptatow w zakresie oceny odsetka komorek z poszczegdlnych
linii komorkowych w momencie diagnozy wykazano dominacj¢ komorek uktadu
granulocytarnego - zwigzang z masywnym nacieczeniem homogenna populacja
mieloblastow- $rednig liczbe mlodych komoérek oszacowano na 73,2%+25,4%, (mediana

80%) (tabela 21).
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Liczba blastow
Plec , Srednia _ _ 5
czas oceny n Medianal| Min. || Maks. SD
(%)
Kobiety t=0 30 || 70,0 75,0 30,0 || 100,0 || 24,8
mezczyzni t=0 26 | 76,9 85,0 20,0 || 100,0 | 26,1
Ogotem t=0 56 | 73,2 80,0 20,0 || 100,0 | 254

! wzgledna liczba blastow w szpiku okreslana w preparacie histologicznym

2 t=0 — ocena przy rozpoznaniu

% odchylenie standardowe

Tabela 21. Wzgledna liczba komorek blastycznych szpiku przy rozpoznaniu ostrej

biataczki szpikowej przed leczeniem okreslana w materiale trepanobioptycznym

W analizie trepanobioptatow w zakresie oceny odsetka komorek blastycznych

wykazano, ze we wczesnym okresie po chemioterapii (+7 do +10 doba po leczeniu)

$rednia liczba niedojrzatych komorek wynosita 23,3+36,9%,(mediana 0). W poréwnaniu

do okresu sprzed leczenia wartosci te byly nizsze 1 wykazywatly istotng statystycznie

roznicg (p<0.05)(tabela 22).
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Liczba blastow
Plec , Srednia _ _ 5
czas oceny n Medianal| Min. || Maks. SD
(%)
Kobiety t=1 30 | 16,3 0,0 0,0 100,0 | 33,4
mezczyzni t=1 26 | 31,4 6,5 0,0 100,0 | 39,5
Ogobtem t=1 56 || 23,3 0,0 0,0 100,0 | 36,9

! wzgledna liczba blastow w szpiku okre$lana w preparacie histologicznym

2t=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomigdzy 7 a 10 doba po zakoficzeniu
terapii indukujacej remisje

¥ odchylenie standardowe

Tabela 22. Wzgledna liczba komorek blastycznych szpiku u chorych na ostra biataczke
szpikowa w 7 - 10 dobie po zakonczeniu chemioterapii indukujacej remisje

W grupie 34 chorych z CR po I indukcji u 29 pacjentow (85,3%) pacjentow liczba
blastéw w ocenie przeprowadzonej od +7 do +10 doby po kuracji indukujacej byta nizsza
niz 5%; natomiast u pozostatych 4 oséb (14,7%) byla ona wyzsza. U 22 oséb z oporno$cia
po pierwszej terapii "3+7" liczbg blastow >5% stwierdzono u 15 pacjentow (68,2%),
natomiast u 7 osob (31,8%) odsetek ten byt nizszy (tabela 23). W momencie wczesnej
oceny (+7 do +10 doba po chemioterapii indukujacej remisje) wyzszy odsetek komorek
blastycznych (powyzej 5%) czesciej obserwowano u pacjentow z opornoscig po I indukcji

niz u 0sob osiggajacych remisje catkowitg (p<0,05).
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Opornosé Remisja

. . po .
leclzba: komorhek leczeniu [ catkowita Test chi-kwadrat z
ajv){ci[z:nlyc po leczeniu poprawka Yatesa®
n=34
n=22
n (%) n (%) chi® df p
do 5% 7 (31,8) || 29 (85,3)

14,39 1 0,00015

powyzej 5% 15 (68,2) | 5 (14,7)

1t=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomigdzy 7 a 10 doba po zakofczeniu
terapii indukujacej remisje

2 Test chi-kwadrat z poprawka Yatesa, stosowano ze wzgledu na niskg liczebno$¢ grup;
pozwala na bardziej ,,0strozna oceng”

3df — stopien swobodywarto$é obliczana ze wzoru: df=k-p-1 (k- ilo$¢ klas wzietych do
obliczen, p- ilo§¢ parametréw szacowanych z proby)

Tabela 23. Ocena zalezno$ci pomiedzy liczbg blastow w czasie t=1, a wynikiem leczenia
po zastosowaniu | indukcji remisji

4.1.4.3 Ocena wloknienia

Nasilenie wioknienia ocenianego w trepanobiopsji w momencie postawienia
diagnozy i w czasie wczesnej oceny po chemioterpii (+7 do +10 doba po leczeniu)
wykazalo, ze sposrod 38 pacjentow (67,9%) u ktorych przed leczeniem nie stwierdzono
wldknienia, pojawito si¢ ono u 4 osob (7,1%) po zastosowaniu leczenia. W grupie 18
chorych (32,1%) z widknieniem szpiku przed leczeniem, u 4 pacjentow (7,1%) po
zastosowanej terapii wystgpowato ono nadal, natomiast u 14 chorych (25%) nie

stwierdzono widknienia (p<0,05). (tabela 24)

76



Wloknienie

7-10 doba po terapii Test McNemara

Przed leczeniem
bez y4

wldknienia ||wloknieniem

2chi® [ %df. | °p

wi()ltzre;enia 38 34 4
4,50 1 1[0,03389
z wloknieniem 18 14 4
Yiczba pacjentow
%test chi?

3df- stopien swobody

Tabela 24. Ocena wystgpowania wtoknienia okreslanego w materiale trepanobioptycznym
od chorych na ostrg biataczke szpikowa po zastosowaniu terapii indukcjacejrtemisje.

4.1.4.4 Ocena nasilenia proliferacji komorkowej
Do okreslenia nasilenia proliferacji komorkowej w grupie ocenianych pacjentow
wykorzystano oznaczenia antygenu Ki67. Jego ekspresje stwierdzano $rednio w 39,2+27,9%

ocenianych komorek (mediana 40) (tabela 25).
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'Antygen Ki67
Pleé ) Srednia ) . 3
czas oceny n Medianal| Min. || Maks. SD
(%)
Kobiety t=0 30 || 40,0 40,0 0,0 90,0 27,6
mezczyzni t=0 26 || 38,3 40,0 5,0 85,0 28,8
Ogodtem t=0 56 | 39,2 40,0 0,0 90,0 27,9

! okreslany w preparacie histologicznym szpiku barwionym immunohistochemicznnie
2 t=0 — ocena przy rozpoznaniu

% odchylenie standardowe

Tabela 25. Ocena wystgpowania antygenu Ki67 szpiku przy rozpoznaniu ostrej biataczki
szpikowej przeprowadzona w materiale trepanobioptycznym

W okresie wczesnej oceny po chemioterapii (+7 do + 10 doba po leczeniu)
ekspresje antygenu Ki67 stwierdzano $rednio w 21,8+£25,3% ocenianych komorek
(mediana 10). W poréwnaniu ekspresji Ki67 w dwoch przedziatach czasowych przyjetych
w pracy - w okresie po chemioterapii - stwierdzono istotnie nizsze warto$ci wporéwnaniu

z okresem sprzed leczenia (p<0,05) (tabela 26).

'Antygen Ki67
Ple¢ , Srednia . : 3
czas oceny N Mediana|| Min. || Maks. SD
(%)
Kobiety t=1 30 | 205 5,0 0,0 90,0 26,8
mezczyzni t=1 26 | 23,3 20,0 0,0 80,0 23,9
Ogodtem t=1 56 || 21,8 10,0 0,0 90,0 25,3

1 , . . . . . . . . .
okreslany w preparacie histologicznym szpiku barwionym immunohistochemicznie

%=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomigdzy 7 a 10 dobg po zakonczeniu
terapii indukujacej remisje

% odchylenie standardowe

Ta;bela 26. Ocena wystepowania antygenu Ki67 w 7 - 10 dobie po zakonczeniu
chemioterapii indukujacej remisje w materiale trepanobioptycznym od chorych na ostrg
biataczke szpikowa
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Szczegotowa ocena czestosci osiggnigcia remisji w  zalezno$ci od nasilenia
proliferacji, okreslanej warto$cig ekspresji Ki67 w trepanobioptatach w okresie od +7 do +
10 doby po chemioterapii indukujacej remisj¢ wykazata, ze w grupie 34 chorych z CR po |
indukcji u 30 pacjentow (88,2%) uzyskana warto$¢ byla nizsza niz 30%, a u pozostatych 4
0soOb, odsetek niedojrzatych komorek byt wyzszy od przyjetej granicznej wartosci 30%,
natomiast u 22 oséb z opornoscig po terapii ,,3+7” ekspresja Ki67 dla warto$ci powyzej
i ponizej 30% dotyczyta po 11 o0séb (50%) w kazdym z wyznaczonych przedziatow.
W momencie wczesnej oceny wyzszy wskaznik proliferacji komorkowej (powyzej 30%)
czedciej obserwowano u pacjentdéw z opornoscig po I indukcji niz u oséb osiggajacych

remisj¢ catkowita, a stwierdzona rdznica byla istotna statystycznie (p<0,05) (tabela 27).

. ] Opornos¢ | Remisja
&}g%bda lé"f[n‘_’rre]k po calkowita Test chi-kwadrat z
i 1ot-almc W |l leczeniu [no leczeniu poprawka Yatesa’

= n=34
n=22

n (%) n (%) chi? df P

do 30% 11 (50,0) 30 (88,2)

8,10 1 0,00442
Powyzej 30% 11 (50,0) 4(11,8)

1t=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomiedzy 7 a 10 dobg po zakonczeniu
terapii indukujacej remisje

2 Test chi-kwadrat z poprawka Yatesa, stosowano ze wzgledu na niskg liczebno$¢ grup;
pozwala na bardziej ,,0strozna oceng”

3df — stopieh swobodywarto$¢ obliczana ze wzoru: df=k-p-1 (k- ilo$¢ klas wzietych do
obliczen, p- ilo$¢ parametrow szacowanych z proby)

Tabela 27. Ocena zalezno$ci pomiedzy liczba komorek o fenotypie Ki67 w czasie t=1,
a wynikiem leczenia po zastosowaniu | indukcji remisji
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4.1.4.5 Analiza zawarto$ci komérek o fenotypie CD34"
W przeprowadzonych badaniach okreslano takze zawartos¢ komorek o fenotypie
CD34". Srednia warto$¢ w chwili postawienia rozpoznania wynosita 33,9+32,6% (mediana

25%) (tabela 28).

'Antygen CD34
Plec ) Srednia _ _ 5
czas oceny N Mediana|| Min. || Maks. SD
(%)
Kobiety t=0 30 || 33,6 22,5 0,0 90,0 34,9
;mezczyzni t=0 26 | 34,1 35,0 0,0 90,0 30,5
Ogotem t=0 56 || 33,9 25,0 0,0 90,0 32,6

! okreslany w preparacie histologicznymszpiku barwionym immunohistochemicznie
2 t=0 — ocena przy rozpoznaniu

¥ odchylenie standardowe

Tabela 28. Ocena wystegpowania komoérek z antygenu CD34 przy rozpoznaniu ostrej
biataczki szpikowej przeprowadzona w materiale trepanobioptycznym

Odsetek komorek z antygenem CD34" w okresie od 7 do 10 doby po chemioterapii
wyniost $rednio 18+29% (mediana 2%). W poréwnaniu z okresem ustalania rozpoznania

ostrej biataczki szpikowej, wartosci te byly nizsze (p<0,05) (tabela 29).
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'Antygen CD34
Pleé ' i . .
e 2czas oceny n Srg)ir)na Medianaf| Min. || Maks. | ®SD
Kobiety t=1 30 20,9 1,0 0,0 100,0 35,0
Mezczyzni t=1 26 14,7 6,0 0,0 75,0 20,2
Ogodlem t=1 56 18,0 2,0 0,0 100,0 29,0

! okreslany w preparacie histologicznym barwionym immunohistochemicznie

’t=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomigdzy 7 a 10 dobg po zakonczeniu
terapii indukujacej remisje

% odchylenie standardowe

Tabela 29. Ocena wystepowania antygenu CD34w czasie od 7 do 10 doby po zakonczeniu
chemioterapii indukujacej remisj¢ w materiale trepanobioptycznym od chorych na ostra
biataczke szpikowa

Ocena czestoéci osiagnigcia remisji w zaleznoéci od odsetka komoérek CD34"

stwierdzanych w ocenie trepanobioptatéw w okresie od +7 do + 10 doby po chemioterapii
wykazata, ze w grupie 34 chorych z CR po I indukcji u 28 pacjentow liczba komorek
CD34" byla nizsza niz 5%, a u pozostalych 6 0sob odsetek ten byt >5%. U 22 osob z
opornoscia po terapii ,,3+7” liczbe komorek CD34" powyzej 5% w ocenianym przedziale
czasowym, stwierdzono u 16 pacjentow (72,7%), a u 6 oso6b (27,3%) odsetek ten byt
nizszy. W momencie przeprowadzania wczesnej oceny (+7 do +10 doba po leczeniu),
wyzszy niz 5% odsetek komoérek CD34" czeéciej obserwowano u pacjentdéw z opornoscia
po I indukeji niz u 0séb osiggajacych remisje catkowita; a stwierdzone roznice byly istotne

statystycznie (p<0,05) (tabela 30).
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Remisja
Liczba komodrek Opor(;losc calkowita ]
blastycznych o po _ Test chi-kwadrat z
fenotyeie CD34*w || leczeniu flpo leczeniu poprawka Yatesa®
t=1 n=22 n=34
n (%) n (%) chi? df p
do 5% 6 (27,3) 28 (88,4)
14,76 1 0,00012
Powyzej 5% 16 (72,7) 6 (17,6)

1t=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomigdzy 7 a 10 doba po zakofczeniu
terapii indukujacej remisje

2 Test chi-kwadrat z poprawka Yatesa, stosowano ze wzgledu na niska liczebno$é grup;
pozwala na bardziej ,,ostrozna oceng”

3df — stopien swobodywarto$é obliczana ze wzoru: df=k-p-1 (k- ilo$¢ klas wzietych do
obliczen, p- ilo$¢ parametréw szacowanych z proby)

Tabela 30. Ocena zaleznosci pomiedzy liczba komoérek o fenotypie CD34" w czasie t=1,
a wynikiem leczenia po zastosowaniu | indukcji remisji

4.1.4.6 Analiza zawartosci komérek o fenotypie CD117"
W badanym materiale trepanobioptatycznym w okresie przedleczeniem
stwierdzono wystepowanie 47,5+32,8% (mediana 40%) komoérek o fenotypie
CD117"(tabela 31).
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'Antygen CD117
Plec ) Srednia _ _ 5
czas oceny N Medianal| Min. || Maks. SD
(%)
Kobiety t=0 30 | 42,2 37,5 0,0 90,0 33,6
mezczyzni t=0 26 | 53,7 45,0 0,0 100,0 | 31,3
Ogotem t=0 56 || 47,5 40,0 0,0 100,0 | 32,8

! okreslany w preparacie histologicznym szpiku barwionym immunohistochemicznnie

2 t=0 — ocena przy rozpoznaniu

¥ odchylenie standardowe

Tabela 31. Ocena wystepowania komorek z antygenu CDI117 przy rozpoznaniu

biataczki szpikowej przeprowadzona w materiale trepanobioptycznym

ostrej

W analizie liczby komérek o fenotypie CD117", we wczesnym okresie po terapii

stwierdzano $rednio 20,1+31,1% (mediana 3) tych komorek. W poréwnaniu z okresem

sprzed leczenia wartos$ci te byly nizsze, a rznice te wykazywaty znamiennos$¢ statystyczng

(p<0,05) (tabela 32).
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'Antygen CD117
Ple¢ Srednia
2czas oceny N Medianaf| Min. || Maks. | 3SD
(%)
Kobiety t=1 30 19,7 2,0 0,0 100,0 34,0
mezcezyzni t=1 26 20,6 50 0,0 80,0 28,0
Ogodltem t=1 56 20,1 3,0 0,0 100,0 31,1

1 okreslany w preparacie histologicznym szpiku barwionym immunohistochemicznie

’t=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomiedzy 7 a 10 dobg po zakonczeniu
terapii indukujacej remisje

% odchylenie standardowe

Tabela 32. Ocena wystepowania komorek z antygenu CD117 w 7 - 10 dobie po zakonczeniu
chemioterapii indukujacej remisj¢ w materiale trepanobioptycznym od chorych na ostrg
biataczke szpikowa

Ocena czestosci osiagnigcia remisji w zaleznosci od odsetka komoérek CD117"
stwierdzanych w ocenie trepanobioptatow w okresie od +7 do + 10 doby po chemioterapii
indukujacej remisj¢ wskazata, ze w grupie 34 chorych z CR po I indukcji u 27 pacjentow
liczba komérek CD117" byla nizsza niz 5%, a u pozostatych 7 osob byla wyzsza (p<0,05).
U 22 0s6b z opornoscia po terapii ,,3+7” liczbe komérek CD117" powyzej 5% stwierdzono
u 14 pacjentéw, a u 8 osob odsetek ten byt nizszy niz 5%. W momencie wczesnej oceny
zwigkszony odsetek komorek CD117" (powyzej 5%) czesciej obserwowano u pacjentow z
opornoscig po I indukcji anizeli u 0sdb osiggajacych remisje catkowita (p<0,05) (tabela
33).
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Remisja
Liczba komérek OpOl’(;lOSC calkowita _
blastycznych o po _ Test chi-kwadrat z
fenotyplie leczeniu [po leczeniu poprawka Yatesa®
+ —
CD117*w ' t=1 =22 n=34
n (%) n (%) chi? df p
do 5% 8(36,4) | 27(79.4)
8,8 1 0,0031
Powyzej 5% 14 (63,3) 7 (20,6)

' t=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomiedzy 7 a 10 doba po
zakonczeniu terapii indukujacej remisje

2 Test chi-kwadrat z poprawka Yatesa, stosowano ze wzgledu na niska liczebnosé
grup; pozwala na bardziej ,,0strozna oceng”

3df — stopien swobodywarto$é obliczana ze wzoru: df=k-p-1

gdzie:

k - ilo$¢ klas wzietych do obliczen,

p - ilo$¢ parametrow szacowanych z proby

(jezeli badamy zgodnos¢ rozktadu z rozktadem normalnym, wtedy rozktad mozemy
wyestymowac z dwoch parametrow: $redniej 1 odchylenia standardowego).

Tabela 33. Ocena zaleznosci pomiedzy liczba komérek o fenotypie CD117* w czasie t=1,
a wynikiem leczenia po zastosowaniu | indukcji remisji

4.1.4.7 Ocena angiogenezy
W ocenie angiogenezy okreslanej liczbg naczyn na milimetr kwadrat w preparatach
histologicznych szpiku w momencie diagnozy ostrej biataczki wykazano §rednie warto$ci

analizowanego parametru 16,5+23,4 (mediana 9,50) (tabela 34)
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'Angiogeneza
Plec ) Srednia _ _ 5
czas oceny n Medianal| Min. || Maks. SD
Kobiety t=0 30 || 18,30 || 8,50 0,00 |f 95,00 || 26,49
mezezyzni t=0 26 | 14,42 || 10,00 0,00 95,00 || 19,66
Ogdtem t=0 56 | 16,5 9,5 0,0 95,0 23,4

! okre$lana w preparacie histologicznym szpiku na podstawie analizy obecno$ci antygenu
CD34

2 t=0 — ocena przy rozpoznaniu

¥ odchylenie standardowe

Tabela 34. Ocena angiogenezy szpiku przy rozpoznaniu ostrej biataczki szpikowej
przeprowadzona w materiale trepanobioptycznym

W ocenie angiogenezy w trepanobioptatach we wczesnym okresie po chemioterapii
(+7 do +10 doba po leczeniu) sSrednia warto$¢ analizowanego parametru wyniosta
11,5£17,2. Nasilenie angiogenezy u wszystkich pacjentow bylo wyzsze w momencie

rozpoznania AML niz po zastosowanej chemioterapii - roznica ta byta istotna statystycznie
(p<0,05) (tabela 35).
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'Angiogeneza
Ple¢ .
“czas oceny n | Srednia [Medianal| Min. || Maks. || °SD
Kobiety t=1 30 [| 12,37 6,00 0,00 77,00 || 18,45
mezczyzni t=1 26 | 10,50 4,00 0,00 65,00 || 15,92
Ogotem t=1 56 115 55 0,0 77,0 17,2

Lokreslana w preparacie histologicznym szpiku na podstawie analizy obecnosci antygenu

CD34

’t=1 - czas przeprowadzenia oceny przypadajacej pomiedzy 7 a 10 dobg po zakonczeniu

terapii indukujacej remisje

¥ odchylenie standardowe

Tabela 35. Ocena angiogenezy szpiku u chorych na ostrg biataczke szpikowa w 7 - 10 dobie

po zakonczeniu chemioterapii indukujacej remisje

W grupie 34 pacjentow z remisjg catkowitg po I indukcji, nasilenie angiogenezy

wynosito $rednio 11,1£18,5 (mediana 0,0), a u chorych z opornoscia ksztattowalo si¢ na

poziomie 12,2+15,4 (mediana 8,0). Poziom nasilenia angiogenezy byt wyzszy u pacjentow

ze stwierdzong oporno$cig niz u pacjentdow osiggajacych remisj¢ catkowita, jednakze

roznica ta nie byla istotna statystycznie (p>0,05) (tabela 36).

Ocena po Angiogeneza
zastosowaniu
po | indukcji N Srednia || Mediana || Min. | Maks. || *sD [2z. | 3p
Opornos¢ 22 12,25 8,0 0,0 60,0 15,4
Remisia 1,42110,15561
) 34 11,1 00 [ oo | 770 | 185
catkowita

! odchylenie standardowe
2 test Manna-Whitneya
3 prawdopodobienstwo

Tabela 36. Ocena nasilenia angiogenezy w materiale trepanobioptycznym u chorych na ostra
biataczke szpikowa ze stwierdzong opornoscig oraz osiggajacych remisje catkowita po
zastosowaniu | indukcji.
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4.2 Ocena wynikow leczenia w analizowanej grupie chorych

Po leczeniu indukujagcym remisj¢ catkowita stwierdzono u 46 oséb co stanowi,

82,14% analizowanych chorych (tabela 37).

Remisja kobiety |[mezczyZni | Ogéltem
calkowita
n (%) n (%) n (%)
tak, po I indukcji 19 (63,3) 15 (57,7) 34 (60,7)
tak, po Il indukcji 5(16,7) 7 (26,9) 12 (21,4)

Tabela 37. Liczba pacjentdw z remisjg catkowitg po zastosowaniu I i Il indukcji.
Po pierwszej kuracji ,,3+7” remisje catkowita stwierdzono u 34 o0s6b (u 19 kobiet
I U 15 mezczyzn), kolejne 12 os6b (5 kobiet i 7 mezczyzn) uzyskatlo CR po 1l indukcji.
U 10 chorych (17,86%) wystapita oporno$¢ na zastosowang terapi¢ (tabela 38, 39).

Ocena wynikow || kobiety [mezczyzni | Ogélem
leczenia
n (%) n (%) n (%)
CR! 19 (63,3) 15 (57,7) 34 (60,8)
PR? 3(10,0) 1(3,8) 4(7,1)
Oporno$é 8 (26,7) 10 (38,5) 18 (32,1)

CR - remisja catkowita

2 - .
PR — remisja czg¢sciowa

Tabela 38. Ocena wynikow leczenia po zastosowaniu | indukcji remisji




kobiety [|mezczyzni | Ogolem
Ocena wynikow
leczenia n (%) n (%) n (%)
Oporno$é 8(26,7)] 10(38,) 18 (32,1)

Tabela 39.0porno$¢ na zastosowang terapi¢ ,,3+7” w leczeniu indukujacym

remisje

W  oparciu o przeprowadzong przed

cytogenetyczno-molekularnego

wiekszos¢

pacjentow  (71,43%)

leczeniem analize profilu

zostala

ryzyka

wstepnie

zakwalifikowana do przeprowadzenia w przysztosci wysokodawkowej chemioterapii

wspomaganej przeszczepieniem komorek krwiotworczych. Podjgcie takiej formy terapii

planowano u 40 0sob (19 kobiet i 21 mezczyzn) (tabela 40).

Kwalifikacja do - mezezvini .
transplantacji komorek kobiety ey Ogdlem
hematopoetycznych n (%) n (%) n (%)
Nie 11 (36,7) 5(19,2) [|16 (28,6)
Tak 19 (63,3) 21(80,8) |40 (71,4)

Tabela 40. Pacjenci kwalifikowani do transplantacji komorek krwiotworczych
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4.3 Analiza wplywu pojedynczych czynnikow na uzyskanie CR

4.3.1 Analiza czynnikow predykcyjnych osiggniecia remisji calkowitej po I kuracji

indukujacej remisje u chorych z rozpoznaniem ostrej bialaczki szpikowej

Stwierdzono, ze kazdy z ocenianych czynnikow - liczba komorek blastycznych,

aw zakresie oznaczen immunohistochemicznych: odsetek komorek CD34", CD117*

I Ki67 - sa istotnymi statystycznie (p<0,05) (tabela 41) czynnikami predykcyjnymi

osiggnigcia remisji catkowitej. Ponadto, stwierdzono, ze u pacjentow z wyzszym

odsetkiem mieloblastow, prawdopodobienstwo niepowodzenia terapii byto ponad 12-

krotnie wigksze niz u chorych z nizsza niz 5% liczba niedojrzatych komoérek. Natomiast

W odniesieniu

wysokiego

odsetka

komoérek CDI1177,

prawdopodobienstwo

niepowodzenia terapii zwigkszato si¢ prawie 7-krotnie (6,7 razy), a wysoki indeks Ki67

zmniejszat szans¢ uzyskania remisji catkowitej okoto 7,5-krotnie.

Czynnik 'oR 2.95% ClI +95% CI || chi®walda® P
CD117 6,75 1,97 23,09 9,69 0,00186
CD34 12,44 3,33 46,45 14,73 0,00012
Ki67 7,50 1,91 29,44 8,73 0,00314
Blasty 12,43 3,27 47,28 14,30 0,00016

1 OR - (ang. Odds Ratio)- iloraz szans (stosunek szansy wystapienia danego zdarzenia
w danej grupie do wystapienia tego samego zdarzenia w innej porOwnywanej grupie)

2 £95% Cl — 95% przedziat ufnosci

3chi®Walda — test chi- kwadrat Walda (test sprawdzajacy istotno$¢ statystyczng
wspotczynnika regresji dla modeli nieliniowych)

Tabela 41. Analiza jednoczynnikowa w odniesieniu do liczby komorek z antygenem
CD117%, CD34", Ki67" oraz ogdlnej liczby blastow a szansa uzyskania remisji

catkowitej
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4.3.2 Analiza krzywych ROC

Krzywa ROC wykorzystywana jest jako narzedzie do oceny i poréwnania modeli

klasyfikacyjnych. Miarg trafno$ci danego modelu, obok ksztattu i przebiegu krzywej ROC,

jest wskaznik AUC wyznaczajacy pole pod wykresem krzywej ROC. Wyniki porownania

dwoch krzywych ROC opisano za pomocg wskaznika AUC wraz z odchyleniem

standardowym 1 95% przedzialem ufnosci oraz statystyki Z i1 poziomu p, za istotng

statystycznie przyjeto warto$¢ p<0,05.

Przeprowadzono analize poréwnania wynikéw trepanobiopsji i oceny cytologicznej szpiku

w zakresie parametru: ,liczba blastow” - wyznaczone wielkosci pot AUC sg wigksze dla

trepanobiopsji niz dla oceny cytologicznej szpiku (0,785 vs 0,617), p<0,05. (Tabela 42,

wykres 1).

Uftnos¢ Ufnos¢
Liczba blastow AUC Odch. std. Z p
- 95% + 95%
Trepanobiopsja 0,785 0,066 0,656 0,915
o loai -2,74 0,00(;
cena cytologiczna 0617 0089 0444 0,791

szpiku

Tabela 42. Wyniki krzywej ROC dla oceny liczby blastow
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Wykres ROC poréwnanie

10

0,8}

0,6

Czutosé

04+t

0,2t

0,0 .

0,0

0,4

0,6

0,8

1,0

1-Specyficznosc¢
—— Trepanobiopsja liczba blastow

—— Ocena cytologiczna szpiku
— Linia odniesienia

Wykres 1. Krzywe ROC — parametr ,,liczba blastow” - porownanie trepanobiopsji i
oceny cytologicznej szpiku

Przeprowadzono réwniez analiz¢ poréwnania trepanobiopsji 1 rozmazu krwi

w zakresie parametru: ,,liczba blastow” - wyznaczone wielkosci pol AUC sg wigksze dla

trepanobiopsji niz dla rozmazu krwi (0,785 vs 0,508), (p<0,05) (Tabela 43, wykres 2).

Ufnosc¢ Ufnosc¢
Liczba blastow AUC | Odch. std. Z p
- 95% + 95%
Trepanobiopsja 0,785 0,066 0,656 0,915
-4,82110,0000
Rozmaz krwi 0,508 0,083 0,346 0,670

Tabela 43. Wyniki krzywej ROC dla parametru ,,liczba blastow” dla trepanobiopsji

i rozmazu krwi
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Wykres ROC porownanie
1,0 f ' '

0,8 ¢

0,6 ¢

Czutosé

04 ¢

0,2 ¢

0,0 L . . . . .
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
1-Specyficznosc

— Trepanobiopsja liczba blastow
— Ocena rozmazu krwi
— Linia odniesienia

Wykres 2. Krzywe ROC — parametr ,,liczba blastow” - pordwnanie trepanobiops;ji i
oceny rozmazu Krwi.

Analiza krzywej ROC pozwolita na wyznaczenie optymalnych punktow odcigcia
dla poszczegdlnych ocenianych zmiennych — liczby blastow, komorek CD34+, Ki67+
i CD117+. Punkty te, zdefiniowano jako warto$¢ dzielacg badanych chorych na dwie grupy
— z remisjg 1 bez remisji po zastosowanej kuracji indukujacej remisje. Wyznaczone
graniczne wartosci dla czasu t=1 (7-10 dni po zakonczeniu terapii) przy poziomie
istotnosci 0=0,05 wynosity odpowiednio 2% dla odsetka blastow, 3% dla komorek
ofenotypie CD34" i 15% dla Ki67". Czulo§¢ oznaczef przy progu 5% - dla blastow
wyniosta 0,853, dla CD34" 0,824, natomiast dla wartoéci 30% komorek Ki67" - 0,882.
W punktach wyznaczonych krzywa ROC, czutos¢ dla blastow przy liczbie 2% wyniosta
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0,824, dla 3% CD34" 0,794, a dla 15% komorekKi 67° - 0,765. (wykres 3, wykres 5,

wykres 6).

1,0t

0,8 ¢

0,6 |

Czutosé

04

0,2t

0,0 t.

Wykres ROC
Odsetek blastow
Proponowany punkt odciecia: 2,000
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1-Specyficzno$é

Wykres 3. Krzywa ROC wraz z wyznaczonym punktem odniesienia dla odsetka blastow.
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Wykres ROC

Odsetek CD34
Proponowany punkt odciecia: 3,000

1,0

0,8 ¢

06

Czutosé

04

0,27t

0,0 L. . . . . .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specyficznosé

Wykres 5. Krzywa ROC wraz z wyznaczonym punktem odniesienia dla odsetka CD34.
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Wykres ROC
Ki67
Proponowany punkt odciecia: 15,000

1,0

0,8 ¢

06

Czutosé

04

0,27t

0,0 L ! ! ! ! !
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1-Specyficznosé

Wykres 6. Krzywa ROC wraz z wyznaczonym punktem odniesienia dla odsetka Ki67

W przypadku antygenu CDI117 wyznaczony prog wyniost 10%, co oznacza, ze
zastosowane w pracy wartosci 5% charakteryzowaly si¢ mniejsza czulo$cig (0,794 vs
0,882), natomiast pozostaly porownywalne miedzy soba pod wzgledem swoistosci.

(wykres 4)
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Wykres ROC

CD117
Proponowany punkt odciecia: 10,000

1,0

0,8 ¢

06

Czutosé

04

0,27t

0,0 L. . . . . .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1-Specyficznosé

Wykres 4. Krzywa ROC wraz z wyznaczonym punktem odniesienia dla odsetka CD117.

97



5. Omowienie wynikow badan
Ostra bialaczka szpikowa charakteryzuje si¢ duzag $miertelno$cig i chociaz jest
chorobg wyleczalng, to proces terapeutyczny nalezy do dlugotrwalych 1 obarczonych

ryzykiem wystgpienia wielu potencjalnie zagrazajacych zyciu powiktan.

Rozpoznanie AML u wigkszo$ci chorych nie sprawia trudno$ci — najczesciej juz sam obraz
Kliniczny wsparty tylko rozmazem krwi obwodowej zazwyczaj wystarcza do postawienia
wilasciwej diagnozy. [131] Tym niemniej, wg danych literaturowych, nawet u ok. 75%
chorych zrozpoznaniem AML nie towarzyszy lekocytoza, a liczba biatychkrwinek
pozostaje w przedziale wartosci prawidlowych lub niskich. W tej grupie pacjentow
rozpoznanie przysparza najwickszych trudnosci, a zwigzane jest to gldwnie z relatywnie

niespecyficznym obrazem Kklinicznym. [131,139]

Od wielu lat probuje si¢ ustali¢ jednolite standardy w zakresie optymalnego
sposobu diagnostyki. Podkre$la si¢, ze zwlaszcza w przypadku istnienia rozbieznoS$ci
oceny morfologicznej krwi 1 szpiku, to watpliwosci te mozna rozstrzygna¢ badaniem
trepanobioptycznym. [69] Rola TB wzrasta na dalszych etapach terapii AML, zwlaszcza
w kontekscie jednoznacznych zalecen towarzystw naukowych rekomendujacych
wykonywanie oceny aktywnosci choroby na wczesnym etapie po zakonczeniu terapii.
Okres ten, laboratoryjnie charakteryzuje si¢ zazwyczaj pancytopenia, stad potrzeba
zastosowania odpowiedniego narzedzia diagnostycznego. [69] Pullarkat 1 Aldoss podjeli
si¢ przegladu systematycznego metod diagnostycznych i postegpowania terapeutycznego
u chorych z AML na wczesnym etapie po kuracji indukujacej remisje. Przeprowadzona
analiza stosowanych narze¢dzi diagnostycznych do$¢ jednoznacznie wskazuje na TB jako
na badanie dostarczajgce najwigcej i najbardziej kompleksowych oraz wiarygodnych
informacji. [132]

W niniejszej pracy podjeto probe okre§lenia znaczenia oceny materiatu

pozyskanego droga TB w diagnostyce ostrych biataczek szpikowych.

Analizowana grupa pacjentow prezentowata liczne odchylenia w badaniach
laboratoryjnych. Stwierdzane nieprawidtowosci sg dos¢ charakterystycznym obrazem
zaburzen wystepujacych u chorych z ostrag bialaczka szpikowa. Do rutynowo

wykonywanych oznaczen laboratoryjnych w AML nalezg - LDH, kwas moczowy,

98



kreatynina, elektrolity, biatko C, ktére stuza do oceny biezacego stanu metabolicznego

pacjenta.

Komoérkowos$¢ szpiku w grupie analizowanych chorych zmieniata si¢ w czasie —
zmniejszala si¢ po chemioterapii w pordwnaniu do czasu diagnozy. Zjawisko supresji
szpiku kostnego po zastosowaniu cytostatykéw jest powszechnie znane zaréwno
w hematologii jak i w onkologii. W odniesieniu do chorych z rozpoznaniem AML nadir
w zakresie parametrow morfologii krwi wystepuje zazwyczaj okoto 7 doby po
zakonczeniu chemioterapii i utrzymuje si¢ zazwyczaj przez kolejnych 7 dni. Istnieje grupa
czynnikow, ktore potencjalnie mogg wydluzy¢ okres cytopenii- naleza do nich miedzy
innymi infekcje (wirusowe, bakteryjne lub grzybicze) oraz niektére leki. Morfologicznym
wyktadnikiem zmniejszenia komoérkowosci szpiku sg nieprawidlowosci stwierdzane
w badaniach laboratoryjnych — niedokrwistos¢, matoptytkowos¢ i neutropenia. Za okres
regeneracji szpiku po chemioterapii przyjmuje si¢ czas okoto trzech tygodni, cho¢ juz od
okoto 14 dnia po zastosowaniu cytostatykow odnotowano niewielki wzrost w zakresie
parametrow laboratoryjnych z towarzyszacym obrazem zmian regeneracyjnych w ocenie

histologicznej szpiku. [65,140]

Analiza liczby komoérek blastycznych nalezy do podstawowych badan
wykonywanych w diagnostyce i monitorowaniu leczenia ostrej bialaczki szpikowe;.
W momencie diagnozy choroby kazda z dostepnych metod jest rownie dobra - rozmaz
krwi, badanie cytologiczne szpiku, cytometria i ocena trepanobioptatyczna- wszystkie one
dostarczajg zblizonych informacji, cho¢ powinny by¢ analizowane wspdlnie. [131]
Preferencje co do wyboru metody w momencie wczesnej oceny po kuracji indukujacej
wskazujg na trepanobiopsj¢ jako metode dostarczajagca precyzyjniejszych informacji
W porownaniu do oceny cytologicznej szpiku (krzywa ROC). [69] Chociaz w dostgpnym
pi$miennictwie autorzy zgodnie podkreslaja konieczno$¢ wczesnej oceny i w oparciu o jej
wynik podejmowaniu dalszych decyzji terapeutycznych, to z drugiej strony brakuje
jasnych standardow zaré6wno co do proponowanego czasu jak i materiatu i metod oceny.
[139,132,133] Najczesciej proponuje sie wykonywanie oceny okoto 7-10 doby po kuracji
indukujacej, a wigkszo$¢ autorOw przyjmuje za kryterium remisji odsetek 5%
mieloblastow. Znaczna redukcja w zakresie liczby mlodych komorek $wiadczy
0 zamierzonym efekcie terapii i jest dobrym prognostykiem uzyskania remisji, redukcja

ilosci mieloblastow w niewielkim stopniu albo brak tejze redukcji to dowod na chorobe
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oporng lub przetrwata. W przypadku stwierdzenia hipolazji szpiku postuluje si¢ strategie
aktywnej obserwacji. [132,141]

Wioknienie jest wynikiem ztozonych reakcji cytokinowych i1 oddziatywan
migdzykomodrkowych. Na przyktadach modeli zwierzecych u myszy wykazano znaczacy
zwigzek, pomiedzy wzrostem liczby megakariocytow, a pojawieniem si¢ zmian typowych
dla micelofibrozy w macierzy szpiku. Etiologia wynikajgca z roznic fenotypowych wymaga
lepszego zrozumienia poprzez zaleznosci pomigdzy czynnikami wzrostu (przede
wszystkim PDGF, TGFbl), magakariocytami, enzymami (oksydaza lizylowa), a innymi
komponentami niszy szpikowej. [117,118,142] U pacjentow zrozpoznaniem AML
wloknienie najczgsciej retkulinowe 1 o niewielkim stopniu nasilenia w momencie
postawienia diagnozy moze wystgpowaé nawet 1/3 chorych. Postuluje si¢ istnienie
zwigzku pomiedzy wystgpieniem widknienia w odpowiedzi komoérek mikrosrodowiska
szpiku na cytokiny wydzielane przez megakariocyty i ptytki krwi. W grupie chorych
zostra Dbialaczkag megakariocytowa  widknienie szpiku nalezy do  bardzo
charakterystycznego obrazu choroby, w przypadku innych podtypow AML spotykane jest

rzadziej. Kliniczne znaczenie widknienia nie jest do konca poznane. [116, 119]

W dostepnych danych literaturowych podkresla sie, ze wtdknienie — stwierdzane
w rozmaitych  jednostkach ~ hematologicznych  (migdzy  innymi  w zespolach
mielodysplastycznych, przewlektych nowotworach mieloproliferacyjnych) pogarsza
rokowanie — $miertelno$¢ w grupie pacjentow z widknieniem szpiku jest wyzsza niz
W grupie bez widknienia. Juz 30 lat temu badajac pacjentow z AML Islam i wsp. opisywali
redukcj¢ widknienia u pacjentdw po skutecznym leczeniu ostrej bialaczki. Tym niemniej
proces ustgpowania zmian zwldknieniowych w szpiku wymaga odpowiednio dtugiego
czasu — zachodzi stopniowo i1 powoli. U wigkszosci pacjentow z AML dopiero po
zakonczeniu leczenia konsolidujacego odnotowano istotne zmiany w zakresie redukcji

wloknienia. Te wnioski koresponduja z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy.

W analizowanej grupie pacjentow u zdecydowanej wigkszos$ci nie odnotowano
zmian w ocenie widknienia, tym niemniej u czesci chorych osiggajacych CR parametr ten
ulegt zmniejszeniu. Natomiast wszyscy chorzy z progresjag w zakresie widknienia zmarli.
Mimo wykazania istotnoSci statystycznej w zakresie zmiany wldknienia przed

rozpoczeciem leczenia 1 w czasie wczesnej oceny po chemioterapii, do wyniku nalezy
100



podejs¢ w sposob krytyczny w zwigzku z niewielkg liczebno$cia grupy pacjentow

u ktorych wioknienie ulegto zmianie.

Od wielu lat postuluje si¢ istnienie zwigzku pomiedzy nasileniem angiogenezy
a odpowiedzia na =zastosowane leczenie u chorych z ostrg bialaczkg szpikowa.
[113,116,143] W badaniach wtasnych nie udowodniono tej zaleznosci. Przeprowadzona
analiza nie wykazala istotno$ci statystycznej w zakresie oceny angiogenezy u chorych
z AML osiggajacych remisje, jak i tych, ktorzy do$wiadczyli niepowodzenia leczenia.
W pracy angiogeneze oceniano w TB uzyskanych przed rozpoczgciem leczenia i w okresie

od +7 do +10 doby po podaniu kuracji indukujacej wg schematu ,,3+7”.

Dane dostepne w pismiennictwie sg dos¢ skape, ale jednoznaczne — wykazuja
istnienie zwigzku pomigdzy powstawaniem sieci naczyn w szpiku a aktywnos$cig chordb

hematologicznych. [111,115,144]

Do oceny S$redniej gestoSci naczyn postuluje sie uzycie TB, tomografii
komputerowej lub badania jadrowego rezonansu magnetycznego kosci. [68,110,111]
Ocena angiogenezy w TB, przy uzyciu badan immunohistochemicznych (oznaczenie

CD34) zostata przedstawiona w rozdziale 1.6 14.1.4.7.

Wg badan przeprowadzonych przez Padro, w grupie chorych z rozpoznang ostra
bialaczka szpikowa, gesto§¢ naczyn przed rozpoczeciem leczenia byla wigksza niz
w grupie kontrolnej. Tym niemniej, naczynia te charakteryzowaty si¢ nieprawidlowa
morfologig (brak $wiatta, chaotyczny uktad komorek). Nie udowodniono zwigzku
pomigdzy gestosci naczyn a picig, wiekiem 1 wyjSciowo stwierdzana liczba blastow.
Ponadto stwierdzono, ze w 16 dobie po wiaczeniu indukcji ocena angiogenezy zasadniczo
roznita si¢ w grupie chorych osiggajacych CR 1 tych, ktorzy doswiadczyli niepowodzenia
terapii. W tym pierwszym przypadku angiogeneza nie roznila si¢ od wartosci
stwierdzanych w grupie kontrolnej. Zwigkszona angiogeneza w przypadku choroby
przetrwalej wynika najprawdopodobniej ze stymulacji tworzenia nowych naczyn przez
blasty, z drugiej za$§ z mniejszego efektu antyangiogennego chemioterapii. Wykazano
rownoczesnie, ze gestos¢ naczyn oceniona przed leczeniem nie ma zwigzku z CR po

leczeniu- nie znaleziono statystycznej istotnosci miedzy tymi parametrami. [111]
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Caly czas podejmowane s3 kolejne proby ustalenia przydatnosci wykorzystania
angiogenezy jako narzedzia prognostycznego. Badania prowadzone wsrdéd chorych
(dorostych i dzieci) z rozpoznaniem ostrej biataczki wskazujg, ze w momencie rozpoznania
choroby gestos¢ naczyn w TB u chorych z ALL jest wieksza niz w grupie z AML, cho¢
réznice te nie s3 znamienne statystycznie. [110,113,114] Ponadto u dorostych gestos¢
naczyn $rednio jest 2-3-krotnie wigksza niz u dzieci- przyczyny tego zjawiska rowniez nie
sg znane. MVD i indeks proliferacyjny (Pl - ang. Proliferation Index) przed rozpoczeciem
leczenia wykazuje wyzsze wartoSci w grupie pacjentOw z rozpoznaniem bialaczki niz
w grupie kontrolnej. Nie wykazano zwigzku miedzy MVD i PI w grupach chorych
osiggajacych remisj¢, z tymi, ktorzy do§wiadczyli niepowodzenia leczenia. Fenotyp ostrej
biataczki nie mial wptywu na MVD 1 PI. W odniesieniu do pojedynczego parametru ocena
w 28 dobie wykazata redukcje MVD (pacjenci z CR), przeciwny wynik dotyczyt PI- nie
wykazywatl trendu spadkowego i miat wyzsza warto$¢ niz w grupie kontrolnej. [110]
Naczynia oceniane w okresie CR morfologicznie charakteryzuja si¢ szerszym i pustym
$wiattem oraz redukcja komorek endotelialnych. Niektorzy autorzy podkreslaja zwigzek
angiogenezy z liczba blastow, zwidknieniem szpiku, nasileniem niedokrwisto$ci i liczba

PLT. Inni autorzy neguja te zalezno$ci. [110,114]

Komorki endotelium wplywaja na proliferacje komorek biataczkowych, ktore
wywieraja zwrotny efekt na komorki srodblonka i ich podzialy. W tym oddzialywaniu
biorg udzial: VEGF, angiopoetyna, GM-CSF, CXCLS8 (I1-8) i 1I-6. Pomigedzy komorkami
srodbtonka z blastami AML istnieje pozytywna petla sprzezenia zwrotnego, co klinicznie
przeklada si¢ na opornos¢ lub wznowe choroby. Wzrastajacy poziom krazacych czynnikow
angiogennych koreluje ze wzrostem angiogenezy w szpiku i z wczesng wznowa choroby,
jak rowniez z wczesng Smiertelnoscig. [110,116,143,144] W badaniach in vitro wykazano,
ze wspothodowla komorek blastycznych AML z HUVECs powoduje szybsza proliferacje
blastoéw i zmniejsza ich wrazliwos¢ na cytostatyki, przede wszystkim na cytarabing, co
stanowi dowod na fakt, ze komodrki srédblonka chronigce komorki biataczkowe moga
odpowiada¢ za niepowodzenie leczenia. [111,115,144] Z duzym prawdopodobienstwem
zatozy¢ mozna, ze istniejg rowniez petle autokrynne. Postuluje si¢ obecno$¢ co najmniej
dwoch takich petli: jedna dotyczy wydzielania VEGF przez komorki biataczkowe

posiadajace na swojej powierzchni receptor VEGFR2. Inne mozliwe oddziatywanie
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stanowig interakcje wykazane w badaniach in vitro wspoélzaleznosci angiopoetyny

I receptora Tie2. [112,114,115]

Angiogeneza to wypadkowa zlozonych zalezno$ci migdzy czynnikami
wydzielanymi przez blasty jak i1 przez komorki towarzyszace (limfocyty, mastocyty,
makrofagi). W tym skomplikowanym procesie podkresla si¢ réwniez ogromng role
mikrosrodowiska szpiku 1 stresu wywotanego hipoksja, hipoglikemia i niskim pH.
Srodowsko szpiku jest wysoce dynamiczne w AML. Trudno uzyskaé takie warunki
w laboratorium. Stad duze rozbieznosci — i tak w badaniach uzyskanych w TB
potwierdzono zwigkszong ilos¢ VEGF-1, VEGF-2 i FGF, w warunkach ex vivo nie
potwierdzono tej zalezno$ci. VEGF pobudza HUVECs do wydzielania GM-CSF, ktory
z kolei oddziatywuje na komoérki AML. Uklad stymulacji autokrynnej z jednej strony,
a komorek endotelialnych z drugiej zapewnia komoérkom biataczki czynniki potrzebne do
przezycia i proliferacji. W niektorych pracach udowodniono, ze wzrastajacy poziom
krazacych czynnikéw proangiogennych ( w tym angiopoetyny i VEGF) zwigzany jest
z ryzykiem niepowodzenia leczenia i wczesnej $mierci. Badane sa kolejne potencjalne
petle autokrynne (Tie-2) jak rowniez wzajemne oddziatywania pomig¢dzy komodrkami
biataczki a komoérkami endotelium. [115,116,144] Postuluje si¢ w przysztosci
zastosowanie substancji dziatajacych antyangiogennie w terapii choréb hematologicznych.

[114,143,144]

W pracy wykazano, ze w grupie chorych z AML uzyskujacych remisje, odsetek
komorek CD34+ oznaczonych we wezesnym okresie po chemioterapii (+7 do +10 doba po

leczeniu) byl istotnie statystycznie mniejszy niz wsrdd pacjentdw nie uzyskujacych remisji.

Sposrod wszystkich parametréw analizowanych w pracy czasteczka CD34 jest
zdecydowanie najlepiej przebadana. Od wielu lat prowadzone sg badania celem okreslenia
przydatnosci CD34 w prognozowaniu i leczeniu choréb hematologicznych. Na podstawie
analiz dostepnych w pismiennictwie CD34 wydaje si¢ dobrym narzgdziem do stratyfikacji
ryzyka u chorych z AML - wzglednie tatwo dostgpnym i odpowiednio czutym. [78,146]
Zainteresowanie antygenem CD34 wynika z faktu, Zze powszechnie obecny jest na
niskozréznicowanych  komodrkach hematopoetycznych (macierzyste i progenitorowe).
Waznym zagadnieniem pozostaje odrdznienie hematopoetycznych komorek macierzystych

CD34+ od biataczkowych komorek macierzystych CD34+ (LSC, ang. Leukemic Stem
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Cell). To zagadnienie wydaje si¢ kluczowe przy okreslaniu minimalnej choroby resztkowe;j

(MRD - Minimal Residual Disease). [80,147]

W ogromnej wigkszosci prac CD34 oznaczono metoda cytometrii przeplywowe;.
Ustalano arbitralnie rézne punkty odcigcia, stad wynikaja duze rozbieznosci
w uzyskiwanych wynikach. CD34 ma warto$¢ prognostyczna, jednak im wyzej postawiony
jest punkt odcigcia, tym wartos¢ CD34 jako markera prognostycznego maleje.
Szczegdtowo przebadano te dyskrepancje i ostatecznie uznano, ze wartos¢ CD34>1,04%

0znaczona w cytometrii $wiadczy o dodatniej chorobie resztkowej. [147]

Z ekspresja CD34 wigze si¢ zjawisko opornosci na zastosowane leczenie.
Zagadnienie ma charakter wieloczynnikowy. Z jednej strony moze wynika¢ z oporno$ci na
apoptoze (np. poprzez wplyw na zwigkszong ekspresj¢ biatka bcl-2), z drugiej za$
zwigzane jest z ekspresja biatek odpowiedzialnych za transport lekow (MRP — ang.
Multidrug Resistance Protein i LRP - ang. Lung Resistance Protein). [80,148] Caty czas
pojawiaja si¢ nowe doniesienia (m.in. ekspresja kinaz aurora i ich rola we wzros$cie
iproliferacji nowotworow hematologicznych). [75] Wykazano, ze ekspresja CD34 jest

mniejsza u chorych z mutacjag NPM1.

W badaniach in vitro wykazano, ze wybrane cytokiny moga zmniejszy¢ odsetek
komorek biataczkowych CD34+.[149] Potencjalne nowe opcje terapeutyczne zwigzane sa
réwniez z zahamowaniem biatek antyapoptotycznych bcl-2 prowadzone sa badania

kliniczne celem potwierdzenia skutecznos$ci i bezpieczenstwa tej grupy lekow. [71]

Badania wlasne trepanobioptatdw majg charakter unikalny- w dostepnym
pisSmiennictwie medycznym bardzo niewiele danych literaturowych odnosi si¢ do analizy
weczesnej (+7 do + 10 doba po chemioterapii indukujacej) oceny u chorych z rozpoznaniem
ostrej biataczki szpikowej w oparciu o TB. Tym niemniej w swoim ostatecznym wniosku
sg zbiezne z dostepnymi zrodtami- wyzszy odsetek komorek CD34+ zwigzany byt

Z niepowodzeniem leczenia.

Mimo podobnego czasu odkrycia (lata 80-te XX wieku) Ki67 i CD117, danych
literaturowych odnoszacych si¢ do tego ostatniego jest zdecydowanie wigcej. Taki stan
rzeczy wynika z faktu, ze rola CD117 w procesie hematopoezy jest lepiej poznana
I udokumentowana i niezmiennie od lat stanowi punkt zainteresowania naukowcow.
[85,86,90,96]
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Badania wilasne potwierdzily zalezno$¢ miedzy wartoscig CD117 (punkt odcigcia
5%) oznaczonego immunohistochemicznie w trepanobiopsji w okresie od +7 do +10 doby
po zakonczeniu chemioterapii ,,3+7” a wynikiem leczenia w grupie pacjentow
Z rozpoznang ostrg biataczka szpikowa. Wigkszy odsetek CD117 statystycznie czesciej

wystepowat u chorych, ktérzy nie uzyskali remis;ji.

CD117 wystepuje w znaczacym odsetku na komoérkach blastycznych u chorych
z AML- dane literaturowe sg bardzo spdjne w tej kwestii. Wedlug réznych autorow
ekspresja CD117 w analizowanej grupie jest wysoka- miesci si¢ w przedziatach 65-90%
i 30-100%. [94,96] Produkt onkogenu c-Kit jest odpowiedzialny za nadmierny rozrost
| zaburzenie roznicowani ludzkich komorek biataczkowych. W badaniach in vivo
potwierdzono zwigzek poziomu fosforylacji kinazy tyrozynowej z potencjalem

proliferacyjnym komorek biataczkowych. [90,93,95]

Biorgc pod uwagg ten potencjal nowotworzenia przypuszcza sie, ze ekspresja c-Kit
zwigzana jest ze szczegolng charakterystyka choroby i rokowaniem chorych z AML. Od

ponad 20 lat wiadomo, Ze poziom rozpuszczalnego c-Kit spada po chemioterapii. [150]

Wigkszo$¢ dostepnych publikacji na temat ekspresji CD117 w ostrych biataczkach
to prace oparte na ocenach cytometrycznych. Ekspresja protoonkogenu c-Kit na
komorkach blastycznych w AML nie ulega watpliwos$ci- jednoznacznie potwierdzono ja

w licznych badaniach. [151]

Analiza CDI117 w oparciu o oznaczenia immunohistochemiczne materiatu
pobranego w czasie trepanobiopsji ma charakter unikalny. Natomiast oznaczanie
immunohistochemiczne CD117 z powodzeniem od wielu lat wykorzystuje si¢

w diagnostyce wybranych guzow litych. [91]

W badaniach przeprowadzonych w populacji azjatyckiej oznaczono cytometrycznie
CD117 w populacji chorych z AML. Ekspresja c-Kit wzrastata wraz z wiekiem,
obecnos$cig zaburzen cytogenetycznych (del 5, del 7) oraz byta wigksza wsrdd chorych
z rozpoznaniem AML M1 i M2 wg FAB. Nie wykazano zwigzku ekspresji CD117 z plcig
I z pochodzeniem etnicznym. W analizie jednowariantowej chorzy c-Kit dodatni rzadziej
uzyskiwali CR. Analiza wielowariantowa wskazywala na odmienng zalezno§¢ — wyzsza

warto$¢ c-Kit miata zwigzek z wyzsza CR, cho¢ ostatecznie wartos¢ c-Kit nie miata
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wplywu na DFS. Tym niemniej, trudno o jednolite konkluzje- badana grupa chorych byta

bardzo r6znorodna, rowniez pod wzgledem zastosowanego leczenia. [93]

Danych literaturowych jest dos¢ duzo. Gtéwnym problemem pozostajg jednak duze
rozbiezno$ci w zakresie dostepnych wiadomosci. Niektorzy autorzy wykazujg zaleznos¢
ekspresji CD117 z wynikiem leczenia chorych z rozpoznang AML, inni autorzy neguja te
zwiagzki. Wg Tsao 1 wsp. wysoka ekspresja CD117 jest niezaleznym czynnikiem
prognostycznym nizszego odsetka CR w ALL 1 wyzszego odsetka CR w AML. Biorac pod
uwage wplyw dlugoterminowy- przezycie wolne od choroby (DFS) - nie odnotowano
wplywu c-kit na ten parametr. [94] Potrzebne sa dodatkowe analizy w celu okreslenia
rzeczywistego wptywu CD117 na rokowanie w grupie pacjentow z ostrg bialaczka. [90,94]
Zrédha tych roznic wynikaja z jednej strony z roznorodnoéci badanej populacji, czesé
trudnosci interpretacyjnych wynika natomiast $cis$le z kwestii technicznych - braku
standaryzacji metod oznaczania CDI117, odmiennej czuto$ci przeciwcial i z rdznego

poziomu ekspresji CD117. [88,91]

Autorzy wloscy zwracaja uwage, ze cytometrycznie lepiej uzywaé pojec
ilosciowych CD117- wedlug tej grupy badaczy najlepiej sprawdza si¢ MFI (ang. Mean
Fluorescense Intensity - $rednia intensywnos¢ fluorescencji). Wykazali oni, Zze ekspresja C-

Kit w AML jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym krotszego PFS i OS. [151]

Gorsze rokowanie u chorych z wysoka ekspresjg c-Kit prawdopodobnie wynika
z wigkszego potencjatu proliferacyjnego. Czg$¢ badaczy zwraca rowniez uwage na wptyw
c-Kit na apoptoze — wyzsza warto$¢ c-Kit wptywa hamujgco na biatka proapoptotyczne
(m.in. bax/bcl2) - ostatecznie skutkuje to nizszym OS i DFS w tej grupie pacjentow.
Ponadto postuluje si¢ zwigzek ekspresji c-Kit z kinetyka leku w komorce- zwigkszona
ekspresja c-Kit wptywa na proces dystrybucji leku w komorce i szybszy odptyw leku
z miejsca docelowego. Wydaje si¢ rowniez, ze istnieje korelacja miedzy wyzsza ekspresja

c-Kit w mniej zréznicowanych podtypach AML. [98,151]

Rola c-Kit w rozwoju ostrych biataczek szpikowych jest jednoznacznie
udokumentowana w literaturze. Prowadzone sg badania z zastosowaniem lekow z grupy
inhibitorow kinazy tyrozynowej w terapii chorych z AML. Modele teoretyczne wskazuja
na duzy potencjat terapeutyczny tej grupy lekow. Badania wlasne potwierdzaja zwigkszong

ekspresje CD117 na komorkach biataczkowych u chorych z niepowodzeniem leczenia.
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Weczesna ocena aktywnos$ci choroby w tej grupie pacjentdéw moze w przysztosci skutkowaé

zmiang lub modyfikacja leczenia na tym etapie terapii. [98]

Przeprowadzona analiza wlasna wykazata, ze oznaczenie immunohistochemiczne
Ki67 wykonane w trepanobiopsji w okresie od +7 do +10 doby po zakonczeniu leczenia
indukujacego remisje, koreluje z wynikiem leczenia i jest statystycznie wigksze u chorych,

ktorzy nieosiggneli remisji catkowite;.

O ile budowa Ki67 poznana jest stosunkowo dobrze, o tyle rola Ki67 w komorce
podczas cyklu komorkowego poznana jest w zdecydowanie mniejszym stopniu.
[91,102,107] Immunohistochemiczne oznaczenie Ki67 w chloniakach nieziarniczych jest
uznanym elementem diagnostycznym. Jak wykazaly analizy danych klinicznych, istnieje
znamienny statystycznie zwigzek migdzy niskim (<20%) indeksem Ki67 i niskim stopniem
ztosliwosci histologicznej. W grupie nowo rozpoznanych NHL szczegolnie korzystne
rokowniczo (mierzone OS) jest Ki67 < 5%. Odmiennie przedstawiaja si¢ analizy
pacjentow z NHL o wysokim stopniu ztosliwosci, z wyjSciowym Ki67 < 80%, ktorzy
w wyniku przeprowadzonego leczenia osiagneli remisje calkowita badz czesciowa,

u ktérych statystycznie czgsciej dochodzi do wznowy choroby. [103,106,108]

Jedna z bardziej szczegotowych opracowan dotyczy chorych z rozpoznaniem
chtoniaka z komorek ptaszcza. W grupie tych pacjentéw wykazano, ze wysoka wartos¢
biatka Ki67 to niekorzystny czynnik prognostycznym zwiazany z wyzsza Smiertelnoscia.
[105,109] Jak wskazuja dostepne analizy, Ki67 jest bardzo uzytecznym narzedziem
w diagnostyce chloniaka z komorek B bogatego w limfocyty T, chloniaka Hodgkina
I angioimmunoblastycznych chtoniakow T- komdrkowych. [108] Prognostyczne znaczenie
ekspresji Ki67 wykazano rowniez w kolejnych badaniach. Na podstawie analizy
cytometrycznej komorek jednojadrzastych krwi obwodowej w grupie 155 pacjentow
z przewleklymi  chorobami limfoproliferacyjnymi wykazano, Ze w chorobach
wywodzacych si¢ z limfocytow T ekspresja Ki67 jest znaczaco silniej zaznaczona niz
w chorobach z linii B, co bezposrednio przektada si¢ na czas przezycia pacjentéw. [108]
W linii B-komodrkowej najwigksza warto$¢ Ki67 wykazano na komorkach chtoniaka
limfocytarnego ulegajacego konwersji w forme¢ bardziej agresywna, najmniejszg natomiast
w fazie przewlektej biataczki limfocytowej. Oznaczenie Ki67, wedlug czesci autorow,

moze stuzy¢ takze do monitorowania pacjentow zagrozonych progresja choroby. [105]
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Wykorzystanie Ki67 jako czynnika prognostycznego w MM i MGUS stanowi
réwniez przedmiot zainteresowania badaczy. Na podstawie przeprowadzonych analiz
Klinicznych, wykazano, ze odsetek Ki67 dodatnich komoérek plazmatycznych jest
zwickszony w nieleczonym dotychczas szpiczaku 1 gammapatii monoklonalnej
(odpowiednio MM 9,5%, MGUS 1,6%), w stosunku do wynikow grupy kontrolnej. Czas
przezycia chorych na MM wykazujacych powyzej 10% plazmocytéw Ki67 pozytywnych
byl krotszy. Zwiekszenie ekspresji Ki67 korelowalo z postepem choroby i nieznacznie

wyprzedzato niepowodzenie terapeutyczne. [104]

Przydatno$¢ oznaczen Ki67 w odniesieniu do nowotworéw limfo —
i mieloproliferacyjnych jest niezaprzeczalna, stad potrzeba sprawdzenia tych danych
w odniesieniu do innych jednostek hematologicznych, w tym do grupy chorych z AML.
[152]

W dostepnym pisSmiennictwie dane odnosnie analizy wartosci Ki67 w przypadku
pacjentow z rozpoznang ostra biataczka szpikowa sa bardzo skape. Wigkszos¢ z prac
wykorzystuje oznaczenia cytometryczne. Oznaczenia immnohistochemicze i ocena
preparatu trepanobiopsji w tym kontekS$cie maja wiec charakter unikalny. Oznaczenie
indeksu Ki67 w ALL jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym, korelujacym
W populacji dziecigcej z czasem trwania remisji. Jak wykazano w badaniu
retrospektywnym przeprowadzonym w grupie dzieci z nowo rozpoznang ALL,
zmniejszona (lub brak) ekspresji antygenu Ki67 w populacji blastow, jest niekorzystne
rokowniczo (zmniejsza OS), zwlaszcza w skojarzeniu z dwoma lub wigcej czynnikami
prognostycznymi (wg Polish Paediatric Lymphoma/Leukemia Study Group). Powyzsze
obserwacje ttumaczone sg brakiem wrazliwos¢ komodrek bedacych w fazie spoczynku (GO)

na zastosowane leczenie (chemioterapia). [153]

Jak wykazano w badaniach przeprowadzonych u dzieci, indeks Ki67 jest
znamiennie statystycznie wigkszy w ALL niz w AML 1 wynosi Srednio 18,8%.
W pismiennictwie analizy dotyczace osob dorostych sa niezwykle skape, tym niemniej u
pacjentow powyzej 18 rz z nowo rozpoznang ALL, aktywno$¢ Ki67 ksztattowala si¢ na
poziomie 24,9% (vs 2,4% w AML), co jest wartoscig zblizong do obserwowanej w grupie
milodszych chorych. [153] Zbiezne z przedstawionymi sg wyniki uzyskane w oparciu
0 oznaczenie Ki67 w grupie chorych z rozpoznang biataczka- najwicksza ekspresje Ki67

stwierdzono w grupie chorych odpowiednio z przewlekla biataczka szpikowa, ostra
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bialaczka szpikowa i ostrg bialaczka limfoblastyczng. Réwniez w grupie zdrowych
ochotnikéw aktywnos¢ Ki67 przedstawiata si¢ zdecydowanie silniej niz u pacjentow

Z rozpoznana przewlekta biataczka limfocytowa. [152]

Znaczenie rokownicze Ki67 w AML nie jest tak jednoznaczne jak w ALL.
W badaniach przeprowadzonych w populacji dziecigcej przed wdrozeniem leczenia,
wykazano ekspresje Ki67 w 100% komorek blastycznych, co wskazuje na potencjalnie
duzg pierwotng wrazliwo$¢ komorek na chemioterapi¢. Oznaczenie powtorzono podczas
leczenia indukujacego remisje. W grupie pacjentow wysokiego ryzyka stwierdzenie braku
lub niskiej ekspresji Ki67 w 15 dniu po rozpoczeciu leczenia znamiennie statystycznie
czesciej koncezylo si¢ niepowodzeniem terapii. Wykazano wystepowanie rdznic w ekspresji
Ki67 w zaleznosci od podtypu AML. Udowodniono réowniez, ze niektore komorki
blastyczne o dlugim czasie trwania fazy S nie reaguja z Ki67. W grupie dorostych
pacjentow z AML  aktywnos¢  proliferacyjna zmierzona odsetkiem  Ki67
W trepanobioptatach szpiku kostnego u nowo rozpoznanych chorych wyniosta 2,4% vs 7,6%
we wznowie procesu chorobowego. Wyjasnienie tego zagadnienia wymaga dodatkowych

badan.

Ki67 wykorzystuje si¢ rowniez jako narzedzie badawcze - na modelach
zwierzgcych wykazano przydatno§¢ immunohistochemicznej oceny Ki67 w ocenie
wrazliwosci na leki. Ki67 ma zdolno$¢ wigzania 1 rozrywania DNA- w ten sposob -

indukujac apoptoze¢, moze by¢ punktem uchwytu dla nowych lekow. [154]

W ciagu ostatnich lat zmienito si¢ rokowanie i leczenie pacjentdéw z rozpoznaniem
ostrej biataczki szpikowej. Tym niemniej wyniki mierzone OS nie s3 jeszcze
satysfakcjonujace. Poszukiwane sa nowe narzedzia diagnostyczne i terapeutyczne.
Odkrywany jest potencjatl diagnostyczny w uznanych badaniach. Podsumowujac nalezy
stwierdzi¢, ze trepanobiopsja to dobre narzedzie diagnostyczne do oceny pacjentow
Z rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowej. Podstawowa zaleta TB to dostarczenie
informacji, ktéorych nie mozna wuzyska¢ w inny sposob (architektura szpiku,
komorkowatos¢, zwtdknienie, angiogeneza). U kilkunastu procent chorych na réznych
etapach terapii stwierdza si¢ istotne dyskrepancje w ocenie szpiku przy uzyciu roéznych
metod — rozbiezno$ci dotycza przede wszystkim oceny cytologicznej i cytometrycznej.
W tym odniesieniu TB wnosi niezaprzeczalng warto$¢ poznawczg 1 rozstrzygajaca

watpliwe sytuacje kliniczne. Zaleta badania pozostaje rowniez trwato§¢ preparatu, fakt
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zarchiwizowania w laboratorium i w zwigzku z tym mozliwos$¢ zastosowania dodatkowych
oznaczen. Podstawowa wada TB jest stosunkowo dlugi (zazwyczaj kilkudniowy) czas

opracowania materiatu.

Dane literaturowe odnoszace si¢ do zastosowania TB w AML sg niezwykle skape.
Praca jest pierwszym tego typu podsumowaniem dokonanej kompleksowej oceny
parametrow - analizowano liczb¢ blastow, stopien  widknienia, komodrkowatosc,
angiogeneze, Ki67, CD34, CD117. Parametry te — kazdy z osobna - maja uznang warto$¢
diagnostyczng w diagnostyce choréb nowotworowych. Na podstawie przeprowadzonych
badan wykazano ich przydatno$¢ w odniesieniu do pacjentdéw z rozpoznaniem AML.
Wykazano rowniez, co podkresla si¢ coraz czgsciej, ze wezesna ocena aktywnosci choroby
u pacjentdw z rozpoznang ostra bialaczka szpikowa wnosi niezwykle cenne informacje
majace implikacje kliniczne. Wykrycie choroby resztkowej pozwoli w przysztosci
zoptymalizowa¢ terapi¢ — postulowana jest modyfikacja terapii (dodatkowe dawki lekow,
zmiana sposobu leczenia, nowe terapie). W ostatecznym efekcie przetozy si¢ to na wigksza

skutecznos¢ leczenia.

Na podstawie uzyskanych wynikéw krzywej ROC mozemy stwierdzi¢, ze
trepanobiopsja w zakresie oceny odsetka mieloblastow jest bardziej precyzyjna do
monitorowania aktywnos$ci choroby na wczesnym etapie po leczeniu (od +7 do + 10 doby

po chemioterapii) niz analiza cytologiczna szpiku (p=0,0061).

Podobnie przedstawia si¢ sytuacja w odniesieniu do pordéwnania krzywych
ROC TB i rozmazu krwi w zakresie oceny odsetka mieloblastow - na wczesnym etapie po
terapii (+7 do +10 doba po kuracji indukujacej remisj¢) badanie histologiczne szpiku jest

bardziej precyzyjne w tym zakresie (p=0,0000).

Dotychczas, nie ustalono jednolitych standardow dotyczacych interpretacji
wynikow badan trepanobioptycznych wykonywanych przy wczesnej ocenie, po
zastosowanej kuracji indukujacej. Stosowane zasady maja charakter uznaniowy i sa nadal
przedmiotem badan. W niniejszej pracy, kryteria wczesnej oceny oparto 0 dane
zaczerpniete z wytycznych ELN, w zakresie liczby blastow wystepujacych po leczeniu
indukujgcym, przyjmujac wartos¢ graniczng 5%, co odpowiada liczbie tych komorek
U osob zdrowych. W odniesieniu do antygenu Ki67, za punkt odcigcia, przyjeto warto$¢

30%. Uzyskane wyniki $wiadcza o odpowiednio dobranej czuto$ci zastosowanych metod
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do oceny wystgpowania choroby resztkowej. Czutos¢ testu dla 5% blastow oraz komorek
CD34" i 30% odsetka Ki67 byla wyzsza niz ta wyznaczona dla nowych progéw (punktow
odniesienia) na podstawie krzywej ROC. Zwigkszenie czutosci zmniejsza odsetek
wynikow falszywie ujemnych. Wyznaczone w modelu matematycznym nowe wartos$ci —
pod wzgledem czutosci sg bardzo zblizone. Wynika stad, ze zastosowanie w pracy odsetek
(progéw) dla blastéw, komoérek CD34" i Ki67 (odpowiednio 5%, 5% i 30%) pod

wzgledem czutosci byto prawidtowe.

Dla CD117" nowy wyznaczony prog charakteryzowat sie mniejsza czutoscia, lecz
nieznacznie wyzsza swoistoscig - uzyskane w ten sposob wyniki minimalizujg ryzyko

uzyskania wynikow fatszywie dodatnich dla tej zmienne;.
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6. Whnioski

1. Ocena histologii szpiku, przeprowadzona przed leczeniem oraz w + 7 do + 10 dobie
po zakonczeniu chemioterapii indukujgcej, jest uzytecznym narzedziem diagnostycznym
pozwalajacym z duzym prawdopodobienstwem przewidzie¢ uzyskanie catkowitej remisji

u chorych na ostrg biataczke szpikows.

2. Ocena liczby blastow biataczkowych, komoérek CD34+, komoérek CDI117+,
aktywnosci proliferacyjnej Ki67 oraz ocena widknienia we wczesnej fazie odpowiedzi na
leczenie ma duzy potencjal prognostyczny i aplikacyjny w klinice ostrej biataczki
szpikoweyj.

3. Nie stwierdzono prognostycznego potencjalu angiogenezy w poindukcyjnej

ocenie odpowiedzi klinicznej na leczenie cytotoksyczne u pacjentow z AML.

4. Immunohistochemiczna ocena ekspresji CD34+, CD117+ 1 Ki67+ pozwala okresli¢
progi ilosciowe badanych populacji, umozliwiajace prognozowanie catkowitej remisji po

kuracji indukujacej

S. Weczesna oceny materialu pobranego w trakcie trepanobiopsji posiada wigksza
warto$¢ diagnostyczng w poroéwnaniu z oceng cytologiczng szpiku pozyskanego z BAC

u pacjentow z AML poddanych leczeniu cytoredukcyjnemu.
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10. Streszczenie

Ostra biataczka szpikowa (AML ang. Acute Myeloid Leukemia,) to jeden
Z najczestszych nowotwordow uktadu krwiotwoérczego w populacji 0s6b dorostych.
Istota choroby sprowadza si¢ do klonalnego, niekontrolowanego wzrostu zmienionej
nowotworowo komorki hematopoetycznej. Poszukujac metod optymalizacji leczenia
chorych na AML powro6cono do idei wezesnej oceny wynikow terapii. Indywidualna
ocena sytuacji chorego juz na wczesnym etapie leczenia stala si¢ standardem
uznanym przez mie¢dzynarodowe towarzystwa naukowe — NCCN - (ang. National
Comprehensive Cancer Network) i ELN (ang. European Leukemia Net.) Wybor
optymalnego czasu i sposobu oceny to zagadnienie od kilku lat niezwykle szeroko
komentowane. W literaturze brak jednolitych standardéw postgpowania w tym
zakresie. Badanie cytologiczne szpiku i ocena redukcji liczby blastow to narzg¢dzie
diagnostyczne wykorzystane w wigkszo$ci opracowan. Ocena cytologiczna
u znacznego odsetka chorych - w zwiazku z ubogokomoérkowym szpikiem na tym
etapie terapii - nie zawsze przynosi rozstrzygajace informacje. Biorgc pod uwage
powyzsze zastrzezenia w niniejszej pracy postanowiono wykorzysta¢ trepanobiopsje
(TB) - badanie cechujace si¢ wigksza czutoscig niz biopsja aspiracyjna cienkoigtowa
(BAC) - jako narzedzie wczesnej oceny efektow terapii. Zgodnie z modelami
przyjetymi przez NCCN 1 ELN za czas wykonana oceny przyjeto okres od +7 do +10
doby po kuracji indukujacej remisjg.

Celem pracy byla analiza przydatno$ci zastosowania TB dla wczesnej oceny
odpowiedzi na zastosowane leczenie i przewidywanie uzyskania CR. Dla tego samego
przedziatu czasowego porownano rowniez warto$¢ diagnostyczng oceny cytologicznej
szpiku i badania histopatologicznego. Analizowano réwniez przydatnosé
wykorzystania wybranych oznaczen IH (CD34, Ki67, CD117), oceng wioknienia oraz
angiogenezy w TB w czasie od +7 do +10 doby po zastosowaniu kuracji indukujace;.
Ponadto, okreslono progi ilosciowe wybranych oznaczen immunohistochemicznych
(CD34, Ki67, CD117) w TB wykonanej czasie wczesnej oceny dla prognozowania

uzyskania CR.

Ocenie poddano 56 pacjentow z ustalonym rozpoznaniem ostrej biataczki

szpikowej, leczonych w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku w Poznaniu
126



w latach 2007-2014 (30 kobiet i 26 megzczyzn w wieku od 18 do 63 lat; ze $rednig
wieku 47,9+11,8 lat). Rozpoznanie choroby ustalano na podstawie kryteriow
morfologiczno - cytochemicznych, zgodnie z klasyfikacja FAB. W grupie ocenianych
0s6b dominowat typ M; (30 osoéb). Profil ryzyka cytogenetyczno - molekularnego
okreslano wg definicji ELN - najliczniejsza grupg pacjentdw stanowily osoby
z profilem niekorzystnym (21 os6b) i posrednim - 2 (19 osob). W momencie
diagnozy oceniano kompleksowo rozmaz krwi obwodowej, cytologie, cytometri¢
szpiku, trepanobioptat oraz wykonywano badania cytogenetyczne i molekularne wg
zalecen ELN. Badanie trepanobioptatu przeprowadzano wedtug przyjetych zalecen
ICSH. Wszyscy pacjenci leczeni byli wedtug jednolitego programu, ktory sktadat si¢
z arabinozydu cytozyny w dawce 200 mg/m? przez 7 dni (1-7) i daunorubicyny
w dawce 60 mg/m? podawanej przez 3 dni (1-3). W okresie od +7 do +10 doby od
zakonczenia chemioterapii indukujacej remisje oceniano odpowiedz na zastosowang
terapi¢, w tym celu ponawiano ocen¢ rozmazu krwi obwodowej i1 szpiku oraz

pobierano materiat do badania histopatologicznego.

Wyniki badan poddano ocenie statystycznej z wykorzystaniem pakietu
statystycznego STATISTICA 10 PL. Za statystycznie istotne przyjeto te wyniki, dla
ktérych poziom istotnosci p byt ponizej 0,05.

Po leczeniu indukujacym remisje catkowita stwierdzono u 60,8% pacjentéw (34
osoby). W okresie od +7 do +10 doby po terapii wykazano, ze u chorych ze
stwierdzong opornoscig komoérkowos¢ wyniosta $rednio 45,5%=+41,5% (mediana
30%), a u pacjentow osiagajacych CR 26,8+34,3% (mediana 5%), rdznica ta byla
istotna statystycznie (p<0.05). W okresie przed wiaczeniem chemioterapii i we
wczesnym okresie po chemioterapii srednie liczby niedojrzatych komorek w TB
wyniosty odpowiednio 73,2+25,4% 1 23,3+36,9 (p<0.05). Ponadto, w momencie
wczesne] oceny wyzszy odsetek komorek blastycznych (powyzej 5%) czesciej
obserwowano u pacjentéw z opornosciag po I indukcji niz u 0séb osiagajacych remisje
catkowita (p<0.05). Analiza oznaczen immunohistochemicznych CD34+, CDI17
I Ki67 wykazata, ze w porownaniu do okresu sprzed leczenia w momencie wczesnej
oceny srednie warto$ci wymienionych parametrow wynosity odpowiednio 33,9+£32,6%
vs 18,0+29,0%, 47,5+£32,8% vs20,1+31,1% oraz 39,2+27,9 vs 21,84+25,3%, w kazdej
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z analizowanych zalezno$ci roznice byly znamienne statystycznie (p<0,05).
W momencie przeprowadzania wczesnej oceny (+7 do +10 doba po leczeniu), wyzszy
niz 5% odsetek komoérek CD34" i CD117 oraz wyzszy niz 30% odsetek Ki67 czesciej
obserwowano u pacjentéw z opornoscig po I indukcji niz u 0séb osiagajacych remisj¢
calkowita (p<0.05). Widknienie oceniano w trepanobiopsji w momencie postawienia
diagnozy i w czasie wczesnej oceny po chemioterapii — w analizowanej grupie u 38
0sob (67,9%) pozostato na stalym poziomie. Nasilenie angiogenezy u wszystkich
pacjentow bylo wyzsze w momencie rozpoznania AML niz po zastosowanej
chemioterapii - r6znica ta byla istotna statystycznie (p<0.05). W grupie 34 pacjentow
z remisja catkowita po I indukcji, nasilenie angiogenezy wynosito §rednio 11,1+18,5
naczyh / mm 2 (mediana 0,0), a u chorych z opornoscia ksztattowato sie na poziomie
12,2+15.4 naczyn / mm® (mediana 8,0). Poziom nasilenia angiogenezy byl wyzszy u
pacjentdw ze stwierdzong opornos$cig niz u pacjentdw osiagajacych remisje catkowita,
jednakze rdznica ta nie byla istotna statystycznie (p>0.05). Analizowane czynniki -
liczba komorek blastycznych, a w zakresie oznaczen immunohistochemicznych:
odsetek komérek CD34", CD117" i Ki67 — okazaly sie istotnymi statystycznie
(p<0,05) czynnikami predykcyjnymi osiggnigcia remisji catkowitej. Analiza
poréwnawcza wynikéw trepanobiopsji 1 oceny cytologicznej szpiku w zakresie
parametru: ,liczba blastow” wykazata, ze wyznaczone wielkosci pol AUC byly
wieksze dla trepanobiopsji niz dla oceny cytologicznej szpiku ( 0,785 vs 0,617),
p<0,05. Analiza krzywej ROC pozwolita na wyznaczenie optymalnych punktow
odcigcia dla poszczegdlnych ocenianych zmiennych. — liczby blastow, komorek

CD34+, Ki67+ i CD117+.

Uzyskane wyniki pozwolily na sformutowanie tezy, ze ocena histologii szpiku
wsparta badaniami immunohistochemicznymi, przeprowadzona w + 7 do + 10 dobie
po zakonczeniu chemioterapii indukujacej remisj¢, jest uzytecznym narzedziem
diagnostycznym pozwalajacym z duzym prawdopodobienstwem przewidzie¢
uzyskanie remisji u chorych na ostrg biataczke szpikowa. Pacjenci, u ktorych
stwierdzono remisj¢ calkowita mieli znamiennie statystycznie dtuzszy catkowity czas
przezycia. Nie wykazano przydatnosci prognostycznej oceny angiogenezy.
Stwierdzono ponadto, ze w momencie wczesnej oceny (+7 do + 10 doba po kuracji
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indukujacej remisj¢) material pobrany w trakcie TB posiada wigksza wartos$¢
diagnostyczng w poréwnaniu do;2 oceny cytologicznej szpiku pozyskanego z biopsji

aspiracyjnej cienkoiglowe;.
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10.1 Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) is one of the most common
hematopoietic disease in the population of adult patients. The essence of the
disease lies in the clonal, uncontrolled growth of the cancer-transformed
hematopoietic cell. Looking for methods of optimizing treatment of patients
with AML, the idea of early assessment of treatment results was returned.
Individual assessment of the patient's status at an early stage of treatment has
become a standard considered by international scientific societies — NCCN-
(National Comprehensive Cancer Network) and ELN (European Leukemia
Net). Optimal assessment of disease activity is a widelydiscussed topic.
In the literature, there are no uniform standards of proceedings in this issue. In
most of the studies cytological examination of the bone marrow and
assessment of the reduction in the number of blasts is a diagnostic tool.
Cytologic evaluation in a significant percentage of patients - in relation to the
low cellularity of bone marrow at this stage of therapy - does not always yield
conclusive information. Considering the above-mentioned reservations, in this
paper we decided to use trephine biopsy - a test characterized by greater
sensitivity than a needle aspiration biopsy - as a tool for early assessment of
the effects of therapy. According to the models adopted by NCCN and ELN,
the period from +7 to +10 days after the remission-inducing treatment was

accepted as the time of the assessment.

The aim of the study was to analyze the utility of trephine biopsy for
early assessment of response to treatment and prediction of complete remission.
For the same time interval, the diagnostic value of the marrow cytology
assessment and histopathological examination was also compared. The utility
of selected immunohistochemical assays (CD34, Ki67, CD117), assessment of
fibrosis and angiogenesis in trephine biopsy from +7 to +10 days after
induction treatment was also analyzed. In addition, quantitative thresholds for
selected immunohistochemical determinations (CD34, Ki67, CD117) in
trephine biopsy were made at the early assessment time for predicting

occurrence of complete remission.
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The evaluation included 56 patients with the diagnosis of acute myeloid leukemia,
treated in the Department of Hematology and Marrow Transplant in Poznan in
2007-2014 (30 women and 26 men aged 18 to 63 years, with an average age of
47.9 £ 11.8 years ). Diagnosis of the disease was based on morphological and
cytochemical criteria, according to the FAB classification. The M2 type was
dominated in the group of assessed persons (30 people). The cytogenetic and
molecular risk profile was determined according to the ELN definition - the
majority of patients belonged to the with unfavorable profile - 21 people and
intermediate-2 - 19. At the time of diagnosis, peripheral blood smear, cytology,
bone marrow cytometry, trepanobiopsy were assessed comprehensively and
cytogenetic and molecular tests were performed due to ELN recommendations.
The trephine biopsy study was carried out according to the adopted ICSH
recommendations.  All  patients were treated according to a
homogeneous ;8program that consisted of arabinoside cytosine at a dose of
200 mg / m2 for 7 days (1-7) and daunorubicin at a dose of 60 mg / m2
administered for 3 days (1-3). In the period from +7 to +10 days from the end
of remission-inducing chemotherapy, the response to the applied therapy was
evaluated, for this purpose the evaluation of peripheral blood and marrow

smears was repeated and the trephine biopsy was taken

The results of the study were statistically evaluated using the statistical package
STATISTICA 10 PL. Statistically significant were those results for which the
significance level p was < 0.05. After the induction of total remission, 60.8%
of patients (34 people) were diagnosed. In the period from +7 to +10 days after
therapy, it was shown that in patients with confirmed resistance, the average
cellular disease was 45.5% + 41.5% (median 30%), and in patients achieving
complete remission 26.8 = 34.3% ( median 5%), this difference was
statistically significant (p <0.05). In the pre-chemotherapy period and in the
early post-chemotherapy period, the mean number of immature cells in
trephine biopsy was 73.2 25.4% and 23.3 + 36.9, respectively (p <0.05). In
addition, at the time of early assessment, a higher percentage of blasts (more

than 5%) was more frequently observed in patients with resistance after
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induction than in those achieving total remission (p <0.05). The analysis of
immunohistochemical assays of CD34 +, CD117 and Ki67 showed that
compared to the pre-treatment period at the time of early assessment, mean
values of these parameters were 33.9 = 32.6% vs 18.0 = 29.0%, 47.5 + 32,
respectively. , 8% vs20.1 £31.1% and 39.2 + 27.9 vs. 21.8 £ 25.3%, in each of
the analyzed relationships p <0.05. At the time of the early assessment (+7 to
+10 days after treatment), higher than 5% of CD34 + and CD117 cells and
more than 30% of Ki67 were more frequently observed in patients with
resistance after induction than in those achieving total remission (p < 0.05).
Fibrosis was assessed in trephine biopsy at the time of the diagnosis and
during the early post-chemotherapy assessment - in the analyzed group, 38
patients (67.9%) remained stable (p <0.05). The severity of angiogenesis in all
patients was higher at the time of diagnosis of AML than after chemotherapy -
the difference was statistically significant (p <0.05). In the group of 34 patients
with total remission after the first induction, the intensity of angiogenesis was
on average 11.1 £ 18.5 vessels / mm 2 (median 0.0), and in patients with
resistance was 12.2 + 15.4 vessels / mm 2 (median 8.0). The level of
angiogenesis was higher in patients with established resistance than in patients
achieving total remission, however, this difference was not statistically

significant (p> 0.05).

The analyzed factors - the number of blastic cells, and immunohistochemical tests:
the percentage of CD34 + cells, CD117 + and Ki67 - turned out to be
statistically significant (p <0.05) predictive factors for achieving complete
remission. A comparative analysis of the trephine biopsy results and
cytological assessment of the bone marrow in the scope of the "blasts number"
parameter showed that the determined half AUC values were greater for
trephine biopsy than for the marrow cytology assessment (0.785 vs. 0.617), p
<0.05. The analysis of the ROC curve allowed to determine the optimal cut-off
points for individual assessed variables. - number of blasts, CD34+ cells,
Ki67+ and CD117+. The obtained results allowed to formulate the thesis that

the assessment of marrow histology supported by immunohistochemical
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studies, carried out on the 7th to 10th day after the end of remission-inducing
chemotherapy, is a useful diagnostic tool allowing to predict remission in
patients with acute myeloid leukemia with high probability. Patients who had
complete remission had statistically significantly longer OS. The prognostic
assessment of angiogenesis and the level of bone marrow fibrosis has not been
demonstrated. It was also found that at the time of the early assessment (+7 to
+ 10 a day after the remission-inducing treatment) the material collected
during trephine biopsy has a higher diagnostic value compared to the
cytological assessment of the bone marrow derived from a fine-needle

aspiration biopsy.
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Aneks

Technika wykonania badania

Do zabiegu trepanobiopsji szpiku chorego uktada si¢ na boku lub na brzuchu. Po
odpowiednim ulozeniu pacjenta, nalezy odszuka¢ kolec biodrowy tylny gorny.
Nastepnie skora nad planowanym miejscem zabiegu przemywana jest
I wyjatawiana 70% etanolem lub 0,5% chlorheksydyng. Kolejny etap zabiegu
stanowi znieczulenie miejscowe skory, tkanki podskérnej i okostnej
roztworem 2% lignokainy. Zazwyczaj po ok. 10-15 minutach iglta do TB
wprowadzana jest prostopadle do powierzchni ciata. Po przebiciu okostnej
i warstwy korowej ko$ci usuwany jest mandryn, a igta wprowadzana jest dale;
ruchem poétobrotowym na gleboko$¢ od 2 do 3 cm. Kolejny etap stanowi
uzycie elementu chwytnego, ktéry przytrzyma i ustabilizuje fragment kostny
I zapobiegnie jego przesuni¢ciu. Zabieg konczy usunigcie igly ruchem
obrotowym z kosci. Miejsce interwencji nalezy zdezynfekowac i1 zatozy¢

opatrunek uciskowy na 48 godzin.

Pozyskany fragment szpiku wypycha si¢ mandrynem, wktadajac go do kolca
dystalnego igly. Pobrany trepanobioptat posiada ksztatt cylindra o wymiarach
ok. 2-3 mm x 18-30 mm.

Powiktania po trepanobiopsji wystepuja rzadko, do najczestszych naleza bol

i krwawienie.

Pobrany fragment materiatu powinien mie¢ dlugo$¢ co najmniej 1 cm, u chorych
na chtoniaki cze$¢ autoréw zaleca pobranie co najmniej 2 cm fragmentu
kostnego lub biopsj¢ z obydwu kolcow biodrowych. Dhlugos¢ fragmentu
kostnego koreluje pozytywnie z potwierdzeniemnaczenia szpiku w przypadku

chtoniakdéwziarniczych i nieziarniczych.

Uzyskany materiat poddawany jest procesowi obrdobki, celem uzyskania preparatu

histopatologicznego gotowego do bezposredniej oceny pod mikroskopem.
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Kolejne etapy opracowywania materiatu uzyskanego z TB to:

[ Utrwalanie

[ Phlukanie

7] Odwadnianie

] Przeprowadzenie przez ptyny posrednie
[] Zatapianie w parafinie

[J Skrawanie na mikrotomie

) Odparafinowanie skrawkow

[1 Barwienie skrawkow
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