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Skroty stosowane w pracy

alloHSCT — allotransplantacja komérek krwiotwérczych

AML — ostra biataczka szpikowa

CAR-T cell - ang. chimeric antygen receptors T cells

CML — przewlektfa biataczka szpikowa

CMA — ang. chromosomal microarray analysis

CT — ang. cumputed tomography - tomografia komputerowa

EFS — ang. event free survival- przezycie wolne od zdarzen

FISH — ang. fluorescent in situ hybridization - metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji
GO — gemtuzumab ozogamicyn

GvL — ang. graft versus leukemia - przeszczep przeciwko biataczce
MDS — zespdt mielodysplastyczny

MG — miesak granulocytarny

MMP-2 — ang. matrix metalloproteinase 2

MMP-9 — ang. matrix metalloproteinase 9

MRI — ang. magnetic resonance imaginag - rezonans magnetyczny
OS —ang. overall survival - catkowite przezycie

PCR — ang. polymerase chain reaction - metodg tancuchowe;j reakcji polimerazy
PET-CT — pozytonowa tomografia emisyjna

PNET — ang. primitive neuroectodermal tumour

RFS — ang. relapse free survival - przezycie wolne od wznowy
TMA — ang. tissue microarray

OUN — osrodkowy uktad nerwowy

USG — ultrasonografia



1.Wstep

1.1. Wprowadzenie

Miesak granulocytarny (MG) to ztosliwy guz o lokalizacji pozaszpikowej, ztozony z
niedojrzatych komérek pochodzenia mieloidalnego. Wystepuje u pacjentdw z ostrag
biataczkg szpikowa (acute myeloid leukemia, AML), zespotem mielodysplastycznym
(myelodysplstic syndrome, MDS) lub przewlekta biataczkg szpikowg (chronic myeloid
leukemia, CML). MS moze towarzyszy¢ rozpoznaniu choroby lub wyprzedzi¢ zajecie
szpiku kostnego o miesigce lub nawet lata; moze réwniez stanowié pozaszpikowa
manifestacje wznowy choroby [1, 2] Jest jednostkg chorobowg o powaznym rokowaniu,
réznorodnej symptomatologii i przebiegu klinicznym, bedgcg wyzwaniem

diagnostycznym i terapeutycznym.

1.2. Definicja i charakterystyka ogdlna

W klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) z 2008 roku, miesak granulocytarny
zaliczany jest do tzw. ,,AML-related neoplasms”. Powstaje w wyniku proliferacji komérek
z jednej lub kilku linii mieloidalnych, ktére nastepnie formujag mase guza, zaburzajgc
architekture otaczajgcych tkanek. Sama obecnos¢ patologicznych komérek w lokalizacji
pozaszpikowej pozwala rozpozna¢ jedynie nacieki biataczkowe, natomiast w przypadku
MG, mamy do czynienia z guzem pozaszpikowym [3, 4].

Pierwszy raz opisu MG dokonat Burns w 1811 roku, a nastepnie w 1853 roku King,
uzywajac terminu ,,chloroma”, co wiazato sie z charakterystycznym zielonkawym
zabarwieniem komérek w obrazie mikroskopowym, wynikajagcym z obecnosci
mieloperoksydazy (z greckiego ,,chloros” oznacza zielony) [5, 6]. Inne nazwy spotykane w
przesztosci w piSmiennictwie to ,,granulocytic sarcoma”, ,,extramedullary myeloid cell
tumor” lub ,,myeloblastoma” [2]. Nazwa ,,myeloid sarcoma” zostata zaakceptowana

przez WHO w 2002 roku [7].



1.3. Patogeneza

Etiologia MG pozostaje niejasna. Jednym z czynnikdw sprzyjajgcych przetrwaniu blastéw
w tkankach pozaszpikowych jest obecnos¢ naturalnych barier (bariera krew-mézg, krew-
jadro), ktére utrudniajg penetracje cytostatykéw do osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN) i gonad i stwarzajg warunki do przetrwania blastéw w obrebie tych tkanek [8]. Wg
Stefanidakis i wsp. zwiekszona zdolno$¢ blastéw do migracji do tkanek pozaszpikowych
zwigzana jest z tworzeniem kompleksu pomiedzy metaloproteinazg macierzy MMP-9
(matrix metalloproteinase 9), a integryng leukocytéw B [9]. Rola biatek z grupy
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej zostata réwniez omoéwiona w publikacji
Feng i wsp. Wedtug autoréw, MMP-9 (matrix metalloproteinase 9) oraz MMP-2 (matrix
metalloproteinase 2), produkowane przez blasty, zwiekszajg ich mozliwos¢ penetracji
przez bariere krew-mézg [10]. Uwaza sie rowniez, ze ,kierowanie” sie blastow do
narzagdéw innych niz szpik moze by¢ wynikiem interakcji pomiedzy poszczegdlnymi
chemokinami i ich receptorami. W badaniu Faaij i wsp., poréwnywano ekspresje
receptoréw dla cytokin w komorkach biataczkowych u pacjentéw z AML bez i z zajeciem
skéry [11]. U pacjentéw z manifestacjg skérng AML, w komodrkach biataczkowych
stwierdzono zwiekszong ekspresje receptoréw dla chemokin, nazwanych CCR-2, a ich
zdolnos$¢ do gromadzenia sie w tkance skérnej wigzano z obecnoscig interakcji miedzy

chemokinami i ich receptorami CCR5/CCL3 i CXCR4/CXCL12 [11].

1.4. Epidemiologia i charakterystyka kliniczna

1.4.1. Miesak granulocytarny towarzyszgcy AML

MG najczesciej towarzyszy rozpoznaniu AML. Wystepuje u 2-8% dorostych pacjentéw z
AML, u dzieci natomiast towarzyszy nawet 40% przypadkéw AML [2, 8]. Dane
statystyczne dotyczgce pacjentéw pediatrycznych sg jednak ograniczone. W analizie
Kobayashi i wsp., sposrod 240 pacjentéw z AML, u 23,3% stwierdzono wyjsciowo
pozaszpikowe ogniska choroby, co obejmowato chorych zaréwno z MS, jak i zajeciem
OUN. Pacjenci z pozaszpikowg manifestacja choroby prezentowali wyziszg liczbe
leukocytow we krwi obwodowej w momencie rozpoznania i czesciej rozpoznawano u

nich typy M4 i M5 AML [12]. W badaniu przeprowadzonym przez Dusenbery i wsp., z
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1832 pacjentéw z AML, manifestacje pozaszpikowg w momencie rozpoznania
stwierdzono u 10,9% chorych [13]. Z kolei w analizie Johnston i wsp.,, MG

zdiagnozowano u 99 sposréd 1459 analizowanych pacjentéw, co stanowi 6,7 % [14].

1.4.2. Izolowany MG

Kiedy w momencie rozpoznania MG nie stwierdza sie choroby rozrostowej w szpiku,
mowi sie o izolowanym MG czyli tzw. de novo myeloid sarcoma. Jest to sytuacja
niezwykle trudna diagnostycznie i w tej grupie pacjentéw najczesciej dochodzi do
pomytek diagnostycznych w trakcie ustalania rozpoznania. U dzieci izolowany MG
ogranicza sie do przypadkéw kazuistycznych. Wg danych literaturowych, czestosé
wystepowania de novo MG wynosi 2/1,000,000 dorostych i 0,7/1,000,000 dzieci.
Nieleczony izolowany MG w 90% ulega progresji do AML, a $redni czas od rozpoznania

izolowanego MG do zajecia szpiku wynosi ok. 10,5 -11 miesiecy [15].

1.4.3. MG jako wznowa po allotransplantacji komorek krwiotwdrczych

Szczegblng sytuacjy kliniczng jest wznowa pozaszpikowa MG po allotransplantacji
komoérek krwiotwdrczych (alloHSCT). Czestos¢ wystepowania wynosi od 5-12% [16]. Czas
od alloHSCT do wystgpienia wznowy pozaszpikowej wynosi $rednio 13-17 miesiecy,
podczas gdy odstep od alloHSCT do pojawienia sie wznowy szpikowej 3-6 miesiecy.
Opisano jednak przypadki wystgpienia wznowy pozaszpikowej nawet 5-10 lat po
alloHSCT. Czynniki, ktére najprawdopodobniej zwiekszajg ryzyko wystgpienia wznowy o
lokalizacji pozaszpikowej, obejmujg: obecnos¢ lokalizacji pozaszpikowej w przebiegu
choroby w wywiadzie, AML M4 lub M5 wg klasyfikacji FAB, zaawansowane stadium
choroby w momencie transplantacji i czynniki genetyczne ,,wysokiego ryzyka” takie jak
t(8;21), inv(16) i rearanzacja MLL [16, 17, 18, 19].

Wznowa pozaszpikowa wystepuje czesciej u dzieci, co moze wynikac z wiekszej czestosci
wystepowania biataczek AML M4/M5 oraz czestszego wyjsciowego zajecia narzgdow
pozaszpikowych w tej grupie wiekowej [17,18].

W patogenezie wznowy pozaszpikowej po alloHSCT dyskutowana jest réwniez rola
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (graft versus host disease, GvHD). Uwaza sie,
Ze zjawisko przeszczep przeciwko biataczce (graft versus leukemia, GvL), ktore towarzyszy

GvHD, jest mniej wyrazone w lokalizacjach poza szpikiem kostnym, co jest wynikiem
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mniejszej liczby komérek CD8+ w tkankach pozaszpikowych i moze predysponowac te
miejsca do wystgpienia wznowy [16, 17]. W analizie Solh i wsp., sposrdd 436 pacjentéw z
ropoznaniem AML, ktérych leczenie obejmowato wykonanie alloHSCT, u 128 doszto do
wystgpienia wznowy, z czego u 25 chorych byta to wznowa pozaszpikowa. W grupie tej
czesciej obserwowano ostre GvHD (77% versus 49%) lub przewlekte GvHD (46% versus
15%), niz w grupie chorych z izolowang wznowa szpikowa [16].

Zagadnienie wznowy pozaszpikowej po alloHSCT jest nie do korica poznane, a dane co do
czestosci wystepowania mogg by¢ niedoszacowane. Brakuje duzych analiz, zwtaszcza
dotyczacych pacjentow pediatrycznych. Wiadomo, ze ogniska pozaszpikowe wznowy
pozostajg nierozpoznane tak dtugo, az nie stang sie objawowe. Jednoczesnie, dtugosc
przezycia pacjentow po alloHSCT ulega wydtuzeniu z uwagi na poprawe opieki
okototransplantacyjnej, co w rezultacie moze skutkowaé czestszym obserwowaniem

wznow, w tym pozaszpikowych.

1.5. Lokalizacja MG

Miesak granulocytarny moze by¢ zlokalizowany w kazdym narzadzie, poza szpikiem
kostnym. Najczesciej zajmowane tkanki, to: kos¢, okostna, tkanki miekkie, skéra, oczodét,
wezty chtonne, przewdd pokarmowy i osrodkowy uktad nerwowy. U dzieci najczesciej
opisywane lokalizacje MG to skdra i oczodoét [2, 8, 20].

W najwiekszej analizie Movasagghian i wsp., ktéra objeta 345 chorych z izolowanym MS
w wieku 15 lub wiecej lat, najczestszg lokalizacjg byty tkanki miekkie, nastepnie kolejno
wezty chtonne i okolica gtowy, i szyi. Autorzy analizowali rowniez zaleznos¢ pfci i wieku
od lokalizacji guza. U pacjentéw w wieku 50 - 58 lat czesciej zajmowane byty: przewdd
pokarmowy, narzady miednicy, kosci, oczodoty, gonady oraz narzady klatki piersiowej,
natomiast tkanki miekkie, gtowa i szyja, skéra i osrodkowy uktad nerwowy byty
czestszymi lokalizacjami dla starszej grupy wiekowej (64— 74 lata). U kobiet czestsze byto
zajecie przewodu pokarmowego, narzgdéw miednicy i osrodkowego uktadu nerwowego

[21].
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1.5.1. Zajecie skory — leukemia cutis

Zajecie skory najczesciej wystepuje u pacjentdw z rozpoznaniem AML, moze jednak
réwniez pojawic sie w przebiegu CML lub MDS. Tak jak inne postacie MG, moze wystgpic
réwnoczesnie z zajeciem szpiku, w przebiegu choroby lub w rzadkich przypadkach
wyprzedzi¢ zajecie szpiku. U chorych z rozpoznaniem AML, najczesciej wigze sie z
fenotypem mielomono- lub monocytarnym biataczki [20, 22, 23]. Czestos¢ wystepowania
wynosi 10-15% pacjentéw z AML, natomiast we wrodzonej ostrej biataczce szpikowej
leukemia cutis dotyczy az 25-30% niemowlat i ma obraz kliniczny tzw. ,,blueberry muffin
infant” [22, 23]. Zmiany majg charakter rumieniowych grudek lub guzkéw réinej
wielkosci, czasem o sinym zabarwieniu. Najczesciej zlokalizowane sg na skérze tutowia,
konczyn gérnych i dolnych, gtowy oraz szyi. Ogniska choroby czesciej zajmujg okolice
skéry objete stanem zapalnym [8, 21, 22, 23, 24]. Wykwity mogg by¢ mylnie rozpoznane
jako osutki wirusowe, tuszczyca, tojotokowe zapalenie skory lub bielactwo [8, 22]. U
chorych z juz rozpoznang chorobg nowotworowa, rdéznicowanie powinno réwniez
obejmowaé zespdt Sweet’a, w ktdrym zmianom skérnym towarzyszy gorgczka i
neutrofilia, i ktéry moze towarzyszy¢é chorobom nowotworowym u dzieci [23].
Niespecyficzne zmiany skérne u pacjenta z biataczkg mogg by¢ rowniez wynikiem reakcji
toksycznej na leki, w tym chemioterapie, powsta¢ na skutek oportunistycznych infekcji
wirusowych lub grzybiczych; mylagce mogg okazaé sie réwniez wybroczyny u pacjenta z
matoptytkowoscig oraz zmiany interpretowane jako obraz zapalenia naczyi (vasculitis)
[22]. Powyziszy wachlarz mozliwych rozpoznan sprawia, ze skérna manifestacja biataczki
bywa szczegdlnie tatwa do przeoczenia, zwtaszcza jesli zmiany sg subtelne. Ostateczne
rozpoznanie umozliwia jedynie biopsja i ocena immunohistochemiczna, co szczegdétowo

omoéwiono w rozdziale dotyczagcym diagnostyki MG [24].

1.5.2. Zajecie oczodotu

Oczodot stanowi drugg najczestszg lokalizacje MG u dzieci. Lokalizacja oczodotowa
wystepuje najczesciej u pacjentéw z AML o fenotypie M2, M4 i M5 [8]. Do objawdéw
nalezy przede wszystkim jednostronny wytrzeszcz gatki ocznej, mogg wystgpi¢ réwniez:
opadanie powieki, zajecie gruczotu tzowego, zmiany w obrebie spojowki, zajecie teczowki
lub krwotoki siatkdéwkowe [25,26]. Powyzsze objawy nie sg charakterystyczne wyfacznie

dla MG — dotyczg wszelkiego rodzaju guzéw o tej lokalizacji. Diagnostyka rdznicowa
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guzdw oczodotu u dzieci obejmuje przed wszystkim inne guzy lite, takie jak:
miesniakomiesak prazkowanokomodrkowy, nerwiak zarodkowy i chtoniak Burkitta. Do
rzadszych rozpoznan w tej lokalizacji naleza: glejak nerwu wzrokowego,
nerwiakowtdkniak splotowaty lub zmiany w przebiegu histiocytozy z komdrek
Langerhansa [27]. Do niezbednych narzedzi diagnostycznych nalezg badania obrazowe —
tomografia komputerowa — CT, oraz rezonans magnetyczny — MR. Oprdcz okreslenia
wstepnego zaawansowania procesu chorobowego, badania te stuzg do oceny
odpowiedzi na leczenie oraz planowania ewentualnej radioterapii.

Obraz radiologiczny nie jest jednak charakterystyczny tylko dla MG - badania
uwidaczniajg mase guza o nieregularnych ksztattach, ktéra najczesciej niszczy otaczajgce
tkanki kostne i wykazuje jednorodne wzmocnienie po podaniu kontrastu. Dopiero
biopsja guza lub stwierdzenie obecnosci blastow w szpiku kostnym, umozliwia
ostateczne rozpoznanie [28].

Coraz popularniejszg metoda obrazowania oczodotu jest ultrasonografia (USG) —
pozwala ona na uwidocznienie w czasie rzeczywistym unaczynienia guza oraz jego relacji
z mie$niami okoruchowymi i gatkg oczng. Pod kontrolg USG z powodzeniem mozna
wykonad réwniez biopsje cienkoigtowg guza - brakuje jednak doswiadczen czy pobrany

materiat bytby wystarczajgcy do rozpoznania MG [29].

1.6. Trudnosci w postepowaniu diagnostycznym u pacjenta z podejrzeniem MG

W sktad postepowania diagnostycznego u pacjenta z podejrzeniem MG wchodzi kilka
elementow, ktére dopiero wspdlnie tworzg catos¢ i pozwalajg na ustalenie petnego
rozpoznania. Z jednej strony nalezy dazy¢ do petnej diagnostyki obrazowej guza, a
nastepnie do zidentyfikowania charakteru zmiany. W tym celu kluczowe bedg badania
obrazowe takie jak ultrasonografia USG, KT i MRI, a nastepnie biopsja guza i analiza
immunohistochemiczna. Jesli to mozliwe, powinna to by¢ biopsja tkankowa, a nie
cienkoigtowa. Oprdcz analizy immunohistochemicznej, wskazane jest réwniez wykonanie
cytofluorymetrii  przeptywowej, badania cytogenetycznego oraz molekularnego

pobranego materiatu.
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Z drugiej strony kluczowa bedzie réwniez cytofluorymetria przeptywowa oraz badania
cytogenetyczne i molekularne szpiku kostnego i nierzadko to wtasnie badanie szpiku
staje sie podstawg do ustalenia rozpoznania [20, 30].

Pojawia sie coraz wiecej doniesied o wykorzystaniu pozytonowej emisyjnej tomografii
komputerowej (PET-CT) w diagnostyce MG. Stolzel i wsp. wykonali badanie F-FDG
PET/CT u 10 pacjentéw z MS w przebiegu AML; badanie to potwierdzito obecnos¢
znanych juz ognisk choroby u 9 pacjentéw, u 6 ujawnito dodatkowe zmiany [31].
Uzyteczno$¢ badania PET-CT potwierdzajg tez inne doniesienia [32, 33]. Badanie to moze
nie tylko umozliwi¢ zobrazowanie zmian niewykrywalnych przez inne narzedzia
diagnostyczne, ale réwniez stuzy¢ do monitorowania odpowiedzi na leczenie [8].

Schemat postepowania diagnostycznego u pacjenta z podejrzeniem MG przedstawia

Rycina 1.

iopsja aspiracyjna szpiku

kostnego Biopsja guza (ocena
( mielogram, badanie immunohistochemiczna,
cytofluorymetryczne, cytofluorymetria, badania
badania cytogenetyczne i cytogenetyczne i molekularne)

molekularne)

PEENE
ROZPOZNANIE

Badania obrazowe
( KT, MRI, PET)

Rycina 1. Schemat postepowania diagnostycznego u pacjenta z podejrzeniem MG.

1.6.1. Analiza immunohistochemiczna
Histologicznie miesak granulocytarny to guz ztozony z niedojrzatych granulocytow,

monocytow lub obu typdw komodrek. Na podstawie cech cytomorfologicznych i stopnia
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dojrzatosci komodrek sposréd MG mozna wyrdznié nastepujgce typy: niedojrzaty miesak
granulocytarny, zréznicowany miesak granulocytarny, miesak monoblastyczny,
monocytarny i mielomonocytarny [2]. Podziat ten jednak nie ma odzwierciedlania w
cechach klinicznych choroby, przez co nie ma praktycznego znaczenia.

Kluczowa role w praktyce klinicznej odgrywa natomiast analiza immunohistochemiczna.
Jej znaczgcag wadg jest jednak brak ustalonego panelu przeciwciat, co moze przysparzaé
wiele watpliwosci i prowadzi¢ do pomytek diagnostycznych. Wedtug danych w literaturze,
najczesciej MG bywa mylnie rozpoznawany jako chtoniak nieziarniczy [2, 20].

W analizie Menasce i wsp., sposrdéd 26 przypadkdw MG, az u 15 pierwotnie mylnie
rozpoznano chtoniaka z komodrek B [34]. Wedtug Pileri i wsp., z 25 przypadkéw
izolowanego MG, u 10 pierwotnie rozpoznano réznego typu chfoniaki. Wtasnie dalsza
analiza immunohistochemiczna umozliwita w tych przypadkach wfasciwe rozpoznanie
ostateczne [35].

Podstawg precyzyjnej diagnostyki jest dobranie takiego panelu przeciwciat, by jak
najszybciej umozliwi¢ witasciwe rozpoznanie i w konsekwencji wdrozenie odpowiedniego
leczenia.

Wiekszo$¢ autoréw zgadza sie, ze minimalny panel immunohistochemiczny powinien
zawierac lizozym i anty CD43. S3 to markery obecne w 75-100% przypadkéw MG.
Markery te nie sg jednak specyficzne dla MG, wiec na ich podstawie nie mozna
jednoznacznie ustali¢ rozpoznania [20, 36, 37, 38, 39].

W zaleznosci od przewagi utkania mieloidalnego lub monocytarnego w tkance guza,
uzupetnieniem sg markery mieloidalne: MPO, CD68/KP1, CD117 oraz charakterystyczne
dla réznicowania monocytarnego: CD68, CD163, i CD56 [38].

Skérng postaé¢ miesaka granulocytarnego (,,leukemia cutis”) charakteryzuje zwykle
utkanie z przewagg monocytéw, tak wiec reakcja dla MPO i CD117 jest wéwczas ujemna.
Komodrki mogg mieé natomiast fenotyp CD56(+), przez co skérna posta¢é MS wymaga
réznicowania z chtoniakiem z komdrek NK (inaczej BPDCN, nowotwdr z blastycznych
plazmocytoidnych komdrek dendrytycznych) [20].

Mylne rozpoznanie chtoniakdédw nieziarniczych wynika z faktu, iz komérki MG czesto
wykazujg ekspresje antygendéw charakterystycznych dla limfocytéw T i B. Antygeny LCA,
CD43, a takze w rzadkich przypadkach CD7 mogg wykazywaé dodatnig ekspresje w MG,

sugerujac mylne rozpoznanie chtoniaka T-komérkowego. Dodatnia reakcja z MPO i CD68
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powinna wodwczas pomoc zweryfikowaé diagnoze. Antygeny CD20 i CD79a,
charakterystyczne dla linii B-komdrkowej, rowniez mogg by¢ dodatnie w MG [38, 39].

Diagnostyka réznicowa powinna objg¢ réwniez takie guzy jak: czerniak ztosliwy, guzy
neuroendokrynne, miesak Ewinga, miesniakomiesak prgzkowanokomodrkowy, PNET
(primitive neuroectodermal  tumour), guzy  zarodkowe [39]. Markery

immunohistochemiczne istotne w diagnostyce MG zebrano w Tabeli 1.

Tabela 1. Markery immunohistochemiczne istotne w diagnostyce MG.

Markery immunohistochemiczne

Podstawowe CD43, lizozym, MPO, CD68, CD117, CD163,
CD45, CD34
Pomocne w diagnostyce rdéznicowej S$100 (melanoma)

NSE (neuroblastoma)

CD99 (sarcoma Ewing)

CD56, cytokeratyna, synaptofizyna,
chromogranina (guzy neuroendokrynne),
CD20, CD79a (chtoniak z komodrek B),

CD3, CD4, CD56, CD7 (chtoniak T-

komodrkowy)

Podsumowaniem powyzszych rozwazan wydaje sie algorytm diagnostyczny, jaki
zaproponowat Seifert i wsp. [39]. U pacjenta z guzem nieznanego pochodzenia, u ktérego
podejrzewa sie MG, autorzy proponujg sSciezke diagnostyczng obejmujgcg wykonanie
panelu przeciwciat: CD45, CD43, lizozym, MPO, CD117, CD34, CD68 (Rycina 2).
Oczywiscie w przypadku podejrzenia guza o innej etiologii, panel ten wymagatby
poszerzenia. Bardzo wskazanym uzupetnieniem diagnostyki jest pobranie materiatu z
guza w celu badan genetycznych. Ostateczne rozpoznanie wymaga kazdorazowo
uzupetnienia diagnostyki o biopsje szpiku z badaniami cytogenetycznymi i molekularnymi

zabezpieczonego materiatu.
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Rycina 2. Schemat przedstawiajgcy algorytm diagnostyczny do zastosowania u
pacjenta z podejrzeniem MG. Rycina na podstawie Ann Diagn Pathol. 2014;18(4):253-

60 w modyfikacji wiasnej.

1.6.2. Badania genetyczne i molekularne

Z uwagi na fakt, iz MG najczesciej wspotwystepuje z AML, zaburzenia genetyczne
charakterystyczne dla tego rozpoznania pokrywajg sie z tymi, ktére spotyka sie u
pacjentéw z AML. Wiadomo jednak, iz nieprawidtowosci genetyczne w AML s3 rdznie
prezentowane w poszczegdlnych grupach wiekowych pacjentéw. Creutzig i wsp.
przeprowadzili duzg analize pacjentéw z AML z réznych grup wiekowych, z ktérej wynika,
iz czynniki korzystne prognostycznie, takie jak t(8;21), inv(16)/t(16;16) i t(15;17), s3

najczestsze w grupie pacjentéw od 2 do 18 roku zycia. Niekorzystne nieprawidtowosci
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genetyczne (-7/del(7), -5/del(5q) lub 5p, inv(3)/t(3,3), t(6;9), ,,complex karyotype”, 12p,
17p i 11923/MLL z wyjatkiem t(9;11)) osiggajg najwyzszy odsetek w grupie dzieci ponizej
drugiego roku zycia; nastepnie ponownie ich czestos¢ wystepowania wzrasta w grupie
starszych pacjentéw (powyzej 85 roku zycia) [40].

Dane na temat zaburzen genetycznych spotykanych u pacjentéw z MG sg dosc
ograniczone. Istnieje niewiele badan o reprezentatywnej liczebnosci, ktére mogtyby
odzwierciedli¢ przedstawiony przez Creutzig i wsp. rozktad wiekowy. Zdaniem wiekszosci
badaczy, najczesciej stwierdzane aberracje chromosomowe w MG obejmuja: t(8;21), inv
(16) i trisomie 8 [24, 39, 41]. U niemowlat lokalizacja pozaszpikowa wigzana jest z
mutacjg 1123 powodujgcg rearanzacje genu MLL [26].

W analizie Pileri i wsp. dotyczacej 92 pacjentdw z MG powyzej 16 roku zycia, aberracje
chromosomowe wystapity u 54% badanych, co wspétgra z faktem, iz aberracje
chromosomowe generalnie wystepujg u 40- 60% dorostych z AML. W przeprowadzonej
analizie najczestszg aberracja chromosomowa byta monosomia 7 (10,8%), nastepnie
trisomia 8 (10,4%) i rearanzacja MLL (8,5%), podczas gdy translokacja t(8;21) wystapita
tylko u 2,2% [35]. Z kolei w badaniu przeprowadzonym przez Alexiev i wsp. (pacjenci
powyzej 25 roku zycia), najczesciej wystepowata translokacja t(8;21)(p22,922), a na
drugim miejscu inwersja chromosomu 16 [36]. W analizie Kobayashi i wsp. dotyczacej
grupy pediatrycznej z wyjsciowo obecng manifestacjg pozaszpikowg AML, najczesciej
stwierdzang mutacjg bytfa inv(16) oraz zaburzenia genu 11923 [12].

Dane literaturowe sg3 natomiast spdjne co do zwigzku poszczegdlnych mutacji z
niektorymi lokalizacjami  MS. Translokacja t(8;21)(p22,922), AML1-ETO, jest
charakterystyczna dla lokalizacji oczodotowej guza i czesciej wystepuje u dzieci. Trisomia
chromosomu 8 jest czestsza u pacjentdow z manifestacjg skérng MG, natomiast inwersja
chromosomu 16 u chorych z lokalizacjg wewnatrzbrzuszng guza [8, 14, 24, 42, 43].
Niewiele danych istnieje w literaturze na temat zaburzen molekularnych w MG.

Fallini i wsp. wykazali retrospektywnie obecnos¢ mutacji NPM1 u 15% pacjentéow z MG,
wykorzystujac bloczki parafinowe i przeciwciata anty-NPM1 [44] . Mutacja NPM1
(mutacja genu nukleofozminy 1) wystepuje u 50-60% dorostych pacjentéw z AML i w
przypadku, gdy nie wspdétistnieje z FLT3-ITD (/TD — internal tandem duplication), wigze sie
z korzystnym rokowaniem [45]. Choé¢ do korica nie wiadomo, jakie znaczenie

prognostyczne ma mutacja NPM1 u pacjentéw z MG, Fallini i wsp. sugeruja, iz
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przeciwciato anty-NPM1 powinno wchodzi¢ w sktad panelu diagnostycznego w badaniu
immunohistochemicznym [44].

Ciekawa propozycje badawczg przedstawili Kamran Mirza i wsp., ktérzy do wykrycia
nieprawidtowosci genetycznych zastosowali metode ,,chromosomal microarray analysis”
- CMA, wykorzystujgc wycinki parafinowe z biopsji guza od 6 pacjentéw z rozpoznang
izolowang postacia MG. Zaletg takiej techniki jest mozliwos¢ analizy genetycznej
preparatow, pomimo braku $wiezego materiatu z biopsji, ktéry bytby konieczny do
wykonania badan z zastosowaniem techniki FISH. Co wiecej, w obliczu faktu, iz tak
naprawde nie wiadomo w jakim stopniu nieprawidtowosci genetyczne w blastach
obecnych w szpiku kostnym sg zgodne z tymi, ktére napotka¢ mozna w komérkach guza,
taka metoda umozliwitaby odpowiedz na pytanie, jakie pochodzenie majg komérki w MS
i przesledzenie zjawiska ewolucji klonalnej u pacjentéw z AML z lokalizacjg pozaszpikowa

[46].

1.6.3. Metoda mikromacierzy tkankowych

Metoda mikromacierzy tkankowych (ang. tissue microarray, TMA) jest coraz bardziej
uznang metoda oceny immunohistochemicznej w onkologii. Pierwszy raz zostata opisana
przez Kononena i wsp. w 1998 roku [47]. Przygotowanie do badania metoda
mikromacierzy polega na odpowiedniej selekcji wybranych fragmentéw z blokéw
parafinowych (tzw. blok-biorca), a nastepnie konstrukcji tzw. bloku-dawcy. Moze on
zawierac tkanki nawet kilkuset wybranych przez badajgcego nowotwordéw, umozliwiajgc
tatwiejsze zaobserwowanie i poroéwnywanie miedzy nimi reakcji
immunohistochemicznych. Dzieki tym wtasciwosciom metoda TMA stanowi cenne
narzedzie badawcze w  onkologii [48, 49]. TMA przyspiesza ocene
immunohistochemiczng i zmniejsza zuzycie odczynnikéw. Przede wszystkim jednak
metoda mikromacierzy umozliwia oceniajgcemu zaobserwowanie reakcji z wieloma
przeciwciatami w tym samym fragmencie guza, co w konsekwencji znacznie poprawia
jakos¢ i precyzje badania [48].

Dzieki zastosowaniu TMA w 2011 roku udato sie wytypowac¢ trzy antygeny
charakterystyczne dla MG. Benet i wsp. wykorzystali te metode do oceny reakcji
immunohistochemicznych w kierunku 12 antygenéw w materiale zgromadzonym z

biopsji skory od 173 pacjentéw z rozpoznaniem ,,leukemia cutis”. MG skérny rozwinagt
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sie u tych chorych na tle réznych nowotworéw mieloproliferacyjnych. Autorzy wykazali

obecnos$¢ CD68, CD33 i MPO w 100% preparatéw [50].

1.7. Leczenie

1.7.1. Chemioterapia

Wedtug przyjetych standardow leczenie MG powinno by¢ oparte na protokotach
leczniczych dla AML. Dotyczy to rowniez izolowanej postaci MG, gdyz wiadomo, iz prawie
zawsze posta¢ ta ulegnie progresji do choroby systemowe] z zajeciem szpiku [7, 24].
Przewage leczenia systemowego chorych z izolowang postacia MG nad leczeniem
miejscowym obejmujgcym wytgcznie zabieg chirurgiczny lub radioterapie przedstawiano
w kilku kolejnych doniesieniach, uzyskujgc znaczaco lepsze wyniki w grupach pacjentéw

leczonych systemowg polichemioterapig [8, 51, 52].

1.7.2. Radioterapia

Wg Bakst i wsp. radioterapia moze by¢ korzystna jako element konsolidacji leczenia w
przypadku niewystarczajgcej odpowiedzi na chemioterapie. W szczegdlnosci jednak jest
zarezerwowana jako leczenie paliatywne, stuzgce zmniejszeniu rozmiardw guza i
dolegliwosci bélowych [24].

Chen WY i wsp. przeanalizowali wptyw radioterapii na wyniki leczenia u 20 pacjentéw z
MG. U 19 sposréd 20 chorych zaobserwowano ulge w dolegliwosciach w trakcie lub po
prowadzonych naswietlaniach. Osiggnieto réwniez lepsze wyniki leczenia, gtdwnie u
chorych w wieku ponizej 50 roku zycia i u tych, u ktérych zastosowano wczesniej
alloHSCT. W wiekszosci byli to chorzy z izolowang wznowg pozaszpikowg lub mieszang,
by¢ moze wiec radioterapia stanowi dobre uzupetnienie leczenia dla tej grupy pacjentow

[53].

1.7.3. Leczenie chirurgiczne

Chirurgiczna biopsja guza jest niezbedna do ustalenia rozpoznania u pacjentéw bez

zajecia szpiku kostnego. Leczenie chirurgiczne, ktére ma na celu zmniejszenie masy guza,
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jest przewidziane dla pacjentéw, u ktérych guz z uwagi na swojg lokalizacje prowadzi do

powiktan w postaci ucisku innych narzadéw lub silnych dolegliwosci bolowych [24].

1.7.4. Allotransplantacja komdrek krwiotwdrczych

Najbardziej nurtujgcym zagadnieniem w terapii MG, jest aktualnie rola allotransplantacji
komoérek krwiotwoérczych. Coraz wiecej doniesien potwierdza fakt, iz alloHSCT jako
element leczenia u pacjentdw z MG, znaczgco poprawia wyniki leczenia [35, 46, 54].
Problemem szeroko dyskutowanym jest fakt, czy alloHSCT powinna by¢ metodg z wyboru
zaréwno u pacjentéw z MG z towarzyszgcym zajeciem szpiku, jak i u chorych z izolowang
postaciag MG. W analizie Chevalier i wsp. wyniki leczenia dorostych pacjentéow z
izolowang postacig MG, jak i z towarzyszgcym zajeciem szpiku, poddanych alloHSCT, byty
poréwnywalne. Autorzy sugerujg zatem, ze grupa de novo MG réwniez odnosi korzysci z
takiej terapii [55].

Sporym dylematem terapeutycznym jest grupa pacjentdw, u ktérych doszto do
izolowanej wznowy pozaszpikowej po alloHSCT, czy wrecz chorzy z nawrotows,
pozaszpikowg i systemowg postacig choroby. Pacjentéw tych nalezy traktowac
indywidualnie w zaleznosci od juz wykorzystanych metod leczenia i dotychczasowej jego
tolerancji. Rozwazy¢ nalezy chemioterapie w skojarzeniu z nastepowa radioterapia,
infuzje limfocytéw dawcy lub kolejny zabieg alloHSCT. Jak podaje Clark i wsp., infuzja
limfocytdbw dawcy odnosi niestety niewielki skutek terapeutyczny w lokalizacjach
pozaszpikowych, a jesli nawet udaje sie osiggnac¢ remisje, zwykle szybko dochodzi do
nawrotu choroby. Rdwniez druga alloHSCT nie wydaje sie by¢ efektywng forma terapii
[18]. Wydaje sie, ze w tej grupie chorych nadzieje na poprawe wynikéw leczenia mozna

wigzaé z bardziej nowoczesnymi formami terapii opornej AML.

1.7.5. Nowoczesne metody leczenia

Duze nadzieje wigzane sg z zastosowaniem preparatu gemtuzumab ozogamicyn (GO).
Jest to przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko antygenowi CD33. U pacjenta
poddanego wczesnie alloHSCT, u ktdérego doszto do rozwoju wznowy, w tym
pozaszpikowej, dziatanie leku ma na celu intensyfikacje efektu ,,przeszczep przeciwko
biataczce” (GvL, graft versus leukemia), poprzez selektywne dziatanie na blasty i komorki

guza, bez oddziatywania na kluczowe w efekcie GvL limfocyty T dawcy [56]. W toku s3
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rébwniez obiecujgce badania nad uzyciem GO, jako uzupetnienia intensywnej
chemioterapii w celu zredukowania ryzyka wznowy [57].

Posrod nowoczesnych metod leczenia, wymienia sie rowniez takie leki jak: bortezomib-
inhibitor proteasomu, sorafenib- inhibitor licznych kinaz, ktéry wykazuje aktywnos¢ u
pacjentéow z AML obcigzonych mutacjg FLT3 ITD, inhibitory FLT3 takie jak lestaurtinib,
midostaurin, quizartinib, crenolanib oraz ruxolitinib- inhibitor kinazy JAK1 i JAK2 [57].
Analizy dotyczgce stosowania tych lekéw dotyczg gtdwnie pacjentéw z oporng postacia

AML, zatem ich rola w leczeniu pacjentéw z MG wymaga dalszych badan.

1.8. Rokowanie

Obecnos¢ pozaszpikowej manifestacji choroby rozrostowej byta zwykle wigzana z
powaznym rokowaniem. Obecne podejscie terapeutyczne, obejmujace stosowanie
intensywnej chemioterapii rowniez dla izolowanych guzéw MG, jak rowniez wtgczenie do
metod terapeutycznych alloHSCT, pozwolito uzyskac lepsze wyniki leczenia i zmienito
spojrzenie na rokowanie u tych pacjentéw. Z uwagi na fakt, iz brakuje duzych analiz
dotyczacych pacjentéw pediatrycznych, dane na temat rokowania MG u dzieci sg jednak
ograniczone.

W analizie Kobayashi i wsp. dotyczacej dzieci, catkowite przezycie pacjentéw z AML z
obecng lokalizacjg pozaszpikowa wynosito 77,3% (grupa ta obejmowata rowniez chorych
z zajeciem OUN) i nie rdznito sie znaczaco od wynikéw leczenia pacjentéw z AML bez
wspotwystepujgcego MG [12].

Z kolei Johnston i wsp. wykazali lepsze wyniki u pacjentéw z MG zlokalizowanym w
oczodole i w osrodkowym uktadzie nerwowym, niz u pacjentéw z MG o innej lokalizacji,
lub pacjentéw z AML bez lokalizacji pozaszpikowe]. Catkowite przezycie u pacjentéw z
MG zlokalizowanym w oczodole wynosito az 92% [14].

Wyniki leczenia pacjentdw dorostych sg z pewnoscig gorsze niz u dzieci i nie mozna ich
odnosi¢ do populacji pediatrycznej. Co ciekawe, w niektérych doniesieniach wykazano, iz
wyniki leczenia pacjentow z izolowang postaciag MG bez zajecia szpiku, sg lepsze, niz
pacjentéw z AML czy tez pacjentéw z MG towarzyszagcym AML [21, 51].

W analizie Movassaghian i wsp. trzyletnie przezycie catkowite (overall survival, OS) w

grupie z izolowanym MG i w grupie z AML bez manifestacji pozaszpikowej wynosito
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odpowiednio 31,9 % i 17,2 %. Autorzy przeanalizowali réwniez zaleznos¢ lokalizacji guza i
wynikéw leczenia, wykazujac iz lepsze wyniki uzyskali pacjenci z guzem zlokalizowanym w
przewodzie pokarmowym, miednicy, gonadach i oczodole, niz w tkankach miekkich,
wezfach chtonnych i w osrodkowym uktadzie nerwowym [21].

Tsimberidou i wsp. poréwnali wyniki leczenia u pacjentéw z izolowanym MG i pacjentéw
z MG towarzyszgcym AML. Lepsze wyniki uzyskata grupa pacjentéw z izolowanym MG
(OS 43 % versus 29%) [51].

Z kolei Goyal i wsp. przeanalizowali wptyw obecnosci lokalizacji pozaszpikowej na wyniki
leczenia pacjentéw poddanych alloHSCT, wykazujgc iz obecno$¢ lokalizacji pozaszpikowej
przed alloHSCT nie jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym [58].

W przeciwienstwie do lokalizacji w oczodole, posta¢ skérna MG (,leukemia cutis”) wigze
sie z agresywnym przebiegiem choroby i ztym rokowaniem [38, 8, 59]. Nie dotyczy to
wrodzone] postaci ,leukemia cutis”, ktora nie jest niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym we wrodzonej biataczce szpikowej, choé¢ z drugiej strony u noworodkéw
intensywne leczenie chemioterapig jest istotnie czesciej obarczone $miertelnymi

powiktaniami [60].
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2. Zatozenia i cele badania

Miesak granulocytarny (MG) jest rzadka jednostkg chorobowg, ktéra stanowi
ogromne wyzwanie diagnostyczne, a decyzje terapeutyczne nierzadko wzbudzajg
kontrowersje. Niejasne pozostaje réwniez, jaki jest wptyw manifestacji pozaszpikowej u
pacjenta na wyniki leczenia choroby. Szczegdlnie skape sg dane na temat MG u dzieci.
Niniejsza praca stanowi pierwsze podsumowanie doswiadczen na temat MG u dzieci w
Polsce. Jest ona zarazem prébg wstepu do stworzenia wytycznych — zaréwno

diagnostycznych jak i terapeutycznych.

Cele badania:

2.1 Charakterystyka kliniczna dzieci z rozpoznaniem miesaka granulocytarnego w
Polsce.

2.2 Analiza metod diagnostycznych oraz stosowanego leczenia u dzieci z
rozpoznaniem miesaka granulocytarnego w Polsce.

2.3 Ocena wynikéw leczenia pacjentéw pediatrycznych z rozpoznaniem miesaka
granulocytarnego (overall survival/OS/, relapse free survival /RFS/ oraz event free
survival /EFS/).

2.4  Okredlenie czynnikdw determinujgcych wyniki leczenia miesaka granulocytarnego
u dzieci.

2.5 Analiza immunohistochemiczna wybranych preparatéow metoda mikromacierzy

tkankowej.
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3. Materiat i metody

3.1 Materiat

Grupe badang stanowito 43 pacjentéw z rozpoznaniem miesaka
granulocytarnego (MG) hospitalizowanych w dzieciecych os$rodkach onkologii i
hematologii dzieciecej w Polsce w latach 1998-2019. Zgtoszeni pacjenci pochodzg z 12
osrodkéw onkologii i hematologii dzieciecej w Polsce — nazwy os$rodkéw oraz liczbe

pacjentéw z danego osrodka przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Osrodki onkologii i hematologii dzieciecej, ktére wziety udziat w badaniu oraz

liczba chorych z danego osrodka.

Nazwa osrodka Liczba zgtoszonych chorych

Klinika Onkologii, Hematologii i Transplantologii | 8
Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola

Marcinkowskiego w Poznaniu

Klinika Pediatrii, Onkologii i Hematologii, Szpital | 5

Kliniczny im. dr Antoniego Jurasza w Bydgoszczy

Klinika Pediatrii, Hemato-onkologii i1
Gastroenterologii dzieciecej, Uniwersytet Medyczny

w Szczecinie

Klinika  Pediatrii, Onkologii i Hematologii| 1
Uniwersyteckiego Dzieciecego Szpitala Klinicznego

im. L. Zamenhofa w Biatymstoku

Ponadregionalne Centrum Onkologii | 3

Dzieciecej ,,Przylgdek Nadziei” we Wroctawiu
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Oddziat Onkologii i Hematologii Dzieciecej w | 12

Szpitalu Uniwersyteckim w Krakowie

Klinika  Onkologii i Hematologii Dzieciecej, | 3
Samodzielny Publiczny Dzieciecy Szpital Kliniczny w

Warszawie

Klinika  Pediatrii, Hematologii, Onkologii i|3
Endokrynologii, Uniwersyteckie Centrum Kliniczne

w Gdansku

Klinika Onkologii, Hematologii i Chemioterapii, | 3
Goérnoslaskie Centrum Zdrowia Dziecka im. Jana

Pawta Il w Katowicach

Klinika Pediatrii, Hematologii i Onkologii Dzieciecej | 1
w Zabrzu, Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny nr
1 im. prof. S. Szyszko Slgskiego Uniwersytetu

Medycznego w Katowicach

Oddziat Onkologii i Hematologii Dzieciecej, | 2

Wojewddzki Szpital Zespolony w Kielcach

Oddziat Kliniczny Onkologii i Hematologii Dzieciecej | 1
w  Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym w

Olsztynie

tacznie 43

Kryteria wigczenia do grupy obejmowaty:
1) Wiek od 0 do 19 roku zycia
2) Rozpoznanie MG na podstawie:
- badania histopatologicznego i immunohistochemii — dotyczy pacjentéw, ktérzy

mieli wykonang biopsje guza
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-obrazu klinicznego choroby — dotyczy pacjentéw z obecnym guzem o lokalizacji
pozaszpikowej i jednoczesnym rozpoznaniem w szpiku kostnym choroby
rozrostowej (AML, MDS lub CML)

Chorzy byli zakwalifikowani do analizy niezaleznie od przebiegu choroby.

Dane socjologiczne grupy przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Charakterystyka liczebnosci, pici i wieku grupy badane;.

Srednia
N Mediana Minimum | Maksimum
wieku
Ogotem 43 8,81 10,00 0,05 19,00
Chtopcy 25 (58,13%) 10,23 14,00 0,05 19,00
Dziewczeta | 18 (41,86%) 6,84 2,70 0,10 17,60

Dla celéw badawczych chorych podzielono na dwie grupy wiekowe: zakres wieku
ponizej 10 lat i powyzej lub réwny 10 lat. Rozktad powyzszego podziatu przedstawia

Tabela 4.

Tabela 4. Rozktad wiekowy grupy badanej.

Pte¢ wiek <10 wiek210 |tacznie
M 10 15 25
F 11 7 18
Ogotem | 21 22 43
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3.2 Metody

Sporzadzono baze w Programie Excel, w ktérej zebrano cechy kliniczne oraz dane
dotyczace sposobu i wynikdw leczenia. Nastepnie przeprowadzono analize statystyczna

zgromadzonych danych.

3.2.1 Analiza statystyczna

Zmienne jakosciowe przedstawiono za pomoca liczebnosci (N) oraz odsetka (%). Do
poréwnan w tabelach dwudzielczych wykorzystano test x? lub doktadny test Fishera. Do
poréwnan w tabelach wielodzielczych wykorzystano test x2.

Zmienne iloSciowe przedstawiono za pomocg $redniej oraz odchylenia standardowego
(SD) a takze wartosci minimalnej i maksymalnej oraz mediany. Przy pomocy testu
Shapiro-Wilka sprawdzono zgodnos¢ ich rozktadu z rozktadem normalnym. Dla
wiekszosci zmiennych test ten nie potwierdzit zgodnosci z krzywa Gaussa, wobec czego
wszystkie analizy wykonano przy uzyciu testéw nieparametrycznych. Pordwnanie
wynikéw miedzy dwiema grupami wykonano stosujgc nieparametryczny test U Manna-
Whitney’a dla zmiennych niezaleznych.

Do wyznaczenia prawdopodobienstwa przezycia catkowitego (OS), prawdopodobienstwa
przezycia bez wznowy (RFS) oraz prawdopodobienistwa przezycia bez zdarzen
niepozgdanych (EFS) wykorzystano analize metodg Kaplana—Meiera. Aby oceni¢ wptyw
kategorii takich jak: pte¢, grupy wiekowe, postaé MG, lokalizacja guza, translokacja
(8;21)(922;922), schemat leczenia, allotransplantacja komdrek krwiotwodrczych,
zastosowanie leczenia operacyjnego, zastosowanie radioterapii) na czasy przezycia (OS,
EFS, RFS) uzyto testu log-rank.

Analize statystyczng przeprowadzono w programie STATISTICA, wersja 13 (StatSoft, Inc,
Tulsa, OK, USA), natomiast analize krzywych przezycia wykonano przy uzyciu programu
MedCalc 11.5.1 (MedCalc Software, Ostend, Belgium). Wyniki uznawano za istotne jezeli

p < 0,05.
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3.2.2 Analiza immunohistochemiczna metodq mikromacierzy tkankowej

Do analizy immunohistochemicznej metodg mikromacierzy tkankowej (ang. tissue
microarray, TMA) wykorzystano 7 dostepnych bloczkéow parafinowych z biopsji guza
pacjentéw z rozpoznaniem MG. Wykorzystano 21 przeciwciat do barwien
immunohistochemicznych. Za dodatnig reakcje uznano wybarwienie powyzej 10%

komodrek nacieku.

3.2.2.1. Opracowanie histopatologiczne

Materiat tkankowy utrwalono w 10% buforowanej formalinie i umieszczono w
procesorze tkankowym. Nastepnie zatopiono w parafinie w temperaturze 58°C wedtug
klasycznych metod histologicznych. Z bloczkéw parafinowych skrojono skrawki o
grubosci 4um, a nastepnie natozono je na szkietka podstawowe. Preparaty inkubowano
na ptycie grzewczej w temperaturze 60°C przez 20 minut. Szkietka wybarwiono
automatycznie w zintegrowanym  centrum barwigco-nakrywajgcym metodg H+E
(Hematoksylina-Eozyna) i zaklejono poprzez natozenie szkietek nakrywkowych przy

uzyciu medium montujgcego PathoMount (firmy MAR-FOUR).

3.2.2.2. Konstrukcja mikromacierzy tkankowej
Z bloczkéw parafinowych przygotowano mikromacierz tkankowga TMA (ang. Tissue

Microarray) zbudowang z 20 rdzeni tkankowych o srednicy 0,5 cm.

Etapy konstruowania bloczka TMA:

1. Przygotowane wczesniej preparaty histopatologiczne wybarwione metoda H+E
oceniono pod mikroskopem swietlnym w celu lokalizacji komérek nowotworowych w
bloczkach parafinowych.

2. Z wyselekcjonowanych bloczkéw parafinowych wycieto za pomoca dziurkacza
rdzenie o $rednicy 5 mm.

3. Rdzenie z bloczkéw ,dawcow” umieszczono w parafinie o obnizonej
temperaturze topnienia (52-54°C) na 24 godziny w cieplarce, w celu przepojenia parafing

materiatu tkankowego.
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4, Przepojone rdzenie zatopiono w tej samej parafinie wedtug klasycznych metod
histologicznych.

5. Odlano za pomoca formy silikonowej pusty bloczek TMA — bloczek ,,biorcy” na 20
rdzeni o Srednicy 5 mm. Do tego celu réwniez uzyto parafine o obnizonej temp.
topnienia.

6. Za pomocg dziurkacza ponownie wycieto rdzenie z bloczkéw ,dawcéw” i
umieszczono je w bloczku , biorcy”.

7. Bloczek biorcy wtozono do cieplarki nagrzanej do 43°C na 2-3 godziny.

8. Po wyciggnieciu bloczka ,biorcy” z cieplarki przytozono do niego na chwile
szkietko podstawowe ogrzane na ptycie grzewczej do 70°C celem wyréwnania
powierzchni.

9. Schtodzono bloczek na ptycie chtodzgcej do temperatury -12°C, a nastepnie
skrojono skrawki o grubosci 4um i natozono je na szkietka adhezyjne typu SuperFrost.

Skrawki inkubowano w cieplarce przez 2 godziny w temperaturze 58°C.

3.2.2.3. Metody immunohistochemiczne

Zastosowano systemy detekcyjne pozbawione biotyny, zawierajgce kompleks
peroksydazy chrzanowe;j i drugorzedowego przeciwciata koziego, stuzgce do posredniego
wykrywania przeciwciat mysich i kréliczych. Systemy te sg przeznaczone do barwienia
skrawkow tkanek utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. Barwienia
immunohistochemiczne zostaty przeprowadzone w automatycznych aparatach do
barwien IHC.

Wykaz zastosowanych przeciwciat:

-przeciwko CD3

-przeciwko CD4

-przeciwko CD7

-przeciwko CD13

-przeciwko CD14

-przeciwko CD15

-przeciwko CD20

-przeciwko CD33

-przeciwko CD34
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-przeciwko CD43

-przeciwko CD45

-przeciwko CD56

-przeciwko CD68; klon PGM-1
-przeciwko CD79a
-przeciwko CD99

-przeciwko CD117

-przeciwko CD163

-przeciwko Desminie
-przeciwko E-kadherynie
-przeciwko Mieloperoksydazie

-przeciwko Myo-D1

Protokoty barwienia IMH 2z zastosowaniem systemu wizualizacji EnVison FLEX w

automatycznym aparacie DAKO Autostianer Link 99 do wykrywania antygendw: CD68,

CD99, CD163, Desmin, Myo-D1:

1. Przeprowadzono procedure 3 w 1 (deparafinizacji, nawodnienia oraz
odmaskowywania antygenéow) skrawkoéw parafinowych w urzadzeniu PT Link w buforze
o niskim pH - 9 dla przeciwciat: CD68, CD99, CD163, Desmin oraz w buforze o wysokim
pH — 6.1 dla przeciwciata MyoD1 (1:50). Inkubowano skrawki w buforach przez 20 min w
temperaturze 97°C, po wyciggnieciu preparatéw z urzadzenia PT Link zostaty one
przeniesione do stacji ptukania PT Link zawierajgcej bufor ptuczgcy celem ich schtodzenia.
2. Szkietka, system wizualizacyjny oraz przeciwciata zatadowano do urzadzenia
Autostainer Link.

3. Uruchomiono urzadzenie Autostainer Link wedtug standardowej procedury. Dla

wszystkich przeciwciat zastosowano protokét barwienia FLEX:

° sptukanie preparatéw buforem ptuczacym,

° inkubacja z blokerem endogennej peroksydazy przez 5 min,

° sptukanie preparatéw buforem ptuczacym,

° inkubacja z przeciwciatem pierwszorzedowym przez 20 min dla

antygenow: CD68, CD99, CD163, Desmin oraz przez 30 min z MyoD1 (1:50),
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o sptukanie preparatéw buforem ptuczacym,

° inkubacja z buforem ptuczgcym przez 5 min,

° inkubacja z peroksydazg chrzanowg przez 20 min,
° sptukanie preparatéw buforem ptuczacym,

° inkubacja z buforem ptuczacym przez 5 min,

o inkubacja z chromogenem DAB przez 10 min,

° sptukanie preparatéw woda destylowang,

° inkubacja z hematoksyling przez 5 min,

° sptukanie preparatéw buforem ptuczacym,

o inkubacja z buforem ptuczagcym przez 2 min.

4. Po zakonczonym barwieniu preparaty przeprowadzono przez szereg alkoholi o
wzrastajgcym stezeniu celem ich odwodnienia, a nastepnie przes$wietlono w szeregu

ksylendw. Zaklejono medium montujgcym w automatycznej zaklejarce.

Protokoty barwienia IMH z zastosowaniem systemu wizualizacji BOND Polymer Refine

Detection w automatycznym aparacie Leica BOND — MAX do wykrywania antygendw:

CD45, CD117:
1. Szkietka, system wizualizacji oraz przeciwciata zatadowano do aparatu BOND — MAX
oraz uruchomiono go wedtug standardowej procedury.

2. Dla obu przeciwciat zastosowano protokét barwienia F:

° rozpuszczenie parafiny przez ogrzewanie szkietek w temperaturze 60°C przez 20
min
° deparafinizacja skrawkéw w temperaturze 72°C przez 30 minut za pomocg

odczynnika Bond Dewax Solution,

° trzykrotnie wyptukanie odczynnika deparafinizujgcego alkoholem o stezeniu
99,9 %;

° trzykrotne przeptukanie buforem ptuczgcym,

° odmaskowywanie antygendw w buforze o niskim pH (8.9 — 9.1) dla przeciwciata

CD117 oraz w buforze o wysokim pH (5.9 — 6.1) dla przeciwciata CD45 przez 20 minut w
temperaturze 100°C i przez 12 minut w temperaturze otoczenia,

° trzykrotne przeptukanie preparatéw buforem ptuczgcym w temp. 35°C,
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° inkubacja z blokerem endogennej peroksydazy przez 5 minut,

° trzykrotne przeptukanie buforem ptuczgcym,

° inkubacja z przeciwciatami CD117, CD45 przez 15 minut,

° trzykrotne przeptukanie buforem ptuczgcym,

. inkubacja z drugorzedowym przeciwciatem IgG lokalizujgcym przeciwciata mysie,
° trzykrotne przeptukanie buforem ptuczacym przez 2 minuty,

° inkubacja z polimerem peroksydazy chrzanowej z przeciwciatem IgG

lokalizujgcym krélicze przeciwciata przez 8 minut,

° dwukrotne przeptukanie buforem ptuczgcym przez 2 minuty,
° ptukanie wodg destylowang,

° inkubacja z chromogenem DAB przez 10 minut,

° trzykrotne przeptukanie wodg destylowang,

° inkubacja z hematoksyling przez 5 minut,

° ptukanie wodg destylowang,

° przeptukanie buforem ptuczacym,

° ptukanie wodg destylowana.

3. Po zakoriczonym barwieniu, preparaty przeprowadzono przez szereg alkoholi o
wzrastajgcym stezeniu celem ich odwodnienia, a nastepnie przes$wietlono w szeregu

ksylendéw. Zaklejono medium montujgcym w automatycznej zaklejarce.

Protokoty barwienia IMH z zastosowaniem systemu wizualizacji ultraView Universal DAB

Detection Kit w automatycznym aparacie BenchMark ULTRA do wykrywania antygendow:

CD3, CD4, CD7, CD13, CD14, CD15, CD20, CD33, CD34, CD43, CD56, CD79a, E-CD, MPO:

1. Szkietka, system wizualizacji oraz przeciwciata zatadowano do aparatu BenchMark
ULTRA oraz uruchomiono go wedtug standardowej procedury.

2. Dla wszystkich przeciwciat zastosowano protokét barwienia U ultraView DAB:

° rozpuszczenie parafiny przez ogrzewanie szkietek w temperaturze 65°C przez 5
min,
° deparafinizacja skrawkéw w temperaturze 72°C przez 30 minut za pomoca

roztworu EZ Prep,
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° odstanianie antygendw w temperaturze 95°C przez 36 min dla przeciwciat: CD3,
CD13, CD20, CD34, E-CD, MPO i przez 64 minut dla przeciwciat: CD4, CD7, CD8, CD14,
CD15, CD33, CD43, CD56, CD79a,

° dwukrotne przeptukanie buforem ptuczacym,

° podgrzanie szkietek do 36°C,

o dwukrotne przeptukanie buforem ptuczacym,

° inkubacja z blokerem endogennej peroksydazy przez 4 minuty w temperaturze
36°C,

o dwukrotne przeptukanie buforem ptuczacym,

° inkubacja z przeciwciatem CD13 przez 16 minut, z przeciwciatami: CD3, CD7, CDS,

CD15, CD20, CD34, CD43, CD56, CD79a, E-CD, MPO przez 20 minut, z przeciwciatami:
CD4, CD14, CD33 przez 32 minuty w temperaturze 36°C,

° dwukrotne przeptukanie buforem ptuczacym,

° inkubacja z koktajlem przeciwciat znakowanych peroksydazg chrzanowg przez 8
minut w temperaturze 36°C,

° dwukrotne przeptukanie buforem ptuczacym,

° inkubacja z roztworem nadtlenku wodoru o stezeniu 0,04% w buforze

fosforanowym przez 8 minut,

° dwukrotne przeptukanie buforem ptuczacym,

° inkubacja z roztworem siarczanu miedzi przez 4 minuty,

o dwukrotne przeptukanie buforem ptuczacym,

° inkubacja z hematoksyling przez 8 minut,

o dwukrotne przeptukanie buforem ptuczacym,

° inkubacja z roztworem weglanu litu celem zniebieszczenia preparatéw przez 4
minuty,

o dwukrotne przeptukanie buforem ptuczacym.

3. Po zakonczonym barwieniu preparaty przeprowadzono przez szereg alkoholi o
wzrastajgcym stezeniu celem ich odwodnienia a nastepnie przeswietlono w szeregu

ksylendw. Zaklejono medium montujgcym w automatycznej zaklejarce.
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3.2.2.4. Materiaty, odczynniki, bufory

Bufory

Tabela 5. Wykaz uzywanych buforéw.

BUFOR NR KAT. PRODUCENT
EnVision FLEX Substrate Buffer SM803 DAKO
EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) K8004 DAKO
EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) K8005 DAKO
EnVision FLEX Wash Buffer (20x) K8007 DAKO
EnVision FLEX Antibody Diluent K8006 DAKO

Bond Wash Solution 10X Concentrate AR9590 LEICA

Bond Dewax Solution AR9222 LEICA

Bond Epitope Retrieval Solution 1 AR9961 LEICA

Bond Epitope Retrieval Solution 2 AR9640 LEICA

ULTRA Reaction Buffer Concentrate (10x) 950-300 ROCHE
ULTRA EZ Prep Concentrate (10x) 950-102 ROCHE
ULTRA LCS 650-210 ROCHE
ULTRA Cell Conditioning Solution (CC1) 950-223 ROCHE
3.2.2.5. Zestawy wizualizacyjne

Tabela 6. Wykaz zestawdéw wizualizacyjnych.

ZESTAW DO WIZUALIZACII NR KAT PRODUCENT
UltraView Universal DAB Detection Kit 760-500 ROCHE
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EnVision FLEX, Mouse, High pH, (Link) K8002 DAKO

BOND Polymer Refine Detection System DS9800 LEICA

3.2.2.6. Przeciwciata

Tabela 7. Wykaz uzywanych przeciwciat.

PRZECIWCIALO KLON NR KAT. |PRODUCENT
BOND Ready-To-Use Primary Antibody CD45 X16/99 PA0042 LEICA

BOND Ready-To-Use Primary Antibody EP10 PAOOO7 LEICA

CD117

CONFIRM anti-CD3 Rabbit Monoclonal Primary|2GV6 790-4341 |ROCHE
Antibody, Ready-to-Use

CONFIRM anti-CD4 Rabbit Monoclonal Primary|SP35 790-4423 |ROCHE
Antibody, Ready-to-Use

anti-CD7 Rabbit Monoclonal Primary Antibody,|SP94 790-4558 |ROCHE
Ready-to-Use

CONFIRM anti-CD8 Rabbit Monoclonal Primary|SP57 790-4460 |ROCHE
Antibody, Ready-to-Use

CD13 Rabbit Monoclonal Primary Antibody, Ready-|SP187 760-4862 |CELL MARQUE
to-Use

CD14 Rabbit Monoclonal Antibody, Ready-to-Use |EPR3653 760-4523 |CELL MARQUE
CONFIRM anti-CD15 Mouse Monoclonal Primary| MMA 760-2504 |ROCHE
Antibody, Ready-to-Use

CONFIRM anti-CD20 Mouse Monoclonal Primary|L26 760-2531 |ROCHE
Antibody, Ready-to-Use

CD33 Rabbit Monoclonal Primary Antibody, Ready-|SP266 760-4952 |CELL MARQUE
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to-Use

CONFIRM anti-CD34 Mouse Monoclonal Primary|QBEen/10 [790-2927 |[ROCHE
Antibody, Ready-to-Use

Anti-CD43 Mouse Monoclonal Primary Antibody,|L60 760-2511 |ROCHE

Ready-to-Use

CD56 Rabbit Monoclonal Antibody, Ready-to-Use | MRQ-42 760-4596 |CELL MARQUE

CONFIRM anti-CD79a Rabbit Monoclonal Primary|SP18 790-4432 |ROCHE
Antibody, Ready-to-Use

E-Cadherin Rabitt Monoclonal Antibody, Ready-to-| EP700Y 760-4440 |CELL MARQUE

Use

Myeloperoxidase Rabbit Polyclonal Antibody,|- 760-2659 |CELL MARQUE

Ready-to-Use

CD163 Mouse Monoclonal Antibody, Ready-to-Use |MRQ-26 760-4380 |CELL MARQUE

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human CD68, Ready-| PG-M1 IR613 DAKO
to-Use
FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human CD99, MIC2|12E7 IRO57 DAKO

Gene Product Ewing’s Sarcoma Marker, Ready-to-

Use

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Desmin,|D33 IR606 DAKO

Ready-to-Use

Monoclonal Mouse Anti-MyoD1, przeciwciato|5.8A M3512 DAKO

stezone, uzyte w rozcienczeniu w stosunku 1:50

3.2.3 Zgoda Komisji Bioetycznej

Uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy UMP w dniu 6.05.2015 roku, uchwata nr
455/15.
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4. Wyniki

4.1 Charakterystyka kliniczna badanej grupy

4.1.1. Podziat miesaka granulocytarnego ze wzgledu na rozpoznanie towarzyszacej

choroby rozrostowej w szpiku z uwzglednieniem wieku pacjentow

Miesak granulocytarny (MG) moze towarzyszy¢ ostrej biataczce szpikowej (AML),
przewlektej biataczce szpikowej (CML) lub zespotowi mielodysplastycznemu (MDS). W
badanej grupie dominowali chorzy z AML (29), rozpoznanie to przewazato w obu
grupach wiekowych. tgcznie u 12 chorych nie stwierdzono zajecia szpiku (postac
izolowana MG), 1 chory miat rozpoznanie CML, 1 chory MDS. Ponizszy Wykres 1
przedstawia rozpoznania, uwzgledniajagc badane zakresy wiekowe. Nie stwierdzono
zalezno$ci miedzy rodzajem choroby towarzyszacej a grupa wiekowa pacjentéw (x* =

2,34, p = 0,5038).

35
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M <10 lat
M >10 lat

tacznie

Liczba osob
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| ||
AML bez zajecia szpiku CML MDS

Wykres 1. Rozpoznania z uwzglednieniem zakreséw wiekowych.
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4.1.2. Podziat MG ze wzgledu na obraz kliniczny i relacje czasowa miedzy

wystgpieniem MG, a zajeciem szpiku

U pacjentéw wyszczegdlniono nastepujgce postaci choroby:

. Posta¢ z jednoczesnym zajeciem szpiku przez AML/MDS/CML — 24 pacjentéw
(55,80%)
. Posta¢ de novo — u pacjentéw, u ktérych w chwili rozpoznania nie stwierdzono

zajecia szpiku — 16 pacjentow (37,20%)
. MG jako izolowana wznowa choroby — 1 pacjent (2,32%)
. MG w mieszanej wznowie (szpikowej i pozaszpikowej) — 2 pacjentéw (4,65%)

Powyisze dane zobrazowano na Wykresie 2.

4.65%2-32%

B MG z jednoczesnym zajeciem
szpiku - 24 chorych

M ,,de novo" - 16 chorych

M mieszana wznowa szpikowa i
pozaszpikowa - 2 chorych

izolowana wznowa
pozaszpikowa - 1 chory

Wykres 2. Postacie kliniczne miesaka granulocytarnego, w zaleznosci od relacji

czasowej w stosunku do zajecia szpiku.

Liczbe pacjentdw w kazdej postaci klinicznej, z uwzglednieniem zakreséw wiekowych
przedstawiono na Wykresie 3. W obu grupach wiekowych dominowata posta¢ MG z
jednoczesnym zajeciem szpiku. Nie stwierdzono zaleznosci miedzy postacia kliniczng MG,

a grupa wiekowa (x?= 3,15, p = 0,3698).
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Wykres 3. Postacie kliniczne miesaka granulocytarnego w przedziatach wiekowych, w

zaleznosci od relacji czasowej w stosunku do zajecia szpiku.

Sposrdd 16 pacjentéw z postacig kliniczng de novo u czworga doszto do zajecia szpiku w
trakcie dalszej diagnostyki:

° u jednego chorego po 2 miesigcach od potwierdzenia obecnosci MG w badaniach
obrazowych, zajecie szpiku stwierdzono na podstawie trepanobiopsji; wyniki
mielogramu i cytometrii wykonane wyjsciowo oraz po 2 miesigcach byty prawidtowe

. u jednego chorego na podstawie obecnosci markera genetycznego

charakterystycznego dla AML (translokacja t(8;21)(q22;922) metodg FISH i PCR w szpiku

kostnym)

° u jednej pacjentki po 1 miesigcu od rozpoznania MG (mielogram i cytometria
przeptywowa)

. u jednej pacjentki brak doktadnych informacji kiedy stwierdzono zajecie szpiku

4.1.3. Zajecie osrodkowego uktadu nerwowego

W badanej grupie zajecie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) w stopniu CNS-2

stwierdzono u 1 pacjenta (2%), CNS 3- u 12 pacjentéw (28%). U 26 pacjentéw (60%) nie
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stwierdzono zajecia OUN (CNS 1), a u 4 chorych nie okreslono statusu OUN (brak
danych).

4.1.4. Lokalizacja
W badanej grupie najczestszg lokalizacjy MG byfta skoéra- wystgpita ogétem u 15
pacjentéw (34,88%). Lokalizacja oczodotowa wystgpita ogétem u 11 pacjentéw (25,58%),

inna - u 28 chorych (65,11%). Dane te przedstawiono graficznie na Wykresie 4.

30
25
20
S
8 - W Skéra - 15 pacjentéw ( 34,88%)
@
ﬁ M Oczodot - 11 pacjentow (25,58%)
= Inne - 28 pacjentéw (65,11%)
10
5
0

Skora Oczodot Inne

Wykres 4. Lokalizacja MG u dzieci — skdra, oczodét i inne.

W Tabeli 8 umieszczono informacje o lokalizacji MG z podziatem na grupy wiekowe.
Wykazano statystycznie istotng zaleznos¢ miedzy przedziatami wiekowymi a
wystepowaniem skoérnej manifestacji MG (p=0,0268). Skérna manifestacia MG w
badanej grupie czesciej wystapita w grupie wiekowej <10 lat (52,38%) niz w grupie
wiekowej 210 lat. Zaleznosci miedzy grupami wiekowymi a lokalizacjg nie wykazano dla

lokalizacji oczodotowej (p=0,7360) oraz lokalizacji w innych okolicach (p=0,3475).
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Tabela 8. Lokalizacja MG w skoérze, oczodole oraz innych lokalizacjach z

uwzglednieniem zakresow wiekowych.

Ogoétem Wiek<10 Wiek210

Lokalizacja Doktadny test Fishera
(n=43) (n=21) (n=22)

Skora 15 (34,88%) 11 (52,38%) |4 (18,18%) 0,0268

Oczodét 11 (25,58%) 6 (28,57%) 5(22,72%) 0,736

Inne 28 (65,11%) 12 (57,14%) |16(72,72%) 0,3475

Tabela 9 przedstawia lokalizacje wszystkich zidentyfikowanych ognisk MG w badanej
grupie. U 10 chorych MG pojawit sie w 2 lub wiecej lokalizacjach, co skutkuje tgcznie

sumg 61 lokalizacji MG.

Tabela 9. Lokalizacje wszystkich ognisk MG w badanej grupie.

Lokalizacja Liczba ognisk Liczba ognisk w %
(n catkowita = 61)

Skora 15 24,59%
Oczodoét 11 18,03%
Inne: 35 57,38%
Okolica przykregostupowa 5 8,19%
Miednica 3 4,91%
Czaszka (tkanki miekkie lub kosci) | 3 4,91%
OUN 3 4,91%
Ptuca 2 3,27%
Optucna 2 3,27%
Jama brzuszna 2 3,27%
Watroba 2 3,27%
Ucho Srodkowe 2 3,27%
Kos¢ udowa 2 3,27%
Policzek 1 1,63%
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Staw tokciowy 1 1,63%
Gruczoty piersiowe 1 1,63%
Dzigsta 1 1,63%
Nosogardto 1 1,63%
Wewnatrzkanatowo 1 1,63%
Zatoki szczekowe 1 1,63%
Srédpiersie 1 1,63%
Wezty chtonne 1 1,63%

4.1.5. Objawy

Objawy MG byty zalezne od lokalizacji zmian oraz od rozlegtosci procesu
nowotworowego. Jesli byta to izolowana postaé MG, wdwczas objawy dotyczyty zajetej
okolicy, jesli MG z towarzyszacym zajeciem szpiku — woéwczas pacjent jednoczesnie
prezentowat symptomy typowe dla choroby rozrostowej szpiku. W przypadku
umiejscowienia MG w skérze, dominowaty zmiany o morfologii guzkow (7/43
pacjentéow), u jednego pacjenta opisano sino-niebieskie zabarwienie zmian (1/43).
Zmiany w oczodole manifestowaty sie przede wszystkim wytrzeszczem gatki ocznej
(4/43), obrzekiem tkanek miekkich okolicy oczodotu (3/43), opadaniem powieki (1/43) i
porazeniem obwodowym nerwu twarzowego (1/43), co przedstawiono w Tabeli 10. Inne

objawy, ktére wystgpity u pacjentéw w badanej grupie, wymieniono w Tabeli 11.
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Tabela 10. Charakterystyka objawow w przypadku MG o lokalizacji oczodotowej (n=11)

w badanej grupie. U dwojga pacjentéw wystapit wiecej niz 1 objaw.

Objaw Liczba n chorych, u ktérych | Liczbanw %
wystepowat dany objaw

Wytrzeszcz gatki ocznej 5 11,62%

Obrzek tkanek miekkich 2 4,65%

oczodotu

Opadanie powieki 1 2,32%

Porazenie nerwu 2 4,65%

twarzowego

Brak objawow (zajecie 3 6,97%

oczodotéw wykryte w

badaniach obrazowych)

Tabela 11. Inne objawy MG w badanej grupie (nie dotyczy pacjentéw z lokalizacjg

oczodotowgq i skérng).

Objaw Liczba n chorych, u ktorych | Liczbanw %
wystepowat dany objaw

Widoczny obrzek zajetej| 8 18,6%

okolicy /guz

Ostabienie 8 18,6%

Bal 7 16,27%

Goraczka 5 11,62%

Spadek masy ciata 4 9,3%

Powiekszenie weztéw | 4 9,3%

chtonnych

Porazenie nerwu VII 4 9,3%
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Niedostuch 3 6,97%
Objawy infekcji drég |3 6,97%
oddechowych

Niedowtad 3 6,97%
Blados¢ 2 4,65%
Dusznosc¢ 2 4,65%
Bdle stawow 1 2,32%
Apatia 1 2,32%
Zespot Hornera 1 2,32%
Wybroczyny 1 2,32%
Poty 1 2,32%
Hepatosplenomegalia 1 2,32%
Powiekszenie obwodu | 1 2,32%
brzucha

Powiekszenie obwodu | 1 2,32%
brzucha

Zaparcie 1 2,32%
Bezmocz 1 2,32%
Nadmierny przyrost | 1 2,32%
obwodu gtowy

Zapalenie uszu 1 2,32%
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4.1.6. Czas od wystapienia objawow do ustalenia rozpoznania

W badanej grupie czas od wystgpienia objawdw, do ustalenia rozpoznania, wynosit

srednio 6,24+7,61 tygodnia (mediana 4 tygodnie, minimum 0,5 tygodnia, maksimum 48

tygodni). Nie wykazano statystycznie istotnych réznic czasu od pojawienia sie objawdéw

do ustalenia rozpoznania w zaleznosci od ptci (p=0,7982) ani przedziatéw wiekowych

(p=0,8193). Dane przedstawia Tabela 12.

Tabela 12. Czas od wystgpienia objawéw do ustalenia rozpoznania (czasy podane w

tygodniach).

N Srednia |Mediana |Minimum |Maksimum |Odch.std |p
Ogétem 43 6,24 4,00 0,50 48,00 7,61 -
M 25 6,4 4,00 1,00 48,00 9,14
Ptec 0,7982
F 18 6,03 5,00 0,50 18,00 5,03
<10 21 5,36 4,00 0,50 16,00 4,11
Wiek 0,8193
>10 22 7,09 4,00 1,00 48,00 9,91

Nie wykazano zaleznosci miedzy dtugoscig czasu od wystgpienia objawdéw do ustalenia

rozpoznania a postacig kliniczng MG (p = 0,4539). Analizy te wykonano przy podziale

czasu od wystgpienia objawdéw do ustalenia rozpoznania na dwie grupy: <4 tygodnie i >4

tygodni. Obliczenia te przedstawiono w Tabeli 13.

Tabela 13. Czas od wystgpienia objawdéw do ustalenia rozpoznania w poszczegélnych

postaciach klinicznych MG.

Czas od

wystgpienia objawow do

ustalenia rozpoznania

Postac kliniczna MG do 4 tygodni powyzej 4 tygodni
De novo 8 8

Z jednoczesnym zajeciem szpiku — AML/MDS |13 11

Mieszana wznowa szpikowa i pozaszpikowa 2 0

Izolowana wznowa pozaszpikowa 1 0
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4.2. Narzedzia diagnostyczne wykorzystane w celu rozpoznania MG

U 29 pacjentow wykonano biopsje guza i rozpoznanie oparto na wyniku
histopatologicznym i immunohistochemii. Dodatkowo z badan laboratoryjnych
decydujgce w toku diagnostyki byty badanie immunofenotypu komodrek szpiku metoda
cytometrii przeptywowej 28 (67%) w tym u dwdjki chorych dodatkowo cytometria
przeptywowa ptynu z optucnej, badanie cytogenetyczne szpiku lub tkanki guza — 23
(55%). U 4 chorych (9,30%) do uzyskania petnego obrazu choroby niezbedna byta
trepanobiopsja, na podstawie ktérej potwierdzono zajecie szpiku. Z badan obrazowych,
oprécz RTG i USG, u 29 pacjentéw (69%) wykorzystano tomografie komputerowg, u 24
wykonano rezonans magnetyczny (59%), u 4 chorych wykonano i uwidoczniono zmiany
w badaniu PET (9%). Udziat poszczegdinych metod diagnostycznych w rozpoznaniu MG

w badanej grupie przedstawiono w Tabeli 14.

Tabela 14. Metody diagnostyczne, na podstawie ktérych rozpoznano MG.

Rodzaj procedury diagnostycznej N %
Biopsja guza i badanie

29 67,44%
immunohistochemiczne
Cytometria przeptywowa 28 65,11%
Trepanobiopsja 4 9,30%
Cytogenetyka 23 53,4%
Tomografia komputerowa- KT 29 67,44%
Rezonans magnetyczny- MR 24 55,81%
PET 4 9,30%
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4.2.1. Wyniki badan genetycznych w badanej grupie

W badanej grupie najliczniej reprezentowang mutacjg byta translokacja t(8;21)(g22;922)
obecna u 10 chorych (23,25%). U 4 chorych stwierdzono rearanzacje genu MLL (9,30%).
U 6 chorych stwierdzono inne nieprawidtowosci (Tabela 15). W Tabeli 16 przedstawiono

wszystkie wyniki genetyczne pacjentow.

Tabela 15. Nieprawidtowosci genetyczne stwierdzone u pacjentéw w badanej grupie.

Rodzaj nieprawidtowosci| Dodatni Ujemny Brak danych
genetycznej

t(8;21)(q22;q22) 10 (23,25%) 14 (32,55%) 19 (44,2%)
rearanzacje MLL 4 (9,30%) 20 (46,51%) 19 (44,2%)
Inne

(ztozone aberracje par 11
i 22, trisomia

6 (13,95%) 20 (46,51%) 17 (39,54%)
choromosomu 8,
t(9;11)(p22;923), ztozony

kariotyp, WT1)
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Tabela 16. Wyniki wszystkich badan genetycznych szpiku* pacjentéw w badanej grupie

(n=43).

Lp

Wynik genetyczny

1.

We wszystkich metafazach stwierdzono translokacje t(8;21) z fuzjg gendw AML1/ETO
na chromosomie 8 oraz brak chromosomu ptci Y, co jest charakterystyczne dla AML
M2. Dodatkowo stwierdzono ztozone aberracje dotyczagce chromosomu par 11 i 22.
BCR/ABL1 - ujemny. ITD-FLT3- ujemny, NPM1 - ujemny, PML-RARA ujemny, inw 16

ujemna.

Nie stwierdzono fuzji genédw PML/RARA a tym samym translokacji t(15;17). Fuzje
genow BCR/ABL a tym samym translokacje t(9;22) stwierdzono w 13/200 jadrach

interfazowych. Nie stwierdzono duplikacji tandemowej i mutacji D85 w genie FLT3.

Wsrod 200 analizowanych jader interfazowych nie stwierdzono fuzji gendow
BCR/ABL1,a tym samym translokacji t(9;22). Amplifikacjé onkogenu MYC N powyéej
10 kopii stwierdzono w 26% analizowanych j'der.
2010-03-02 Kariotyp: 46,XY [20] Wsrdd 200 analizowanych j'der interfazowych nie
stwierdzono fuzji gendw AML1/ETO, a tym samym translokacji t(8;21). Wsréd 200
analizowanych jader interfazowych nie stwierdzono inwersji chromosomu 16. Nie
stwierdzono duplikacji tandemowej i mutacji D835 w genie FLT3. Wsrdod 200
analizowanych jader interfazowych nie stwierdzono fuzji genéw PML/RARA, a tym

samym translokacji t (15;17). NCN=6400 kopii WT1/10 do 4 kopii ABL.

W 90% (180/200) analizowanych jader interfazowych stwierdzono podwdjng fuzje
genow AML1/ETO, atym samym translokacje t(8;21). Nie stwierdzono fuzji genow
PML/RARA a tym samym translokacji t(5;17), TEL/AML1, a tym samym t(12;21),
delecji w obrebie 11923 ani innych rearanzacji z udzialem MLL, duplikacji
tandemowej i mutacji D835 w genie FLT3, delecji w ramieniu g chromosomu pary 5,
fuzji gendw BCR/ABL1 a tym samym translokacji 9;22), fuzji genéw DEK/NUP214 a
tym samym translokacji t(6;9). Kariotyp 45 X,Y, t (8;21)(g22;922).

5.*

Badanie szpiku prawidtowe. Badania tkanki guza: NPM1 positive, 19% komoérek guza

prezentowato 3 sygnaty genéw ABL1 | BCR.

W 10% analizowanych jader interfazowych stwierdzono trisomie chromosomu pary

8. Cytogenetyka GTG - prawidtowy kariotyp we wszystkich metafazach. W 40% jader
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interfazowych stwierdzono trisomie chromosomu 8. Badanie amplifikacji NMYC - nie

stwierdzono.

7. Kariotyp 46 XX. BCR/aBL1 ujemne, TELAML ( t(12;21) ujemna, MLL ( 11 g23) ujemne,
FLT3 ujemne, inwersjal6 - uiemna, WT1 — dodatni.

8. Wynik analizy DNA w kierunku najczestszych mutacji w genach WT1 i NPM1 - nie
stwierdzono. Wynik analizy 28 najczestszych rearanzacji chromosomowych o
znaczeniu prognostycznym w biataczkach - stwierdzono obecnos¢ genu fuzyjnego
MLL-AFF1 t(4;11)(921;923).

9. Trisomia 21, najczestsze rearanzacje chromosomowe w AML — ujemne.

10. Brak danych

11. Kariotyp: 90-92,XXYY,der(4)[15]M-BCR/ABL -ujemny; MLL/AF4 - ujemny; TEL/AML1 -
ujemny; AML/ETO - ujemny; m-BCR/ABL - ujemny; E2A/PBX1 - ujemny; CBFb-MYH11
- ujemny; FLT3-ITD. — ujemny.

12. Kariotyp: 45,X,-Y, t (8;21) [14] / 46,XY [3]; W badaniu metodg RT-PCR: M bcr/abl (-),
mbcr/abl (-)

13. | t(8;21)(922;922)

14. Brak danych

15. | t8;21(q22;q922)

16. Brak danych

17. t(8;21) ( FISH + PCR) w szpiku. Nie stwierdzono mutacji NPM1 i FLT3.

18. The bone marrow cytogenetic mutations were identified ins / delins NPM1 did not
detect the translocation of AML 1-ETO and duplication FLT3-ITD. No chromosome
aberrations were found.

19. | 46,XX,der(9)t(9;11;17)(q12;923;925),der(11)t(9;11)(p22?;q23),der(17)t(9;17)(q12;92
3), del(17)(q23g25). FLT3 (-). W 70% analizowanych komérek stwierdzono
rearanzacje genu MLL na inny chromosom.

20. Brak danych

21. Brak danych

22. FLT3(-), WT1(-) NPM1 (-), Hema-Vision 28 N (nie stwiedzono 28 najczestrzych
rearanzacji chromosomowych).

23. | 46,XX,t(9;11)(9pter~9p22::11923~119q14.2::9p22~9q32::11g23~11qter;11pter~
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11q14.2::11g2311923::9932~9qter)[4]/46,XX[16]

24. | t(9;11 )(p22;923)

25. Brak mitoz, FISH 10% komdrek z rearanzajcjg MLL

26. Brak danych

27. Brak danych

28. Brak danych

29. Brak danych

30. Brak danych

31. Brak danych

32. | t(8;21)(g22;922)

33. | t(8;21)(q22;922)

34. Any abnormalities

35. Kariotyp ztozony z ewolucjg klonalng

36. | t(8;21)(g22;922)

37. Brak danych

38. | 30% KOM +t(8;21)(g22;922)

39. | t(8,21)(q22;922)

40. Ujemne wszystkie wykonywane w AML

41. Nieprawidtowy kariotyp meski z ewolucjg klonalng, sonda specyficzna MLL wykazata
obecnos¢ rearanzacji tego genu w 93% analizowanych jader interfazowych; metafazy
obecne na preparacie potwierdzity obecnos¢ translokacji t(9;11)(p21;923).

42. Brak danych

43 Brak danych

(*- u chorego nr 5 wyniki genetyczne z tkanki guza)

Sposrdd 10 pacjentéw, u ktérych stwierdzono obecnos$é translokacji t(8;21)(q22;922),

dwoje prezentowato oczodotowg lokalizacje guza.
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4.3. Leczenie

U wszystkich chorych w leczeniu zastosowano systemowg chemioterapie (43,
100%). U 24 pacjentéw (56%) elementem leczenia byta radioterapia — w przypadku 15
chorych (35%) byta to radioterapia OUN zgodna ze stosowanym schematem
terapeutycznym AML, u 7 chorych (16%) — radioterapia okolicy guza, u 2 chorych (5%)
radioterapia zaréwno OUN jak i okolicy MG. Zabieg chirurgiczny przeprowadzono u 6
chorych (14%) — u 5 byt to zabieg totalny, u 1 subtotalny. U 9 pacjentéw (21%) leczenie
obejmowato procedure allotransplantacji komérek krwiotwdrczych, w tym u 1 pacjenta
od dawcy spokrewnionego, u 8 pacjentow od dawcy niespokrewnionego. Metody

leczenia pacjentéw przedstawiono w Tabeli 17.

Tabela 17. Metody leczenia MG w badanej grupie.

Sposob leczenia N %
Chemioterapia 43 100%
Radioterapia: 24 56%
OUN 15 35%
okolicy guza 7 16%
OUN i okolica guza 2 5%
Zabieg operacyjny: 6 14%
Radykalny 5 12%
Subtotalny 1 2%
Allotransplantacja komoérek | 9 21%
krwiotwérczych
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4.3.1. Schematy chemioterapii

U pacjentéw w leczeniu pierwszej linii stosowano najczesciej schemat chemioterapii
zgodny z obowigzujgcym leczeniem ostrej biataczki szpikowej u dzieci — u 21 chorych
(49%) byt to protokét AML - BFM 2004 Interim, u 10 chorych (23%) protokét AML BFM
2012, u 10 (23%) protokdt AML-PPLLSG 98 [60, 61]. U dwdjki chorych zastosowano inne
niz powyzej schematy leczenia. Sposréd nich 1 pacjent (rozpoznanie CML, izolowana
wznowa pozaszpikowa) otrzymywat Imatynib, nastepnie blok z Idarubicyng i Fludarabing
(Ida-Fla) oraz, po catkowitej resekcji guza, konsolidacje o niskiej intensywnosci wg
protokotu AML/BFM 2001 w trakcie oczekiwania na procedure drugiej allotransplantacji
od dawcy niespokrewnionego [60, 62]. U drugiego chorego (chtopiec ze wznowg ostrej
biataczki dwuliniowej ALL T-kom/AML, wznowa AML z MG zlokalizowanym w $rédpiersiu)
zastosowano leczenie wg schematu Interfant 06, nastepnie paliatywng radioterapie [63].

Zestawienie najczesciej stosowanych schematéw chemioterapii | linii i liczby leczonych

nimi pacjentéw przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18. Protokoty chemioterapii zastosowane w leczeniu | linii w badanej grupie:

AML BFM 2004, AML BFM 2012 i AML-PPLLSG 98.

Schemat leczenia N %
AML - BFM 2004 Interim |21 49
AML BFM 2012 10 23
AML-PPLLSG 98 10 23
Inne 2 5

Podejrzewajac inng jednostke chorobowg niz MG, u 4 chorych (9,30%) wyjsciowo
zastosowano inny schemat leczenia. Leczenie zmodyfikowano u tych pacjentéw po
uzyskaniu wtasciwego rozpoznania. Byty to schematy terapeutyczne:

- dla leczenia chtoniaka limfoblastycznego (Euro LB 2002) [64] — 1 pacjent

- dla histiocytozy z komorek Langerhansa (HLH 2004) [65]— 1 pacjent

- dla miesakdw kosci (chemioterapia VIDE) [66] — 1 pacjent

- dla chtoniakéw nieziarniczych (2 x prefaza COP wg Protokotu Inter-B-NHL Ritux 2010)
[67]- 1 pacjent
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W leczeniu drugiej linii najczesciej stosowano protokét leczenia wznéw AML (lda-Fla, Fla
— 9 chorych ) [62], u jednego chorego blok z Clofarabing [68]. U 3 chorych zatosowano

allo HSCT, u jednego z nich wczesniej infuzje limfocytéw dawcy (DLI).

4.4. Wyniki leczenia

W badanej grupie, 29 chorych (67%) osiaggneto CR o czasie, pding remisje 6
chorych (14%), czesciowa remisje 2 chorych (5%). Do progresji doszto u 5 pacjentéw
(12%). U 7 chorych (16%) wystgpita wznowa choroby. 14 pacjentéw (32%) zmarto z
powodu nastepujgcych przyczyn: progresja choroby (11 pacjentéw), powiktania
infekcyjne (2 pacjentdw), toksycznosc przebytej terapii (1 pacjent).

Sredni catkowity czas przeiycia — OS (overall survival) wynosi OS - 121,00+/-13,23
miesiecy ($Sredniatbtad standardowy). Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia 5-
letniego wynosi pOS=0,67+0,08. Wykres 5 przedstawia prawdopodobiefnstwo przezycia

OS w badanej grupie.
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Wykres 5. Prawdopodobienstwo 5-letniego catkowitego przezycia (pOS) w badanej

grupie, p0S=0,67+0,08.

54



4.4.1. Catkowite przezycie

wiekowych

(overall survival - OS) w poszczegdlnych grupach

Nie wykazano réznicy w dtugosci czasu OS pomiedzy grupami wiekowymi <10 lat i > 10

lat. Dtuzszy czas przezycia uzyskano u mfodszych pacjentéw (< 10 lat), ale nie byta to

réznica istotna statystycznie (p=0,3584). Srednie czasy OS oraz prawdopodobierstwo 5 —

letniego catkowitego przezycia w grupach wiekowych ujeto w Tabeli 19. Wykres 6

przedstawia prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia (pOS) w grupach wiekowych <

10 lati> 10 lat.

Tabela 19. Czas catkowitego przezycia oraz prawdopodobienstwo przezycia 5- letniego

w grupach wiekowych <10 lat i > 10 lat.

Liczba Czas przezycia
Wiek 5-letnie pOS Test long-rank
zdarzen | OS +SE
<10 5 135,73+18,08 0,72+0,11
p=0,3584
>10 9 100,57+16,75 0,6340,11
085
100 -
g 90 — p0S=0,72+0,11
© _—
‘G | p0S=0,6340,11
g oo
g 70 |-
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= i
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o 30 |-
S
3 20 - | Grupa wiekowa
© 4oL |— ponizej 10 roku zycia
=+ | | — powyzej 10 roku zycia
0 [ 1 ] l ] I
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Czas przezycia (miesiace)

Wy

kres 6. Prawdopodobienstwo 5-letniego catkowitego przezycia (pOS) w grupach

wiekowych (ponizej i powyzej 10 lat), p=0,3584.
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4.4.2. Catkowity czas przezycia w zaleznosci od postaci klinicznej MG

Czas przezycia byt istotnie dtuzszy w grupie pacjentéw z MG z jednoczesnym zajeciem
szpiku przez AML/MDS niz w grupie pacjentéw z postacig ,,de novo” MG (p=0,0251).
Powyizsze dane przedstawia Tabela 20. Krzywe prawdopodobienstwa OS w powyzszych

grupach widoczne sg na Wykresie 7.

Tabela 20. Czas catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo przezycia 5-
letniego w zaleinosci od postaci klinicznej MG- posta¢ izolowana i postaé¢ z

towarzyszacym zajeciem szpiku (AML lub MDS).

Liczba | Czas przezycia
Posta¢ MG 5-letnie pOS Test log-rank
zdarzen | OS+SE

De novo 8 89,75+19,09 0,56+0,12
Z jednoczesnym
p=0,0251
zajeciem szpiku |3 156,94+13,89 0,84+0,09
(AML lub MDS)
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Wykres 7. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia (pOS) w postaciach MG: de

novo oraz postaci z towarzyszacym zajeciem szpiku przez AML/MDS, p=0,0251.

56




4.4.3. Wptyw lokalizacji MG na catkowity czas przezycia

Nie wykazano statystycznie istotnej rdznicy pomiedzy catkowitym

czasem przezycia

pacjentéw z lokalizacjg MG w skorze, oraz pacjentéw z MG w innym umiejscowieniu

(p=0,7017). Dane przedstawiono w Tabeli 21. Krzywe prawdopodobienstwa OS u

powyzszych grup pacjentéw umieszczono na Wykresie 8.

Tabela 21. Czas catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5-letniego

przezycia (pOS) u pacjentéw ze skorng lokalizacjg MG oraz w innym umiejscowieniu.

Liczba Czas przezycia
Lokalizacja 5-letnie pOS Test log-rank
zdarzen | OS #SE
Skora 5 118,28+23,21 0,6210,14
p=0,7017
Inne 9 114,19+14,25 0,69+0,09
(O]
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;\Ef 90 |-

g sof pOS=0,62+0,14

>

o 70

N |

o> 60|

% 50

o1 O

]

a 40}

o]

3

8 30+

T 20} Lokqlizacja:

© — inna

a 10 — skora

0 L1 | 1 ] l | | ]
0 30 60 90 120 150 180 210

Czas przezycia (miesigce)

Wykres 8. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przeiycia (pOS) w grupie

pacjentéw z lokalizacja MG w skdérze i pacjentéw z MG o innej lokalizacji, p=07017.
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Czas przezycia byt krotszy u chorych z lokalizacja oczodotowg MG, w porédwnaniu do

czasu przezycia pacjentdw z MG w innej lokalizacji. Rdznica ta nie byta jednak istotna

statystycznie (p=0,7124). Powyzisze dane zostaty przedstawione w Tabeli 22, a krzywe

prawdopodobienstwa OS u pacjentéw z lokalizacjg oczodotows i inng, widoczne sg na

Wykresie 9.

Tabela 22. Czas catkowitego przezycia

(OS) oraz prawdopodobienstwo 5-letniego

przezycia u pacjentéw z MG o lokalizacji oczodotowej oraz w innym umiejscowieniu.

liczba Czas przezycia
Lokalizacja 5-letnie pOS Test log-rank
zdarzen | OS +SE
Inna 11 120,07+15,08 0,67+0,09
p=0,7124
Oczodotowa |3 96,91+17,78 0,67+0,16
(O]
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.g 80
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Wykres 9. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) w grupie

pacjentéw 2z miesakiem granulocytarnym o lokalizacji oczodotowej oraz innej

lokalizacji, p=0,7124.
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4.4.4. Wptyw translokacji t(8;21)(q22;922) na catkowity czas przezycia

Nie wykazano istotnego statystycznie wptywu obecnosci translokacji t(8;21)(q22;922) na
dtugosc¢ catkowitego czasu przezycia w badanej grupie (poréwnanie grupy z dodatnim i z
ujemnym wynikiem translokacji, p = 0,0781). Widoczna jest jednak tendencja do
dtuzszego catkowitego czasu przezycia u chorych z obecng translokacjg t(8;21)(q22;922).
Dane przedstawiono w Tabeli 23, a prawdopodobienstwo catkowitego przezycia w
grupie z dodatnim i ujemnym wynikiem translokacji t(8;21)(q22;922) zobrazowano na

Wykresie 10.

Tabela 23. Czas catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5-letniego

przezycia w badanej grupie w zaleznosci od obecnosci translokacji t(8;21)(q22;22).

Liczba Czas przezycia
t(8;21)(g22;922) 5-letnie pOS Test log-rank
zdarzen OS+SE
Ujemny 5 76,551+15,58 0,59+0,14
p=0,0817
Dodatni 1 94,19+9,18 0,86+0,13
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Wykres 10. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) w grupie

pacjentow z dodatnim i ujemnym wynikiem translokacji t (8;21)(q22;922), p=0,0817.
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4.4.5. Wptyw zastosowanego schematu terapeutycznego na catkowity czas przezycia

Nie wykazano istotnej zaleznosci miedzy dtugoscia czasu OS, a zastosowanym
schematem terapeutycznym: AML-PPLLSG 98, AML BFM 2004 i AML BFM 2012 (AML
2004 z AML 2012 p=0,9058, AML 2004 z AML-PPLLSG 98 p=0,3952, AML 2012 z AML-
PPLLSG 98 p=0,7566). Najdtuzszy sredni czas OS i najwyzisze prawdopodobienstwo
catkowitego przezycia stwierdzono u pacjentéow leczonych schematem AML-PPLLSG 98.
Srednie czasy OS u pacjentdw leczonych poszczegdlnymi schematami terapeutycznymi
oraz prawdopodobienstwo przezycia 5-letniego w danych podgrupach przedstawiono w
Tabeli 24, a krzywe prawdopodobiefstwa OS w grupie pacjentéw leczonych danym

schematem widniejg na Wykresie 11.

Tabela 24. Czas catkowitego przezycia oraz prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia
w badanej grupie w zaleznos$ci od zastosowanego schematu leczenia — AML BFM 2012,

AML BFM 2004 i AML-PPLLSG 98.

Liczba Czas przezycia
Schemat leczenia 5-letnie pOS
zdarzen | OS*SE

AML BFM 2012 2 35,23+4,69 0,4310,31
AML BFM 2004 8 95,42+13,73 0,66+0,11
AML-PPLLSG 98 2 146,93+22,25 0,80+0,13
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Wykres 11. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) u pacjentéw
leczonych poszczegélnymi schematami terapeutycznymi: AML BFM 2004, AML BFM
2012 i AML-PPLLSG 98, p=0,7566.

4.4.6. Wptyw allotransplantacji komérek krwiotworczych na catkowity czas przezycia
(0s)

Sredni czas OS w grupie pacjentéw, ktérych leczenie nie obejmowato procedury
transplantacji komérek krwiotwdrczych, byt dtuzszy niz w grupie pacjentéw poddanych
alloHSCT. Réznica ta jednak nie byta istotna statystycznie (p=0,9951). Srednie czasy
catkowitego przezycia powyzszych grup pacjentéw przedstawiono w Tabeli 25, a krzywe

prawdopodobienstwa OS u tych chorych umieszczono na Wykresie 12.

Tabela 25. Czas catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5- letniego
catkowitego przezycia (pOS) u pacjentéw poddanych procedurze allotransplantacji

komodrek krwiotwdrczych oraz u chorych, ktérych leczenie nie obejmowato alloHSCT.

Allotransplantacja komorek | Liczba Czas przezycia
5-letnie pOS
krwiotworczych nie/tak zdarzen | OS%SE Test log-rank
Nie 11 121,78+14,84 0,68+0,08
p=0,9951
Tak 3 76,631£19,34 0,53+0,20
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Wykres 12. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) u pacjentéw

poddanych procedurze alloHSCT oraz u chorych, ktérych leczenie nie obejmowato

alloHSCT, p=0,9951.

4.4.7. Wptyw leczenia chirurgicznego na catkowity czas przezycia (OS)

Nie wykazano istotnego statystycznie wptywu leczenia chirurgicznego u chorych na

catkowity czas przezycia (p=0,9919). Dtuiszy Sredni czas przeiycia obserwowano u

pacjentéw, u ktérych nie zastosowano leczenia chirurgicznego. Srednie czasy OS oraz

prawdopodobienstwo OS powyziszych chorych przedstawiono w Tabeli 26, a krzywe

prawdopodobierstwa OS widoczne sg na Wykresie 13.

Tabela 26. Czasy catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5 —letniego

przezycia (pOS) u pacjentow z zabiegiem chirurgicznym i bez leczenia operacyjnego.

Leczenie Liczba Czas przezycia
5-letnie pOS Test log-rank
operacyjne | zdarzenn | OS+SE
Nie 12 121,35+14,24 0,66+0,08
p=0,9919
Tak 2 67,6£16,37 0,66+0,19
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Wykres 13. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) u pacjentéw

z zabiegiem chirurgicznym i i ktorzy bez leczenia operacyjnego, p=0,9919.

63



4.4.8. Wplyw radioterapii na catkowity czas przezycia (OS)

Dtuzszy s$redni czas catkowitego przezycia OS obserwowano u pacjentéw, ktérych
leczenie obejmowato radioterapie. Rdéznica ta nie byta jednak istotna statystycznie
(p=0,2401). Srednie czasy OS u powyiszych chorych przedstawiono w Tabeli 27, a

krzywe prawdopodobieristwa catkowitego przezycia umieszczono na Wykresie 14.

Tabela 27. Czasy catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5 —letniego

przezycia (pOS) u pacjentéw poddanych radioterapii i bez radioterapii.

Liczba Czas przezycia
Radioterapia 5-letnie pOS Test log-rank
zdarzen | OS+SE

Nie 11 53,88+13,07 0,4210,14
p = 0,2401
Tak 3 92,97+£19,32 0,650,17
O
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Wykres 14. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) u pacjentéw

poddanych radioterapii i bez radioterapii, p=0,2401.
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4.4.9. Czas przezycia wolny od wznowy (relapse free survival) — RFS

W badanej grupie 7 pacjentéw miato wznowe. Sredni czas przezycia bez wznowy wynosi
RFS 148,09+/-11,77 (miesiecy). Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia bez wznowy
wynosi pRFS=0,79+0,07. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy dla

badanej grupy przedstawiono na Wykresie 15.

RFS

100 |-
2 90 |-
.g 80 |-
N
[0} 70 -
N
Q.
o 60
% 50
5
% 40 |- —— pRFS=0,79%0,07
O
Q 30
(o]
2 20+
o
o 10 |-

0 [1 | | | | | | |
0 30 60 90 120 150 180 210

Czas przezycia (miesigce)

Wykres 15. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w badanej

grupie.
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4.4.10. Czas przezycia wolnego od wznowy w grupach wiekowych

Nie wykazano istotnej statystycznie rdznicy w diugosci czasu przezycia wolnego od
wznowy (RFS) pomiedzy grupami wiekowymi ponizej i powyzej 10 lat. Sredni czas RFS w
grupie os6b ponizej 10 roku zycia jest dtuzszy niz w grupie oséb powyzej 10 roku zycia,
ale nie jest to rdinica istotna statystycznie (p=0,8613). Czasy RFS oraz
prawdopodobienstwo 5 — letniego przezycia bez wznowy (pRFS) w badanych grupach
wiekowych przedstawiono w Tabeli 28. Wykres 16 obrazuje krzywe RFS w badanych

grupach wiekowych.

Tabela 28. Czas przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-

letniego przezycia bez wznowy (pRFS) w badanych grupach wiekowych.

Czas przezycia
Wiek |Liczba zdarzen 5-letnie pRFS Test log-rank
RFS +SE
<10 3 149,72+17,25 0,80+0,11
p=0,8613
>10 4 108,74+11,34 0,79+0,09
RFS
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Wykres 16. Prawdopodobienistwa 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w

zakresach wiekowych ponizej i powyzej 10 lat, p=0,8613.
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4.4.11. Czas przezycia wolnego od wznowy w zaleznosci od postaci klinicznej MG

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy miedzy czasem RFS w grupie pacjentéw z
postacig de novo MG, a czasem RFS w grupie z jednoczesnym zajeciem szpiku przez
AML/MDS  (p = 0,9846), chociaz $redni czas przezycia bez wznowy jest dtuzszy u
pacjentéw z rozpoznaniem MG z towarzyszagcym zajeciem szpiku kostnego. Dane
przedstawiono w Tabeli 29. Wykres 17 przedstawia krzywe RFS w postaci klinicznej

izolowanego MG (de novo) oraz MG z towarzyszgcym zajeciem szpiku.

Tabela 29. Czas przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznow (pRFS) w zaleznosci od postaci klinicznej MG-
postac de novo i postac z towarzyszagcym zajeciem szpiku- AML/MDS.

Liczba Czas przezycia

Postac kliniczna MG 5-letnie pRFS | Test log- rank
zdarzen | RFS *SE

De novo 2 105,10£10,73 0,84+0,11

Z towarzyszacym zajeciem p=0,9846
3 158,03+13,19 0,86+0,08

szpiku AML/MDS
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Wykres 17. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w

zaleznosci od postaci klinicznej MG, p=0,9846.
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4.4.12. Wptyw lokalizacji MG na czas przezycia wolnego od wznowy

Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy jest krétsze u pacjentéw

prezentujgcych skorng postaé MG niz u pacjentéow z MG stwierdzonym w innej lokalizacji.

Rdznica ta jednak nie jest istotna statystycznie (p=0,0981). Dane przedstawiono w Tabeli

30. Krzywe RFS u tych chorych umieszczono na Wykresie 18.

Tabela 30. Czas przezycia wolny od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo przezycia

wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentéw z MG zlokalizowanym w skérze oraz w innej

lokalizacji.

Lokalizacja

Liczba

zdarzen

Czas przezycia

RFS%SE

5-letnie pRFS

Test log-rank

Inna

3

127,76%9,28

0,87+0,07

Skéra

4

121,54+25,38

0,63+0,16

p=0,0981
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Wykres 18. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w

grupie pacjentdéw z lokalizacjg MG w skdrze i o innej lokalizacji, p=0,0981.
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Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy czasem przezycia wolnego od
wznowy (RFS) u pacjentéw z lokalizacjg oczodotowg MG, oraz pacjentow z MG w innej
lokalizacji (p=0,9559). Krotszy $redni czas przezycia bez wznowy oraz mniejsze
prawdopodobienstwo przezycia bez wznowy stwierdzono u pacjentéw z MG o lokalizacji
oczodotowe]. Powyzisze dane przedstawia Tabela 31. Krzywe przezycia RFS powyzszych

grup pacjentéw umieszczono na Wykresie 19.

Tabela 31. Czas przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentéw z MG zlokalizowanym w

oczodole oraz w innej lokalizacji.

Liczba Czas przezycia
Lokalizacja 5-letnie pRFS Test log-rank
zdarzen | RFS%SE
Inna 5 150,16%13,18 0,81+0,08
p=0,9559
Oczodotowa 2 105,25+17,76 0,74+0,16
RFS
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Wykres 19. Prawdopodobienstwa 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w

grupie pacjentow z lokalizacjg oczodotowg MG i inng, p=09559.
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4.4.13. Wptyw translokacji t(8;21)(q22;922) na czas przezycia wolny od wznowy (RFS)

Nie wykazano istotnego statystycznie wptywu obecnosci translokacji t(8;21)(q22;922) na

dtugos¢ czasu RFS w badanej grupie (poréwnanie grupy z dodatnim i z ujemnym

wynikiem, p=0,2597). Wieksze prawdopodobienstwo 5 —letniego przezycia bez wznowy

stwierdzono u pacjentéw z dodatnim wynikiem translokacji t(8;21)(q22;g22). Dane

przedstawiono w Tabeli 32. Krzywe przezycia RFS u chorych w zaleznosci od obecnosci

t(8;21)(g22;922) umieszczono na Wykresie 20.

Tabela 32. Czasy przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-

letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w badanej grupie w zaleznosci od

obecnosci translokacji (8;21)(q22;922).

Liczba Czas przezycia
t(8;21)(g22;922) 5-letnie pRFS | Test log-rank
zdarzen RFS+SE
Ujemny 3 90,34+15,52 0,72+0,14
p=0,2654
Dodatni 1 95,2518,39 0,90+0,09
RFS
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Wykres 20. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w

grupie pacjentow z obecng t(8;21)(q22;922) lub jej brakiem, p=0,2654.
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4.4.14. Wplyw zastosowanego schematu terapeutycznego na czas przezycia wolny od
wznowy (RFS)

Nie wykazano istotnej zaleznosci miedzy czasem RFS, a zastosowanym schematem
terapeutycznym: AML-PPLLSG 98, AML BFM 2004 i AML BFM 2012. Najwieksze
prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia bez wznowy prezentowali chorzy leczeni
schematem AML-PPLLSG 98. Srednie czasy RFS u pacjentéw leczonych poszczegdlnymi
schematami terapeutycznymi oraz prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy
w danych podgrupach przedstawiono w Tabeli 33. Na Wykresie 21 umieszczono krzywe

RFS w tych podgrupach chorych.

Tabela 33. Czas przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w badanej grupie w zaleznosci od

zastosowanego schematu leczenia.

Liczba Czas przezycia
Schemat leczenia 5-letnie pRFS
zdarzen | RFS#SE
AML BFM 2004 2 115,28+13,18 0,7710,10
AML BFM 2012 4 36,11+4,85 1
AML-PPLLSG 98 0 182,600 0,80+0,10

AML 2004 z AML 2012 p=0,7369, AML 2004 z ANL 98 p=0,1393, AML 2012 z ANL 98
p=0,1479
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Wykres 21. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u
pacjentow leczonych poszczegélnymi schematami terapeutycznymi — ANLL 98, AML

BFM 2004, AML BFM 2012.

4.4.15. Wptyw allotransplantacji komdrek krwiotwdérczych na czas wolny od wznowy
(RFS)

Sredni czas RFS u pacjentéw, ktérych leczenie nie obejmowato procedury transplantacji
komodrek krwiotwdrczych, byt istotnie dtuzszy od czasu RFS pacjentéw, ktorzy byli
poddani alloHSCT (p=0,0124). Czasy RFS oraz prawdopodobienistwo przezycia wolnego
od wznowy (pRFS) w powyzszych grupach pacjentéw przedstawiono w Tabeli 34, a

krzywe prawdopodobieristwa RFS u tych chorych widoczne sg na Wykresie 22.
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Tabela 34. Czasy przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-

letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentow poddanych procedurze

allotransplantacji komoérek krwiotworczych oraz u chorych, ktérych leczenie nie

obejmowato alloHSCT.

Liczba Czas przezycia
alloHSCT tak/nie 5-letnie pRFS | Test log- rank
zdarzen RFS £SE
Nie 3 164,79+9,79 0,89+0,06 p=0,0124
Tak 4 58,04+20,27 0,3810,20
RFS
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Wykres 22. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u

pacjentéw poddanych procedurze allotransplantacji komoérek krwiotwérczych oraz u

chorych, ktérych leczenie nie obejmowato alloHSCT, p=0,0124.
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4.4.16. Wptyw leczenia chirurgicznego na czas przezycia wolny od wznowy (RFS)

Sredni czas przezycia RFS u pacjentéw, ktérych leczenie nie obejmowato zabiegu
chirurgicznego, byt dtuiszy, niz czas przezycia RFS pacjentéw, ktdrzy byli leczeni
operacyjnie. Rdznica ta jednak nie byta istotna statystycznie (p=0,2567). Czasy przezycia
RFS oraz prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy (pRFS) przedstawiono w
Tabeli 35, a krzywe prawdopodobienistwa przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u tych

chorych widoczne sg na Wykresie 23.

Tabela 35. Czasy przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentéw z zabiegiem chirurgicznym i

bez leczenia operacyjnego.

Leczenie Liczba Czas przezycia
5-letnie pRFS Test log-rank
operacyjne zdarzen RFS 1SE
Nie 5 153,95+11,87 0,83+0,07
p=0,2567
Tak 2 50,4+13,17 0,60+0,22
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Wykres 23. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u

pacjentow, ktorych leczenie nie obejmowato zabiegu chirurgicznego, oraz pacjentéw,

ktorzy byli leczeni operacyjnie, p=0,2567.

4.4.17. Wptyw radioterapii na czas wolny od wznowy (RFS)

Sredni czas RFS u pacjentéw, ktérych leczenie obejmowato radioterapie byt dtuzszy,
niz czas RFS pacjentéw, ktérych nie napromieniano. Réznica ta jednak nie byfa istotna
statystycznie (p=0,2696). Czasy RFS oraz prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia
wolnego od wznowy (pRFS) przedstawiono w Tabeli 36, a krzywe prawdopodobienstwa

przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u tych chorych ujeto na Wykresie 24.
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Tabela 36. Czasy przeiycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-

letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentow ktorych leczenie

obejmowato radioterapie, oraz pacjentéw, ktorzy nie zostali poddani radioterapii.

Liczba Czas przezycia
Radioterapia 5-letnie pRFS
zdarzen RFS +SE Test log-rank
Nie 5 79,58+15,36 0,59+0,15
p=0,2696
Tak 1 117,17+15,67 0,86+0,13
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Wykres 24. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (RFS) u

pacjentéw ktorych leczenie obejmowato radioterapie, oraz pacjentéw, ktdérzy nie

odbyli radioterapii, p=0,2696.
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4.4.18. Czas wolny od zdarzen - event free survival — (EFS)

W przeprowadzonej analizie, za zdarzenie uznano: wznowe choroby, progresje choroby,
zgon i drugi nowotwoér. W badanej grupie 16 oséb miato zdarzenie. Sredni czas przezycia
wolny od zdarzen wynosi EFS - 112,82+/-13,52 (miesiecy). Prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od zdarzen w catej grupie wynosi pEFS=0,65+0,08. Wykres 25
przedstawia krzywa prawdopodobienstwa przezycia wolnego od wznowy (pEFS) w

badanej grupie.
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Wykres 25. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w

badanej grupie.

4.4.19. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) w grupach wiekowych

Nie wykazano rdéznicy w dtugosci czasu EFS pomiedzy grupami wiekowymi ponizej i
powyzej 10 lat. Srednia przezycia wolnego od zdarzen jest dtuisza u pacjentéw < 10
roku zycia niz w grupie > 10 lat, ale nie jest to rdéznica istotna statystycznie (p=0,8613).
Czasy EFS oraz prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w
badanych grupach wiekowych przedstawiono w Tabeli 37; Wykres 26 obrazuje krzywe

prawdopodobienstwa przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w poszczegdlnych grupach

wiekowych.
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Tabela 37. Czas przeiycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobienstwo 5-

letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w poszczegodlnych grupach wiekowych.

Liczba | Czas przezycia
Wiek 5-letnie pEFS Test log-rank
zdarzen | EFS +SE

<10 6 127,49+18,81 0,6810,11
p=0,8613
>10 10 77,79112,68 0,6410,10
EFS
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Wykres 26. Prawdopodobienstwa 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w

badanych grupach wiekowych (ponizej i powyzej 10 lat), p=0,8613.

4.4.20. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) w zaleznosci od postaci klinicznej MG

Czas przezycia wolny od zdarzen (EFS) byt istotnie dtuzszy w grupie pacjentow z MG z
jednoczesnym zajeciem szpiku przez AML/MDS niz w grupie pacjentéw postacig de novo
MG (p=0,0247). Dane przedstawiono w Tabeli 38. Na Wykresie 27 przedstawiono krzywe
prawdopodobienstwa przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w postaci klinicznej de novo

MG oraz MG z towarzyszgcym zajeciem szpiku.
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Tabela 38. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) i prawdopodobieristwo 5-letniego

przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w zaleznosci od postaci klinicznej MG — posta¢

de novo i postaé z towarzyszgcym zajeciem szpiku — AML/MDS.

Liczba Czas przezycia
Postac kliniczna MG 5-letnie pEFS | Test log-rank
zdarzen EFS +SE
De novo 9 64,36+12,68 0,56%0,12
Z jednoczesnym zajeciem p=0,0247
4 150,97+14,34 0,8210,08
szpiku przez AML/MDS
EFS

pEFS= 0,561 0,12

pEFS=0,82+0,08

]

100 |-
& 90
8 80
o I
o 70
N |
o
o 60F
% 50 |
.C -
Q
s 40}
o B
3
S 30|
[e) -
T 20
E B
o 10}
0 1

Postac kliniczna
— "De novo”
—— z towarzyszgcym zajeciem szpiku AML/MDS

1 1 ] 1 L ' L d ]

o

30 60 90 120 150 180 210
Czas przezycia (miesigce)

Wykres 27. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w

zaleznosci od postaci klinicznej MG — posta¢ de novo i posta¢ z towarzyszacym

zajeciem szpiku — AML/MDS, p=0,0247.
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4.4.21. Wptyw lokalizacji MG na czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS)

Nie wykazano rdznicy istotnej statystycznie pomiedzy czasem EFS u pacjentow z

lokalizacjag MG w skérze, oraz pacjentéw z MG w innej lokalizacji (p=0,4809). Dane

przedstawiono w Tabeli 39, a na Wykresie 28 widoczne sg krzywe prawdopodobienstwa

przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) powyzszych pacjentéw.

Tabela 39. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) i prawdopodobieristwo 5-letniego

przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u pacjentéow z MG zlokalizowanym w skérze oraz

w innej lokalizacji.

Liczba Czas przezycia

Lokalizacja 5-letnie pEFS | Test log-rank
zdarzen | EFS 1SE
Skora 6 104,77+24,37 0,5410,15
p=0,4809
Inna 10 95,79+12,16 0,7110,09
EFS
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Wykres 28. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (EFS) w

zaleznosci od lokalizacji MG — grupa pacjentow z zajeciem skory i pozostali pacjenci z

MG o innej lokalizacji, p=0,4809.
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Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) byt krétszy u pacjentéw z MG o lokalizacji
oczodotowej niz u chorych z MG w innej lokalizacji. Réznica ta jednak nie byta istotna
statystycznie (p=0,5123). Dane przedstawiono w Tabeli 40. Krzywe przezycia EFS

pacjentéw z MG o lokalizacji oczodotowej i innej przedstawia Wykres 29.

Tabela 40. Czas przezycia wolny od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobienstwo przezycia
wolnego od zdarzen (pEFS) u pacjentéw z MG zlokalizowanym w oczodole oraz w

innej lokalizacji.

Liczba | Czas przezycia
Lokalizacja 5-letnie pEFS | Test log-rank
zdarzen | EFS +SE

Inna 13 108,74+15,43 0,64+0,09
p=0,5123
Oczodot 3 95,72+18,36 0,67+0,16
EFS
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Wykres 29. Prawdopodobienistwo 5-letniego EFS w zaleznosci od lokalizacji MG —
grupa pacjentow z lokalizacjg oczodotowgq i pozostali pacjenci z MG o innej lokalizacji,

p=0,5123.
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4.4.22. Wptyw translokacji t(8;21)(q22;922) na czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS)
Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) byt istotnie dtuzszy u pacjentéw z obecng
translokacjg t(8;21)(g22;922) , w poréwnaniu do czasu EFS u pacjentéw z ujemnym
wynikiem translokacji t(8;21)(q22;922) (p=0,0490). Dtugos¢ czasu przezycia wolnego od
zdarzen i prawdopodobienstwo przezycia wolnego od zdarzen w zaleznosci od
obecnosci translokacji 1(8;21)(g22;922) przedstawiono w Tabeli 41, a krzywe

prawdopodobienstwa przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) widoczne sg na Wykresie 30.

Tabela 41. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobienstwo
przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w badanej grupie w zaleinosci od obecnosci

translokacji t(8;21)(q22;q22).

Liczba |Czas przezycia
t(8;21)(g22;922) 5-letnie pEFS Test log-rank
zdarzen | EFS +SE

Ujemny 6 67,65+15,99 0,51+0,14
p=0,0490
Dodatni 1 95,2548,39 0,9010,09
EFS
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Wykres 30. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w

grupie pacjentoéw z obecng t(8;21)(q22;922) lub jej brakiem, p=0,0490.
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4.4.23. Wplyw zastosowanego schematu terapeutycznego na czas przezycia wolny od
zdarzen (EFS)

Nie wykazano istotnej statystycznie zaleznosci miedzy czasem EFS w badanej grupie, a
zastosowanym schematem terapeutycznym: AML-PPLLSG 98, AML BFM 2004 i AML
BFM 2012 (AML BFM 2004 z AML BFM 2012 p=0,6733, AML BFM 2004 z AML-PPLLSG 98
p=0,4486, AML BFM 2012 z AML-PPLLSG 98 p=0,9924). Najdtuiszy czas przezycia
wolnego od zdarzen i najwieksze prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia bez zdarzen
stwierdzono u pacjentdw leczonych schematem AML-PPLLSG 98. Srednie czasy EFS u
pacjentéw  leczonych poszczegblnymi  schematami  terapeutycznymi oraz
prawdopodobienstwo przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w danych podgrupach
przedstawiono w Tabeli 42. Wykres 31 obrazuje krzywe prawdopodobieristwa przezycia
wolnego od zdarzen (pEFS) u pacjentéw leczonych poszczegdlnymi schematami

terapeutycznymi.

Tabela 42. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobienstwo
przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w badanej grupie w zaleznosci od zastosowanego

schematu leczenia.

Liczba |Czas przezycia
Schemat leczenia 5-letnie pEFS
zdarzen | EFS £SE

AML BFM 2004 9 88,03+14,25 0,61+0,11
AML BFM 2012 2 36,11+4,85 0,75+0,16
AML-PPLLSG 98 3 133,40+23,87 0,80+0,13

83



EFS

100 T
;\3: 90 j ‘hr
g 8of
® 70
N B
[o}
S 60f
_'?Cn 50
% 40 PEFS= 0,61+ 0,11
S I
0 30 : pEFS=0,75+0,16
_§' L | Schematy leczenia
= 20 - | — AML BFM 2004-Interim pEFS= 0,80+0,13
& 10__ — AML BFM 2012
| | — AML-PPLLSG 98
0 1 1 | | | | | |

o

30 60 90 120 150 180 210
Czas przezycia (miecigce)

Wykres 31. Prawdopodobienistwa 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u
pacjentéw leczonych poszczegélnymi schematami terapeutycznymi: AML BFM 2004-

Interim, AML BFM 2012, AML-PPLLSG 98.

4.4.24. Wptyw allogenicznej transplantacji komérek krwiotwdrczych na czas wolny od
zdarzen (EFS)

Sredni czas przezycia wolny od zdarzer (EFS) u pacjentéw, ktérych leczenie nie
obejmowato procedury allogenicznej transplantacji komaérek krwiotwdrczych, byt dtuzszy
od czasu EFS pacjentéw, ktérzy byli poddani alloHSCT. Rdznica ta jednak nie byta istotna
statystycznie  (p=0,6327). Dane przedstawiono w Tabeli 43, a krzywe

prawdopodobienstwa EFS u tych chorych widoczne sg na Wykresie 32.
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Tabela 43. Czasy przeiycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobienstwo
przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u pacjentow poddanych procedurze
allotransplantacji komoérek krwiotworczych oraz u chorych, ktérych leczenie nie

obejmowato alloHSCT.

Allotransplantacja
Liczba Czas przezycia
komorek 5-letnie pEFS | Test log-rank
zdarzen EFS +SE
krwiotworczych nie/tak

Nie 12 115,99+15,09 0,69+0,08
p=0,6327
Tak 4 58,04+20,27 0,38+0,20
EFS
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Wykres 32. Prawdopodobienstwo 5-letniego przeiycia wolnego od zdarzen (pEFS) u
pacjentéw poddanych procedurze allotransplantacji komoérek krwiotwérczych oraz u

chorych, ktérych leczenie nie obejmowato alloHSCT, p=0,6327.
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4.4.25. Wptyw leczenia chirurgicznego na czas przezycia wolny od zdarzen (EFS)

Sredni czas przezycia wolny od zdarzen (EFS) pacjentéw, ktérych leczenie nie

obejmowato zabiegu chirurgicznego, byt dtuzszy,

niz czas EFS pacjentéw, ktérzy byli

leczeni operacyjnie. Réznica ta jednak nie bytfa istotna statystycznie (p=0,4181). Czasy te

przedstawiono w Tabeli 44, a krzywe prawdopodobienstwa EFS u tych chorych widoczne

sg na Wykresie 33.

Tabela 44. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobienstwo 5-

letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) pacjentow ktorych leczenie nie

obejmowato zabiegu chirurgicznego oraz pacjentow, ktorzy byli leczeni operacyijnie.

Leczenie Liczba Czas przezycia
5-letnie pEFS Test log-rank
operacyjne zdarzen EFS xSE
Nie 13 116,89+14,32 0,67+0,08
p=0,4181
Tak 3 42,67+13,05 0,50+0,20
EFS
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Wykres 33. Prawdopodobienstwa 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u

pacjentow ktérych leczenie nie obejmowato zabiegu chirurgicznego, oraz pacjentéw,

ktorzy byli leczeni operacyjnie, p=0,4181.
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4.4.26. Wptyw radioterapii na czas przezycia wolny od zdarzen (EFS)

Sredni czas przezycia wolny od zdarzen (EFS) u pacjentéw, ktérych leczenie obejmowato

radioterapie byt dtuzszy, niz czas EFS pacjentéw, ktdérzy nie zostali poddani radioterapii.

Rdznica ta jednak nie byta istotna statystycznie (p=0,2924). Dane przedstawiono w

Tabeli 45, a krzywe prawdopodobienstwa EFS u tych chorych widoczne sg na Wykresie

34.

Tabela 45. Czasy przezycia wolnego od wznowy (EFS) oraz prawdopodobienistwo 5-

letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u pacjentéow, ktorych leczenie

obejmowato radioterapie, oraz pacjentéw, ktorzy nie zostali poddani radioterapii.

Liczba | Czas przezycia
Radioterapia 5-letnie pEFS Test log-rank
zdarzen | EFS *SE
Nie 10 54,74+13,18 0,44+0,13
p=0,2924
Tak 3 92,69+19,55 0,65+0,16
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Wykres 34. Prawdopodobienistwa 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u

pacjentéw ktorych leczenie obejmowato radioterapie, oraz pacjentéow, ktdrzy nie

zostali poddani radioterapii, p=0,2924.
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4.5. Charakterystyka wznéw

U 7 chorych w badanej grupie doszto do wznowy choroby. W 4 przypadkach byta to

wznowa mieszana - pozaszpikowa oraz szpikowa, u 2 chorych izolowana wznowa

pozaszpikowa, u 1 chorego izolowana wznowa szpikowa. Sposréd w sumie 6 pacjentéw

ze wznowg pozaszpikowg, u 5 chorych ogniska pozaszpikowe pokrywaty sie z pierwotna

lokalizacjg MG. W Tabeli 46 przedstawiono chorych ze wznowa, prezentujgc pierwotng

posta¢ kliniczng wraz z lokalizacjag MG, czas wystgpienia wznowy od daty remisji (w

miesigcach) oraz lokalizacje wznowy. W badanej grupie najkrdtszy czas od rozpoznania

MG do wystgpienia wznowy wynidst 2,33 miesigca, najdtuzszy 182,63 miesigca (mediana

31 miesiecy).

Tabela 46. Charakterystyka wznow MG.

Lp | Pierwotna | Postac Czas od uzyskania | Lokalizacja Zajecie szpiku
lokalizacja | kliniczna MG | remisji do rozpoznania | wznowy we wznowie
MG wznowy (miesigce) pozaszpikowej | tak/nie
1 Skéra MG z|1ms Skéra NIE (*po mies.
jednoczesny od
m zajecie stwierdzenia
szpiku (AML) ognisk na
skorze, zajecie
szpiku)
2 Ptuco Izolowana 15 ms Ptuco NIE
pozaszpikow
a wznowa
CML
3 Guz MG z|12ms Brak TAK
przykregos | jednoczesny
tupowy m  zajeciem
szpiku ( AML)
4 Oczodoty | MG z|11ms Oczodoty TAK
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jednoczesny
m  zajeciem
szpiku i OUN
(AML,

wznowa)

5 Jama

brzuszna

De novo

2ms

Jama brzuszna

NIE

6 Skéra

MG z
jednoczesny
m  zajeciem

szpiku (AML)

6 ms

Oczodot i OUN

TAK

7 Skéra

MG z
jednoczesny
m  zajeciem

szpiku (AML)

10 ms

Skéra

TAK

4.6. Przyczyny zgonu

Najczestszg przyczyng zgonu byta progresja choroby (11 pacjentéw), u 2 chorych byty to

powiktania infekcyjne, u 1 z nich rowniez toksycznos$¢ przebytej terapii. W grupie

pacjentéw, ktérzy zmarli, czas od rozpoznania choroby do zgonu wynosit $rednio

18,52420,24 miesiecy (zakres od 3,27 do 78,67, mediana 10,83 miesiecy).

4.7. Wystepowanie wznowy i zgonu w zaleznosci od wybranych cech klinicznych MG

Przeanalizowano, czy wystgpienie wznowy lub zgonu zalezato od wybranej cechy

klinicznej MG takiej jak: wiek, posta¢ kliniczna MG, czas od wystgpienia objawdéw do

ustalenia rozpoznania (pacjenci z czasem t< 4 tygodni i t> 4 tygodni), lokalizacja MG i

obecnos¢ translokacji t(8;21)(g22;922).
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4.7.1. Wiek pacjenta

Test Manna-Whitney’a nie wykazat statystycznie istotnej rdznicy miedzy wiekiem

pacjentéw, ktérzy przezyli, a wiekiem pacjentéw, ktdérzy zmarli (p= 0,1596). Nie

stwierdzono réznic wieku pacjentéw w zaleznosci od wystepowania wznowy (p=0,9871).

Dane odnosnie wieku pacjentéw, u ktorych wystgpito zdarzenie w postaci wznowy lub

zgonu, przedstawiono w Tabeli 47.

Tabela 47. Charakterystyka wiekowa pacjentéw, w zaleznosci od wystgpienia

zdarzenia w postaci wznowy lub zgonu.

N Srednia |Mediana | Minimum | Maksimum |Odch.std
Wiek w
43 105,36 120,00 0,60 228,00 84,47
miesigcach
Ogoétem
wiek w
43 8,81 10,00 0,05 19,00 7,07
latach
Wiek w
14 133,65 |174,00 0,60 228,00 88,49
miesigcach
Zgon
wiek w
14 11,14 14,50 0,05 19,00 7,37
latach
Wiek w
29 91,70 72,00 1,20 211,20 80,46
miesigcach
Bez zgonu
wiek w
29 7,69 6,00 0,10 17,60 6,76
latach
Wiek w
7 113,23 |162,00 0,60 228,00 98,62
miesigcach
Wznowa
wiek w
7 9,44 13,50 0,05 19,00 8,22
latach
Wiek w
36 103,83 |114,00 1,20 228,00 82,94
Bez miesigcach
wznowy wiek w
36 8,69 9,50 0,10 19,00 6,95
latach
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W badanych zakresach wiekowych < 10 lat i > 10 lat, liczba pacjentéw, u ktérych
stwierdzono zdarzenie w postaci wznowy lub zgonu, nie rdznita sie istotnie statystycznie
od liczby pacjentéw, u ktérych nie stwierdzono powyzszych zdarzen (odpowiednio p =
0,3319 dla wznowy, p = 0,9464 dla zgonu). Liczbe pacjentdéw, u ktérych wystgpito
zdarzenie w postaci wznowy lub zgonu, w poszczegdlnych zakresach wiekowych,

przedstawiono w Tabeli 48.

Tabela 48. Liczba pacjentéow, u ktorych wystapito zdarzenie w postaci wznowy lub

zgonu w zakresach wiekowych < 10 lat i powyzej 10 lat.

wiek <10 | wiek210 wiek <10 wiek>10
Bez zgonu |16 13 Bez wznowy | 18 18
Zgon 5 9 Wznowa 3 4
P 0,3319 p 0,9464
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4.7.2. Postac kliniczna MG

W grupie pacjentdw z MG z towarzyszgcym zajeciem szpiku przez AML/MDS w grupie z
jednoczesnym zajeciem szpiku przez AML/MDS przezyto 21 sposrdd 24 chorych — 87,5%,
W grupie z postacig de novo przezyto 8 sposrdéd 16 chorych — 50%). Wykazano
statystycznie istotng zalezno$¢ miedzy postacig kliniczng MG a wystgpieniem zgonu
(p=0,005). Zaleznosci takiej nie wykazano natomiast w przypadku wznowy (p=0,0649),
cho¢ rdéznica bytfa bliska istotnosci statystycznej. Dane odnosnie liczby wznéw i zgonéw w

zaleznosci od postaci klinicznej MG przedstawiono w Tabeli 49.

Tabela 49. Liczba pacjentéw, u ktérych wystapito zdarzenie w postaci wznowy lub

zgonu, w zaleznosci od postaci klinicznej MG.

bez bez
Postac kliniczna MG Zgon Wznowa
zgonu wznowy
De novo 8 8 14 2
Z jednoczesnym zajeciem szpiku przez
21 3 21 3
AML/MDS
Mieszana wznowa szpikowa i pozaszpikowa |0 2 1 1
Izolowana wznowa pozaszpikowa 0 1 0 1
P 0,005 0,0649
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4.7.3. Czas od wystgpienia objawdw do ustalenia rozpoznania

Sredni czas od wystapienia objawéw do ustalenia rozpoznania byt istotnie krétszy w
grupie chorych, u ktérych pdziniej w trakcie leczenia doszto do wznowy (p = 0,0445).
Szczegbétowo czasy te przedstawiono w Tabeli 50, wyszczegdlniajgc chorych, u ktérych
doszto do zdarzenia w postaci wznowy lub zgonu.

Tabela 50. Czas od wystapienia objawow, do ustalenia rozpoznania w zaleznosci od

wystepowania zdarzen w postaci wznowy lub zgonu.

czas od objawéw ;
N |Srednia |Mediana | Minimum | Maksimum |Odch.std |p
do rozpoznania
nie 29 |6,07 6,00 1,00 18,00 4,33
Zgon 0,1375
tak 14 |6,61 3,00 0,50 48,00 12,12
nie 36 (6,93 6,00 0,50 48,00 8,15
Wznowa 0,0445
tak 7 2,71 3,00 1,00 4,00 1,11

Postugujac sie podziatem czasu od wystgpienia objawdéw do ustalenia rozpoznania na
zakresy ponizej i powyzej 4 tygodni, w badanej grupie chorych wszystkie wznowy
wystgpity u 0sob z diagnozg postawiong w krdtszym czasie niz 4 tygodnie (p = 0,0123).
Wiekszos$¢ zgondw rowniez wystgpita w tej grupie chorych ale nie wykazano istotnosci
statystycznej miedzy wystgpieniem zgonu a czasem do ustalenia diagnozy (p=0,0521).

Dane te przedstawiono w Tabeli 51.

Tabela 51. Liczba chorych, u ktérych wystgpito zdarzenie w postaci zgonu lub wznowy,

w zaleznosci

od czasu od wystapienia objawow, do ustalenia

przedstawionego w zakresach < 4 tygodnie i > 4 tygodni.

Czas od objawéw do

Bez zgonu |Zgon Bez wznowy |Wznowa
diagnozy
Do 4 tygodni 13 11 17 7
Powyzej 4 tygodni 16 3 19 0
P 0,0521 0,0123

rozpoznania,
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4.7.4. Lokalizacja MG

W przeprowadzonej analizie nie wykazano zaleznosci miedzy lokalizacja guza a
wystgpieniem zgonu. Zaleznosci tej nie wykazano zaréwno nie ma w przypadku
lokalizacji skérnej (p=0,9367), oczodotowej (0,6645), jak i innych (p=0,3834). Nie
wykazano réwniez zaleznosci miedzy lokalizacja guza a wystgpieniem wznowy
(odpowiednio: p=0,2153, p=0,8429 i p=0,2153). W Tabeli 52 przedstawiono liczbe
chorych, u ktérych wystgpito zdarzenie w postaci wznowy lub zgonu, w zaleznosci od

lokalizacji MG.

Tabela 52. Liczba pacjentéow, u ktérych wystapito zdarzenie w postaci wznowy lub

zgonu, w zaleznosci od lokalizacji MG.

Lokalizacja

Skora Oczodot Inne

tak Nie Tak Nie Tak Nie
bez zgonu 10 19 8 21 17 12
Zgon 5 9 3 11 11 3
P 0,9367 0,6645 0,3834
bez wznowy |11 25 9 27 25 11
Wznowa 4 3 2 5 3 4
P 0,2153 0,8429 0,2153
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4.7.5. Translokacja t(8;21)(q22;q22)

Nie wykazano zaleznosci miedzy liczbg chorych z obecng translokacja t(8;21)(922;922), a
wystepowaniem zdarzenia w postaci wznowy (p=0,7589) lub zgonu (p=0,2049). Liczbe
chorych u ktérych stwierdzono wznowe lub doszto do zgonu, w zaleznosci od obecnosci

translokacji t(8;21)(q22;922), przedstawiono w Tabeli 53.

Tabela 53. Liczba pacjentow, u ktérych wystapito zdarzenie w postaci zgonu lub

wznowy, w zalezno$ci od obecnosci translokacji (8;21)(q22;922).

bez bez
Zgon Wznowa
t(8;21)(922;922) | zgonu wznowy
Dodatni 9 5 11 3
Ujemny 9 1 9 1
brak danych 11 8 16 3
P 0,2049 0,7589

4.8. Analiza immunohistochemiczna metoda mikromacierzy tkankowej (ang. Tissue

Microarray).

Wyniki przeprowadzonej analizy immunohistochemicznej przedstawiono w Tabeli 54.

Reakcja zostawata uznana za dodatnig w przypadku, gdy > 10% komodrek nacieku

wykazato pozytywna reakcje.
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Tabela 54. Analiza immunohistochemiczna posiadanych preparatéow przygotowana
metoda mikromacierzy tkankowej (wybor 21 przeciwciat).

x- liczba preparatéw z dodatnia reakcja, y- catkowita liczba preparatow.

Nr CD163 | CD43 | CD79 | CD99 | Desmin | CD20 | CD56 | Mio-D1 CD117

(x/y) | (6/7) |(7/7) |(1/7) | (4/7) |(0/7) |(0/7) |(2/7) |(0/7) (1/7)

1. + + - - - - - - -

2. + + - - - - - - +

3. + + - + - - - - -

4, - + + + - - - - -

5. + + - + - - + - -

6. + + - + - - + - -

7. + + - - - - - - -

Nr MPO | CD45 | CD34 | CD68 | CD3 Cb4 | CD7 |e- CD33

(x/y) | (2/7) |(6/7) | (1/7) | (4/7) |(4/7) |(6/7) |(6/7) | kadheryna | (6/7)
(4/7)

1. - - - + + + + + +

2. - + - + + + + + +

3. + + - - + + + - +

4. - + + - + + + - +

5. + + - + - + - + +

6. - + - + - + + + +

7. - + - - - - - - -

Nr CD14 | CD15 | CD13

(x/y) | (5/7) | (5/7) | (3/7)

1. + + +

2. - + -

3. + + -

4. + - -

5. + + +

6. + + +

7. - - -
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5. Dyskusja

5.1. Charakterystyka kliniczna badanej grupy, a odniesienia w literaturze

W zgromadzonej ogdlnopolskiej bazie 43 pacjentéw z rozpoznaniem miesaka
granulocytarnego, najczestszg postacig kliniczng byt MG towarzyszacy AML, co jest
zgodne z danymi w literaturze [2, 8, 12, 13]. Tylko jeden chory prezentowat CML i jeden
MDS. U dzieci przewlekte zespoty mieloproliferacyjne sg duzo rzadsze, niz u dorostych -
przewlekta biataczka szpikowa stanowi zaledwie 2-3% wszystkich biataczek u dzieci [70].
Zespoty mielodysplastyczne stanowia jedynie 5% wszystkich nowotwordéw ztosliwych u
dzieci [71]. W konsekwencji, MG towarzyszacy tym jednostkom chorobowym w grupie
pediatrycznej jest szczegdlng rzadkoscia.

Podobnie jak w wiekszosci doniesien [20, 30, 72], w analizowanej grupie pacjentow
rozpoznanie MG najczesciej pokrywato sie z jednoczesng diagnoza AML. Wsréd
zgtoszonych pacjentéw nie byto chorych bezobjawowych. MG towarzyszagcy AML moze
stanowi¢ jednak niedoszacowanym problemem — w analizie Meyer i wsp. u 24,5 %
pacjentéw wykryto przypadkowo w badaniach obrazowych [72]. W analizie Stove i wsp,
sposrod 315 przypadkdéw dzieci z rozpoznaniem AML, u 39 (12%) wyjsciowo stwierdzono
MG [73]. W Swietle tych doniesien wydaje sie prawdopodobne, ze rzeczywista liczba
przypadkéw MG towarzyszacego AML jest wyisza. Swiadomo$é tego zagadnienia jest
szczegoblnie istotna zaréwno wsréd onkologéw jak i radiologéw, zwtaszcza, ze znaczenie
kliniczne zmian pozaszpikowych obecnych wyjsciowo nie zostato do korica poznane.
Izolowana posta¢ MG, czyli postac de novo, uwazana jest za rzadszg — zwykle podaje sie,
ze dotyczy okoto 1-2 % pacjentow z AML [74]. W przegladzie literatury Swiatowej
znaleziono tylko jedng zbiorczg analize pacjentéw pediatrycznych z izolowanym MG, w
ktorej w ciggu 13 lat zdiagnozowano izolowang postaé¢ MG u 37 dzieci [75].

W stworzonej bazie pacjentéw az 16 chorych prezentowato posta¢ de novo. U czworga z
nich w toku dalszej diagnostyki stwierdzono zajecie szpiku w odstepie od 1 do 2 miesiecy
od rozpoznania. Przypadki postaci de novo MG byty szczegdlnie trudne diagnostycznie —
dlatego historie trojga chorych z izolowanym MG zdecydowano przedstawic¢ ponizej w
odrebnym punkcie zatytutowanym ,,Wybrane przypadki kliniczne”. Przeanalizowano

zaleznos¢ pomiedzy czasem jaki uptynagt od wystgpienia objawéw do ustalenia
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rozpoznania, a poszczegdlnymi postaciami klinicznymi MG, stawiajgc hipoteze, ze czas
ten bedzie najdiuziszy u pacjentdow z postacia de novo. Nie wykazano jednak rdznic
istotnych statystycznie. Wynika to prawdopodobnie ze zbyt matej liczebnosci grupy oraz
z faktu, ze MG towarzyszgcy AML/MDS réwniez bywa wyzwaniem diagnostycznym. W
analizowanej bazie znajdujg sie przypadki pacjentéw, u ktérych pomimo zajecia szpiku,
czas od wystgpienia objawow do ustalenia rozpoznania wynosit az 12 tygodni.

W przeprowadzonej analizie skéra okazata sie najczestszg lokalizacja MG. Sposréd
niewielu dostepnych w literaturze analiz dotyczgcych wytgcznie grupy pediatrycznej, w
badaniu Reinhardt D i wsp. skdra stanowita rowniez najczestszg lokalizacje [75]. Rowniez
Stove i wsp. najczesciej stwierdzili zajecie skéry, a w drugiej kolejnosci okolicy
oczodotowej [73], podobnie jak Dusenbery i wsp. [13]. Inne s3 wyniki analiz
obejmujgcych tgcznie pacjentéw pediatrycznych jak i dorostych. Jako najczestszg
wykazano lokalizacje w weztach chtonnych, na drugim miejscu okolice
przykregostupowg, na kolejnym dopiero zmiany skérne [76]. Podobnie w publikacji
Kawamoto i wsp., wezty chtonne byty najczesciej zajmowang przez MG okolicg [77].

W badanej przez Doktorantke grupie manifestacja skérna istotnie czesciej dotyczyta
pacjentéw mtodszych tj. ponizej niz 10 roku zycia. Trzeba pamieta¢ o wspomnianym
wczesniej obrazie ,,blueberry muffin baby”, charakterystycznym dla wrodzonej biataczki
szpikowej [22]. Do prowadzonej przez autora bazy zgtoszono 1 noworodka z powyzszym
obrazem klinicznym.

Zgodnie z danymi w literaturze opisywanymi przez Hurley i wsp., najczeséciej opisywang
morfologia zmian skérnych, bylty grudki, zwykle o rézowym, lecz w niektérych
przypadkach o niebieskawym zabarwieniu [22, 59, 60]. Na Rycinie 3 przedstawiono
fotografie zmian skdrnych pacjenta z osrodka poznanskiego, obecnych zaréwno w chwili
rozpoznania AML, jak i pdzniej manifestujgcych sie jako wznowa choroby.

Druga najczestsza lokalizacja MG (n=11, 25,58%), byta okolica oczodotowa. Jest ona
uwazana za charakterystyczne dla dzieci miejsce manifestacji MG, w przeciwienstwie do
pacjentéw dorostych, u ktérych choroba duzo rzadziej obejmuje oczodét. Wytrzeszcz,
opisany u 5 (11,62%) pacjentéw, jest typowym i najczestszym objawem MG o lokalizacji
oczodotowej [25].

Oprécz symptomoéw zwigzanych lokalizacjg choroby, do najczestszych objawdw

klinicznych MG nalezaty widoczny obrzek okolicy zmiany/guz — 18,6%, ostabienie — 18,6%
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i bol 16,27%. Ze wzgledu na réznorodng symptomatologie, kazdy z chorych stanowit tak
naprawde odrebny, ciekawy  przypadek kliniczny, o innym przebiegu. Ponizej
przedstawiono cztery wybrane przypadki kliniczne, ktdrych poczatek choroby i przebieg
uznano za szczegolnie interesujgcy. Podczas opisu przypadkow szczegdlng uwage
zwrocono na poszczegdlne elementy Sciezki diagnostycznej pacjentéw, ktéra w kazdym

przypadku byta trudna i bardzo zindywidualizowana.

5.2. Wybrane przypadki kliniczne

5.2.1. Pacjent W.K. (Klinika Onkologii Dzieciecej we Wroctawiu)

Pacjent przyjety do Oddziatu Neurologii Dzieciecej z powodu obwodowego
porazenia nerwu twarzowego po stronie prawej. W wywiadzie 4 dni wczes$niej bdl ucha
prawego ,bez gorgczki, nastepnie porazenie nerwu twarzowego; ponadto dwa dni przed
przyjeciem chtopiec wyczut zgrubienie oraz bolesno$¢ na wysokosci prawego ucha.
Chfopiec leczony kroplami do ucha, nastepnie po wizycie u neurologa, zabiegami
elektrostymulacji i naswietlaniami lampg Solux. Przy przyjeciu stan ogdlny dobry,
zgrubienie w okolicy potylicznej o wymiarach 4 x 4 cm, bolesne przy palpacji, cechy
obwodowego porazenia nerwu VII. W wykonanym badaniu CT zmiana na dtugosci okoto
6,5 cm, w powiokach okolicy potylicznej oraz podstawy czaszki. Po konsultacji
laryngologicznej wysunieto podejrzenie ropnia wyrostka sutkowatego prawego,
pacjenta leczono szerokospektralng antybiotykoterapig — bez poprawy. Wykonano MR
gtowy — stwierdzono naciek miekkotkankowy zajmujacy przestrzen zarylcowa oraz
penetrujgcy w przestrzeni podpotylicznej i bocznie wzdtuz wyrostka sutkowatego.
Zmiana zwezafa Swiatto prawej zyty szyjnej, wnikajagc do otworu zyly szyjnej —
podejrzenie nacieku nowotworowego. Zaplanowano biopsje, pacjenta przyjeto do
Oddziatu Chirurgii Dzieciecej. Dwukrotnie, w odstepach miesigca wykonano biopsje
guza, uzyskujac rozpoznanie migsaka granulocytarnego.

W miedzyczasie wykonano biopsje aspiracyjng i trepanobiopsje szpiku — wyniki
prawidtowe. Stwierdzono natomiast obecnos¢ t(8;21)/ AML1/ETO metodg
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, fluorescent in situ hybridization) oraz metoda
tancuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain reaction, PCR) w szpiku kostnym.

Witaczono leczenie wg AML BFM Interim, osiggajac opdzniong remisje po bloku HAM.
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Pacjent zrealizowat cate zaplanowane leczenie wg powyziszego protokotu
terapeutycznego wraz z radioterapig OUN. Pozostaje w catkowitej remisji.

Czas od poczatku wystapienia objawow do rozpoczecia leczenia: 3 miesigce

Komentarz:

Przypadek powyzszego pacjenta dowodzi konieczno$¢ zaangazowania specjalistow
réoznych dziedzin w ustalenie ostatecznego rozpoznania. Podkresla szczegdlng trudnosé
w postawieniu wtasciwej diagnozy u chorego z izolowanym miesakiem granulocytarnym.
Prawidtowe wyniki morfologii, mielogramu oraz trepanobiopsji mogg uspi¢ czujnosc
klinicysty w kwestii choréb rozrostowych szpiku. Istotng wskazéwka diagnostyczng byto
stwierdzenie obecnosci translokacji t(8;21)/AML1/ETO w szpiku kostnym, ktéra stanowi
jedng z najczestszych mutacji u chorych z AML i MG. [24, 39, 41]. Ostatecznie

rozpoznanie umozliwita biopsja guza i analiza immunohistochemiczna.

5.2.2. Pacjent M.W. (Klinika Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej w
Poznaniu)

Chtopiec 1,5 roczny przekazany z Kliniki Otolaryngologii celem diagnostyki oraz
leczenia guza twarzoczaszki. W wywiadzie od okoto miesigca obrzek powieki gérnej i
dolnej oka prawego — pacjent konsultowany okulistycznie, leczony bez skutku mascig z
neomycyng. W kolejnych dniach do wyzej opisanych objawdéw dotgczyt sie kaszel,
goraczka i dusznos$é. Pacjent hospitalizowany w szpitalu powiatowym z rozpoznaniem
powiktanego zapalenia zatok oraz zapalenia ptuc. Przekazany do Kliniki Otolaryngologii,
gdzie wykonano CT twarzoczaszki, punkcje zatok i biopsje guza. Z uwagi na opis
tomografii komputerowej (obecnos¢ nacieku penetrujgcego do oczodotu), pacjenta
przekazano do Kliniki Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej. Uzyskano
wstepne rozpoznanie chtoniaka limfoblastycznego z komérek B, w zwigzku z czym
wtaczono leczenie wedtug Protokotu EURO-LB 02. Rozmaz krwi obwodowej, mielogram
oraz cytometria przeptywowa szpiku kostnego — wyniki prawidtowe. Po 3 tygodniach
otrzymano wynik z referencyjnej Pracowni Patomorfologii, w ktérym jednoznacznie
rozpoznano miesaka granulocytarnego. Na podstawie wykonanej trepanobiopsji
rozpoznano AML M6. Wigczono leczenie wg Protokotu AML-BFM 2004 Interim. Chtopiec
zostat zakwalifikowany do zabiegu transplantacji szpiku kostnego od zgodnego dawcy

rodzinnego. Pozostaje w remisji choroby.
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Czas od poczatku wystgpienia objawéw do ustalenia wfasciwego rozpoznania: 3
miesigce

Komentarz:

Diagnostyka rdznicowa guzédw oczodotu u dzieci, oprocz takich rozpoznan jak
neuroblastoma, rhabdomyosarcoma, chfoniak czy histiocytoza z komérek Langerhansa,
powinna obejmowac miesaka granulocytarnego. [25, 26, 27, 29].

Prawidtowe wyniki mielogramu i cytometrii przeptywowej, w niektérych przypadkach
nie sy wystarczajgce do wykluczenia obecnosci choroby rozrostowej szpiku. U
powyzszego pacjenta do rozpoznania AML niezbedna byta trepanobiopsja.
Niewykluczone, ze byt to przypadek, w ktérym pojawienie sie MG wyprzedzito zajecie
szpiku kostnego, stad prawidtowe wyniki biopsji aspiracyjnej szpiku wykonane przy
przyjeciu w Oddziale Onkologicznym.

Na podstawie biopsji guza i analizy immunohistochemicznej, u chtopca pierwotnie
rozpoznano chtoniaka limfoblastycznego, ktéry, jak juz wspomniano, stanowi najczestsza

pomytke diagnostyczng u pacjentéw z MG [2, 20, 34, 35].

5.2.3. Pacjent S.M. (Klinika Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej w
Poznaniu)

U chtopca w wieku 13 lat rozpoznano ostrg biataczke limfoblastyczng T —
komédrkows, grupa HR (sterydoopornosé¢, opdznione uzyskanie remisji). Chtopiec byt
leczony Protokotem ALL IC BFM 2002, zakwalifikowany do alloHSCT od dawcy
rodzinnego. Po zakonczonej intensywnej chemioterapii, hospitalizacja w Oddziale
Choréb Zakaznych z powodu podejrzenia gruzlicy — zmiany w tomografii ptuc o
charakterze guzkow i obszaréw ,,mlecznej szyby”, zwapnienia uwidocznione w obrebie
Scian oskrzeli, pratki kwasooporne wykryte w poptuczynach uzyskanych w
bronchoskopii. Pacjent otrzymywat leczenie przeciwpratkowe oraz przeciwgrzybicze. Po
uzyskaniu poprawy obrazu w ptucach, przyjety planowo do Oddziatu Transplantacji
Szpiku celem wykonania alloHSCT. W kontrolnej punkcji szpiku stwierdzono wznowe o
fenotypie AML MO. Pacjent otrzymat chemioterapie dla wznédw — blok IDA-FLA,
nastepnie blok FLA, po ktérym stwierdzono remisje. Przeprowadzono zaplanowana
procedure alloHSCT od dawcy rodzinnego. W trakcie pobytu w Oddziale Transplantacji

obserwowano hiperkalcemie oraz niewydolnos¢ nerek. Pacjent konsultowany
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nefrologicznie i endokrynologicznie. Z powodu hiperkalcemii otrzymywat pamindronian.
Wypisany w dobie +38 po alloHSCT do domu.

W +70 dobie od transplantacji, pacjent ponownie przyjety z powodu bélu plecéw
nasilajgcego sie od dwdch dni. W badaniu CT klatki piersiowej stwierdzono obecnos¢
masy miekkotkankowej, potozonej przykregostupowo wzdtuz kregostupa piersiowego w
odcinku Th3/4 do Th7. Masa wnikata do kanatu kregostupa, przemieszczajgc worek
oponowy z rdzeniem kregowym, niszczgc kragg Th7 (ztamanie kompresyjne). Stwierdzono
réwniez obecnos$¢ licznych ognisk osteolitycznych w trzonach kregéw piersiowych, w
mostku, w zebrach, w kosciach miednicy i obu kosciach udowych. Ponadto w badaniach
laboratoryjnych utrzymujaca sie hiperkalcemia. Wykonano biopsje aspiracyjng szpiku
uzyskujgc prawidtowe wyniki mielogramu i cytometrii przeptywowej, w zwigzku z czym
diagnostyke uzupetniono o trepanobiopsje, stwierdzajgc drugg wznowe AML. W szpiku
kostnym w 10% komorek stwierdzono trisomie choromosomu 8. Wykonano biopsje guza,
stwierdzajgc naciek z komoérek prekursorowych o dwuliniowym réznicowaniu w kierunku
limfoidalnym i monoidalnym. U chtopca postepowat niedowtad koriczyn dolnych,
prezentowat objawy atonii pecherza moczowego. Wiaczono chemioterapie wg
Protokotu Interfant 06, nastepnie przeprowadzono dwa seanse radioterapii paliatywnej
(fotony 6 MV), bez poprawy klinicznej. Leczenie powikfane byto goraczka neutropeniczng
i hipertransaminazemia. W kontrolnych badaniach obrazowych nie stwierdzono
poprawy. Podjeto probe dalszego leczenia, kontynuujac blok Interfant -06 — Protokét 1b,
ale obserwowano dalszg progresje choroby i pacjenta przekazano pod opieke paliatywna.
Czas od poczatku objawdéw do rozpoczecia leczenia: 2 dni (silne bdle plecow);
hiperkalcemia — 6 miesiecy

Komentarz:

W literaturze opisywano juz przypadki MG o lokalizacji okotordzeniowej, klinicznie
manifestowane wéweczas jako bdl kregostupa, uczucie mrowienia i dretwienia koriczyn, a
w efekcie kompres;ji rdzenia kregowego, prowadzgce do niedowtadu czy nawet cztero-
konczynowego porazenia oraz nietrzymania moczu i stolca [78, 79]. Najczesciej
zajmowanym odcinkiem jest odcinek piersiowy kregostupa [80].

Wyzej wymienione objawy nasilaty sie stopniowo u opisanego pacjenta. Wczesnym
objawem rozwijajgcych sie zmian przykregostupowych mogta byé u tego chorego

hiperkalcemia, zwigzana najprawdopodobniej z naciekaniem uktadu kostnego i
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zmianami osteolitycznymi w kos$écu. Podwyziszone poziomy wapnia w surowicy byty
obserwowane juz 6 miesiecy przed rozpoznaniem MG. Ogniska pozaszpikowe mogty by¢
zatem obecne juz w momencie przystepowania chorego do allotransplantacji komérek
macierzystych, co mogto stanowi¢ niekorzystny czynnik prognostyczny u tego pacjenta

[80].

5.2.4. Pacjent A.SZ. (Klinika Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej w
Poznaniu)

Chtopiec nie ujety w bazie do niniejszej pracy, poniewaz trafit do Kliniki w
kwietniu 2020 roku, po podsumowaniu statystycznym zebranych chorych.
Pacjent 12 letni, od 2-3 tygodni zgtaszat niedroznos¢ nosa. Poczgtkowo rozpoznano
zapalenie zatok i wigczono leczenie w oparciu o Biseptol. W konsultacji laryngologicznej
stwierdzono asymetrie podniebienia miekkiego, w zwigzku z czym dziecko skierowano
do szpitala powiatowego, gdzie wykonano KT zatok. Przekazany nastepnie do Kliniki
Otolaryngologii w Poznaniu, gdzie w badaniu laryngologicznym stwierdzono duzg
asymetrie podniebienia miekkiego, a w nosogardle widoczny guz zastaniajgcy strop i
nozdrza tylne. Wykonano MR gtowy i twarzoczaszki, potwierdzajac obecnos¢ masy o
orientacyjnych wymiarach 7,7 x 6,0 x 5,5 cm, wypetniajgcg nozdrza tylne, tylng czes¢
przewodu nosowego prawego, prawie cafg zatoke szczekowa, przestrzen przygardtows i
wnikajagcg do dotu skrzydtowo-podniebiennego. W okolicy podzuchwowej prawej
obecny przerzutowy wezet chtonny o wymiarach 3,3 x 2,4 cm. Wykonano biopsje guza
oraz wezfa chtonnego, po zabiegu pacjent przebywat w Oddziale Intensywnej Terapii. W
trakcie tamtejszego pobytu wykonano biopsje aspiracyjng szpiku — wynik prawidtowy.
W cytometrii wezta chtonnego podejrzenie chtoniaka. Po przekazaniu pacjenta do
Oddziatu Onkologii, stwierdzajac progresje zmiany (widoczne masy w prawym
przewodzie nosowym), oczekujgc na wynik histopatologiczny, wigczono prefaze wg
IntReALL Ritux 2010 (leczenie jak dla chtoniaka Burkitta) [67]. Po zakonczeniu prefazy
COP, uzyskano wynik histopatologiczny- rozpoznano izolowanego miesaka
granulocytarnego. Ponownie wykluczono zajecie szpiku. Wtgczono leczenie jak dla AML
(indukcja w Protokotu AML BFM 2012). Pacjent jest w trakcie intensywnej chemioterapii.
Czas od poczatku objawow do rozpoczecia wtasciwego leczenia: 6 tygodni

Komentarz:
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Kolejny przypadek, ktéry odzwierciedla trudnosci diagnostyczne w rozpoznawaniu MG u
chorych z postacig kliniczng de novo. Podobne przypadki MG o lokalizacji w nosogardle
opisywano pojedynczo w literaturze. Do najczesciej wystepujgcych objawéw u tych
chorych nalezata niedrozno$é nosa oraz niedostuch [80].

Progresja tak zlokalizowanej zmiany moze prowadzi¢ do trudnosci w oddychaniu, w
zwigzku z tym niezwtoczne rozpoczecie leczenia byto u powyziszego pacjenta konieczne.
Chtoniaki nalezg do najczestszych nowotwordéw ztosliwych u dzieci, zlokalizowanych w
obrebie gtowy i szyi [81]. Sugerujac sie obrazem klinicznym oraz wynikiem cytometrii
przeptywowej wezta chtonnego, zadecydowano o rozpoczeciu leczenia jak dla chtoniaka
Burkitta. Leczenie zmodyfikowano niezwtocznie po uzyskaniu ostatecznego wyniku
histopatologicznego i immunohistochemii. Pamietajac, ze niewtasciwie
leczony ,,izolowany” MG prawie zawsze ulega progresji do AML przed witgczeniem
indukcji wg AML BFM 2017, wykonano trepanobiopsje, cytometrie przeptywowa szpiku
oraz badania cytogenetyczne i FISH. Nie stwierdzono wyktadnikow zajecia szpiku

kostnego ani markeréow genetycznych charakterystycznych dla AML.

5.3. Podsumowanie diagnostycznych aspektéw MG u dzieci

Jak juz wspomniano, ,,ztotym standardem” stuzgcym do rozpoznania MG jest
biopsja guza i analiza immunohistochemiczna. Obraz histopatologiczny MG jest
niespecyficzny i polimorficzny, dlatego tak kluczowa w procesie diagnostycznym jest
ocena reakcji immunohistochemicznych [83]. W przeprowadzonej analizie, biopsje guza
miato 29 pacjentéw (67,44%). Byty to nie tylko przypadki izolowanego MG, ale réwniez
przypadki z towarzyszgcym zajeciem szpiku. Nalezatoby sie zastanowié, czy biopsja jest
konieczna we wszystkich postaciach klinicznych MG. Wedtug danych w pismiennictwie,

nalezy dazy¢ do biopsji i potwierdzenia histopatologicznego, chyba, ze

niebezpieczenstwo wykonania zabiegu przewaza nad jego korzysciami [24].

U 4 chorych (9,30%) pierwotnie rozpoznano inny nowotwér. Byty to takie rozpoznania
jak: miesak kosci, chtoniaki nieziarnicze i histiocytoza z komodrek Langerhansa. W
literaturze odsetek pomytek diagnostycznych waha sie od 25-47%, najczesciej MG jest

btednie rozpoznawany jako chtoniaki nieziarnicze [72, 84]. Przemawia to za
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koniecznoscig stosowania szerokiego panelu przeciwciat w immunohistochemii, ale tez
réownolegtym korzystaniem z innych narzedzi diagnostycznych.

Badaniem, ktére pozwala na petng diagnostyke MG, szybkie uzyskanie wyniku, i
jednoczesnie oferujgcym szeroki panel przeciwciat jest cytometria przeptywowa. Dlatego,
jesli mozliwe jest uzyskanie wystarczajgcej ilosci materiatu, nalezy wykonac szeroki panel
cytometryczny wykorzystujgc Swiezg tkanke guza [4].

Szczegblng uwage nalezy zwrdci¢, czy dany przypadek faktycznie jest MG typu de novo,
pamietajgc, ze jest to rzadka posta¢ MG. Murthy i wsp. podkresla, ze rozmaz krwi
obwodowej powinien by¢ wykonany u kazdego pacjenta z wytrzeszczem gatki ocznej, a
diagnostyka powinna by¢ poszerzona o cytofluorymetrie szpiku wedtug indywidualnych
wskazan [25].

Sledzac historie przypadkéw zawartych w bazie, w celu uzyskania pewnosci, ze
przypadek jest izolowang postacig MG, nalezatoby wykonaé nie tylko cytofluorymetrie
szpiku, ale w przypadku prawidtowego wyniku punkcji aspiracyjnej szpiku réwniez
trepanobiopsje, a takie badania genetyczne szpiku oraz tkanki guza w kierunku
obecnosci charakterystycznych dla AML rearanzacji chromosomowych (patrz przypadek
5.2.1.i5.2.2.). Ze wzgledu na czesty brak wystarczajgcej ilosci $wiezego materiatu tkanki
guza, a takze oczekiwanie na wynik histopatologiczny, przemawiajgcy za rozpoznaniem
MG, dobrym pomystem wydaje sie wykorzystanie skrawkéw parafinowych do
retrospektywnych badan genetycznych, celem uzupetnienia petnej diagnostyki [44, 46].
Badania te miatyby szczegdlne znaczenie w przypadkach izolowanego MG i pozwolityby
na probe klasyfikacji MG wzgledem zaburzen cytogenetycznych i molekularnych, a w
dalszej kolejnosci decydowaty o wyborze najbardziej optymalnej metody terapeutyczne;.

U wszystkich pacjentow, u ktdrych wykonano PET-CT (4 chorych), wykazat on aktywne
metabolicznie ogniska choroby. Uwaza sie, ze PET-CT moze stanowi¢ nawet bardziej
czutg metode obrazowania MG, niz tomografia komputerowa [30, 72]. Z uwagi na
mozliwy rozsiany charakter zmian w przebiegu MG, PET-CT wydaje sie mie¢ dodatkowa
warto$¢ diagnostyczng poprzez obrazowanie wszystkich ognisk choroby [84, 85]. Z kolei
podczas monitorowania wynikdw leczenia, moze stanowi¢ doktadniejsze narzedzie
oceny remisji, zwtaszcza gdy w kolejnych etapach planowana jest procedura alloHSCT.
Powyzsze zalety wydajg sie wskazywaé¢ na zasadnos¢ wykonywania badania PET-CT

rutynowo u wszystkich pacjentéw z MG.
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5.4. Analiza immunohistochemiczna metodg mikromacierzy tkankowej

Ocene immunohistochemiczng metodg mikromacierzy tkankowej (TMA)
wykonano wykorzystujgc bloczki parafinowe 7 pacjentéw zgromadzonych w bazie.
Oceniono reakcje z 21 wybranymi przeciwciatami. U 100% pacjentéw uzyskano dodatnig
reakcje przeciwko CD43, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami [7, 36, 38, 39].
Marker ten wskazuje na nowotwodr pochodzenia mieloidalnego, nie jest jednak swoisty
dla MG. Moze natomiast stanowi¢ pierwszy krok diagnostyczny w analizie guzéw
nieznanego pochodzenia [39]. Reakcja z CD68 jest kolejng, uwazang w pismiennictwie za
charakterystyczng dla nacieku MG [38, 39]. W prezentowanym badaniu dodatnig reakcje
przeciwciat anty-CD68 wykazano u 4/7 pacjentéw. U 6/7 pacjentow stwierdzono
pozytywng reakcje z CD163, CD45, CD33. Powyisze wyniki potwierdzajg fakt, iz w
podstawowym panelu diagnostycznym powinny znalezé sie przeciwciata CD43, CD68,
CD45, CD33, CD163 [36, 38, 39]. Tylko w jednym przypadku stwierdzono dodatnig
reakcje z CD34 — ograniczong przydatno$é CD34 wykazano réwniez w analizie Pileri i wsp.
[35]. Poza tym autorka zwraca uwage, iz w diagnostyce MG na podstawie reakcji
immunohistochemicznych, szczegdlnych trudnosci dostarcza réznicowanie z chtoniakiem
limfoblastycznym. Prezentowane badanie potwierdza te teze - w ocenianych
przypadkach MG stwierdzono markery charakterystyczne dla limfocytéw T (CD4 obecne
u 6/7 pacjentéow, CD3 u 4/7 pacjentow). Z tego powodu waznym czynnikiem
wskazujgcym na diagnoze MG jest stwierdzenie jednoczesnej obecnosci markeréw
mieloidalnych (np. CD13, CD33, MPO).

Sposrod markeréw, z ktérymi uzyskano dodatnig reakcje, na uwage zastugujg réwniez
CD14 (5/7) oraz CD15 (5/7). W literaturze sg one rzadziej opisywane niz wczesniej
wymienione markery. Uzyskane wyniki wydajg sie jednak wskazywaé¢ na celowos¢
dalszych badan tych markerdw, gdyz mogtyby sie sta¢ istotnym czynnikiem ufatwiajgcym
réznicowanie MG z chtoniakami limfoblastycznymi.

W 4/7 preparatéw stwierdzono dodatnig reakcje z CD99. Fakt ten potwierdza trudnosci z
réznicowaniem MG z nowotworami drobnookragtokomdérkowymi, co podnoszono
réwniez w innych publikacjach [83, 86].

Opracowanie panelu immunohistochemicznego stuzgcego do rozpoznania MG jest wcigz

niedoskonatym, ale bardzo obiecujagcym sposobem na szybkg diagnostyke réznicowa
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zmiany z innymi guzami o niepewnej etiologii. Metoda TMA umozliwia poréwnanie
reakcji immunohistochemicznych w kilku nowotworach — zaleznie od skonstruowanego
rdzenia. Moze zatem by¢ przydatnym narzedziem badawczym, umozliwiajgcym w

efekcie opracowanie skutecznej sciezki diagnostyki réznicowej MG u dzieci.

5.5. Woyniki leczenia oraz analiza wybranych czynnikéw prognostycznych w MG u

dzieci

W pracy zbadano wptyw nastepujgcych cech klinicznych na wyniki leczenia:
zakres wiekowy pacjenta (ponizej i powyzej 10 lat), postac kliniczna MG, lokalizacja MG,

obecnos¢ translokacji t(8;21)(g22;922).

5.5.1. Zakres wiekowy

W przeprowadzonej analizie, u mtodszych chorych (< 10 lat) obserwowano dtuzszy czas
OS, RFS i EFS, a takze wyzsze prawdopodobienstwa 5 — letniego OS, RFS i EFS.

Nie byly to jednak rdzinice istotne statystycznie. W pismiennictwie dane na temat
wptywu wieku na wyniki leczenia MG sg mocno ograniczone. W analizach Pileri i wsp
oraz Al.-Khaateb i wsp. wiek nie miat wptywu na osiggniete wyniki leczenia [35, 87].
Wiadomo natomiast, ze wiek jest silnym, niezaleznym czynnikiem rokowniczym w AML
— wyzszy wiek pacjenta implikuje gorszg prognoze [88]. Nizsze prawdopodobierstwo 5-
letniego OS obserwuje sie w grupie mtodych dorostych - AYA (AYA — ang. adolescents
and young adults), czyli pacjentéw w zakresie wiekowym 15-39 lat, gdzie wynosi ono juz
tylko 50-60% [89]. Biorgc pod uwage, ze MG najczesciej towarzyszy AML, byé moze

zaleznosci te mozna ekstrapolowac na grupe pacjentéw z MG.

5.5.2. Postac kliniczna MG

W kilku analizach wskazywano na lepsze wyniki leczenia uzyskane u chorych z izolowang
postacig MG [13, 21, 51, 52, 84]. Wigzano to z wyjsciowo mniejszg ,,masg guza” u tych
chorych, niz w postaciach MG z zajeciem szpiku [85]. W przeciwienstwie do tych
doniesien, w niniejszym badaniu catkowity czas przezycia byt istotnie dtuiszy w grupie

pacjentow z MG z jednoczesnym zajeciem szpiku przez AML/MDS niz w grupie
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pacjentéw z postacig de novo MG (czas OS wyrazony w miesigcach 156,94+13,89 vs
89,75+19,09; pOS 0,84+0,09 vs 0,56+0,12). W grupie chorych z jednoczesnym zajeciem
szpiku, istotnie wiecej chorych przezyto - w grupie tej zmarto 3 pacjentéw (12,5%),
podczas gdy w grupie chorych z postacig de novo zmarto 8 pacjentéw (50%). Roéwniez w
analizie Reinhardt i wsp, dotyczacej 34 dzieci z postacia de novo MG,
prawdopodobienstwo OS w grupie z izolowanym MG byto mniejsze niz u pacjentéw z
AML (pOS 0,44+0,09 vs 0,55%0,02); u dzieci z izolowanym MG obserwowano réwniez
wyzszg czestos¢ nawrotdow choroby. W pracy Reinhardt i wsp. szczegdlnie podkreslano
wplyw opdznienia w ustaleniu rozpoznania, na zwiekszone ryzyko wznowy [90]. Z kolei w
analizie Pileri i wsp. nie zaobserwowano istotnych réznic miedzy wynikami leczenia
chorych z postacig izolowang i towarzyszagcg AML [35]. Niestety brakuje doniesien
poréwnujgcych wyniki leczenia izolowanej postaci MG z postacig towarzyszgcg AML w
populacji pediatrycznej. Czesciej poréwnywano wyniki leczenia chorych z AML bez
lokalizacji pozaszpikowej oraz AML z MG. Ciekawe dane na ten temat opublikowano w
niedawnej analizie Pramanik i wsp., w ktdrej wykazano ze zaréwno s$redni czas EFS, jak i
czas OS byty wyzsze u pacjentéw z AML i MG (Sredni czas EFS 21.0 i $redni czas OS 37.1
miesiecy) niz u pacjentéw z AML bez lokalizacji pozaszpikowej [91].

Podsumowujac, w wiekszosci danych w literaturze izolowany MG wigze sie ze ztym
rokowaniem. Nie ustalono jednak, czy obecno$é¢ pozaszpikowe] lokalizacji przy
rozpoznaniu AML u dzieci stanowi niekorzystny czynnik prognostyczny —
najprawdopodobniej o rokowaniu decydujg silniejsze czynniki, na przyktad cechy biologii

molekularnej komérek nowotworowych.

5.5.3. Lokalizacja MG

Najczesciej zajmowane przez MG okolice u dzieci — oczodotowa i skdrna, w doniesieniach
literaturowych majg przeciwne znaczenie prognostyczne. Zajecie okolicy oczodotowej
wg Johnston i wsp. wigzato sie z lepszymi wynikami OS niz pacjentéw bez lokalizacji
pozaszpikowej. Kobayashi i wsp. zaobserwowali, ze lokalizacja pozaszpikowa, nie
dotyczaca skoéry, stanowita korzystny czynnik prognostyczny [12, 14]. W niniejszej
analizie nie obserwowano istotne] statystycznie réznicy miedzy czasem OS, RFS i EFS

pacjentédw z MG w zadnej lokalizacji pozaszpikowej, w tym oczodotowej. Przyktadem
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niekorzystnego przebiegu MG o lokalizacji oczodotowej jest pacjent, ktory prezentowat
nawrotowa posta¢ MG oczodotéw, z towarzyszgcym zajeciem szpiku.

Skérnej postaci MG najczesciej przypisuje sie niekorzystne rokowanie i agresywny
przebieg choroby [8, 38, 59, 60]. W niniejszej pracy, nie wykazano istotnej statystycznie
réznicy pomiedzy dtugoscig catkowitego czasem przezycia pacjentéw z lokalizacja MG w
skorze, oraz pacjentéw z MG w innym umiejscowieniu (p=0,7017). Chorzy ze skdérng
postacia MG prezentowali natomiast mniejsze prawdopodobienstwo przezycia bez
wznowy (p=0,0981). U 3 pacjentéw z wyjsciowym zajeciem skéry, doszto do wznowy
choroby, réwniez w lokalizacji skoérnej. Przypadki te dowodzg, ze skérna posta¢ MG

wigze sie z wysokim ryzykiem nawrotéw.

5.5.4. Translokacja t(8;21)(q22;q22)

Wedtug kilku doniesienr, translokacja t(8;21)(q22;922) nalezy do najczestszych
nieprawidtowosci genetycznych spotykanych w MG [8, 24, 92]. Potwierdzajg to rowniez
wyniki badan wtasnych — w badanej grupie byta to rowniez najliczniej reprezentowana
nieprawidtowos¢ genetyczna — stwierdzono jg u 10 pacjentéw (23,25%). Szczegdlny
zwigzek translokacji t(8;21)(q22;922) z populacjg dzieciecg oraz czestsze wystepowanie
powyzszej mutacji u pacjentéw z MG o lokalizacji oczodotowej, udowodniono w kilku
analizach [24, 40, 41, 42]. Wiadomym jest, ze u dzieci z AML translokacja t(8;21)(q22;922)
wigze sie korzystnym rokowaniem [40]. Dane dotyczace jej znaczenia rokowniczego u
pacjentéw z MG sg natomiast rozbiezne [4]. Co prawda Johnston i wsp. wykazali lepsze
wyniki pacjentdw z lokalizacja oczodotowg MG, jednak nie stwierdzili zwigzku
powyzszych wynikdw z obecnoscig translokacji t(8;21)(q22;922) [14]. W pracy Felice i
wsp., translokacja t(8;21)(gq22;922) u pacjentdw z MG nie pogorszata ich wynikéw
leczenia [93]. Z kolei w analizie Tallman i wsp, translokacja t(8;21)(q22;922) u pacjentéw
z rozpoznaniem MG wigzata sie z gorszym rokowaniem, niz u chorych bez MG [94].
Roéwniez w pracy Byrd i wsp. wykazano, ze pacjenci z MG i obecng translokacja
t(8;21)(g22;922) prezentowali gorsze wyniki leczenia, co wigzano z czestszym zajeciem
okolicy oponowej i okotordzeniowej [95].

W niniejszej analizie, pacjenci z translokacjg t(8;21)(q22;922) prezentowali istotnie
dtuzszy czas EFS. Prawdopodobiefnstwa 5 — letniego OS i RFS byty réwniez wyzisze u

pacjentéw z translokacjg t(8;21)(q22;922), cho¢ nie byty to rdznice istotne statystycznie.
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Dane te przemawiajg za korzystnym znaczeniem prognostycznym t(8;21)(gq22;922).
Dwoje sposrdod 11 pacjentéw z lokalizacja oczodotowg, miato obecng translokacje

t(8;21)(g22;922) — obaj pacjenci zyjg i pozostajg w remisji choroby.

5.6. Leczenie MG

Zgodnie z wiedzg zawartg w pisSmiennictwie, leczenie MG powinno zawsze
opierac¢ sie na systemowej polichemioterapii [2, 15, 20]. Dotyczy to réwniez chorych z
izolowanym MG, a takze z MG po totalnej resekcji chirurgiczne;j.

Zgodnie z powyzszymi wytycznymi, wszyscy chorzy w badanej grupie byli leczeni
systemowg chemioterapia, ktéra z wyjatkiem pacjentéw z MG w postaci wznowy
choroby, realizowana byta w oparciu o aktualny schemat leczenia ostrej biataczki
szpikowej. Najdtuzszy sredni czas OS (146,93+22,25) i najwieksze prawdopodobienistwo
catkowitego przezycia (pOS= 0,80+0,13) stwierdzono u pacjentow leczonych schematem
AML-PPLLSG 98.

W badanej grupie stwierdzono brak algorytméw postepowania w zakresie leczenia
chirurgicznego i radioterapii u dzieci z MG. W dostepnej literaturze standardy odnosnie
leczenia chirurgicznego i radioterapii, a takze wskazania do allotransplantacji komodrek
krwiotwdrczych u pacjentéw z MG s3 niejednoznaczne.

W niniejszym badaniu nie zaobserwowano istotnego wptywu leczenia chirurgicznego na
czasy OS, RFS i EFS. Trudno jednak wyciggnac¢ daleko idgce wnioski z powodu niewielkiej
liczby chorych - w badanej grupie zabieg operacyjny byt elementem leczenia u 6 chorych
(13,95%). Dtuisze czasy OS, RFS i EFS prezentowali chorzy, ktérzy nie byli leczeni
chirurgicznie. U jednego pacjenta z poznanskiego osrodka z rozpoznang izolowang
pozaszpikowg wznowg CML (guz szczytu ptuca), przeprowadzono radykalny zabieg
usuniecia zmiany. Po 15 miesigcach u pacjenta doszto do wznowy choroby w miejscu
pierwotnej lokalizacji. Najprawdopodobniej zatem, jak juz wspomniano we wstepie, rola
leczenia chirurgicznego polega gtéwnie na redukcji objawéw spowodowanych uciskiem
guza na otaczajgce struktury [15, 24].

Nie obserwowano réwniez istotnego statystycznie wptywu radioterapii na wyniki

leczenia, chociaz czasy OS, RFS, EFS byly dtuisze u pacjentéw, ktérych leczenie
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obejmowato radioterapie. W kilku wczesniejszych analizach réwniez nie wykazano
istotnego wptywu radioterapii na wyniki leczenia [13, 52, 54]. Udowodniono natomiast
skutecznos¢ radioterapii w dawce frakcjonowanej 20-30 Gy, jako elementu paliatywnego
leczenia u pacjentdw z MG. [96, 97, 98]. Bakst i wsp. ocenili efekty radioterapii u 22
pacjentéw z MG — u 90% byta ona wykorzystywana do leczenia wznowy lub jako element
leczenia pierwszej linii w przypadku pozostatej masy resztkowej po chemioterapii.
Obserwowano poprawe objawdéw miejscowych u 95% pacjentdéw, przy bardzo dobrej
tolerancji leczenia [98].

W niniejszej analizie u dwojga pacjentéw z poznanskiego osrodka radioterapia byta
stosowana jako leczenie paliatywne. U tych chorych wyraznie obserwowano
zmniejszenie dolegliwosci bélowych oraz poprawe w aspekcie objawdw wynikajgcych z
ucisku. W przegladzie literatury opisywano tylko pojedyncze przypadki pacjentéw, u
ktorych radioterapia stanowita skuteczne leczenie MG. W pracy Yang WCh i wsp.
opisano 19-letniego pacjenta, u ktérego po 3 latach od alloHSCT przeprowadzonej z
powodu AML, stwierdzono izolowang posta¢ MG zlokalizowanego w sercu. Pacjent
prezentowat objawy zespotu zyly gtdwnej goérnej. Po zastosowanej radioterapii
zaobserwowano szybkg poprawe i remisje choroby przez 6 miesiecy. Autorzy
powyzszego opisu przypadku uwazajg, ze szczegdlng korzy$s¢ mogag odnies¢ pacjenci
naswietlani po alloHSCT, w celu wyindukowania poprzez radioterapie efektu GvL [99].
Minoia i wsp. opisali rowniez przypadek 71-letniej kobiety z obustronnym MG piersi,
leczonej skutecznie decytabing oraz poddanej radioterapii w dawce 30 Gy [100]. S3 to
jednak pojedyncze doniesienia dotyczgce dorostych pacjentéw, tak wiec ustalenie
doktadnej roli radioterapii w leczeniu MG w populacji pediatrycznej oraz optymalnego
jej zastosowania w procesie terapeutycznym wymaga dalszych badan.

W niniejszym badaniu, nie wykazano korzystnego wptywu allotransplantacji na wyniki
leczenia, co sugerowano w niektorych doniesieniach [35, 46, 54, 55]. Istotnie dtuzszy
czas RFS prezentowali pacjenci, ktérych leczenie nie obejmowato procedury
transplantacji komorek krwiotwérczych, (p=0,0124). U tych pacjentéw dtuzszy byt
rowniez sredni czas OS i EFS, chociaz bez wykazanej istotnosci statystycznej. Moze by¢ to
uzasadnione faktem, iz do alloHSCT kwalifikowani sg pacjenci z AML o wysokim ryzyku

wznowy i hiepowodzenia leczenia.
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Sposrdd pacjentéw, u ktérych doszto do wznowy choroby, u trojga leczenie pierwszej
linii obejmowato alloHSCT. Czwarty chory, opisywany powyzej, prezentujacy
hiperkalcemie w okresie okototransplantacyjnym, najprawdopodobniej réwniez miat
ogniska pozaszpikowe choroby w momencie transplantacji. Jak wynika z kilku publikacji,
lokalizacja pozaszpikowa choroby obecna u pacjenta przed alloHSCT, stanowi jeden z
czynnikdow ryzyka wznowy pozaszpikowej [18, 19]. Dyskusyjne jest réwniez, na ile
pozadany po alloHSCT efekt GvL jest skuteczny w ogniskach pozaszpikowych [101]. Z
drugiej strony, w pracy Hung GY i wsp. przedstawiono przypadek dziewczynki z AML z
MG zlokalizowanym w oczodole oraz translokacjg t(8;21)(g22;922), u ktérej po
konwencjonalnej chemioterapii obserwowano nadal utrzymujgcg sie mase resztkowa
guza. W zwigzku z tym zastosowano alloHSCT, z niemieloablacyjng chemioterapia, po
ktérej odnotowano niewielkg ilos¢ powiktan hematologicznych i catkowitg remisje
zmiany resztkowej [102].

Podsumowujgac, rola alloHSCT w leczeniu MG, a takze poszukiwanie skutecznych metod
zapobiegania oraz leczenia wznowy pozaszpikowej po alloHSCT, powinny by¢
przedmiotem dalszych, szerokich badan klinicznych. Rewolucja w leczeniu choréb
rozrostowych szpiku staje sie w ostatnich latach immunoterapia CAR-T cell (ang.
chimeric antygen receptors T cells). Terapia ta opiera sie na zastosowaniu
zmodyfikowanych genetycznie limfocytach T, ktére nabywajg zdolnosci do niszczenia
komérki nowotworowej. Ta forma immunoterapii jest juz wykorzystywana w leczeniu
opornej postaci ostrej biataczki limfoblastycznej i opornych chtoniakéw. Trwajg badania
kliniczne nad jej wykorzystaniem w opornej postaci ostrej biataczki szpikowej i innych
nowotworach mieloproliferacyjnych [103]. Nie wiadomo, na ile bylaby skuteczna w
chorobie zlokalizowanej pozaszpikowo. Wang i wsp. przedstawili przypadek pacjentki z
pozaszpikowg wznowg Ph(+) ostrej biataczki limfoblastycznej w szyjce macicy. Po
zastosowaniu immunoterapii, uzyskano bardzo dobrg odpowiedz i dtugotrwatg remisje
[104]. By¢ moze CAR-T cell to réwniez szansa na leczenie opornej, nawrotowej postaci
MG u dzieci.

Nadzieje w leczeniu nawrotowych guzow litych oraz opornej biataczki szpikowej u dzieci,
w szczegolnosci z obecng mutacja FLT3-ITD, stanowi sorafenib — inhibitor licznych kinaz
[105]. Dotychczas nie raportowano jednak przypadku wykorzystania sorafenibu u

pacjenta pediatrycznego z MG. Grillo i wsp. opisali przypadek dorostego pacjenta z
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pozaszpikowg wznowg AML po alloHSCT, w postaci mnogich ognisk miesaka
granulocytarnego, ktérego skutecznie wyleczono z zastosowaniem sorafenibu,
uzupetniajgc leczenie infuzjg limfocytéw dawcy. W badaniach genetycznych tkanki guza
stwierdzono obecno$s¢ mutacji FLT3-ITD [106]. Przypadek ten wskazywatby na
skutecznosé leku w leczeniu ognisk pozaszpikowych [107].

Perspektywa w leczeniu opornych przypadkow AML mogg sta¢ sie réwniez leki
wptywajgce na szlak apoptozy [108]. Nadekspresja antyapoptotycznych biatek z rodziny
BCL-2 stanowi jeden z mechanizméw odpowiedzialnych za opornos¢ komodrek
nowotworowych. Inhibitory biatek BCL-2 (venotoclax) s3 grupg lekéw juz
wykorzystywang w leczeniu opornych biataczek u dorostych, dajg rowniez nadzieje na
poprawe wynikow leczenia opornej biataczki szpikowej u dzieci [109]. Nie wiadomo
jednak, jaki bytby efekt zastosowania tej grupy lekéw w przypadku biataczki z obecnoscia

pozaszpikowych ognisk choroby.
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5.7. Podsumowanie

Podsumowujac, leczenie MG, w szczegdlnosci jego nawrotowych postaci,
wymaga prob wykorzystania nowoczesnych metod terapeutycznych. Jednoczesnie
niezbedne jest ciggte wzbogacanie i systematyzowanie wiedzy na temat tej choroby oraz
dokumentowanie wszystkich doswiadczen zwigzanych z jej leczeniem.

Kontynuacja gromadzenia danych na temat przypadkéw MG stwierdzonego i leczonego
u dzieci w Polsce wydaje sie by¢ naturalng konsekwencjg niniejszego opracowania.
Konstelacja rzadkiej czesto$ci wystepowania, mnogosci postaci i manifestacji choroby z
bardzo zréznicowanym postepowaniem terapeutycznym, zaleznym w duzym stopniu od
doswiadczen poszczegdlnych osrodkdéw, sprawia, iz jest to wymagajgce wyzwanie. Jego
podjecie daje jednak nadzieje, ze wraz z rosngcy grupg badang, wzrosnie takze liczba
formutowanych wnioskéw. W konsekwencji moze sta¢ sie realne wprowadzenie
istotnych, opartych na dowodach zmian w diagnostyce i leczeniu MG u dzieci, a nawet

stworzenie pierwszych wytycznych postepowania w MG u dzieci.
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6. Whnioski

6.1 Najczestszg postacig kliniczng miesaka granulocytarnego (MG) u dzieci jest postac
towarzyszgca AML, najczestszg lokalizacje stanowita skéra, drugg co do czestosci -
okolica oczodotowa. Skérna manifestacja MG czesciej wystepowata w grupie wiekowej <
10 lat. Najczesciej stwierdzang nieprawidiowoscig genetyczng byta translokacja
t(8;21)(g22;922). Czas od wystgpienia objawdéw, do ustalenia rozpoznania byt bardzo

dtugi i zréznicowany, srednio wynosit 6,24 tygodnia.

6.2 Brakuje jednoznacznych standardéw diagnostycznych rozpoznawania MG u dzieci.
Podstawg rozpoznania jest biopsja guza i ocena immunohistochemiczna z
wykorzystaniem szerokiego panelu przeciwciat. Metodg preferowang w ocenie zajecia
szpiku kostnego powinna by¢ trepanobiopsja. Sposrod wykorzystywanych badan
radiologicznych, na szczegdlng uwage zastuguje PET-CT, ktére wydaje sie mie¢ wysoka
czutos¢ w rozpoznawaniu ognisk MG.

Leczenie MG opiera sie na aktualnym schemacie terapeutycznym ostrej biataczki
szpikowej. Dodatkowo w terapii stosuje sie allotransplantacje komérek krwiotwdrczych

(allo-HSCT) oraz radioterapie, jednak brakuje wytycznych kwalifikacji do tych procedur.

6.3 W badanej grupie uzyskano dobre wyniki leczenia wyrazone 5-letnim
prawdopodobienstwem catkowitego przezycia, przezycia bez wznowy oraz przezycia

wolnego od zdarzen na poziomie 65-79%.

6.4 W grupie pacjentow z postacig kliniczng de novo MG obserwowano gorsze wyniki
leczenia niz w grupie z jednoczesnym zajeciem szpiku przez AML/MDS. Lokalizacja MG i
grupa wiekowa nie miaty istotnego wptywu na pOS, pRFS i pEFS. U pacjentéw ze
stwierdzong translokacjg  t(8;21)(922;922) zaobserwowano istotnie  wyzisze
prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS). Zastosowany
schemat chemioterapii, zabieg chirurgiczny, radioterapia nie wywarty istotnego wptywu
na wyniki leczenia. Wskazane jest dalsze poszukiwanie czynnikéw prognostycznych u

dzieci z MG.
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6.5 Metoda mikromacierzy tkankowej jest cennym narzedziem w onkologii -
przyspiesza i poprawia jako$¢ oceny immunohistochemicznej wycinkéow z guza,
kluczowej w diagnostyce réznicowej MG. Potwierdzono jej zalety w identyfikacji znanych
markerdw MG majgcych ugruntowang pozycje w algorytmie diagnostycznym guzéw
nieznanego pochodzenia (CD43, CD68, CD45, CD33, CD163). Dodatkowo za pomoca
metody mikromacierzy tkankowe] wykryto obecno$é rzadziej opisywanych markeréw
CD14 i CD15 w tkankach MG. Jest to istotna wskazéwka w badaniach majgcych na celu
doskonalenie schematu diagnostyki réznicowej MG (w szczegdlnosci jej najwiekszego

wyzwania- réznicowania z chtoniakiem limfoblastycznym).
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Streszczenie

Miesak granulocytarny (MG) to ztosliwy guz o lokalizacji pozaszpikowej, wystepujacy u
pacjentéow z ostrg biataczkg szpikowa (acute myeloid leukemia, AML), zespotem
mielodysplastycznym (myelodysplastic syndrome, MDS) Ilub przewlektg biataczka
szpikowg (chronic myeloid leukemia, CML). MG moze towarzyszyé rozpoznaniu choroby,
wyprzedzi¢ zajecie szpiku kostnego lub stanowi¢ manifestacje wznowy choroby.
Rzadkoscig jest izolowany MG, ktéry przebiega bez zajecia szpiku kostnego i stanowi on
szczegblne wyzwanie diagnostyczne.

Celem pracy byto podsumowanie doswiadczen dotyczgcych diagnostyki i leczenia MG u
dzieci w osrodkach onkologicznych w Polsce w latach 1998-2019. Sformutowano

nastepujace cele :

° Charakterystyka kliniczna pacjentéw z rozpoznaniem miesaka granulocytarnego
w Polsce
° Analiza metod diagnostycznych oraz stosowanego leczenia u dzieci z

rozpoznaniem miesaka granulocytarnego w Polsce
o Ocena wynikdéw leczenia pacjentéw pediatrycznych z rozpoznaniem miesaka
granulocytarnego (overall survival/OS/, relapse free survival /RFS/ oraz event free

survival /EFS/)

° Okreslenie czynnikdéw determinujgcych wyniki leczenia miesaka granulocytarnego
u dzieci

° Analiza immunohistochemiczna posiadanych preparatéw metodg mikromacierzy
tkankowej.

Badanie objeto 43 pacjentéw w wieku od 0 do 19 lat (18 dziewczynek, 25 chtopcéw,
$rednia wieku 8,81, mediana wieku 10 lat), u ktéorych na podstawie biopsji i/lub
rozpoznania choroby towarzyszgcej w szpiku i badan obrazowych, rozpoznano MG.

Parametry zebrane w tabelach porédwnano stosujgc test x? lub doktadny test Fishera.
Poréwnanie wynikdw miedzy dwiema grupami wykonano stosujac nieparametryczny
test U Manna-Whitney’a dla zmiennych niezaleznych. Do  obliczenia
prawdopodobienstwa przezycia catkowitego, przezycia bez zdarzen niepozgdanych oraz

bez wznowy (pOS, pEFS, pRFS) wykorzystano analize metodg Kaplana—Meiera. Do oceny
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wptywu poszczegdlnych czynnikdw na czasy przezycia uzyto testu log-rank. Analize
statystyczng przeprowadzono w programie STATISTICA, wersja 13 (StatSoft, Inc, Tulsa,
OK, USA), natomiast analize krzywych przezycia wykonano przy uzyciu programu
MedCalc 11.5.1 (MedCalc Software, Ostend, Belgium). Wyniki uznawano za istotne,
jezelip < 0,05.

Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia 5-letniego w grupie pacjentow z postacig
kliniczng MG de novo wynosi p0OS=0,56+ 0,12, w postaci z jednoczesnym zajeciem szpiku
przez AML/MDS p0S=0,84+0,09, rodzinica jest istotna statystycznie (p=0,0251).
Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia bez zdarzen niepozgdanych w grupie z
postacig kliniczng MG de novo wynosi pEFS=0,56t 0,12, w grupie z jednoczesnym
zajeciem szpiku przez AML/MDS pEFS=0,82+0,08, rdznica jest istotna statystycznie
(p=0,0247). Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u chorych bez
translokacji t(8;21)(q22;922) wynosi 0,51+0,14, u chorych z obecnoscig translokacji
wynosi 0,90+0,09, rdznica jest istotna statystycznie (p=0,0490).

Na podstawie przeprowadzonej analizy sformutowano nastepujgce wnioski:

- Najczestszg postacig kliniczng miesaka granulocytarnego (MG) u dzieci jest postac
towarzyszgca AML, najczestszg lokalizacje stanowita skoéra, drugg co do czestosci -
okolica oczodotowa. Skérna manifestacja MG czesciej wystepowata w grupie wiekowej <
10 lat. Najczesciej stwierdzang nieprawidtowoscia genetyczng byta translokacja
t(8;21)(g22;922). Czas od wystgpienia objawdw, do ustalenia rozpoznania byt bardzo
dtugi i zréznicowany, srednio wynosit 6,24 tygodnia.

- Brakuje jednoznacznych standardow diagnostycznych rozpoznawania MG u dzieci.
Podstawag rozpoznania jest biopsja guza i ocena immunohistochemiczna z
wykorzystaniem szerokiego panelu przeciwciat. Metodg preferowang w ocenie zajecia
szpiku kostnego powinna by¢ trepanobiopsja. Sposrdd wykorzystywanych badan
radiologicznych, na szczegdlng uwage zastuguje PET-CT, ktdre wydaje sie mie¢ wysoka
czuto$¢ w rozpoznawaniu ognisk MG.

- Leczenie MG opiera sie na aktualnym schemacie terapeutycznym ostrej biataczki
szpikowej. Dodatkowo w terapii stosuje sie allotransplantacje komorek krwiotwdrczych

(allo-HSCT) oraz radioterapie, jednak brakuje wytycznych kwalifikacji do tych procedur.
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- W badanej grupie uzyskano dobre wyniki leczenia wyrazone 5-letnim
prawdopodobienstwem catkowitego przezycia, przezycia bez wznowy oraz przezycia
wolnego od zdarzen na poziomie 65-79%.

- W grupie pacjentéw z postacig kliniczng de novo MG obserwowano gorsze wyniki
leczenia niz w grupie z jednoczesnym zajeciem szpiku przez AML/MDS. Lokalizacja MG i
grupa wiekowa nie miaty istotnego wptywu na pOS, pRFS i pEFS. U pacjentéw ze
stwierdzong translokacjg  t(8;21)(922;922) zaobserwowano istotnie  wyisze
prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS). Zastosowany
schemat chemioterapii, zabieg chirurgiczny, radioterapia nie wywarty istotnego wptywu
na wyniki leczenia. Wskazane jest dalsze poszukiwanie czynnikdw prognostycznych u
dzieci z MG.

- Metoda mikromacierzy tkankowej jest cennym narzedziem w onkologii- przyspiesza i
poprawia jakos¢ oceny immunohistochemicznej wycinkdéw z guza, kluczowej w
diagnostyce réznicowej MG. Potwierdzono jej zalety w identyfikacji znanych markeréw
MG majgcych ugruntowang pozycje w algorytmie diagnostycznym guzéw nieznanego
pochodzenia (CD43, CD68, CD45, CD33, CD163). Dodatkowo za pomocg metody
mikromacierzy tkankowej wykryto obecnos¢ rzadziej opisywanych markeréw CD14 i
CD15 w tkankach MG. Jest to istotna wskazéwka w badaniach majgcych na celu
doskonalenie schematu diagnostyki réznicowej MG (w szczegdlnosci jej najwiekszego

wyzwania- réznicowania z chtoniakiem limfoblastycznym).
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Summary

Granulocytic sarcoma (MG) is a malignant tumor with an extramedullary location,
occurring in patients with acute myeloid leukemia (AML), myelodysplastic syndrome
(MDS) or chronic myeloid leukemia (CML). MG may accompany the diagnosis of the
disease, precede bone marrow involvement or be a demonstration of relapse. Isolated
MG (without bone marrow involvement) is a rare form of this entity and is a significant
diagnostic challenge.

The aim of the study was to summarize the experiences with the diagnosis and
treatment of MG in children in oncology centres in Poland between 1998 and 2019. The
following objectives were developed:

- Clinical characteristics of patients with granulocytic sarcoma in Poland

- Analysis of diagnostic methods and treatment used in children with a diagnosis of
granulocytic sarcoma in Poland

- Evaluation of treatment results in pediatric patients with granulocytic sarcoma (overall
survival/OS/, relapse free survival /RFS/ and event free survival /EFS/)

- ldentification of factors determining results of granulocytic sarcoma treatment in
children

- Immunohistochemical analysis of the tissue samples by tissue microarray method.

The study involved 43 patients aged from 0 to 19 years (18 girls, 25 boys, mean age 8.81,
median age 10 years). MG diagnosis was based on a tumor biopsy and/or marrow
involvement and radiological imaging.

The parameters collected in the tables were compared using an x2 test or a precise
Fisher test. The results between the two groups were compared using Mann-Whitney's
non-parametric U test for independent variables. Kaplan-Meier analysis was used to
calculate the probability of overall survival, event free survival and recurrence free
survival (pOS, pEFS, pRFS). Log-rank test was used to assess the influence of individual
factors on survival rates. The statistical analysis was performed with STATISTICA, version
13 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA), while the analysis of survival curves was performed
with MedCalc 11.5.1 (MedCalc Software, Ostend, Belgium). The results were considered

relevant if p < 0.05.
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The probability of a total 5-year survival in a group of patients with de novo clinical
presentation of MG is p0S=0.56+ 0.12, in presentation with AML/MDS marrow
involvement p0S=0.84+0.09, the difference is statistically significant (p=0.0251). The
probability of 5-year survival without adverse events in a group with MG de novo is
pEFS=0.56+ 0.12, in a group with AML/MDS pEFS=0.82+0.08, the difference is
statistically significant (p=0.0247). The probability of event-free survival (pEFS) in
patients without translocations t(8;21)(g22;922) is 0.51+0.14, in patients with
translocations 0.90+0.09, the difference is statistically significant (p=0.0490).

Based on the analysis the following conclusions were formulated:

- The most frequent clinical manifestation of granulocytic sarcoma (MG) in children is
AML accompanying presentation, the most frequent location of MG was the skin and
the second most frequent was the orbital region. The skin manifestation of MG was
more frequent in the age group < 10 years. The most common genetic abnormality was
translocation t(8;21)(q22;922). The time from the occurrence of symptoms to the
diagnosis was very variable and long, with an average of 6.24 weeks.

- There are no clear diagnostic standards for the diagnosis of MG in children. The
diagnosis is based on tumor biopsy and immunohistochemical evaluation using a wide
panel of antibodies. Trepanobiopsy should be the preferred method in assessing bone
marrow involvement. Among the radiological examinations used, special attention
should be focused on PET-CT, which seems to have a high sensitivity in recognizing MG
foci.

- The treatment of MG is based on the current therapeutic pattern of acute myeloid
leukemia. In addition, allotransplantation of hematopoietic cells (allo-HSCT) and
radiotherapy are used, but there are no guidelines for qualification for these procedures.
- The study group had good treatment outcomes expressed in terms of 5-year overall
survival, the probability of relapse free survival and the probability of event free survival
at the level of 65-79%.

- In the group of patients with de novo MG, worse treatment results were observed in
comparison with the group with concurrent marrow involvement by AML/MDS. The
location of MG and age group had no significant effect on pOS, pRFS and pEFS. Patients
with a t(8;21)(q22;922) translocation were significantly more likely to have 5-year event

free survival (pEFS). The applied chemotherapy regimen, surgery, radiotherapy did not
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have a significant impact on the treatment results. Further search for prognostic factors
in children with MG is recommended.

- The tissue microarray method is a valuable tool in oncology - it accelerates and
improves the quality of immunohistochemical evaluation of tumor samples, crucial in
differential diagnosis of MG. Its advantages have been confirmed in identification of
known MG markers with an established position in the diagnostic algorithm of tumors of
unknown origin (CD43, CD68, CD45, CD33, CD163). Additionally, the presence of less
frequently described CD14 and CD15 markers in MG tissues was detected using the
tissue microarray method. This is an important indication in studies aimed at improving
the diagnostic algorithm of differential diagnosis of MG (especially its greatest challenge

- differentiation with lymphoblastic lymphoma).
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Spis rycin

Rycina 1. Schemat postepowania diagnostycznego u pacjenta z podejrzeniem MG.

Rycina 2. Schemat przedstawiajgcy algorytm diagnostyczny do zastosowania u pacjenta
z podejrzeniem MG. Rycina na podstawie Ann Diagn Pathol. 2014;18(4):253-60 w
modyfikacji wtasne;j.
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Spis tabel

Tabela 1. Markery immunohistochemiczne istotne w diagnostyce MG.
Tabela 2. Osrodki onkologii i hematologii dzieciecej, ktore wziety udziat w badaniu oraz
liczba chorych z danego osrodka.

Tabela 3. Charakterystyka liczebnosci, ptci i wieku grupy badanej.

Tabela 4. Rozktad wiekowy grupy badane;j.

Tabela 5. Wykaz uzywanych buforéw.

Tabela 6. Wykaz zestawéw wizualizacyjnych.

Tabela 7. Wykaz uzywanych przeciwciat.

Tabela 8. Lokalizacja MG w skérze, oczodole oraz innych lokalizacjach z uwzglednieniem
zakresow wiekowych.

Tabela 9. Lokalizacje wszystkich ognisk MG w badanej grupie.

Tabela 10. Charakterystyka objawéw w przypadku MG o lokalizacji oczodotowe] (n=11)
w badanej grupie. U dwojga pacjentdw wystgpit wiecej niz 1 objaw.

Tabela 11. Inne objawy MG w badanej grupie (nie dotyczy pacjentéw z lokalizacjg
oczodotowgq i skdrng).

Tabela 12. Czas od wystgpienia objawdéw do ustalenia rozpoznania (czasy podane w
tygodniach).

Tabela 13. Czas od wystgpienia objawéw do ustalenia rozpoznania w poszczegdlnych
postaciach klinicznych MG.

Tabela 14. Metody diagnostyczne, na podstawie ktérych rozpoznano MG.

Tabela 15. Nieprawidtowosci genetyczne stwierdzone u pacjentéw w badanej grupie.
Tabela 16. Wyniki wszystkich badan genetycznych szpiku* pacjentéw w badanej grupie
(n=43).

Tabela 17. Metody leczenia MG w badanej grupie.

Tabela 18. Protokoty chemioterapii zastosowane w leczeniu | linii w badanej grupie:
AML BFM 2004, AML BFM 2012 i AML-PPLLSG 98.

Tabela 19. Czas catkowitego przezycia oraz prawdopodobienstwo przezycia 5- letniego

w grupach wiekowych <10 lat i > 10 lat.
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Tabela 20. Czas catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo przezycia 5-
letniego w zaleznosci od postaci klinicznej MG- postaé izolowana i posta¢ z
towarzyszgcym zajeciem szpiku (AML lub MDS).

Tabela 21. Czas catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5-letniego
przezycia (pOS) u pacjentéw ze skdrng lokalizacjg MG oraz w innym umiejscowieniu.
Tabela 22. Czas catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5-letniego
przezycia u pacjentéw z MG o lokalizacji oczodotowe]j oraz w innym umiejscowieniu.
Tabela 23. Czas catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobiefdstwo 5-letniego
przezycia w badanej grupie w zaleznosci od obecnosci translokacji t(8;21)(g22;22).
Tabela 24. Czas catkowitego przezycia oraz prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia w
badanej grupie w zaleznosci od zastosowanego schematu leczenia — AML BFM 2012,
AML BFM 2004 i AML-PPLLSG 98.

Tabela 25. Czas catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5— letniego
catkowitego przezycia (pOS) u pacjentdw poddanych procedurze allotransplantacji
komoérek krwiotwdrczych oraz u chorych, ktérych leczenie nie obejmowato alloHSCT.
Tabela 26. Czasy catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5 —letniego
przezycia (pOS) u pacjentéw z zabiegiem chirurgicznym i bez leczenia operacyjnego.
Tabela 27. Czasy catkowitego przezycia (OS) oraz prawdopodobienstwo 5 —letniego
przezycia (pOS) u pacjentéw poddanych radioterapii i bez radioterapii.

Tabela 28. Czas przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobieistwo 5-
letniego przezycia bez wznowy (pRFS) w badanych grupach wiekowych.

Tabela 29. Czas przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobiefistwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznow (pRFS) w zaleznosci od postaci klinicznej MG-
postac de novo i postac z towarzyszgcym zajeciem szpiku- AML/MDS.

Tabela 30. Czas przezycia wolny od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo przezycia
wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentéw z MG zlokalizowanym w skérze oraz w innej
lokalizacji.

Tabela 31. Czas przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentéw z MG zlokalizowanym w

oczodole oraz w innej lokalizacji.
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Tabela 32. Czasy przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w badanej grupie w zaleznosci od
obecnosci translokacji (8;21)(q22;922).

Tabela 33. Czas przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobieistwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w badanej grupie w zaleznosci od
zastosowanego schematu leczenia.

Tabela 34. Czasy przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentéw poddanych procedurze
allotransplantacji komoérek krwiotwérczych oraz u chorych, ktérych leczenie nie
obejmowato alloHSCT.

Tabela 35. Czasy przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentéw z zabiegiem chirurgicznym i
bez leczenia operacyjnego.

Tabela 36. Czasy przezycia wolnego od wznowy (RFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u pacjentdw ktérych leczenie obejmowato
radioterapie, oraz pacjentéw, ktérzy nie zostali poddani radioterapii.

Tabela 37. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobiedstwo 5-
letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w poszczegdlnych grupach wiekowych.
Tabela 38. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) i prawdopodobienstwo 5-letniego
przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w zaleznosci od postaci klinicznej MG — postaé de
novo i postac z towarzyszgcym zajeciem szpiku — AML/MDS.

Tabela 39. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) i prawdopodobieristwo 5-letniego
przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u pacjentéw z MG zlokalizowanym w skérze oraz w
innej lokalizacji.

Tabela 40. Czas przezycia wolny od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobieistwo przezycia
wolnego od zdarzen (pEFS) u pacjentéw z MG zlokalizowanym w oczodole oraz w innej
lokalizacji.

Tabela 41. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobieristwo
przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w badanej grupie w zaleznosci od obecnosci

translokacji t(8;21)(q22;922).
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Tabela 42. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobienstwo przezycia
wolnego od zdarzen (pEFS) w badanej grupie w zaleznosci od zastosowanego schematu
leczenia.

Tabela 43. Czasy przezycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobieristwo
przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u pacjentow poddanych procedurze
allotransplantacji komoérek krwiotwérczych oraz u chorych, ktérych leczenie nie
obejmowato alloHSCT.

Tabela 44. Czas przezycia wolnego od zdarzen (EFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) pacjentdw ktérych leczenie nie
obejmowato zabiegu chirurgicznego oraz pacjentow, ktérzy byli leczeni operacyijnie.
Tabela 45. Czasy przezycia wolnego od wznowy (EFS) oraz prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u pacjentéw, ktérych leczenie obejmowato
radioterapie, oraz pacjentéw, ktérzy nie zostali poddani radioterapii.

Tabela 46. Charakterystyka wznéw MG.

Tabela 47. Charakterystyka wiekowa pacjentow, w zaleznosci od wystgpienia zdarzenia
w postaci wznowy lub zgonu.

Tabela 48. Liczba pacjentow, u ktorych wystgpito zdarzenie w postaci wznowy lub zgonu
w zakresach wiekowych < 10 lat i powyzej 10 lat.

Tabela 49. Liczba pacjentdw, u ktérych wystgpito zdarzenie w postaci wznowy lub zgonu,
w zaleznosci od postaci klinicznej MG.

Tabela 50. Czas od wystgpienia objawdow, do ustalenia rozpoznania w zaleznosci od
wystepowania zdarzen w postaci wznowy lub zgonu.

Tabela 51. Liczba chorych, u ktérych wystgpito zdarzenie w postaci zgonu lub wznowy, w
zaleznosci od «czasu od wystgpienia objawdw, do ustalenia rozpoznania,
przedstawionego w zakresach < 4 tygodnie i > 4 tygodni.

Tabela 52. Liczba pacjentéw, u ktérych wystgpito zdarzenie w postaci wznowy lub zgonu,
w zaleznosci od lokalizacji MG.

Tabela 53. Liczba pacjentéw, u ktdérych wystgpito zdarzenie w postaci zgonu lub wznowy,
w zaleznosci od obecnosci translokacji (8;21)(g22;922).

Tabela 54. Analiza immunohistochemiczna posiadanych preparatéw przygotowana

metodg mikromacierzy tkankowej (wybor 21 przeciwciat).
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Tabela 54. Analiza immunohistochemiczna posiadanych preparatéw przygotowana

metodg mikromacierzy tkankowej (wybdr 21 przeciwciat).
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Spis wykresow

Wykres 1. Rozpoznania z uwzglednieniem zakreséw wiekowych.

Wykres 2. Postacie kliniczne miesaka granulocytarnego, w zaleznosci od relacji czasowej
w stosunku do zajecia szpiku.

Wykres 3. Postacie kliniczne miesaka granulocytarnego w przedziatach wiekowych, w
zaleznosci od relacji czasowej w stosunku do zajecia szpiku.

Wykres 4. Lokalizacja MG u dzieci — skéra, oczodét i inne.

Wvykres 5. Prawdopodobieristwo 5-letniego catkowitego przezycia (pOS) w badanej
grupie, p0OS=0,67+0,08.

Wykres 6. Prawdopodobieristwo 5-letniego catkowitego przezycia (pOS) w grupach
wiekowych (ponizej i powyzej 10 lat), p=0,3584

Wykres 7. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia (pOS) w postaciach MG: de novo
oraz postaci z towarzyszacym zajeciem szpiku przez AML/MDS, p=0,0251.

Wykres 8. Prawdopodobienistwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) w grupie
pacjentéw z lokalizacjg MG w skérze i pacjentéw z MG o innej lokalizacji, p=07017.
Wykres 9. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) w grupie
pacjentéw z miesakiem granulocytarnym o lokalizacji oczodotowej oraz innej lokalizacji,
p=0,7124.

Wvykres 10. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) w grupie
pacjentéw z dodatnim i ujemnym wynikiem translokacji t (8;21)(q22;q22), p=0,0817.
Wykres 11. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) u pacjentéw
leczonych poszczegdlnymi schematami terapeutycznymi: AML BFM 2004, AML BFM
2012 i AML-PPLLSG 98, p=0,7566.

Wykres 12. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) u pacjentéw
poddanych procedurze alloHSCT oraz u chorych, ktérych leczenie nie obejmowato
alloHSCT, p=0,9951.

Wykres 13. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) u pacjentéw z
zabiegiem chirurgicznym i i ktorzy bez leczenia operacyjnego, p=0,9919.

Wykres 14. Prawdopodobienstwo catkowitego 5-letniego przezycia (pOS) u pacjentéw

poddanych radioterapii i bez radioterapii, p=0,2401.
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Wykres 15. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w badanej
grupie.

Wykres 16. Prawdopodobienstwa 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w
zakresach wiekowych ponizej i powyzej 10 lat, p=0,8613.

Wykres 17. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w
zaleznosci od postaci klinicznej MG, p=0,9846.

Wykres 18. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w
grupie pacjentéw z lokalizacjg MG w skérze i o innej lokalizacji, p=0,0981.

Wykres 19. Prawdopodobieristwa 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w
grupie pacjentéw z lokalizacjg oczodotowg MG i inng, p=09559.

Wykres 20. Prawdopodobienistwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) w
grupie pacjentéw z obecna t(8;21)(q22;922) lub jej brakiem, p=0,2654.

Wykres 21. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u
pacjentéw leczonych poszczegdlnymi schematami terapeutycznymi — ANLL 98, AML BFM
2004, AML BFM 2012.

Wykres 22. Prawdopodobienistwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u
pacjentéw poddanych procedurze allotransplantacji komoérek krwiotwdrczych oraz u
chorych, ktérych leczenie nie obejmowato alloHSCT, p=0,0124.

Wykres 23. Prawdopodobienistwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (pRFS) u
pacjentéw, ktérych leczenie nie obejmowato zabiegu chirurgicznego, oraz pacjentéw,
ktérzy byli leczeni operacyjnie, p=0,2567.

Wykres 24. Prawdopodobieristwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (RFS) u
pacjentéw ktérych leczenie obejmowato radioterapie, oraz pacjentéw, ktorzy nie odbyli
radioterapii, p=0,2696.

Wykres 25. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w
badanej grupie.

Wykres 26. Prawdopodobienstwa 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w
badanych grupach wiekowych (ponizej i powyzej 10 lat), p=0,8613.

Wykres 27. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w
zaleznosci od postaci klinicznej MG — postac de novo i postaé z towarzyszagcym zajeciem

szpiku — AML/MDS, p=0,0247.
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Wykres 28. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzeh (EFS) w
zaleznosci od lokalizacji MG — grupa pacjentow z zajeciem skoéry i pozostali pacjenci z
MG o innej lokalizacji, p=0,4809.

Wykres 29. Prawdopodobienstwo 5-letniego EFS w zalezno$ci od lokalizacji MG — grupa
pacjentéw z lokalizacjg oczodotowq i pozostali pacjenci z MG o innej lokalizacji, p=0,5123.
Wykres 30. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) w
grupie pacjentéw z obecna t(8;21)(q22;922) lub jej brakiem, p=0,0490.

Wykres 31. Prawdopodobienstwa 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u
pacjentdw leczonych poszczegdlnymi schematami terapeutycznymi: AML BFM 2004-
Interim, AML BFM 2012, AML-PPLLSG 98.

Wykres 32. Prawdopodobienistwo 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u
pacjentéw poddanych procedurze allotransplantacji komoérek krwiotwdrczych oraz u
chorych, ktérych leczenie nie obejmowato alloHSCT, p=0,6327.

Wykres 33. Prawdopodobienstwa 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u
pacjentéw ktérych leczenie nie obejmowato zabiegu chirurgicznego, oraz pacjentow,
ktérzy byli leczeni operacyjnie, p=0,4181.

Wykres 34. Prawdopodobienstwa 5-letniego przezycia wolnego od zdarzen (pEFS) u
pacjentéw ktérych leczenie obejmowato radioterapie, oraz pacjentéw, ktdrzy nie zostali

poddani radioterapii, p=0,2924.
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Spis fotografii

Fotografia 1. Miesak granulocytarny skéry u 15-letniego pacjenta z ostrg biataczka
szpikowg AML M5 (pacjent z grupy badanej, leczony w osrodku poznanskim). Materiat
wiasny autorki.

Fotografia 2. Miesak granulocytarny szczytu lewego ptuca u pacjenta z przewlekia
biataczka szpikowg - skan z tomografii komputerowej. Pacjent z grupy badanej, leczony
w osrodku poznanskim.

Fotografia 3. Zdjecie fragmentu bloku ,,biorcy” przygotowanego metodg mikromacierzy
tkankowych (TMA). Widoczne sg preparaty pobrane z 7 posiadanych blokéw
parafinowych pacjentéw z MG. Materiat zabarwiono przeciwciatem anty-CD43.

Fotografia 4. Zdjecie preparatu z biopsji guza jednego z pacjentéw z grupy badanej.
Preparat przygotowano metodg TMA i zabarwiono przeciwciatem anty-CD43 (reakcja
dodatnia).

Fotografia 5. Zdjecie preparatu z biopsji guza jednego z pacjentéw z grupy badanej.
Preparat przygotowano metodg TMA i zabarwiono przeciwciatem anty-CD45 (reakcja
dodatnia).

Fotografia 6. Zdjecie preparatu z biopsji guza jednego z pacjentéw z grupy badanej.
Preparat przygotowano metodg TMA i zabarwiono przeciwciatem anty-CD163 (reakcja
dodatnia).
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Dokumentacja fotograficzna

Fotografia 1. Miesak granulocytarny skéry u 15-letniego pacjenta z ostrg biataczka
szpikowg AML M5 (pacjent z grupy badanej, leczony w osrodku poznanskim). Materiat

witasny autorki.

Fotografia 2. Miesak granulocytarny szczytu lewego ptuca u pacjenta z przewlekia
biataczka szpikowg - skan z tomografii komputerowej. Pacjent z grupy badanej,

leczony w osrodku poznarnskim.
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Fotografia 3. Zdjecie fragmentu bloku ,biorcy” przygotowanego metoda
mikromacierzy tkankowych (TMA). Widoczne sg preparaty pobrane z 7 posiadanych
blokéw parafinowych pacjentéw z MG. Materiat zabarwiono przeciwciatem anty-CD43.

3
ﬁ 10000 um

Fotografia 4. Zdjecie preparatu z biopsji guza jednego z pacjentéw z grupy badanej.
Preparat przygotowano metoda TMA i zabarwiono przeciwciatem anty-CD43 (reakcja
dodatnia).
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Fotografia 5. Zdjecie preparatu z biopsji guza jednego z pacjentéow z grupy badanej.
Preparat przygotowano metoda TMA i zabarwiono przeciwciatem anty-CD45 (reakcja
dodatnia).

Fotografia 6. Zdjecie preparatu z biopsji guza jednego z pacjentéow z grupy badanej.
Preparat przygotowano metodg TMA i zabarwiono przeciwciatem anty-CD163 (reakcja
dodatnia).
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