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STRESZCZENIE

W pracy przedstawiono standardy postepowania diagnostycznego przyjete przez Polskie
Towarzystwo Hematologii i Onkologii Dzieciecej, przygotowane przez Miedzynarodowg
Grupe Robocza ds. Lekoopornej Biataczki u Dzieci na podstawie protokotu leczenia pierw-
szego nawrotu ALL u dzieci: IntReALL HR 2010 oraz IntReALL SR 2010. Omdéwiono na-
stepujace etapy postepowania diagnostycznego: badanie cytomorfologiczne, immunofe-
notypowanie, definiowanie i monitorowanie minimalnej choroby resztkowej, strukturalne
i numeryczne zmiany chromosoméw, geny fuzyjne, status ploidii, kariotyp i definiowanie
grupy ryzyka.

Stowa kluczowe: ostra biataczka limfoblastyczna, wznowa, dzieci, diagnostyka, badania
molekularne

ABSTRACT

Standards of diagnostics in relapse of acute lymphoblastic leukemia (ALL) in children,
approved by Polish Society of Pediatric Oncology and Hematology are presented in the
manuscript. The standards were prepared by the Resistant Disease Committee of the In-
ternational BFM Study Group and are based on therapeutic protocol for first relapse of
acute lymphoblastic leukemia in children: IntReALL HR 2010 and IntReALL SR 2010. Fol-
lowing aspects of diagnostics are presented in the paper: cytomorphological examination,
immunophenotyping, definition and monitoring of minimal residual disease, structural and
numeric chromosomal abnormalities, fusion genes, ploidy status, karyotype and definition
of risk groups.

Key words: acute lymphoblastic leukemia, relapse, children, diagnostics, molecular
diagnostics

WPROWADZENIE Polskie Towarzystwo Hematologii i Onkologii Dzie-

cigcej zostaly przygotowane przez Miedzynarodowa
Wznowa ostrej bialaczki limfoblastycznej (ALL),  Grup¢ Roboczg ds. Lekoopornej Biataczki u Dzie-
$wiadczaca o lekoopornosci komoérek nowotworo-  ci (Resistant Disease Committee of the International
wych, stanowi powazny problem kliniczny. Stan-  BFM Study Group) isg zawarte w protokole lecze-
dardy postepowania diagnostycznego przyjete przez  nia pierwszego nawrotu ALL u dzieci: IntReALL HR
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2010 wersja 2.0 z 10.12.2015 (dla grupy wysokiego ry-
zyka) oraz IntReALL SR 2010 wersja 1.91 z 12.08.2016
(AIT) [1, 2].

LOKALIZACJA NAWROTU ALL

Bialaczka moze si¢ ponownie rozwing¢ zaréwno
w jamie szpikowej (wznowa szpikowa), jak i w narza-
dach pozaszpikowych - najczesciej w osrodkowym
ukladzie nerwowym (OUN), u chlopcéw w jadrach
(wznowa pozaszpikowa), poza tym mozliwa jest lo-
kalizacja wkazdym narzadzie. W zaleznosci od
miejsca naciekéw biataczkowych definiuje si¢ wzno-
we jako izolowang (szpikowa lub pozaszpikows) albo
mieszang, co zostalo przedstawione w tabeli I.

Nawrot szpikowy

Zajecie szpiku kostnego ocenia si¢ za pomocg mikro-
skopu $wietlnego z zastosowaniem kryteriéw fran-
cusko-amerykansko-brytyjskich (FAB). Wymagane
sg aspiracje szpiku kostnego z dwdch stron (zwykle
obu tylnych kolcow biodrowych). Jesli aspiracja jest
niewystarczajaca (punctio sicca), nalezy wykonac tre-
panobiopsje szpiku kostnego.

Nawrét w osrodkowym uktadzie nerwowym
Rozpoznanie nawrotu OUN stwierdza sie, jesli mor-
fologicznie jednoznaczne limfoblasty s3 wykrywane
w plynie mézgowo-rdzeniowym (PMR) iwystepu-
je pleocytoza powyzej 5/ul komoérek biataczkowych
(status CNS3). Jesli obserwowane sg blasty ponizej
5/ul, diagnozowany jest status CNS2, ktory nie jest
klasyfikowany jako zajecie OUN.

Jesli PMR jest zanieczyszczony krwig i wykrywa
sie w nim blasty, to rozpoznaje si¢ izolowany nawrdt
w OUN w przypadku, gdy we krwi obwodowej nie
stwierdza si¢ obecnosci limfoblastow. W przypadku
obecnosci blastow w krwi obwodowej stosuje si¢ al-
gorytm Steinherz/Bleyer: jesli stosunek WBC/RBC
do liczby limfoblastéw w PMR przekracza stosunek
w krwi obwodowej >2 razy, zaklada sie¢ zajecie OUN.
W przeciwnym razie podejrzewa si¢ zanieczyszcze-
nie. W sytuacjach niejasnych moze by¢ konieczna
indywidualna decyzja. Jesli blasty zostang wykry-
te wPMR bez spetnienia kryteridw zajecia OUN
(CNS2), pacjent otrzyma zintensyfikowana chemio-
terapie dooponowa podobnie jak pacjenci z zajeciem
OUN. Nie przewiduje si¢ jednak zwiekszenia napro-
mieniania.
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Obecno$¢ nawrotu OUN musi zostaé potwier-
dzona lub wykluczona za pomocg wszystkich do-
stepnych metod diagnostycznych (czaszkowe TK,
MRI), jesli w przypadku braku pleocytozy w PMR
wystepuja kliniczne objawy zajecia OUN, takie jak
zaburzenia widzenia, polifagia, porazenia. Jezeli do-
wody na naciekanie opon modzgowo-rdzeniowych
stwierdza si¢ tylko poprzez obrazowanie, a wzno-
wa biataczkowa nie jest jednoznacznie udowodniona
(brak innych lokalizacji naciekéw biataczkowych),
moze by¢ konieczne wykonanie biopsji.

Nawroét jadrowy

obustronnego bezbolesnego powigkszenia jader
z naciekiem limfoblastow potwierdzonym biopsja.
Zakres powiekszenia musi by¢ udokumentowany
zuzyciem orchidometru. Badanie USG moze by¢
przydatne we wstepnej diagnostyce wznowy w ja-
drach. W przypadku klinicznie prawidlowego lub
niejednoznacznego jadra kontralateralnego nalezy
wykonac biopsje w celu wykluczenia lub potwierdze-
nia subklinicznego zajecia jadra.

Inne lokalizacje nawrotu pozaszpikowego

Kazde miejsce, narzad lub tkanka moze by¢ infiltro-
wane przez komorki biataczkowe. Aby wykry¢ kli-
nicznie niejawne zajecie narzadéw, nalezy wykona¢
badanie ultrasonograficzne brzucha i regionalnych
wezloéw chlonnych. Dodatkowo inne badania obra-
zowe, takie jak MRI lub TK, moga by¢ konieczne do
rozpoznania zajecia narzadow pozaszpikowych.

DIAGNOSTYKA SPECYFICZNA DLA
BIALACZKI

Diagnoza nawrotu ALL oparta jest na cytologicz-
nych, immunologicznych, cytogenetycznych i mole-
kularnych badaniach genetycznych wykorzystywa-
nych do optymalnej stratyfikacji leczenia oraz oceny
jego skutecznosci. Kompleksowa charakterystyka
komérek biataczkowych, zwlaszcza z uzyciem ba-
dan molekularnych, stwarza mozliwo$¢ identyfikacji
markeréw, ktore moga by¢ potencjalnym celem w te-
rapii biologiczne;j.
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Tabela I. Definicja miejsca nawrotu ALL
Table I. Definitions of localization of relapse

M1 (<5% blastow)
Brak zajecia szpiku

Szpik kostny
Nawroét Nie
pozaszpikowy

Tak

Badanie cytomorfologiczne

Badanie cytologiczne rozmazu szpiku kostnego, krwi
obwodowej oraz PMR wykonuje sie, stosujac kla-
syczne barwienie May’a-Griinwalda-Giemsy, ktore
pozwala na identyfikacje morfologicznie nieprawi-
dlowych, niedojrzatych komérek w réznych propor-
cjach. Charakterystyka morfologiczna na podstawie
systemu klasyfikacji FAB moze by¢ wykorzystana do
identyfikacji linii komorek biataczkowych.

Immunofenotypowanie

Immunofenotypowanie z uzyciem wielokolorowego
cytometru przeptywowego jest podstawowa metoda
umozliwiajaca identyfikacje komorek biataczkowych
na podstawie oceny markeréw powierzchniowych
i cytoplazmatycznych. Konieczne do stratyfikacji
grup ryzyka sortowanie komorek na prekursory lim-
focytéw B (BCP) lub T jest przeprowadzane zgodnie
z klasyfikacja EGIL. W nawrocie BCP-ALL szczegol-
nie istotna jest ocena ekspresji docelowych antyge-
noéw, takich jak CDI9 i CD22. Immunofenotypowa-
nie przeprowadza si¢ w aspiracie szpiku kostnego
w momencie rozpoznania. Immunofenotypowanie
PMR u pacjentéw z nawrotem OUN nie jest obo-
wigzkowe, ale zalecane.

Identyfikacja markeréw do monitorowania
minimalnej choroby resztkowej (MRD)

Ocena ilosciowa MRD na poziomie genomu za po-
mocg reakcji fancuchowej polimerazy (PCR) z zasto-
sowaniem rearanzacji genu klonalnego receptora ko-
morek T (TCR)/immunoglobuliny (IG) jest uwazana
za zfoty standard.

Réwnolegle z badaniem PCR konieczna jest wyj-
$ciowa ocena specyficznych dla klonu bialaczkowego
markeréw immunologicznych z uzyciem wielokolo-
rowej cytometrii przeptywowej w celu uzyskania do-
datkowych waznych informacji o ekspresji antygenu
w resztkowych komérkach biataczkowych podczas
roznych faz leczenia, atakze danych o regeneracji
szpiku w czasie terapii.

M2 (25% oraz <25% blastéw)
Wymagana $cista kontrola

M3 (225% blastow)

Jesli material jest ograniczony, oznaczanie MRD
metoda PCR jest preferencyjne. Zaleca si¢ identyfi-
kacje co najmniej dwdch markeréw do oznaczenia
ilosciowego MRD metodg PCR w szpiku kostnym.

Jesli dostepny jest tylko jeden marker, wyniki
sg skorelowane z wynikami cytometrii przeplywo-
wej. Jesli sa spojne, wyniki sg akceptowane do stra-
tyfikacji. Jedli sa one sprzeczne, MRD tego punktu
czasowego moze by¢ uznane jako ,niewykonane/
niedostepne”. Wszystkie zalecenia dotyczace me-
tod oznaczania specyficznych markeréw do moni-
torowania MRD s3 zgodne z wytycznymi grupy Eu-
ro-MRD (dawna nazwa: European Study Group on
MRD detection in ALL) [3-6].

Strukturalne i numeryczne zmiany chromosoméw
Informacja o strukturalnych i numerycznych zmia-
nach chromosomowych jest niezbedna do komplek-
sowej biologicznej charakterystyki w nawrocie ALL.
W zwigzku z tym ocena powszechnych genéw fuzyj-
nych, stanu ploidii i kariotypu cytogenetycznego sa
zawarte w rutynowych analizach genetyczno-mole-
kularnych dla wszystkich grup ryzyka. Ocene genow
fuzyjnych, stanu ploidii ikariotypu przeprowadza
sie w aspiratach szpiku kostnego w momencie rozpo-
znania.

Geny fuzyjne

Powszechne geny fuzyjne w dzieciecej ALL, ta-
kie jak ETV6-RUNXI1, BCR-ABL, E2A-PBX1, MLL-
-AF4 i MLL-ENL, s3 oceniane w momencie nawrotu
w celu potwierdzenia pierwotnie zidentyfikowanego
genu fuzyjnego lub identyfikacji nowego genu fuzyj-
nego. Zazwyczaj stosuje si¢ obie metody: moleku-
larng identyfikacje genetyczng transkryptu genu
fuzyjnego metoda PCR ianalize cytogenetyczng za
pomocg metody fluorescencyjne;j.

Status ploidii

Ocena stanu ploidii wcelu zidentyfikowania
hipo- lub hiperdiploidalnosci jest przeprowadzana
z uzyciem kariotypu, FISH zsonda centromerowa
iinnymi sondami lub chromosomem systemu Mul-
tiprobe-I oraz w wyniku pomiaru indeksu DNA.
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Tabela Il. Stratyfikacja do grupy ryzyka w pierwszym nawrocie ALL u dzieci
Table 1. Risk group stratification at first relapse of ALL in children

Pé6zna >6 miesiecy

Wczesna >18 miesiecy <6 miesiecy

Bardzo wczesna <18 miesiecy <6 miesiecy
Immunofenotyp: NON-T Immunofenotyp: (PRE-)T

Lokalizacja Pozaszpikowa Szpikowa Pozaszpikowa Szpikowa

Czas Izolowana Mieszana Izolowana Izolowana Mieszana Izolowana

Bardzo wczesna HR HR HR HR HR HR

Woczesna SR SR HR SR HR HR

Pézna SR SR SR SR HR HR

Ocene indeksu DNA przeprowadza si¢ przy uzyciu
jodku propidyny do barwienia DNA mierzonego me-
toda cytometrii przeptywowej. Aby zidentyfikowac
nadmiar lub utrate chromosoméw, konieczne jest
oszacowanie klasycznego kariotypu lub zastosowa-
nie nowszych metod genetyki molekularnej, takich
jak multipleksowa zalezna od ligacji amplifikacja
sond lub polimorfizm pojedynczych nukleotydéw/
poréwnawczych macierzy hybrydyzacji genomowej.

Kariotyp

Cytogenetyczny kariotyp limfoblastow moze by¢
uzyty do identyfikacji anomalii chromosomowych,
takich jak aneuploidia, translokacje chromosomal-
ne z wykluczeniem ukrytej translokacji i delecji. Ko-
morki mitotyczne s poddawane obrébce chemicznej
w celu uzyskania pasma G (Giemsa) lub Q (china-

kryna). Konwencjonalne kariotypowanie jest meto-
da uzyskania globalnej analizy genomowe;j.

IDENTYFIKACJA CZYNNIKOW RYZYKA

Po ustaleniu rozpoznania nawrotu ALL przed roz-
poczeciem terapii nalezy zakwalifikowaé pacjenta
do grupy ryzyka standardowego (SR) lub wysokiego
(HR). Kwalifikacje do grupy ryzyka w zaleznosci od
czasu wystapienia wznowy, lokalizacji oraz immu-
nofenotypu (linia T lub nie-T) przedstawiono w ta-
beli II.
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