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Abstract

After successful treatment of childhood malignancy, development of second malignancy (SM) is the most
devastating and potentially life-threatening sequelae of it. In the past 12 years there have been no cases
of therapy-related myelodysplastic syndrome/acute myeloid leukemia (t-MDS/AML) among 80 children
treated for soft tissue sarcomas (STS) in the Department of Paediatric Oncology, Haematology, and Bone
Marrow Transplantation. Given the rarity of recognition of t-MDS/AML in children after treatment of
cancers, it was decided to analyse in detail the therapy and cytogenetic and molecular results in two boys
aged 9 and 10 years old, diagnosed with t-MDS/AML secondary to rhabdomyosarcoma. In both of them

TP53 mutation was found.
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Introduction

After successful treatment of childhood malignan-
cy, development of second malignancy (SM) is the
most devastating and potentially life-threatening
sequelae of it. Intensive multimodal therapy including
chemotherapy and radiotherapy is necessary to cure
the patients, but it increases risk of second malignancy
in survivors of childhood malignancy [1].

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a clonal disor-
der causing ineffective haematopoiesis, often leading
to acute myeloid leukaemia (AML) [2, 3]. Minimal
diagnostic criteria for MDS are at least two of the
following: cytopaenia, morphologic myelodysplasia

(present in two different myeloid cell lines or exceeding
10% in a single cell line), acquired clonal cytogenetic
abnormality in haematopoietic cells, and blasts incre-
ased > 5%. Secondary MDS refers to MDS following
neoplasms or bone marrow failure and MDS in familial
diseases. Other cases of MDS are classified as primary.

According to 2016 WHO Criteria of classifications
of myelodysplastic syndromes there are nine subtypes:
MDS with single lineage dysplasia, MDS with ring
sideroblasts (MDS-RS), MDS-RS and single lineage
dysplasia, MDS-RS and multilineage dysplasia, MDS
with multilineage dysplasia, MDS with excess blasts,
MDS with isolated del(5qg), MDS unclassifiable, and
refractory cytopaenia of childhood [4-6]. Refractory
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cytopaenia of childhood (RCC), being the most com-
mon subtype of paediatric MDS, is characterised by
hypocellular bone marrow, absence of chromosomal
aberrations, and low risk of progression.

Therapy-related myelodysplastic syndrome (t-MDS)
or therapy-related acute myeloid leukaemia (t-AML)
was recognised in the 1980s as a result of somatic
mutation in haematopoietic stem and progenitor cells
induced by cytotoxic therapy. Diagnosis of t-MDS is
based on the presence of typical cytogenetic abnor-
malities, which appear at least six months after intro-
duction of leukaemogenic therapy. The incidence of
t-MDS/AML ranges from 0.8% to 6.3% of all children
receiving chemotherapy. The incidence of t-MDS in the
UK is 0.8 per million children, and 7-18% of all MDS
in children is therapy related [1, 3]. The median time
to development of t-MDS is 3-5 years after exposure
to cytotoxic therapy [7-9]. Therapy-related risk factors
include exposure to alkylating agents, topoisomerase
Il inhibitors, and radiation therapy.

In the past 12 years there have been no cases of
t-MDS/AML among 80 children treated for soft tissue
sarcomas in the Department of Paediatric Oncology,
Haematology, and Bone Marrow Transplantation.
Given the rarity recognition of t-MDS/AML in children
after treatment of cancers, we decided to analyse in
detail the therapy and cytogenetic and molecular re-
sults in two boys aged 9 and 10 years old, diagnosed
with t-MDS/AML secondary to rhabdomyosarcoma. In
both of them TP53 mutation was found.

Case series

Patient 1

A 10-year-old boy was diagnosed with embryonal
RMS of the right cheek in March 2008. Two weeks
before the diagnosis there was an injury of this re-
gion and it caused swelling in the right orbital and
temporal area. Because of reported pain and jaw
abduction difficulties, a tumour was suspected, and
a biopsy was taken, which confirmed the diagnosis
of embryonal RMS. The patient was stratified as high
risk due to the infiltration of meninges in the tumour
localisation. No other localisation of disease was found
in radiological examinations. The patient received che-
motherapy according to CWS-2002. In the meantime,
he underwent complete resection, radiotherapy with
a dose of 54 Gy. He ended the therapy in October
2008. In January 2011, due to persistent anaemia
and thrombocytopaenia, bone marrow biopsy was
taken and t-MDS was diagnosed (16% of myeloblasts
with immunophenotype: CD117+, CD34+, CD33+,
CD13+, HLA-DR+). The FISH confirmed monosomy of
chromosome 7. The boy was qualified for allogeneic

HSCT. Due to the lack of a matched, related donor,
MUD was searched. Another bone marrow puncture
revealed a transformation of t-MDS into t-AML (27%
of myeloblasts). The boy started treatment according
to protocol AML-BFM 2004 INTERIM. After the first
block of chemotherapy (AIE) there was no reduction
of leukaemic blasts in the bone marrow. He received
another chemotherapy cycle (HAM), followed by a pro-
found neutropaenia complicated by Streptococcus
mitis sepsis. The patient died due to dysfunction
of multiple organs (eight months after t-MDS and
3.5 years after RMS diagnosis).

Patient 2

A nine-year-old boy was diagnosed in February
2007 with a soft tissue tumour located in the right
femoral region. Radiological tests (MRI) revealed me-
tastases in lymph nodes in the pelvis. Histological
sections from tumour biopsy revealed alveolar rhab-
domyosarcoma. Therapy according to CWS-2002 was
started. Subsequently the surgery was performed, and
because of lack of complete resection it was decided
to continue treatment according to the second-line
chemotherapy of CWS-2002. Then the patient received
radiotherapy with dose of 54 Gy of the affected area
and full courses of maintenance therapy. In February
2009, four months after the end of treatment, relapse
of the tumour in the primary localisation was clinically
diagnosed and radiologically confirmed. The patient
received second-line chemotherapy according to CWS—
2006. Treatment was completed in August 2009. Two
months later, a routine blood examination revealed
hyperleukocytosis with accompanying anaemia and
thrombocytopaenia. Hepatosplenomegaly was also
observed. Bone marrow aspiration was taken, and
refractory anaemia with excess blasts was diagnosed.
One month later the bone marrow aspiration revealed
transformation to leukaemia with approximately 30%
of myeloblasts with immunophenotype: CD117+,
CD34+, HLA-DR+, CD33+, CD13+, CD11b+, CD15-.
Cytogenetic analysis revealed complex karyotype, inc-
luding abnormalities of chromosomes 7 and 5. At the
same time, not only t-MDS/AML but also the second
relapse of RMS in the lymph nodes of the pelvis was
diagnosed. Intensive treatment with IDA-FLAG and
FLAG protocols was introduced, complicated by fungal
pneumonia. Another bone marrow biopsy revealed
35% of myeloblasts, and the progression of AML
was diagnosed. The patient died in April 2010, five
months after AML and three years and two months
after RMS diagnosis.

The detailed data concerning cumulative doses
of the chemotherapeutic drugs given due to RMS
to each patient are presented in Table 1, and the
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Table 1. Cumulative doses of the chemotherapeutic
drugs given due to rhabdomyosarcoma to each
patient

Chemotherapeutic agent Patient 1 Patient 2

Alkylating agents

Cyclophosphamide [mg/m?] - 1 000
Iphosphamide [mg/m?] 54 000 54 000
Trophosphamide [mg/m’] - 12 000
Temozolomide [mg/m?] - -
Anthracyclines

Doxorubicin [mg/m?] 320 160
Idarubicin [mg/m’] - 80
Inhibitors of topoisomerase |

Topotecan [mg/m’] - 28
Irinotecan [mg/m?] - 65
Inhibitors of topoisomerase |

Etoposide (i.v.) [mg/m’] - 3600
Etoposide (p.o.) [mg/m’] - 2 000
Peptide antibiotics

Actinomycin [mg/m’] 7.5 3
Platinum-based agents

Carboplatin [mg/m’] - 6 600
Vinca alkaloids

Vincristine [mg/m’] 19.5 16.5

Table 2. Cytogenetic and molecular analyses in
bone marrow cells of both patients with t-MDS/
AML

Patient 1 Patient 2

Karyotype 46,XY,-7 [20] 46,XY,del(5)(931),-
del(7)(?::p14.
q21:2)[15)/
46,XY,der(7)
(?::p14.921::2)[5]

BCR/ABL1 Negative Negative

del 7 q Positive Positive

(in 90% nucleus) (in 90% nucleus)

del 5q Negative Positive (in 50%
nucleus)

MLL Negative Negative

rearrangement

FLT3 ITD. Negative Negative

JAK2 Negative Negative

TP53 €.626G->C c.404G->C

mutation (exon 6) (exon 5)

cytogenetic and molecular analyses of both boys are
shown in Table 2.

Discussion

The toxic effect of chemotherapy is regarded as
the main t-MDS/AML causing factor. Metabolically
active bone marrow is more prone than other tissu-
es to the carcinogenic effect of the treatment [3].
Myelodysplastic syndrome is frequently diagnosed
in therapy-related disease because most patients are
followed thoroughly after intensive treatment, in de
novo AML such information is often lacking [11]. Both
patients received alkylating agents, the second one
in combination with topoisomerase Il inhibitors. In
adult patients, the course of MDS depends on the
chemotherapeutics used. After exposure to alkylating
agents MDS occurs in the next 4-7 years, appearing
as cytopaenia, and abnormalities in chromosome
5 are detected. In t-MDS/AML that develops after
topoisomerase Il inhibitors, the myelodysplastic stage
is often absent, the first symptom is AML, the latency
period lasts 2-3 years, and balanced translocations
11923 or 21922 are detected [7]. Such differences
are not observed in children.

The toxicity of used drugs is dose dependent, but
threshold doses are difficult to define. It is also diffi-
cult to collect a homogenic group of patients because
t-MDS/AML is a rare condition, developed on a back-
ground of different diseases. Patients usually receive
combined chemotherapy, with additional radiothe-
rapy. Bhatia et al., based on retrospective analysis of
578 patients with Ewing sarcoma, observed higher
risk of t-MDS/AML, with an increasing total dose of
ifosfamide from 90 g/m* to 140 g/m’, cyclophospha-
mide from 9.6 to 17.6 g/m? and doxorubicin from
375 to 450 mg/m?* [8-9].

Radiotherapy is the next identified risk factor for
t-MDS/AML that is present in both patients. A potent,
dose-dependent effect of radiotherapy on t-MDS/AML
development has not been proven. Since common use
of alkylating drugs, the sole effect of radiotherapy
is difficult to assess. Sans-Sabrafen et al., based on
an analysis of patients with t-MDS after therapy of
solid tumour, did not found a role for radiotherapy
in the risk of t-MDS [12].

Both patients in the treatment protocol received
G-CSF. Short courses of haematopoietic cytokines
during intensive chemotherapy may also predispose
to t-MDS/AML development [10]. The mechanism of
this action is not clear. G-CSF may protect myeloid
stem cells that undergone lethal mutations and allow
them to undergo malignant transformation and pro-
liferation.

The cytogenetic results are the strongest prognostic
factor for t-MDS/AML. Any changes in chromosome 7 or
complex karyotype abnormalities are related to poor
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prognosis, while detection of 59—, 20g—, and Y- gives
a more positive prognosis [3, 13]. TP53 mutation is a first
and important step towards tumourigenesis, but mole-
cular mechanisms triggering the development of overt
malignant tumours are complex [14-16]. According to
Andersen et al. there are eight genetic pathways leading
to leukemogenesis [2, 14]. In pathway Il closely associa-
ted with exposure to alkylating agents, the mechanism
is based on centromeric breakage [14]. One of patients
represents pathway Il with 5g-/~5b abnormalities, indu-
ced by alkylating agents, which gave a poor prognosis
[4, 17]. Unbalanced abnormalities in chromosomes
5 and 7, detected in our patients, are more common
in secondary MDS compared with de novo MDS. Unba-
lanced 5g-/-5, 7g-/I-7, and +8 mutations are detected
in 50-70% of t-MDS and 40-50% of t-MDS/AML cases
[17]. Multiple genes on 5g31.2 and 7q contribute to
t-MDS/AML by haploinsufficiency. Chromosome 7 ab-
normalities are associated with mutations in CDKN2B
and RUNX1, and chromosome 5 abnormalities are
associated with mutations of TP53.

Mutations of the tumour suppressor gene
TP53 are the most frequent single abnormality in
t-MDS or t-AML. In patients with de novo MDS and
AML TP53 mutations are detected in less than 10%
of patients [1]. Pedersen-Bjergaard et al. observed
mutations of TP53 in 27% of patients with t-MDS
or t-AML [2]. Mutations in TP53 are also detected
in about 5% of sarcomas [18-20]. Sarcomas are the
second most common tumours detected in that group
of patients and together with breast cancer constitute
50% of tumours detected in patients with germline
TP53 mutations. Up to 30% of children carrying
a TP53 germline mutation will suffer from cancer [21].
In our patients, there was no increased incidence of
cancer in the family, which may exclude the suspicion
of Li-Fraumeni syndrome.

Most TP53 mutations are missense localised at
DNA binding domain, caused by single amino-acid
changes [18]. Both detected mutations in our patients
were inactive, but their localisation on the DNA bin-
ding domain reflects their involvement in transcription
regulation and DNA replication, according to the da-
tabase of TP53 mutations: http:/p53.fr/TP53_databa-
se_download/TP53 tumor_database/tumor_database.
html These mutations are typical in t-MDS/AML after
treatment with alkylating agents as well as after to-
poisomerase Il inhibitors. Both TP53 mutations found
in our patients included a transversion from G to C,
which is more often described in STS. Our analysis
was retrospective, carried out on bone marrow cells
during the t-MDS diagnosis. So, the major difficulty is
the lack of knowledge of whether the TP53 mutation
was constitutional (meaning Li-Fraumeni syndrome)

or acquired-somatic, which is common in treatmen-
t-induced malignancies. The coincidence of STS in
childhood and undetermined-origin TP53 mutation
can fulfil the LFS criteria, but family history is not
confirmative. Analysis in parents should be performed,
but wild-type status of TP53 does not exclude de novo
mutation in offspring.

Conclusions

In the presented patients, secondary malignancies
were detected almost three years after the introduction
of chemotherapy of RMS. This is in accordance with
the literature [1, 2]. In the second patient, t-MDS was
diagnosed simultaneously with relapse of primary
disease. Such a finding worsens the prognosis due to
the need for further exposure to toxic chemotherapy.
Kobos et al., in a group of 18 patients with t-MDS,
observed seven patients with relapse at the moment
of t-MDS diagnosis [22]. All patients required further
cycles of chemotherapy. The poor outcome in the
presented patients illustrates how severe t-MDS is. The
European Group for Blood and Marrow Transplant
reported 35% of three-year survival in patients with
t-MDS [22]. An up-front HSCT is recommended in
t-MDS, but the choice of conditioning regimen and
the role of cytoreductive therapies are not established.
To define the optimal treatment regimen Kobos et al.
analysed 21 patients with t-MDS [22]. Induction with
a high dose of cytarabine or HSCT with BU-MEL-FLU
in cytoreduction decreases toxicity without increasing
relapse risk. In paediatric settings, the EWOG-MDS re-
commendations are different [22-25]. Unfortunately,
the patients failed to perform HSCT. Each year standard
chemotherapy treatment is given to many patients, but
only a few develop t-MDS/AML; thus, genetic factors
may play a role [26]. Identification of patients with high
risk of developing t-MDS/AML before chemotherapy
enables optimal treatment and careful follow-up.
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Streszczenie

Po skutecznym leczeniu nowotworu ztosliwego u dzieci, rozwoéj wtérnego nowotworu (SM, second ma-
lignancy) jest najbardziej niszczacym i potencjalnie zagrazajacym zyciu powiktaniem. W ciggu ostatnich
12 lat nie stwierdzono przypadkéw zwigzanego z leczeniem zespotu mielodysplasycznego/ostrej biataczki
szpikowej (t-MDS/AML) wsréd 80 dzieci leczonych z powodu miesaka tkanek miekkich (STS, soft tissue
sarcoma) w Klinice Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego w Po-
znaniu. Ze wzgledu na rzadkie rozpoznawanie t-MDS/AML u dzieci po skoriczonym leczeniu nowotworéw,
zdecydowano sie na szczeg6towa analize terapii oraz wynikéw badan cytogenetycznych i molekularnych
u dwoéch chtopcow w wieku 9 i 10 lat, u ktérych rozpoznano t-MDS/AML, wtérny do miesniakomiesaka
prazkowanego. W obu nowotworach stwierdzono mutacje 7P53.
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Stowa kluczowe: ostra biataczka szpikowa, dzieci, zesp6t mielodysplastyczny, miesak prgzkowanokomoér-
kowy, mutacja TP53

Wstep

Po skutecznym leczeniu nowotworu zfosliwego
u dzieci, rozwdj wtérnego nowotworu (SM, second
malignancy) jest jego najbardziej niszczacym i poten-
cjalnie zagrazajacym zyciu powikfaniem. Intensywna
terapia multimodalna, obejmujgca chemioterapie

i radioterapie, jest konieczna do wyleczenia pacjen-
tow, jednakze zwieksza ryzyko wystapienia wtérnej
choroby nowotworowej u oséb, ktére przechodzity
chorobe nowotworowa w dziecinstwie [1].

Zespot mielodysplastyczny (MDS, myelodysplastic
syndrome) jest zaburzeniem klonalnym, powodujacym
nieskuteczng hematopoeze, czesto prowadzacym do
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ostrej biataczki szpikowej (AML, acute myeloid le-
ukemia) [2, 3]. Istniejg co najmniej dwa minimalne
kryteria diagnostyczne dla MDS: niedobér krwinek,
(morfologiczna) mielodysplazja (obecna w dwoch
réznych liniach komoérek szpikowych lub przekracza-
jaca 10% w jednej linii komérkowej), nabyta klonal-
na nieprawidtowos¢ cytogenetyczna w komorkach
krwiotwoérczych, zwiekszona liczba blastéw > 5%.
Wtérny MDS odnosi sie do MDS nastepujagcym po
nowotworach lub niewydolnosci szpiku kostnego oraz
MDS w chorobach rodzinnych. Inne przypadki MDS
klasyfikowane s3 jako pierwotne.

Zgodnie z kryteriami klasyfikacji zespotow mie-
lodysplastycznych Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO, World Health Organization) z 2016 roku istnieje
dziewie¢ podtypdéw: MDS z dysplazjg jednoliniows,
MDS z syderoblastami pierscieniowatymi (MDS-RS),
MDS-RS i dysplazja jednoliniowa, MDS-RS i dysplazja
wieloliniowa, MDS z dysplazja wieloliniowa, MDS
z nadmiarem blastow, MDS z izolowanym del(5q),
MDS nieklasyfikowalny oraz oporna cytopenia dzie-
cieca [4-6]. Oporna cytopenia dziecieca (RCC, refrac-
tory cytopenia of childhood), bedaca najczestszym
podtypem dzieciecego MDS, charakteryzuje sie hipo-
komérkowym szpikiem kostnym, brakiem aberracji
chromosomowych i niskim ryzykiem progres;ji.

Zespot mielodysplastyczny zwigzany z terapia
(t-MDS) lub ostra biataczka szpikowa zwigzana z terapig
(t-AML) rozpoznano w latach 80. XX wieku w wyniku
mutacji somatycznej zachodzacej w komérkach ma-
cierzystych i progenitorowych hemopoezy, wywotanej
terapig cytotoksyczng. Rozpoznanie t-MDS oparte jest
na stwierdzeniu obecnosci typowych nieprawidtowo-
$ci cytogenetycznych, ktére pojawiajg sie co najmniej
6 miesiecy po wprowadzeniu terapii skutecznej w bia-
taczce. Zachorowalnos¢ na t-MDS/AML wynosi 0,8
6,3% u wszystkich dzieci poddawanych chemioterapii.
Zachorowalnos¢ na t-MDS w Wielkiej Brytanii wynosi
0.8 na milion dzieci, a 7-18% wszystkich przypadkéw
MDS u dzieci ma zwigzek z terapig [1, 3]. Mediana czasu
rozwoju t-MDS wynosi 3-5 lat po ekspozycji na terapie
cytotoksyczng [7-9]. Czynniki ryzyka zwigzane z terapig
obejmujg ekspozycje na srodki alkilujgce, inhibitory
topoizomerazy Il oraz radioterapie.

W ciggu ostatnich 12 lat nie odnotowano przypad-
kéw t-MDS/AML wsréd 80 dzieci leczonych z powodu
miesaka tkanek miekkich w Klinice Onkologii, Hema-
tologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Ze wzgledu na rzadkie
rozpoznawanie t-MDS/AML u dzieci po skoficzonym
leczeniu nowotwordw, zdecydowano sie na szczeg6-
towq analize terapii oraz wynikéw badan cytogene-
tycznych i molekularnych u dwdéch chtopcéw w wieku
91 10 lat, u ktérych rozpoznano t-MDS/AML, wtérny

do miesniakomiesaka prazkowanego. W obu nowo-
tworach stwierdzono mutacje TP53.

Opis przypadkow

Pacjent 1

W marcu 2008 roku, u 10-letniego chtopca rozpo-
znano zarodkowego miesaka prazkowanokomorko-
wego (RMS, rhabdomyosarcoma) prawego policzka.
Na dwa tygodnie przed postawieniem diagnozy doszto
do urazu tej okolicy, ktéry spowodowat obrzek w pra-
wym obszarze oczodotu i skroni. Z powodu zgtasza-
nych dolegliwosci bélowych i trudnosci z odwodze-
niem szczeki, podejrzewano nowotwor i wykonano
biopsje, ktéra potwierdzita rozpoznanie zarodkowego
RMS. Pacjenta zakwalifikowano do grupy wysokiego
ryzyka z powodu infiltracji opon mézgowych w miej-
scu nowotworu. W badaniach radiologicznych nie
stwierdzono innej lokalizacji choroby. Pacjenta pod-
dano chemioterapii zgodnie z CWS-2002. W miedzy-
czasie przeszedt on catkowitg resekcje, radioterapie
z dawka o wartosci 54 Gy. Terapie zakonczyt w paz-
dzierniku 2008 roku. W styczniu 2011 roku z powodu
utrzymujacej sie niedokrwistosci i matoptytkowosci
wykonano biopsje szpiku kostnego i rozpoznano
t-MDS (16% mieloblastéw z immunofenotypem):
CD117+,CD34+,CD33+, CD13+, HLA-DR+). Fluore-
scencyjna hybrydyzacja in situ (FISH, fluorescent in situ
hybridization) potwierdzita monosomie chromosomu
7. Chiopca zakwalifikowano do allogenicznego przesz-
czepienia szpiku kostnego (HSCT, hematopoietic stem
cell transplantation). Ze wzgledu na brak zgodnego
dawcy spokrewnionego, zgodny dawca niespokrew-
niony byt poszukiwany. Kolejne naktucie szpiku kost-
nego ujawnifo przeksztafcenie t-MDS w t-AML (27%
mieloblastéw). Chiopiec rozpoczat leczenie zgodnie ze
schematem postepowania AML-BFM 2004 INTERIM.
Po pierwszej chemioterapii blokowej (AIE) nie nastgpi-
ta redukcja blastéw biataczkowych w szpiku kostnym.
Pacjenta poddano kolejnemu cyklowi chemioterapii
(HAM), po ktérym nastapita gteboka neutropenia
powiktana Streptococcus mitis sepsis. Pacjent zmart
z powodu niewydolnosci wielonarzadowej (8 miesiecy
po t-MDS i 3,5 roku po rozpoznaniu RMS).

Pacjent 2

W lutym 2007 roku, u 9-letniego chtopca roz-
poznano nowotwor tkanki miekkiej w prawej czesci
udowej. Badania radiologiczne (MRI) wykazaty prze-
rzuty do weztow chfonnych w miednicy. Wycinki
histologiczne z biopsji nowotworu wykazaty miesaka
pecherzykowego. Rozpoczeto terapie zgodnie z CWS-
2002. Nastepnie wykonano operacje. Z powodu braku
catkowitej resekcji zdecydowano o kontynuowaniu
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leczenia zgodnie z drugg linig chemioterapii — CWS-
2002. Pacjent zostat poddany nastepnie radioterapii
w dawce o wartosci 54 Gy dla obszaru dotknietego
chorobg oraz przeszedt petne serie terapii podtrzymu-
jacej. W lutym 2009 roku, 4 miesigce po zakonczeniu
leczenia, rozpoznano klinicznie i potwierdzono ra-
diologicznie nawrét nowotworu w pierwotnej loka-
lizacji. Pacjenta poddano chemioterapii drugiej linii
zgodnie z CWS-2006. Leczenie zakoriczono w sierpniu
2009 roku. Dwa miesigce pdzniej rutynowe badanie
krwi wykazato hiperleukocytoze z towarzyszaca jej
niedokrwistoscig i matoptytkowoscig. Zaobserwowano
réwniez hepatosplenomegalie. Dokonano aspiracji
szpiku kostnego i rozpoznano oporng anemie z nad-
miarem blastow. Miesigc poZniej aspiracja szpiku kost-
nego wykazata przemiane w biataczke z iloscig okoto
30% mieloblastéw z immunofenotypem: CD117+,
CD34+, HLA-DR+, CD33+, CD13+, CD11b+, CD15-.
Analiza cytogenetyczna wykazata ztozony kariotyp,
w tym nieprawidtowosci chromosomu 7 i 5. W tym
samym czasie rozpoznano nie tylko t-MDS/AML, ale
réwniez drugi nawrét RMS w weztach chtonnych
miednicy. Wprowadzono intensywne leczenie zgod-
nie ze schematem postepowania IDA-FLAG i FLAG,
skomplikowane z powodu grzybiczego zapalenie ptuc.
Kolejna biopsja szpiku kostnego wykazata 35% mie-
loblastéw oraz stwierdzono progresje ostrej biataczki
szpikowej (AML, acute myeloid leukemia) Pacjent
zmart w kwietniu 2010 roku, 5 miesiecy po AML oraz
3 lata i 2 miesigce po rozpoznaniu RMS.
Szczegotowe dane dotyczace skumulowanych
dawek lekéw chemioterapeutycznych, podawanych
z powodu RMS kazdemu pacjentowi przedstawiono
w tabeli 1, natomiast analizy cytogenetyczne i mo-
lekularne obu chtopcéw przedstawiono w tabeli 2.

Dyskusja

Toksyczny efekt chemioterapii jest uznawany za
gtéwny czynnik powodujgcy t-MDS/AML. Aktywny
metabolicznie szpik kostny jest bardziej podatny na
rakotwodrcze dziatanie leczenia niz inne tkanki [3].
Zespot mielodysplastyczny jest czesto rozpoznawany
w chorobach zwigzanych z terapia, poniewaz wiekszosc¢
pacjentéw jest gruntownie poddawana analizie po in-
tensywnym leczeniu, w przypadku de novo AML takich
informacji czesto brakuje [11]. Obaj pacjenci otrzymali
srodki alkilujgce, pacjent 2 — w potaczeniu z inhibito-
rami topoizomerazy Il. U dorostych pacjentéw przebieg
MDS zalezy od zastosowanych chemioterapeutykdw.
Po ekspozycji na srodki alkilujgce, MDS pojawia sie
w ciggu nastepnych 4-7 lat, wystepuje niedobér krwi-
nek oraz wykrywane sg nieprawidtowosci w chromo-
somie 5. W t-MDS/AML, rozwijanym po zastosowaniu

Tabela 1. Skumulowane dawki chemioterapeuty-
kéw, podawane kazdemu pacjentowi cierpigcemu
na miesaka pragzkowanokomérkowego

Chemioterapeutyk Pacjent 1 Pacjent 2

Czynniki alkilujgce

Cyklofosfamid [mg/m?] - 1 000
Ifosfamid [mg/m?] 54 000 54 000
Trofosfamid [mg/m’] - 12 000
Temozolomid [mg/m’] - -
Antracykliny

Doksorubicyna [mg/m?] 320 160
Idarubicyna [mg/m?] - 80
Inhibitory topoizomerazy |

Topotekan [mg/m?] - 28
Irinotecan [mg/m?] - 65
Inhibitory topoizomerazy |

Etopozyd (dozylnie) [mg/m’] - 3600
Etopozyd (doustnie) [mg/m?’]  — 2 000
Antybiotyki peptydowe

Aktynomycyna [mg/m?] 7.5 3
Zwiazki platyny

Karboplatyna [mg/m’] - 6 600
Alkaloidy Vinca

Winkrystyna [mg/m?] 19,5 16,5

Tabela 2. Analizy cytogenetyczne i molekularne
w komoérkach szpiku kostnego obu pacjentéow
z t-MDS/AML

Pacjent 1 Pacjent 2

Kariotyp 46,XY,-7 [20] 46,XY,del(5)(931),-
del(7)(?::p14.
q21:?2)[15)/
46,XY,der(7)
(?::p14.921::2)[5]

BCR/ABL1 Negatywny Negatywny

del 7 q Pozytywny (w Pozytywny

90% jadra) (w 90% jadra)
del 59 Negatywny Pozytywny
(w 50% jadra)

Rearanzacja Negatywny Negatywny

genu MLL

FLT3 ITD. Negatywny Negatywny

JAK2 Negatywny Negatywny

Mutacja genu  ¢.626G->C c.404G->C

TP53 (ekson 6) (ekson 5)

inhibitoréw topoizomerazy Il, czesto nie wystepuje
stadium mielodysplastyczne — pierwszym objawem

www.journals.viamedica.pl/palliative_medicine_in_practice

65



66

Palliative Medicine in Practice 2020, tom 14, nr 1

jest AML; okres utajenia trwa 2-3 lata i wykrywane sg
réwnomierne translokacje 11923 lub 21922 [7]. Tego
typu réznice nie sg obserwowane u dzieci.

Toksycznos¢ stosowanych lekéw jest uzalezniona
od dawki, jednakze trudno jest okresli¢ dawki pro-
gowe. Trudno jest réwniez zebra¢ homogeniczng
grupe pacjentéw, poniewaz t-MDS/AML jest rzadkim
schorzeniem, rozwijajgcym sie na tle réznych choréb.
Chorzy zazwyczaj zostajg poddani chemioterapii sko-
jarzonej, z dodatkowg radioterapig. Na podstawie
retrospektywnej analizy 578 pacjentéw z miesakiem
Ewinga, Bhatia i wsp. zaobserwowali zwiekszone
ryzyko t-MDS/AML przy wzrastajgcej catkowitej daw-
ce ifosfamidu z 90 g/m* do 140 g/m? cyklofosfa-
midu z 9,6 do 17,6 g/m* i doksorubicyny z 375 do
450 mg/m? [8-9].

Radioterapia jest kolejnym zidentyfikowanym
czynnikiem ryzyka dla t-MDS/AML, obecnym u obu
pacjentéw. Nie wykazano silnego, zaleznego od daw-
ki, wptywu radioterapii na rozwéj t-MDS/AML. Ze
wzgledu na powszechne stosowanie lekéw alkiluja-
cych, trudno jest oceni¢ wytgczny efekt radioterapii.
Na podstawie analizy chorych z t-MDS po terapii litego
guza, Sans-Sabrafen i wsp. nie wykryli roli radioterapii
w ryzyku t-MDS [12].

Obaj pacjenci przyjeli G-CSF zgodnie ze schematem
postepowania. Krétkie serie cytokin hemopoetycznych
podczas intensywnej chemioterapii moga réwniez
predysponowa¢ do rozwoju t-MDS/AML [10]. Me-
chanizm tego dziatania nie jest jasny. G-CSF moze
chroni¢ szpikowe komérki macierzyste, ktdre ulegty
Smiertelnym mutacjom, a takze umozliwic ich ztosliwag
transformacje i proliferacje.

Wyniki cytogenetyczne s najsilniejszym czynnikiem
prognostycznym dla t-MDS/AML. Wszelkie zmiany
w chromosomie 7 lub nieprawidtowosci ztozonego
kariotypu zwigzane sg ze ztym rokowaniem, natomiast
wykrycie 5g-, 20g-, Y- daje bardziej pozytywne rokowa-
nie [3, 13]. Mutacja TP53 jest pierwszym i waznym kro-
kiem w kierunku rozwoju i tworzenia sie nowotworu,
jednak mechanizmy molekularne wyzwalajace rozwo;j
wyraznych nowotworow ztosliwych sg ztozone [14-
16]. Wedtug Andersena i wsp. istnieje 8 genetycznych
mechanizmoéw prowadzacych do rozwoju i tworzenia
sie biataczki [2, 14]. Mechanizm Il jest $cisle zwigzany
z ekspozycjg na srodki alkilujgce — mechanizm ten
opiera sie na centromerycznym peknieciu [14]. Jeden
z pacjentéw reprezentuje mechanizm Il z nieprawidto-
wosciami 5g-/-5b, indukowanymi przez srodki alkiluja-
ce, co dato zte rokowanie [4, 17]. Niezrbwnowazone
nieprawidtowosci w chromosomach 5i 7, wykrywane
u naszych pacjentéw, sg czesciej spotykane we wtor-
nym MDS niz de novo MDS. Niezréwnowazone muta-
cje 59-/-5, 79-/I-7 i +8 sg wykrywane w 50-70% przy-

padkach t-MDS i w 40-50% przypadkach t-MDS/AML
[17]. Wiele genéw w 5g31.2 i 7q przyczynia sie do
t-MDS/AML poprzez haploinsuficjencje. Nieprawidto-
wosci chromosomu 7 wigzg sie z mutacjami w CDKN2B
i RUNX1, natomiast nieprawidtowosci chromosomu
5 zwigzane sg z mutacjami TP53.

Mutacje genu supresji nowotworu TP53 s3 najczest-
szg pojedynczg nieprawidtowoscig w t-MDS lub t-AML.
U pacjentéw z de novo MDS i AML, mutacje TP53 sg
wykrywane u mniej niz 10% chorych [1]. Pedersen-Bjer-
gaard i wsp. obserwowali mutacje TP53 u 27% pacjen-
tow z t-MDS lub t-AML [2]. Mutacje w TP53 sg rowniez
wykrywane u okoto 5% miesakéw [18-20]. Miesak jest
drugim najczesciej wykrywanym nowotworem w tej
grupie pacjentdw i razem z rakiem piersi stanowi 50%
nowotworow wykrywanych u pacjentéw z mutacjg
linii germinalnej TP53. Az do 30% dzieci posiadajacych
mutacje TP53 bedzie chorowato na raka [21]. U opi-
sywanych pacjentéw nie stwierdzono zwiekszonej za-
chorowalnosci na raka w rodzinie, co moze wykluczyé
podejrzenie wystagpienia zespotu Li-Fraumeni.

Wiekszos¢ mutacji TP53 to mutacje zmiany sensu,
zlokalizowane w domenie wigzacej DNA, spowodo-
wane pojedynczymi zmianami aminokwaséw [18].
Obie wykryte u opisywanych pacjentéw mutacje byty
nieaktywne, ale ich lokalizacja na domenie wigza-
cej DNA odzwierciedla zaangazowanie w regulacje
transkrypcji i replikacji DNA, zgodnie z bazg danych
dotyczacq mutacji TP53: http://p53.fr/TP53_databa-
se_download/TP53_tumor_database/tumor_database.
html. Mutacje te sa typowe dla t-MDS/AML po zakon-
czeniu leczenia srodkami alkilujgcymi, jak réowniez
po zastosowaniu inhibitoréw topoizomerazy Il. Obie
odkryte u opisywanych pacjentéw mutacje TP53 obej-
mowaty transwersje z G do C, ktora czesciej okresla sie
w sekwencjach oznaczonych (STS, sequence-tagged
sites). Analiza autoréw niniejszej pracy byfa retrospek-
tywna, przeprowadzona na komérkach szpiku kost-
nego w trakcie diagnostyki t-MDS. Dlatego gtéwna
przeszkodg jest brak wiedzy, czy mutacja TP53 byta
konstytutywna (tzn. zespof Li-Fraumeni), czy nabyta
(somatyczna), to znaczy typowa dla nowotworéw in-
dukowanych leczeniem. Zbiezno$¢ STS w dziecinstwie
z mutacjg TP53 o nieustalonym pochodzeniu moze
spetniac kryteria zespotu Li-Fraumeni (LFS, Li-Fraumeni
syndrome), jednakze historia zachorowan w rodzinie
nie jest potwierdzona. Nalezy przeprowadzi¢ analize
u rodzicéw, jednak stan TP53 typu dzikiego nie wy-
klucza mutacji de novo u potomstwa.

Whnioski

U pacjentéw niniejszego badania wykryto no-
wotwory wtérne prawie trzy lata po wprowadzeniu
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chemioterapii RMS. Jest to zgodne z literaturg [1, 2].
U drugiego pacjenta rozpoznano t-MDS jednoczesnie
z nawrotem choroby pierwotnej. Taki wynik pogarsza
rokowania z powodu koniecznosci dalszego kontaktu
z toksyczng chemioterapia. W grupie 18 pacjentow
z t-MDS Kobos i wsp. zaobserwowali 7 chorych z na-
wrotem choroby w momencie rozpoznania t-MDS
[22]. Wszyscy pacjenci wymagali kolejnych cykli che-
mioterapii. Stabe wyniki u pacjentéw niniejszego
badania wykazujg, jak powazng chorobg jest t-MDS.
Europejska Grupa ds. Przeszczepiania Krwi i Szpiku
(European Group for Blood and Marrow Transplant)
donosi o przezyciu 3 lat u 35% pacjentéw z t-MDS
[22]. W t-MDS zaleca sie stosowanie terapii HSCT
typu ,upfront”, przy czym nie okreslono wyboru
protokotéw mieloablacji lub roli cytoredukcji. W celu
okreslenia optymalnego schematu leczenia Kobos
i wsp. przeprowadzili analize 21 pacjentéw z t-MDS
[22]. Indukcja duzg dawka cytarabiny lub terapia HSCT
z zastosowaniem busulfanu w skojarzeniu z fluda-

rabing i melfalanem w cytoredukcji zmniejsza tok-
sycznos$¢ bez zwiekszania ryzyka nawrotu choroby.
W warunkach pediatrycznych zalecenia EWOG-MDS
sq inne [22-25]. Niestety pacjenci nie wykonali HSCT.
Kazdego roku u wielu chorych stosuje sie standardowe
leczenie chemioterapia, ale tylko u nielicznych docho-
dzi do rozwoju t-MDS/AML, a wiec pewna role moga
odgrywac czynniki genetyczne [26]. Identyfikacja pa-
cjentdw z wysokim ryzykiem rozwoju t-MDS/AML
przed chemioterapig umozliwia optymalne leczenie
i doktadng obserwacje.

Konflikt interesow
Autorzy deklarujg brak konfliktu intereséw.

Finansowanie
Badanie nie byfo finansowane.

Artykut nie zawiera zadnych informacji pozwala-
jacych na zidentyfikowanie pacjenta.
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