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Odsetek komorek CD19/CDS5 dodatnich jest wyzszy we krwi
obwodowej niz w szpiku u chorych w okresie 0 przewleklej
biataczki limfatycznej B komdrkowej

The frequency of CD19/CDS plus cells is higher in peripheral blood
than in the bone marrow of patients with B-CLL in stage 0

CEL PRACY

Stosunkowo mato uwagi po$wigcono w pi§miennictwie ocenie iloSciowej populacji
biataczkowych komérek we krwi i w szpiku u chorych z przewlekta biataczka limfocy-
towa B-komérkowa (PBL-B). Nasza praca ma na celu ustalenie czy rozmieszczenie
komorek biataczkowych (komérki CD19 i CDS dodatnie) u chorych z PBL-B jest
réwnomierne w tkankach hemopoetycznych (tj. we krwi obwodowej i w szpiku) i czy
nie ulega zmianom w czasie postepu choroby.

MATERIAL I METODY

Pacjenci

U 36 nieleczonych chorych z PBL-B badano fenotyp immunologiczny limfocytéw
krwi obwodowej i szpiku. Chorych z uwagi na okres kliniczny choroby wedhug klasyfi-
kacji Rai i wsp. [1] podzielono na 4 grupy:

* Do grupy I nalezato 14 chorych z PBL-B w okresie 0;

* Do grupy II — 5 chorych w okresie 1;

¢ Do grupy III — 13 chorych w okresie 2;

Do grupy IV — 4 chorych w okresach 3 i 4, a wigc w okresach w ktérych wystepuja
juz objawy niewydolnosci szpiku.

Dane kliniczne i hematologiczne badanych przedstawiono w tabeli 1.



126

J. Rolinski, Z. M. Rupniewska, E. Wasik-Szczepanek, A. Bojarska-Junak

Tabela I. Dane kliniczne chorych z przewlekta biataczka limfatyczng B-komérkowa
(PBL~-B) w okresach klinicznych 0—4 wg klasyfikacji Rai i wsp.

Okres | .. Pleé Score— Krew obwodowa
. Liczba .
kliniczny Wiek [ CMG [~ : —
wg. Rai chorych Ml Kk Limfocytoza w| Komérki B | Komérki T
uil - |(CD19+)%| (CD3+) %
Zakres warlosci | 43-77 | 2,969 |8.300-48.680| 12,6-88,5 | 1,434
0 14 4 |10 Srednia 62 47 22.980 59,1 272
Mediana 61 45 19.890 60,4 295
Zakres warlosci | 47-60 | 3.4-8.1 |8.600-37.000| 40,8-72,4 | 19,3-28.3
1 5 2|3 $rednia 57 59 21.100 50,8 243
Mediana 53 6,4 21.600 60,1 255
Zakres wartosci | 42-77 | 4.7-286 ;2'36‘1’85 59,1-86,3 | 19-20,0
2 B 191 4] $edna 59 133 122390 | 795 80
Mediana 60 118 88.200 80,2 6,4
. . 36.300-
akres wartosci | 68-76 | 14,4-24,6 214.300 824-89,1f 1,8-39
34 4131 T rednia 73 203 123500 | 845 20
Mediana 73 203 123.500 84,5 20

xScore-CMG — Score catkowitej masy guza;

Tabela II. Fenotyp immunologiczny limfocytéw B we krwi obwodowej i w szpiku
u chorych z PBL-B w okresach klinicznych 0—4 wg klasyfikacji Rai i wsp.

Okres , Komorki CD19+/CD5+ % | Komorki CD79B+/CD19+ %
Kliniczny | Liczba
wg. Rai | chorych
Krew obwodowa| Szpik | Krew obwodowa | Szpik
Zakres wartosci 28,9-80,7 0,3-74,6 0,4-61,0 3,3-509
0 1 Srednia 54,5 418 22,6 18,0
Mediana 53,8 489 188 18,1
Odch. Standardowe 15,5 227 21,5 137
Zakres wartosci 32,4-68,7 23,0-87,1 1,4-34,0 48-415
1 5 Srednia 48,6 405 1777 18,3
Mediana 44,1 37 176 86
Zakres wartosci 36,7-85.8 30,1-97,4 8,1-52,0 1,8-817
2 13 Srednia 69,7 723 196 271
Mediana 751 78,1 18,4 15,9
Zakres wartosci 78,3-859 84,0-859 17,1-355 13,6-44,3
34 4 Srednia 824 85,0 25,1 28,1
Mediana 82,7 85,0 23,8 27,2
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Score catkowitej masy guza (score CMG) obliczano wg. kryteriéw Jaksi¢ i Vitale
[2). Wartodci score réwne lub wyzsze od 9 sa czynnikiem niepomys$lnym prognostycz-
nie.

Przeciwciata i metoda

Fenotyp immunologiczny limfocytéw krwi obwodowe;j i szpiku oznaczono stosujac
nastgpujace monoklonalne przeciwciala:

* Anty-CD19 znakowane izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) (izotyp IgG1; f-ma

Ortho Diagnostic Systems);

* Anty-CD19 znakowane fykoerytryng (PE) (izotyp IgG1; klon 4G7; f-ma Becton-

Dickinson;

* Anty-CD3PE (izotyp IgG2a; f-ma Ortho Diagnostic Systems);

* Anty-CD19/CDS5 FITC/PE (izotyp IgG1/IgG2; klon J4.119/BL1a; f-ma Ortho Dia-
gnostic Systems);

* Anty—CD798 FITC (izotyp IgG1; klon SN8; f-ma DAKO).

Komoérki jednojadrzaste z heparynizowanych prébek krwi zylnej i szpiku badano
wg. metody podanej w naszych wczesniejszych pracach [2a]. Analizg subpopulacji lim-
focytéw przeprowadzano w dwubarwnym cytometrze przeptywowym Cytron Absolu-
te (Ortho Diagnostic Systems) wprowadzajac ok. 10.000 komérek do kazdej prébki.
Wyniki odczytywano stosujac program komputerowy Immunocount II.

Populacje komérkowa uwazaliSmy za dodatnia dla danego markeru (CDS5 lub
CD798) jesli wigcej niz 30% komorek nosito tg czasteczkg.

WYNIKI

W tabeli 11 przedstawiono fenotyp immunologiczny limfocytéw B we krwi obwo-
dowej i w szpiku w poszczegblnych grupach badanych.

1. Odsetki komdrek CD19/CDS dodatnich

A.W grupie chorych w okresie 0 PBL-B odsetek komérek CD19/CDS byt we krwi
obwodowej istotnie wyzszy niz w szpiku. Réznica byla statystycznie istotna (p <
0,03), przy czym wzrost odsetka komérek CD19/CDS we krwi obwodowej, korelo-
wal ze wzrostem tych odsetk6w w szpiku (wspétczynnik korelacji Spearmana R =
0,591).

B. Grupa chorych w okresie 1 PBL-B klinicznie i hematologicznie byta do§¢ podobna
do chorych w okresie 0 PBL-B, chociaz score CMG bylo nieco wyzsze (patrz tab.
I). U 4 z pigciu badanych w tej grupie odsetek komérek CD19/CDS byt wyzszy we
krwi obwodowej niz w szpiku $rednio o 21,7%. Jednakze w calej grupie réznica
miedzy odsetkami komérek CD19/CDS we krwi i w szpiku nie byly statystycznie
istotne (p < 0,5).

C. W okresie klinicznym 2 PBL-B byto 13 chorych. U 5 z nich odsetek komérek CD19/
CD5 byt wyiszy we krwi obwodowej w poréwnaniu ze szpikiem Srednio o 20,2%
komérek (a wiec podobnie jak u chorych w okresie 1), ale réznice w calej grupie nie
byly statystycznie istotne (p < 0,64).
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D.W grupie chorych w okresie niewydolnosci szpiku (okres 3 i 4 wg. Rai i wsp.) rézni-
ce migdzy odsetkami komérek CD19/CDS we krwi i w szpiku nie byly statystycznie
istotne (p < 0,1).

2. Odsetki komdrek CD798/CD19 dodatnich

We wszystkich czterech grupach chorych $redni odsetek i mediana odsetka komo-

rek CD796/CD19 nie przekraczata 30%. Jednakze we krwi obwodowej u 7 chorych, a

w szpiku u 8 chorych odsetek komérek CD798/CD19 byt wyzszy od 30%, i w jednym

przypadku w szpiku wynosit 81,7%. W 4 przypadkach podwyzszonemu poziomowi

komoérek CD796/CD19 w szpiku nie towarzyszyt podwyzszony poziom tych komérek
we krwi obwodowej. W zadnej z badanych grup nie stwierdzono statystycznie istot-
nych réznic miedzy odsetkami komérek CD798/CD19 dodatnich we krwi i w szpiku.

OMOWIENIE

Z analizy tabeli II, w ktérej przedstawiono fenotyp immunologiczny limfocytéw
krwi obwodowej i szpiku u 36 nieleczonych chorych z PBL-B w okresach klinicznych
04 wg. klasyfikacji Rai i wsp. wynika, ze u wigkszosci chorych w okresie 0 PBL-B (u
10 na 14 badanych) i w okresie 1 PBL-B (u 4 na 5 badanych), a takze u 38% chorych
(u 5 na 13 badanych) w okresie 2 PBL-B odsetek komérek CD19/CD5 dodatnich we
krwi obwodowej jest wyzszy niz w szpiku. U chorych w okresie 0 PBL-B rdznice w
odsetkach komérek CD19/CDS5 mig¢dzy krwia, a szpikiem s3 statystycznie istotne (p <
0,03). Wyniki te wskazuja na nieréwnomierne rozmieszczenie komérek biataczko-
wych w tkankach hemopoetycznych i na przewage tych komérek we krwi obwodowej
u chorych we wczesnych okresach klinicznych.

Niedawne badania sekwencji gendw kodujacych cz¢$¢ zmienng tancuchéw cigz-
kich immunoglobulin (V, Ig) wykazaly, ze w ponad potowie przypadkéw PBL-B wy-
st¢puja mutacje somatyczne tych gendw. Mutacje genéw V, Ig wskazuja na wezesniej-
szy kontakt komorki B z antygenem, ktéry ma miejsce w o§rodku rozmnazania grudki
chlonnej [3]. Mozna wigc przypadki PBL-B podzielié na dwie grupy [3, 4).

Do grupy pierwszej beda nalezaly przypadki PBL-B, w ktérych wystepuje ekspan-

sja ,,naiwnych” lub ,,dziewiczych” komérek B CDS dodatnich. Komoérki te nie mia-

ly kontaktu z antygenem (antigen-inexperienced) a ich geny kodujace V Ig sg nie-
zmutowane. W przypadkach tych cz¢sto wystepuje zle rokujaca trisomia chromo-

somu 12 [5].

* Do grupy drugiej zaliczane sa przypadki w ktorych biataczkowe komérki wykazuja
mutacje genow kodujacych V, Ig, a wige s3 to komorki ktére przeszly przez osrodki
rozmnazania i s3 komérkami pamigci. Cz¢S¢ z tych przypadkéw PBL-B moze po-
chodzi¢ z matej subpopulacji komoérek IgM, IgD dodatnich znajdujacych sie we
krwi obwodowej [6]. Wydajesig, Ze populacja komérek pamigci moze przemiesz-
cza¢ si¢ do szpiku. Te imigrujace komorki B chociaz spontanicznie nie wytwarzajg
Ig, to jednak in vitro mogga zosta¢ do tego pobudzone [7].

W naszym pilotowym doniesieniu [8] sugerowali§my, ze w niekt6rych przypad-
kach PBL-B proliferacja moze wychodzi¢ z miejsc pozaszpikowych i szpik zostaje
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zajety pézniej niz krew obwodowa. Sugestia ta opierata si¢ na badaniach 3 chorych z
PBL-B w okresie klinicznym 0 i u jednego pacjenta — w okresie 4, u ktorych odsetek
komoérek B CDS dodatnich byt trzykrotnie wyzszy we krwi obwodowej niz w szpiku.
Obecne badania przeprowadzone na znacznie wigkszej grupie chorych potwierdzaja
te wezedniejsze obserwacje. Liso i wsp. [9] u 6 chorych z PBL-B wykryli wyzszy odse-
tek komorek biataczkowych B CDS i CD23 dodatnich w weztach chionnych niz we
krwi obwodowej i w szpiku. Réwniez odsetek komoérek z trisomig chromosomu 12 byt
wyzszy w weztach chlonnych niz we krwi obwodowej i w szpiku. Nie mozna wigc wy-
kluczy¢, ze cz¢$¢ przypadkéw PBL-B wychodzi z pozaszpikowych komérek B. Gro-
madzenie si¢ biataczkowych komérek w szpiku w pézniejszych okresach choroby moze
wynikac albo z ich tropizmu do $rodowiska szpikowego, albo z ich proliferacji w tym
Srodowisku. :

Za przypadki CD798 ujemne przyjeliSmy, podobie jak grupa Catovsky’ego [10] te
przypadki PBL-B, w ktdrych ekspresja CD798 wystgpowala na mniejszym od 30%
odsetku komoérek. Jednakze w przeciwienstwie do grupy Catovsky’ego, ktéra uwaza
ze CD798 nie wystepuje u 95% chorych z PBL-B, w naszych badaniach brak ekspresji
CD798 na biataczkowych komérkach we krwi obwodowej stwierdziliémy u 84% cho-
rych, a w szpiku u 72% chorych. Wydaje si¢, ze u chorych z PBL-B ekspresja CD798
wystepuje nieco czesciej niz to podaje zespot Catovsky’ego.
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SUMMARY

Fourteen untreated patients with B cell-chronic lymphocytic leukaemia in stage Rai 0 and
twenty two patients in stage Rai 1-4 were evaluated for population of leukaemic cells (CD19/
CDS positive cells and CD798/CD19 negative cells) from the peripheral blood and the bone
marrow. B-CLL patients in stage Rai 0 demonstrated higher percentage of CD19/CD5 positi-
ve cells in peripheral blood than in the bone marrow (average frequency of CD19/CD5 positive
cells in peripheral blood 54.5%, in bone marrow 41.8%). This difference was significant (p <
0.03). Instead, these differences have not been observed in the majority of patients in more
advanced stages of B-CLL Foregoing results show that bone marrow becomes occupied later
than peripheral blood by CDS5 positive B cells, but this detection is possible only in stage 0 of B-
CLL. Our results demonstrated that bone marrow is occupied later than peripheral blood by
CDS positive B cells, but this detection is possible only in stage 0 of B-CLL.

Contrary to investigations of Catovsky’s team (Leukemia 1996, 10: 1966-7), who did not
detect expression CD798 at 95% patients with B-CLL in peripheral blood, we observed such
lack of expression in 84% of patients on peripheral blood cells and in 72% of patients on bone
marrow cells.



