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WSTEP

Postep jaki dokonat sie w ciggu ostatnich 20 lat w technice cytometrii przeptywo-
wej oraz dostgpnos¢ coraz nowych przeciwcial monoklonalnych spowodowat, ze oce-
na immunofenotypu stala si¢ jedna z podstawowych metod w diagnostyce hematolo-
gicznej, szczegdlnie w przypadku ostrych biataczek. Swoja wysoka pozycje w diagno-
styce, monitorowaniu terapii i ocenie choroby resztkowej (minimal residual disease)
ostrych biataczek cytometria przeplywowa zawdzigcza takim cechom jak: okreslenie
przynaleznosci liniowe;j i stopnia dojrzatosci komérki nowotworowej (CD — clusters
of differentiation), ré6znicowanie klonu komérek nowotworowych od ich prawidiowych
odpowiednikéw wystepujacych w hematopoezie (W powiazaniu z badaniami cytoge-
netycznymi), okreslenie heterogennosci i tzw. ,,aberracji immunologicznych” komé-
rek nowotworowych oraz iloSciowa ocena prawidtowych i patologicznych komérek
wystepujacych w hematopoezie [27].

Z uwagi na skomplikowang technike badania cytometrycznego, dostgpnos¢ duzej
liczby przeciwcial monoklonalnych oraz heterogenno$¢ immunologiczng w grupie
ostrych biataczek, koniecznym stato si¢ wprowadzenie jednolitej klasyfikacji immu-
nologicznej opartej na standardowych schematach diagnostycznych umozliwiajacych
peina powtarzalno$¢ badan immunofenotypu w réznych laboratoriach. Z inicjatywy
grupy naukowcéw tworzacych organizacje o nazwach: Working Group on Flow Cyto-
metry and Image Analysis oraz European Group for the Immunological Characteriza-
tion of Leukemia (EGIL) ustalono jednolity protokét dotyczacy technicznych i mery-
torycznych aspektow oceny immunofenotypu choréb rozrostowych uktadu krwiotwor-
czego w tym w szczegblnosci ostrych bialaczek [2, 27].



148 Magdalena Koktysz, Anna Dmoszyniska

PODSTAWOWE ANTYGENY W OCENIE FENOTYPU
OSTRYCH BIALACZEK I INNYCH CHOROB ROZROSTOWYCH
UKLADU KRWIOTWORCZEGO

Zasadg cytometrii jest ocena jednego lub kilku antygendw powierzchniowych (s)
lub cytoplazmatycznych (cy) komdérki znajdujacej si¢ w zawiesinie. Antygeny powierzch-
niowe i cytoplazmatyczne moga by¢ réznicowane na podstawie poréwnania fluore-
scencji przed i po ,,permeabilizacji” [27]. Patologiczna subpopulacja komérek moze
by¢ identyfikowana przy pomocy kombinacji nast¢pujacych cech: klonalnego charak-
teru populacji komérek (np. selektywna ekspresja taficucha lekkiego kappa lub lamb-
da), jednolitej lub nieprawidlowej charakterystyki parametréw rozproszenia $wiatla
laserowego na obrazie cytogramu, heterogennosci fenotypowej komdrek o podob-
nych parametrach rozproszenia $wiatta laserowego, znacznej przewagi ekspresji da-
nego antygenu, cz¢sto charakterystycznego dla postaci niedojrzalych oraz wystepo-
waniu tzw. aberracji fenotypéw [23, 27]. Nowa tendencja jest tzw. ,.bramka immuno-
logiczna” (gate) tj. identyfikacja grupy komoérek posiadajacych ten sam antygen, a
dopiero potem ich charakterystyka pod wzgledem wielkosci i ziarnisto$ci komdrki. W
nastepnej kolejnoSci ocenia si¢ przynalezno$¢ liniowa, stopien dojrzatosci i hetero-
genno$¢ wybranej przy pomocy ,,bramki immunologicznej” grupy komérek [27].

Podstawowym problemem w ocenie immunologicznej ostrych biataczek (biorac
réwniez pod uwage koszty badania) jest ustalenie minimalnego, podstawowego zesta-
wu przeciwcial do stosowania w rutynowej ich diagnostyce dla potrzeb klinicznych.
Wybdr tych przeciwcial musi by¢ oparty na ich wysokim stopniu specyficznosci dla
jednej linii komdrkowej, a jednocze$nie szerokim spektrum reaktywnosci tych prze-
ciwcial z réznymi grupami komdrek. Z uwagi na to, ze specyficzno$¢ liniowa poszcze-
gélnych markeréw antygenowych nie jest absolutna, konieczne jest stosowanie 3-5
markeréw dla kazdej z podstawowych w hematopoezie linii komérkowych. Wigkszos§é
antygenéw powierzchniowych nie moze by¢ uznana za liniowo specyficzne (lineage
specific), a jedynie za obecne na komoérkach danej linii (lineage associated), wobec
czego bardzo wazne staje si¢ badanie ekspresji antygenéw cytoplazmatycznych [29).

Grupa EGIL proponuje klasyfikacj¢ ostrych biataczek metoda dwustopniowg [2]:
Pierwszy etap to réznicowanie migdzy linia mieloidalng oraz limfoidalng B- lub T-
(antygeny o szerokim spektrum oraz antygeny niespecyficzne liniowo), drugi etap to
szczegOtowa klasyfikacja w obrebie linii mieloidalnej lub limfoidalnej B lub T przy
pomocy antygendw specyficznych liniowo zwigzanych z okreslonym stadium dojrzato-
$ci komorki. Standardowy zestaw przeciwcial pozwala zakwalifikowad ,,liniowo” ok.
98% przypadkow ostrych biataczek. Zestawy antygendw oznaczane w dwustopniowe;j
klasyfikacji ostrych bialaczek przedstawiono w tabeli I.

Na uwagg¢ zastuguje nalezacy do antygenéw pan-mieloidalnych CD117, okreslany
w literaturze réwniez jako molekuta c-kit, ktéra odgrywa role w dojrzewaniu komé-
rek biataczkowych [20]. Ekspresj¢ CD117 wykazuje ok. 68% [20], wg innych autoréw
ok. 74% [9] ostrych biataczek szpikowych, natomiast nie wyst¢puje on wcale w ostrych
biataczkach limfoblastycznych. Opisuje si¢ dodatnig korelacj¢ tego antygenu z eks-
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Tabela I. Podstawowe antygeny w occnie fenotypu chor6b rozrostowych
uktadu krwiotwoérczego

Antygeny o szerokim spectrum

Pan-mieloidalne MPO, CD13, CD33, CDw65, CD117
Pan-B-komoérkowe cyCD79%, cyCD22, CD19
Pan-T—-komérkowe cyCD3, CD7, CD2, CD5

Antygeny niespecyficzne liniowo, zwigzane z ,niedojrzatoscigq” lub aktywacjq
TdT, CD34, HLA-DR, CDw90

Antygeny specyficzne liniowo, zwigzane z okreslonym stadium dojrzatosci

Komérki mieloidalne CD14, CD15, CD11c, glikoforyna A, CD41, CD61, CD64,
anti-lysozyme

Limfocyty B CD10, CD20, CD23, CD24, cylgy, slg

Limfocyty T CD1a, sCD3, CD4, CD8, anty-TCR o/f , anty-TCR v/

Komérki NK CD16, CD56, CD57

presja na blastach CD34 [9, 20], a takze CD45RA [9]. Korelacja dodatniej ekspresji
CD117 z typem biataczki wg FAB nie jest jednoznacznie ustalona: jedni autorzy pod-
kreslaja zwiazek tego antygenu z okreslonym morfologicznie typem ostrej biataczki
szpikowej [20], inni stwierdzaja jedynie zwigzek CD117 z miodszymi monoblastami
(silna ekspresja w AML-MS5a w przeciwienstwie do AML-M5b) [9].

Jednym z ostatnio dotaczonych do tej klasyfikacji antygenéw jest CDwW90 bedacy
biatkiem przytaczonym do fosfatydyloinozytolu blony komérkowej, ktéry odzwiercie-
dla stan proliferacji komérek biataczkowych, nie za$ ich niedojrzatosé. CDw90 jest
obecny na komérkach macierzystych wielopotencjalnych szpiku, za$ ekspresja na bla-
stach pre-B-ALL jest czesciej zwiazana z nieprawidlowosciami kariotypu, niz z linig
B-komérkowa [32]. CDw90 jest réwniez czgsto spotykany na blastach wtérnych (nie
powstatych de novo) ostrych biataczek szpikowych [17].

Grupa EGIL [2] przyjela og6lna zasadg, w ktdrej uznaje si¢ dany antygen za mar-
ker ,,pozytywny” jesli wystgpuje on na co najmniej 20% komdorek blastycznych. Wyjat-
kiem od tej zasady s3 antygeny o wysokiej specyficznosci tj. MPO, CD3, CD79a, TdT,
ktérych odsetek juz powyzej 10% na komoérkach blastycznych uznawany jest za mar-
ker dodatni [19, 27]. Nalezy podkresli¢, ze klasyfikacja immunologiczna ostrych biata-
czek metoda cytometrii przeptywowej umozliwia precyzyjne okreslenie i podzial na
grupy (ktére koreluja z klasyfikacja FAB), jedynie ostrych biataczek limfoblastycz-
nych [19], natomiast w przypadku ostrych biataczek szpikowych, z uwagi na ich duza
heterogennos$¢, mozliwe jest jednoznaczne okreslenie tylko 3 typow biataczek odpo-
wiadajacych MLA-MO, M6 i M7 wg FAB [2, 27]. W zwiazku z tym, w diagnostyce
ostrych biataczek szpikowych podstawe stanowi nadal ocena morfologiczno—cytoche-
miczna [3, 29].
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Tabela II. Klasyfikacja immunologiczna ostrych biataczek

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL):

e Bl (pro-B) ALL
| . e  B-Ill (common) ALL
B-komérkowa; e B-lli (pre- B) ALL
e  B-IV (mature -B) ALL
o  T-l(pro-T) ALL
e T-ll(preT)ALL
T-komoérkowa; e  T-li (cortical ) ALL
) o T-IV (mature -T) ALL:
- T-al/B.
T-v/8

ALL z ekspresja 1 lub 2 markeréw mieloidalnych (My + ALL)

Ostra biataczka szpikowa (AML):

Mieloblastyczna, bez cech zréznicowania (MO-AML wg FAB)
Mielomonocytowa: (M1- M5 wg FAB)

Erytroleukemia (M6 wg FAB : typ niedojrzaty i dojrzaty)
Megakariocytowa (M7 wg FAB)

TdT + AML

AML z ekspresja 1 lub 2 markeréw limfoidalnych (Ly + AML)

mmoow»

Ostre biataczki bi-fenotypowe

Ostre biataczki niezréznicowane (CD34+, HLA-DR+, CD38+,CD7+)

W tabeli II przedstawiono obecna klasyfikacj¢ immunologiczna ostrych biataczek
zaproponowang przez EGIL [2].

OSTRA BIALACZKA SZPIKOWA (AML)

Blasty w ostrej bialaczce szpikowej posiadaja ekspresj¢ jednego lub dwu wymie-
nionych w tabeli I antygenéw pan-mieloidalnych. Za najbardziej specyficzny marker
linii mieloidalnej uznaje si¢ mieloperoksydaze (MPO) [2]. Nguyen i wsp. [24] stwier-
dzili nawet wigksza czuto$¢ oceny MPO metoda cytometrii niz klasycznie metoda re-
akcji cytochemicznych. Ekspresja MPO moze by¢ jednak nieobecna w AML typu M6
i M7 wg FAB oraz w niektérych przypadkach AML typu M5 [27]. Jak wczes$niej wspo-
mniano, jedyne biataczki majace ,,patognomoniczny” immunofenotyp to MLA — M0,
M6 i M7 wg FAB [27]. Nalezy pami¢tac, ze w literaturze opisuje si¢ zjawisko przylega-
nia ptytek do komoérek blastycznych, co daje fatszywie dodatnia ekspresje CD41 (an-
tygenu charakterystycznego dla AML-M7) w biataczkach nie-megakariocytowych [19].

Cechg charakterystyczng dla AML-M3 jest fenotyp blastow: HLA-DR- CD34—,
jednak w literaturze nie jest on uznawany za catkowicie ,,patognomoniczny” dla bia-
taczki promielocytowej, gdyz opisano go rowniez w innych biataczkach np. AML-M2
[2, 19]. W wariancie AML-M3 z obecnoscia drobnych ziarnistosci w promielocytach,
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charakterystyczna jest wysoka ekspresja CD34, co w powiazaniu z parametrami roz-
proszenia Swiatla lasera pozwala odrozni€ ten rodzaj biataczki z wariantem klasycz-
nym AML-M3. Na blastach AML-M3 opisuje si¢ réwniez cz¢stg koekspresje CD9,
natomiast rzadko obecno$¢ CD11b [16].

Scott i wsp. [28] opisuja rzadki fenotyp biataczki CD33+56+ 16-DR-34+/-11a+
z blastami o morfologii promielocyta. Autorzy ci sugeruja, ze biataczka taka mogta
powstac z transformacji komorki prekursorowej dla linii mieloidalnej i limfocytéw
NK oraz podkreslaja, ze czg¢sto jest ona klasyfikowana jako AML-M3 i nalezy wéw-
czas do grupy biataczek opornych na retynoidy. Szczegélnie wazne staje si¢ tutaj ba-
danie genetyczne, ktére wykazuje brak charakterystycznej translokaciji t [15, 17].

Duza trudno$¢ w klasyfikacji AML stanowi brak do chwili obecnej jednoznaczne-
go markera linii monocytoidalnej pozwalajacego odréznié¢ biataczki z domieszkg ko-
morek tej linii [2]. Antygenu CD14 nie mozna uzna¢ za taki marker, gdyz znane s3
przypadki AML-MS bez ekspresji CD14 [19]. Grupa EGIL rozpoczg¢ta badania nad
przeciwciatem okreslanym jako anty-lizozym, b¢dacym prawdopodobnym markerem
linii monocytoidalnej. Jednak obecnie nie wiadomo jeszcze na jakim etapie rozwoju
komorek tej linii marker ten pojawia si¢ [2]. Najwigksza ekspresje lizozymu w cyto-
plazmie (z uzyciem techniki permeabilizacji) opisano w AML-MS5a. Obecnie w dia-
gnostyce AML-M4 i AML-MS wg FAB wykorzystuje si¢ charakterystyczng koek-
spresjc CD14 i CD64 wystepujaca w obu tych typach biataczki [27)].

Przy ocenie immunofenotypu AML pamigtaé nalezy rowniez o braku ,wczesne-
go” markera linii erytroidalnej, gdyz glikoforynaA wystepuje jedynie na dojrzalych
erytroblastach [2]. Nalezy réwniez podkresli¢, ze pan—-mieloidalny antygen CD13, moze
wystapi¢ jedynie w cytoplazmie komorki, bez ekspresji na jej powierzchni [27]. W
przypadkach biataczek CD13 (-) i/lub CD33 (~) konieczne staje si¢ oznaczenie CD65,
ewentualnie CD15 i/lub CD11c [19]. Ekspresja antygenéw CD34 lub CD7 na blastach
ostrych biataczek szpikowych jest zwigzana z niedojrzatoscia komorki, nie zas jej przy-
naleznoscig liniowa [27].

Na uwage zashuguje immunodiagnostyka biataczki niezréznicowanej (acute undif-
ferentiated leukemia — AUL) oraz minimalnie zréznicowanej (acute minimally diffe-
rentiated — AML-MO0). W przypadku AUL pochodzenie ,liniowe” komorek nie jest
ustalone, za$ na blastach tej biataczki sa obecne wytacznie markery niespecyficzne
liniowo zwiazane z niedojrzatoscia lub aktywacja komdrki, tj. HLA-DR, TdT, CD34,
niekiedy réwniez CD7 lub CD9. Natomiast blasty w AML-MO0 maja morfologi¢ lim-
foblasta typu L1 lub L2 oraz posiadaja ekspresj¢ jednego lub dwdch antygenéw mie-
loidalnych — zazwyczaj CD13 i/lub CD33 (inne, tj. anty-MPO, CD15, CD11b s3 rza-
dziej obecne). Antygeny niespecyficzne liniowo, tj. TdT, CD34, CD7 moga by¢ réw-
niez obecne. CD117 jako antygen ,wczesny” linii mieloidalnej jest réwniez pomocny
w diagnostyce, gdyz opisywano biataczki szpikowe z wytaczng ekspresja tego markera.
Bernier i wsp. zaproponowali schemat diagnostyczny réznicujacy AUL i AML-MO
[3]- W tabeli III przedstawiono obecna klasyfikacj¢ immunologiczng AML [2].

Ekspresje antygenéw limfoidalnych na blastach ostrych biataczek szpikowych oce-
nia si¢ w literaturze na 10%-30% [13], a nawet wedtug innych autoréw na 40%—-60%
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Tabela II1. Klasyfikacja immunologiczna ostrych biataczek szpikowych (AML)

Mieloblastyczna, bez cech zréznicowania (MO-AML wg FAB)

- anti-MPO+, CD13+, CD33+, CDW65+, i/lub CD117+,
- brak reakcji cytochemicznej MPO
— ujemne markery limfoidaine z wyj. CD7 i/lub TdT

Mielomonocytowa: (M1- M5 wg FAB)
- anti-MPO+, CD13+, CD33+, CDW65+, illub CD117+
Erytroleukemia (M6 wg FAB)

- typ niedojrzaty (wczesny): niemozliwy do klasyfikacji immunologicznej
— typ dojrzaty: anti—glycophorinA+

Megakariocytowa (M7 wg FAB)

— CD41 i/ lub CD61 (cytoplazmatyczne—cy lub powierzchniowe—s)
TdT + AML

AML z ekspresja 1 lub 2 markeréw limfoidalnych (Ly + AML)

[4, 5,19, 33]. Najczgstszym antygenem limfoidalnym w AML, opisywanym przez wi¢k-
sz0$¢ autoréw jest CD7 (16%-17% przypadkéw AML) [4, 5, 19]. Nastgpnymi w kole;j-
nosci czgstodci wystepowania sa antygeny CD2 i CD19 — 10%-15% przypadkéw AML
[4, 5] lub wedtug innych autoréw 7%-9% przypadkéw AML [19]. Inne antygeny jak
CD3, CDS, CD10 s3 znacznie rzadsze (ponizej 5%—-10% przypadkéw AML) [19].

Obecnos¢ niektérych markeréw limfoidalnych koreluje z typem biataczki wg FAB,
tj. obserwowano czg¢stsze wystgpowanie CD2 i CD9 w AML-M3, CD20 w AML-MS,
natomiast CDS w AML-MSa [16, 19]. Czgsto koekspresja taka jest zwigzana z cha-
rakterystycznymi aberracjami chromosomalnymi np. charakterystyczna koekspresja
CD19+/CD34+, a takze CD4SRA, CD54 i CD56 wystepuja w AML t [8, 21], nato-
miast CD2 w AML t (15,17) [14, 19, 27]. Biorac pod uwag¢ poszczegdlne typy biata-
czek, ekspresj¢ antygenéw limfoidalnych wykazuja najcz¢sciej podtypy AML-M4 i
MS, za$ najrzadziej AML-M3 [19].

Warto$¢ prognostyczna tej ekspresji jest dyskutowana [19]. W niektérych pracach
nie znaleziono zadnego zwiazku z rokowaniem biataczki [4]. Inne natomiast wskazuja
na gorsze rokowanie zwigzane z obecnoscia CD7 [12, 13] oraz CD2 i CD19 [30], w
jeszcze innych pracach natomiast wymienia si¢ CD2 i CD19 jako czynniki lepszego
rokowania [19]. Khalidi i wsp. [19] podsumowuja, ze wystepowanie antygendw limfo-
idalnych w AML moze by¢ raczej pomocne w pézniejszej diagnostyce choroby reszt-
kowej niz stuzy¢ jako marker prognostyczny. W tabeli IV przedstawiono immunolo-
giczng charakterystyke poszczegdlnych typéw AML wg FAB [27].

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze diagnostyka immunofenotypu ostrych biata-
czek szpikowych jest szczegdlnie trudna z uwagi na: heterogenny profil ekspresji anty-
genéw mieloidalnych (nie tylko u réznych chorych, ale takze w obr¢bie populacji bla-
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Tabela 1V. Charakterystyka immunologiczna poszczegdlnych rodzajéw
ostrych biataczek szpikowych

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
MPO +/— + + = + —/+* - -
CD2 - +/—
CD7 =+ | —/+ — - — —/+ - -
CD11c =+ | =+ | —/+ - = | -] -+ | -+
CD13 +/— + + + + +* —/+ +/—
CD14 — - - - += | +-* - -
CD15 - +H- | #- | -+ | - +! I+ -
C D 1 9 - _ﬁ L2 _' L2 — - - - -
CD33 +— | +—- | +- + + + =+ | +/-
CD34 +— | - | +~ — —# - - -
CD38 H— | 4= | H= ] H- | H= | -] = | 4~
CD41 — — — — - - — +
CD56 +— | +-
CD61 - - - - - - - +
CD64 - - - +/— + +
CDw65 —/+ | +- | +- | —/+ + +— | +— | +/-
CD68 - - — + +/— + - -
CD71 =+ | I+ | -+ | )+ - - + -
CD117 H— | = | -] =+ | A=+ +
HLA-DR | +/- + + — + + =+ | +-
TdT =+ | =+ | -+ - - - - -

stow u jednego chorego), liczne aberracje ekspresji antygenéw oraz asynchroni¢ pro-
filu antygenowego i parametrow rozproszenia Swiatta lasera (tzw. light scatter) [23,
33]. Z uwagi na powyzsze cechy fenotypu AML oraz opisywane zjawisko zachodzenia
na siebie (tzw. overlap) ekspresji antygenéw wystepujacych u wigkszosci typéw AML,
immunodiagnostyka typéw ostrych biataczek szpikowych bez wsparcia mielogramu i
badania cytochemicznego ma ograniczone znaczenie praktyczne.

OSTRA BIALACZKA LIMFOBLASTYCZNA (ALL)

Ostra biataczka limfoblastyczna charakteryzuje si¢ ekspresja co najmniej dwéich
antygenow linii B-komérkowej (w tym takze w cytoplazmie np. CD79a i CD22) (B-
ALL) lub powierzchniowa /cytoplazmatyczna ekspresjg antygenu T-komérkowego
CD3 (T-ALL). Antygeny CD2 ilub CD7 nie wystarczajg do okreslenia linii T-ko-
morkowej, z wyjatkiem typu ,korowego” T-ALL, gdzie ekspresja CD1a wystarczy do
rozpoznania tej biataczki [2, 27]. Antygeny nie-mieloidalne wystepuja na komérkach
blastycznych w sposéb homogenny [33], dlatego diagnostyka immunofenotypu ALL
jest tatwiejsza od AML. Klasyfikacj¢ immunologiczng ALL przedstawiono w tabeli V

2).
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Tabela V. Klasyfikacja immunologiczna ostrych biataczek limfoblastycznych (ALL)

B-ALL:
(CD19+ i/lub cyCD79a+ i/lub cy/sCD22+; HLA-DR+; TdT+ z wyj. B-IV — TdT-)

B-l (pro—B-ALL): jak wyzej

B-Il (common-ALL): CD10+

B-Ill (pre—B—ALL): CD10+ i cylgM+

B-IV (matureB—ALL): cy lub s kappa+ lub lambda+ i/lub_sigM+

T-ALL:
(cy lub s CD3, TdT+, HLA-DR~, CD34-)

- T-I (pro-T—-ALL): CD7+

— T-ll (pre—T—ALL): CD2+, i/lub CD5+ i/lub CD8+

— Tl (cortical-ALL): CD1a+ (jeden marker wystarczy!!!)
— T-IV (mature-T—-ALL): sCD3+, CD1a-

~~T-ALL o/ : anti-TCR o/f

~~ T-ALL y/3: anti-TCR y/6:

ALL z ekspresjq antygenoéw mieloidalnych (My + ALL) -

Pamietaé nalezy, ze TdT pozwalajacy odrézni¢ ostre biataczki limfoblastyczne od
przewleklych limfoproliferacji nie jest specyficznym markerem dla ALL i wystgpuje
on w 15%-20% przypadkéw ostrych biataczek szpikowych [27, 29]. Opisuje si¢ zwia-
zek ALL typu L1 i L2 wg FAB z dodatnia ekspresja TdT i brakiem powierzchniowych
immunoglobulin slg (-), natomiast blasty w ALL typu L3 wg FAB maja fenotyp TdT
(-) slg (+) [35]. Antygen CD10 moze by¢ obecny takze w niektérych przypadkach T-
ALL [2]. CD4 nie moze by¢ uznany za marker linii T, gdyz jest on obecny na monocy-
tach oraz w stosunkowo wysokim odsetku na blastach niekt6rych przypadkéw AML
[2, 19]. Opisano réwniez przypadki wystepowania antygenu CD22 typowego dla linii
B-komoérkowej, na powierzchni prawidtowych komérek mieloidalnych, jak i na ko-
morkach dendrytycznych [22]. Niska ekspresja CD22 moze by¢ takze typowa dla czg¢-
$ci przypadkéw AML [27].

Koekspresja antygenéw mieloidalnych na blastach ALL wystepuje w ok. 25% przy-
padkéw i najczesciej jest to CD13 (ok. 18%). Znacznie rzadziej, tj. ponizej 10% AML,
wystepuja przypadki z koekspresja CD33, CD14 i anty-MPO [5].

ABERRACJE IMMUNOLOGICZNE

Mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczenia kilku (obecnie nawet czterech) antygenéw
na powierzchni i w cytoplazmie komérki w potaczeniu z analizg parametréw rozpro-
szenia $wiatla laserowego (FSC, SSC) pozwolito na wyodre¢bnienie przypadkéw biata-
czek o nieprawidiowych fenotypach okreslanych jako ,aberracje immunologiczne”
[23, 31, 33]. Rodzaje aberracji immunologicznych przedstawiono w tabeli VI [23, 27,
33].
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Tabela VI. Rodzaje ,aberracji immunologicznych”

1 koekspresja — bez cech biataczki bifenotypowej
(My + ALL, Ly + AML)

2 hiperekspresija
(wysoki logarytm fluorescencji)

3 | fenotyp niepeiny
(np. AML CD33-, ALL CD2+CD3-CD5-CD7-)

4 | fenotyp asynchroniczny
(np. koekspresja CD34+/CD15+ lub CD19+ CD10+ CD22+ CD34+)

5 biataczki bi-fenotypowe
(jednoczesna ekspresja markerdw 2 linii na jednej komdrce)

6 biataczki bi-klonalne
(2 populacje komdrek o réznych markerach liniowych)

7 | biataczki mieszano-liniowe (mixed lineage)
(obecnos¢ markeréw 3 réznych linii komdrkowych na jednej populacji komoérek)

8 | nietypowe parametry FSC/SSC $wiatla lasera

Odsetek opisywanych w literaturze przypadkéw biataczek z wystepujacymi aber-
racjami fenotyp6w miesci si¢ w szerokim zakresie 1-50% [26, 31]. Znaczenie klinicz-
ne tych fenotypéw jest nadal sprawg kontrowersyjng [4, 19]. Grupa EGIL w celu dia-
gnostyki przypadkéw biataczek bi-fenotypowych ustalita specjalny system score, tj.
system przyznawania okre$lonej liczby punkt6w za ekspresj¢ na komérkach biataczek
antygenéw limfoidalnych i mieloidalnych w zaleznosci od stopnia ich specyficznosci
liniowej. Biataczk¢ mozna uzna¢ za bi—-fenotypowa, jesli liczba punktéw dla linii mie-
loidalnej wyniesie ponad 2 oraz dla linii limfoidalnej co najmniej 1 punkt. Ustalono
réwniez, ze stwierdzenie koekspresji dwdch antygenéw: limfo- i mieloidalnego na
komérce jest mozliwe wéwczas, gdy suma odsetkéw komorek z ekspresja pojedyncze-
g0 antygenu jest wyzsza od 120%. Wéwczas nie jest konieczne wykonywanie dodatko-
wego, podwijnego barwienia obu antygenéw [2]. System score dla biataczek bi-feno-
typowych przedstawiono w tabeli VII.

Tabela VII. Biataczki bi~fenotypowe — system score linia mieloidalna (> 2 punkty)
+ linia limfoidalna (1 punkt)

Antygeny
Punkty - ——
B-komérkowe T-komorkowe mieloidalne
CD79q, CD3 (cy/s). anti-MPO
2 cy IgM, anti-TCR /B, anti-lyzozyme ?
cy CD22 ant-TCRy/38
1 CD19, CD10, CD2, CDS5, CD13, CD33, CDw65
CD20 CD8, CD10
05 TdT, TdT, CD7, CD14,CD15, CD64,
! CD24 CD1la CD117
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WARTOSCI PROGNOSTYCZNE FENOTYPOW OSTRYCH BIALACZEK

Immunofenotyp biataczki jest jednym z parametréw ocenianych pod katem war-
tosci prognostycznych. Markery o udowodnionej wartoSci prognostycznej w AML to
CD34, CD13, CD14, CD11b [4, 15]. Antygeny CD34, CD2, CD9 i CD14 s3 zwigzane
z nizszym odsetkiem CR, w tym CD34 i CD9 takze z krétszym czasem trwania CR w
AML [4]. Antygeny CD11b i CD9 s zwigzane zaréwno z krétszym okresem CR, jak
i krétszym czasem przezycia w AML [4]. Wartos$¢ prognostyczna ekspresji antygendw
limfoidalnych w tym CD7 oraz CD13 i CD15 w AML, jak wspomniano wczes$niej, jest
nadal zagadnieniem kontrowersyjnym — w literaturze dane sprzeczne. Jeden z now-
szych antygenéw CD98 koreluje z krétszym okresem trwania CR, przy braku zwiazku
z innymi klinicznymi parametrami, co powoduje, Ze jest on niezaleznym markerem
prognostycznym, zwigzanym z kontrola wzrostu i przezycia komdrek [25].

DIAGNOSTYKA CHOROBY RESZTKOWEJ
(MINIMAL RESIDUAL DISEASE — MRD)

Waznym problemem klinicznym u chorych z biataczka jest diagnostyka choroby
resztkowej. Obecna strategia w wykrywaniu MRD metoda cytometrii jest oparta na
fakcie, ze markery na komérkach nowotworowych wystepuja w innych kombinacjach
niz na zdrowych komorkach szpiku i krwi obwodowej np. koekspresja CD34+/CD56+,
ktéra uwaza si¢ za bardzo wazng diagnostycznie [6, 11]. Nietypowe kombinacje anty-
gendw na blastach biataczkowych w szpiku lub krwi obwodowej s3 czasami charakte-
rystyczne dla komoérek innych zdrowych tkanek np. koekspresja TdT+/CD1+ wyste-
pujaca na komorkach grasicy jest typowa dla T-ALL. W niektérych przypadkach in-
tensywno$¢ fluorescencji pomaga w zréznicowaniu populacji blastéw. Doswiadczenia
eksperymentalne z wytworzeniem sztucznej mieszaniny komoérek zdrowych i blastycz-
nych dowiodly, ze jest mozliwa identyfikacja jednej komorki blastycznej w grupie 10.000
komdrek [7, 8, 11, 34].

Dotychczas diagnostyka MRD polegata na monitorowaniu odsetka antygendw
obecnych na komérkach najliczniejszej i najbardziej charakterystycznej dla danej bia-
taczki subpopulacji blastéw [23, 33]. Z uwagi na duza heterogenno$¢ AML, w wielu
przypadkach obecnych jest jednocze$nie kilka subpopulacji blastéw o réznym skta-
dzie antygenowym reprezentujacych rézne stadia rozwojowe klonu komérek biatacz-
kowych. Za nawr6t choroby moze by¢ odpowiedzialna nawet niewielka podgrupa
komérek, ktéra moze by¢ wybitnie oporna na chemioterapig, dlatego ocena MRD
powinna by¢ oparta na analizie wszystkich subpopulacji blastéw [23]. Podkresli¢ réw-
niez nalezy, ze duza trudno$¢ w diagnostyce MRD stanowi fakt jednoczesnego wyste-
powania ,resztkowych” komoérek biataczkowych oraz zwigkszonego odsetka (szcze-
gélnie po chemioterapii lub przeszczepie) prawidtowych komérek prekursorowych,
ktorych fenotypy czesto sa do siebie podobne lub nawet identyczne [36]. Kallakury i
wsp. [18] stwierdzaja cz¢ste falszywie dodatnie wyniki przy ocenie MRD u chorych z
ALL z prekursorowych komérek B. W zwiazku z powyzszymi faktami, cytometryczna
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identyfikacja subpopulacji komérek z fenotypem charakterystycznym dla postaci mio-
dych jest niewystarczajaca do monitorowania MRD [36]. Bardziej przydatna metoda
jest tutaj metoda PCR [18].

Obecna analiza cytometryczna ma charakter wielowymiarowy, tzn. oparta jest na
jednoczesnej ocenie wielu parametréw, w tym parametréw rozproszenia $wiatla lase-
ra, co umozliwia opracowanie ,wzorcéw antygenowych” dla nastgpujacych po sobie
poszczegblinych stadiéw rozwojowych komérek w prawidlowej hemopoezie oraz od-
powiadajacych tym ,,wzorcom” geometrycznych regionéw, w ktérych komoérki z da-
nym fenotypem sa obecne [36, 37). Wszelkie odchylenia od ustalonej w ten sposdb
normy np. wystgpowanie fenotypéw aberrantnych, $wiadcza o wystgpowaniu komé-
rek biataczkowych. Blasty biataczkowe charakteryzuja si¢ obnizong ekspresjg CDA4S i
podwyzszong wartoscig SSC (side scatter). Metoda jednoczesnej oceny CD45/SSC jest
czgsto stosowana do ich odrdznienia, ale powinna by¢ ona czgscia cytometrycznej
analizy wielowymiarowej [36].

Ciudad i wsp. [10] wykazali, ze obecno$¢ resztkowych blastéw biataczkowych wply-
wa na charakterystyke fenotypu populacji prawidlowych komérek prekursorowych tj.
wzrost w tej populacji odsetka komérek niedojrzatych o fenotypie CD34+/19+ i CD20-
/CD19+ oraz pojawienie si¢ nieprawidlowego ,,wzorca antygenowego” dojrzewania
tych komoérek. Ocena tych nieprawidiowosci jako metoda diagnostyki choroby reszt-
kowej (szczegblnie ocena odsetka komérek CD34+) moze stuzy¢ jako kryterium —
czynnik ryzyka wystapienia nawrotu choroby i krotszego czasu przezycia bez objawow
choroby. Lucio i wsp. [22] potwierdzili na podstawie badan, ze doktadnie okreslone
profile antygenowe subpopulacji komérek B odpowiadajace poszczeg6lnym stadiom
rozwojowym tych komdrek moga utworzy¢ rodzaj ,wzorca” stanowiacego warto$¢ re-
ferencyjng dla oceny choroby resztkowej. Procentowy udziat subpopulacji reprezen-
tujagcych dane stadium rozwojowe limfocyta B w szpiku moze by¢ rozny zaleznie od
wieku, przy czym w dziecinstwie przewaza udziat subpopulacji o fenotypie ,,niedojrza-
tym”, tj.:

* CD19dim/CD34+/TdT+/CD10+/CD22dim/CD45dim/CD38+/CD20- i
* CD19+/CD34-/TdT-/CD10+/CD22dim/CD45+/CD38+/CD20dim [22].

Bardzo wazna w ocenie MRD jest réwniez iloSciowa ocena tzw. gestosci poszcze-
g6Inych markeréw (z uzyciem calibration microbeads) [1].
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SUMMARY

Immunophenotyping of acute leukemias by flow cytometry is one of the basic diagnostic
method in this disease. Considering their heterogeneity,it has been necessary to introduce uni-
formed immunological classification, which has been created by researchers from “Working
Group on Flow Cytometry and Image Analysis” and “European Group for the Immunological
Characterization of Leukemia (EGIL)”. This classification is based on two-step method of
evaluation of acute leukemias. First step is to differentiate between myeloid and B or T-lym-
phoid origin of the cell using antigens of broad spectrum and non line-specific antigens, second
step is detailed classification of the myeloid or lymphoid cell using line-specific antigens con-
nected with defined stage of cell differentiation. There are some new antigens included in the
routine diagnostic evaluation of acute leukemias: MPO-recognized as most specific myeloid
antigen, CD117 as pan-myeloid antigen, cyCD79a as pan-lymphoid antigen, CD64 and anti-
lysozyme as monocytoid antigens. EGIL group established the rule for the antigens to be posi-
tive markers if they are expressed on the 20% or more blast cells. Immunological classification
of acute leukemias described in this work, enables precise definition and division into groups
(which correlate with FAB clasification) of acute lymphoblastic leukemias (ALL) only. Con-
cerning acute myeloblastic leukemias (AML), considering their heterogeneity, the above clas-
sification enables to define precisely the phenotypes of only three types of AML: AML-MO,
AML~M6 and AML-M7. Great difficulty is lack of unequivocal monocytoid marker (some
studies of the antibody called anti-lysozyme are conducted). Expression of lymphoid antigens
on AML blasts according to different authors is about 10%-30% or 40%-60%, the most frequ-
ent antigen is CD7. Concerning ALL, the surface or cytoplasmic expression of: at least two B—
cell antigens (B-ALL) or expression of CD3 (T-ALL) is necessary for the diagnosis. Coexpres-
sion of myeloid antigens in ALL is estimated as about 25% and the most frequent antigen is
CD13. Atypical phenotypes of acute leukemias are defined as “aberrant phenotypes” and inc-
lude: coexpression and hyperexpression of antigens, incomplete phenotype, asynchronic phe-
notype, bi-phenotypic, bi-clonal and mixed-cellularity leukemias. EGIL group established spe-
cial “score system” for evaluation of bi-clonal leukemias. The important target for flow cyto-
metry is diagnosis of minimal residual disease (MRD), which is based on the evaluation of all
subpopulations of neiplastic cells, that is cells with aberrant phenotypes.



