Beata Pigtkowska-Jakubas

ZNACZENIE DIAGNOSTYCZNE | KLINICZNE
OKRESLANIA IMMUNOFENOTYPOW KOMOREK

BLASTYCZNYCH DOROSLYCH Z OSTRYMI
BIALACZKAMI.

Praca doktorska

z Kliniki Hematologii Collegium M'edicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie

Kierownik Kliniki: dr hab. med. Aleksander B. Skotnicki

Promotor : dr hab. med. Aleksander B. Skotnicki

Bibl. Medyczna CM L)

L

1816095260

Krakow 1994



Wyrazam serdeczne podzigkowanic mojemu Promotorowi
dr hab.med. ALEKSANDROWI B.SKOTNICKIEMU
za przekonanie mnie do hematologii, stworzenic warunkow

dla powstania tej pracy oraz zyczliwg opieke i pomoc w
trakcie jej przygotowywania

Beata Pigtkowska-Jakubas



Spis tresci :

LA S (= o J U OO TS SUPUR str.1
(071 I ol =Ty S UUPUPU str.6
Materiat i metodyka.........cooo e str.7
VVWNIKIL et e e e e e e e e e e e e e et e et e bbb a e e e e e e e e e brns str.12
OMOWIENIE WYNIKOW. ....oeiiiiiiiiiiieiiit ettt e e e e str.39
DY SKUS . .ot str.43
WVDHOSKI. ..ttt str.47
SHESZCZENIC. ...t str.48
PiSMIENNICIWO. ...ooiiiii e str.49
Aneks



SPIS TABEL:

Tabela 1a Zestawienie stosowanych przeciwcial monoklonalnych ............... str. 9
Tabela 1 Ekspresja poszczegolnych markeréw powierzchniowych blastéw
w grupach chorych z AML I ALL ... str.14

Tabela 2 Zestawienie podtypow immunofenotypowych ostrych biataczek
mieloblastycznych ( AML) w grupie 75 chorych, ostrych biataczek
limfoblastycznych ( ALL) w grupie 39 chorych i 4 chorych z ostrg
biataczka niezroznicowanokomoérkowa (AUL) z ich klasyfikacjg
WO FAB s e str.16

Tabela 3 Zestawienie 15 przypadkéw weryfikacji w oparciu o badanie
immunofenotypowe rozpoznania opartego o klasyfikacje FAB...... str.17

Tabela 4 Ekspresja markerow powierzchniowych w poszczegodlnych
typach FAB w grupach chorych z AML

Tabela 5 Ekspresja markerow powierzchniowych w poszczegdinych
typach FAB w grupach chorych z ALL

Tabela 6 Ekspresja markerow powierzchniowych w podtypach immuno-
fenotypowych w grupie chorych z ALL=39

Tabela 7 Korelacja wystepowania lub braku poszczegoéinych markerow
-w typowych immunofenotypach blastow leczonych chorych
z AML z wstepnymi wartosciami morfologii / L,Hb, Pt/ i aktywnosci
dehydrogenazy mieczanowej w surowicy Krwi ................................ str.22

Tabela 8 Korelacja wystepowania lub braku poszczegdinych markerow
w typowych immunofenotypach blastow z odsetkiem uzyskanych
remisji catkowitych w grupie leczonych chorychz AML .................. str.23

Tabela 9 Korelacja wystepowania lub braku poszczegdinych markeréw CD
w typowych immunofenotypach blastow leczonych chorych
z ALL z wstepnymi wartosciami morfologii / L Hb,Pt/ i aktywnoscig
dehydrogenazy mleczanowej W SUrOWICY ..., str. 24

Tabela 10 Korelacja wystepowania lub braku poszczegolnych markerow CD
w typowych immunofenotypach blastow z odsetkiem uzyskanych
remisji catkowitych w grupie leczonych chorych z ALL

Tabela 11 Zestawienie 37 przypadkow chorych z ostrymi biataczkami o

nietypowych fenotypach blastow: klasyfikacja immunofenotypowa
iwg FAB

Tabela 12 Porownanie charakterystyki laboratoryjnej i klinicznej w grupach
chorych z AML o typowych i nietypowych immunofenotypach

Tabela 13 Porownanie parametrow klinicznych i laboratoryjnych w grupach

chorych z ALL o typowych i nietypowych immunofenotypach
DlastOW. str.36



SPIS RYCIN :

RYC.1  Ekspresja poszczegdlnych markeréw powierzchniowych

w immunofenotypach blastéw w grupach chorych z AML
i ALL

RYC.2, 2a, 2b Pordéwnanie prawdopodobienstwa czasu przezycia
w zaleznoséci od obecnosci lub braku poszczegélnych
markerow CD w typowych immunofenotypach leczonych
chorych z AML (p-wg logrank test)...........ccccceeeennn, str.26

RYC. 3,3a,3b,3c Poréwnanie prawdopodobienstwa czasu przezycia
w zalezno$ci od obecnosci lub braku poszczegoinych
markeréw CD w typowych immunofenotypach leczonych

chorych z ALL (p-wglogranktest).............ccecoevnvrvnnnnnnn. str.29
30
31
32
RYC. 4 Poréwnanie prawdopodobienstwa czasu przezycia

w grupach leczonych chorych z AML o typowych i
nietypowych immunofenotypach blastow
( krzywe wg Kaplana- Meiera, p-wg testu log rank)......... str. 37

RYC.5 Poréwnanie prawdopodobieristwa czasu przezycia
w grupach leczonych chorych z ALL o typowych i
nietypowych immunofenpotypach blastow
( krzywe wg Kaplana- Meiera, p-wg testu log rank)......... str. 38



WSTEP

Wspoiczesna diagnostyka laboratoryjna ostrych biataczek obejmuje

ocene morfologiczng komorek blastycznych szpiku lub krwi obwodowej ,
badanie cytochemiczne oraz okreslenie immunofenotypu tych komoérek przy
pomocy przeciwciat monoklonalnych . W oparciu o oceng morfologiczng komérek
blastycznych wprowadzono powszechnie do dzi$ stosowang kiasyfikacje ostrych
biataczek limfoblastycznych i mieloblastycznych FAB (French, British, American)
(Bennett i wsp. 1976,1982) zmodyfikowang i rozszerzang pozniej o charakterystyke
cytochemiczng komoérek blastycznych ( Bennett i wsp.1985, Catovsky i wsp. 1991).
Zastosowane w tej klasyfikacji kryteria (przy uwzglednieniu badan
cytochemicznych) pozwalajg na sklasyfikowanie okoto 82- 85% ostrych biataczek ,
w ktérych wystepuja wyrazne cechy morfologicznego i cytochemicznego
zrdznicowania limfoidalnego lub mieloidalnego ( Hotowiecki i wsp. 1973,
Radwanska i wsp. 1982, Hirt i wsp. 1982, Holowiecki J. 1991).Badania
cytochemiczne komorek blastycznych, ktérych zasady wprowadzit L8ffler w 1972r.
wigza sie z subiektywng oceng wynikéw, co wiecej w procesie transformaciji
blastycznej komérek pewne cechy enzymatyczne moga nie wystepowacé ( np.
reakcja PAS wykrywajaca glikogen moze by¢ ujemna w 30% biataczek
limfoblastycznych).

Doskonalenie kryteridow rozpoznawczych przez wprowadzenie metody
wykrywania fosfatazy kwasnej i koncowej transferazy dezoksynukleotydowe;j
( TdT) w limfocytach , receptorow dla erytrocytow barana (rozety E) i myszy,
receptorow Fc, powierzchniowych immunoglobulin umozliwito okreslenie
subpopulacji blastow linii limfoidalnej ( Catovsky i wsp. 1978, Gupta i wsp. 1976,
Hirt i wsp. 1982, Thiel i wsp. 1984 ). Metody te pozwalajg jednak na identyfikacje
podtypéw w 30-50% ostrych biataczek limfoblastycznych ( Hirt i wsp. 1982, Thiel i
wsp. 1984, Thiel i wsp. 1987).

Wykrycie przeciwciat monoklonalnych ( MoP) ( Koehler i Milstein ,1975)
rozszerzyto mozliwosci poznawania patomechanizmu biataczek i okazato sie
przydatne do diagnostyki ( Andrade i wsp. 1988, Moldenhauer i wsp. 1986,

Robak i wsp. 1985 ).Klasyfikacji MoP dokonat miedzynarodowy zespot specjalistow
w trakcie 5 konferencji roboczych ( International Workshop on Human Leukocyte
Differentiation Antigens) : Paryz 1982, Boston 1984, Oxford 1986, Wieden 1989,
Boston 1993 ( Bernard i wsp. 1984,Nadler i wsp. 1986,Knapp i wsp. 1989,
Schlossman i wsp.1994). Immunofenotypowa klasyfikacja ostrych biataczek wigze
sie z wystepowaniem na powierzchni komorek blastycznych ( i/ lub w cytoplazmie)



determinant lub receptoréw zwigzanych z poszczegélnymi fazami dojrzewania

i réznicowania sie danej linii . Wykazanie obecnosci i odpowiedniego zestawu
determinant na powierzchni komdrek pozwala na okre$lenie linii z jakiej pochodzi
badana komérka oraz jaki jest jej stopien dojrzatosci. Okreslanie immunofenotypu
blastéw i teza ,ze biataczki stanowig klonalny rozrost transformowanych komorek,
ktérych réznicowanie zostato zatrzymane na pewnym etapie rozwoju , pozwolity na
okreslenie hipotetycznego modelu réznicowania prawidtowych komérek krwio-
twoérczych. Jednakze zaburzona ekspresja gendw w czasie leukemogenezy,
"niesmiertelnos$¢" rzadko wystepujacych pierwotnych komérek hemopoetycznych z
jednoczesng obecnoscig markerow limfo- i mieloidalnych , asynchroniczne
wystepowanie markerdéw na komérkach blastycznych (zbyt wezesna utrata lub
przetrwanie jednego z markeréw) stanowig o tym,ze nie mozna stawia¢ znaku
réwnosci pomiedzy fenotypem blastéw biataczkowych i fenotypem odpowiadajgcych
im etapem zroznicowania i dojrzatoscig komérek prawidtowej hemopoezy
(Greaves 1982, Nadler i wsp. 1984, Reinherz i wsp. 1980 ,Freedman i wsp. 1987,
Foon i wsp. 1986, Terstappen i Loken 1990).

Uwaza sie, ze obecno$¢ markeréw na powierzchni lub w cytoplazmie
komérek jest wynikiem aktywacji lub ekspresji mechanizméw genetycznych
zwigzanych z regulacjg proliferacji i roznicowania komorek blastycznych.

Rozwdj i coraz wigksza powszechnos$é badan cytogenetycznych pozwalajgcych na
stwierdzenie swoistych lub wzglednie swoistych aberracji chromosomalnych w
komoérkach blastycznych oraz obserwacje ich korelacji z obecnoscig ( lub
brakiem) markeréw powierzchniowych staly sie podstawg stworzenia klasyfikacji
roboczej ostrych biataczek MIC ( Morphology, Immunology, Cytogenetics) ( First,
Second, Third, Fourth MIC Cooperative Study Group 1986,1988,1990). Jednakze
w toku badan duzych grup chorych z ostrymi biataczkami wyodrebniono tylko
nieliczne immunofenotypy blastow $cisle zwigzane z wystepowaniem w tych
komorkach swoistych aberracji chromosomalnych ( Kita i wsp. 1992, Tatsumi i
wsp. 1992, Hurwitz i wsp. 1992, Reading i wsp. 1993 ). Ponadto badania
cytogenetyczne sa nie tylko drogie ale i czasochtonne stad nie moga byé
traktowane jako czesc¢ rutynowej diagnostyki przed wdrozeniem leczenia
antyproliferacyjnego.

Badanie immunofenotypowe komérek blastycznych zostalo wprowadzone
wpierw do diagnostyki ostrych biataczek limfoblastycznych, poniewaz klasyfikacja
FAB nie pozwalata na wyodrebnienie z tej heterogennej grupy biataczek podtypdow
immunologicznych ( proB, common, preB, B, preT, T), natomiast badania kliniczne
udowodnity praktyczng warto$é takiego podziatu ze wzgledu na zréznicowany
przebieg choroby i prognozowanie w tych grupach. ( Foon i wsp.1982,



Chen i wsp. 1983, Foon i Todd 1986, Foon i wsp. 1986, Clark i wsp. 1986 , Pinkel
1987, Campana i wsp. 1987, Sobol i wsp.1987, Hoelzer i wsp. 1988, Urbano-
Ispizua i wsp.1990 , Potter 1992 ).

Zmodyfikowany podziat FAB dotyczacy ostrych biataczek mieloblastycznych
pozwala dos$wiadczonej osobie na okreslenie podtypu (M1-M6) w przypadku
blastow o wyraznych cechach morfologicznych i cytochemicznych, stad
przydatno$¢ badania immunofenotypowego w diagnostyce tej grupy biataczek byta
i jest ciggle przedmiotem kontrowersji .

W 1991r, grupa FAB zdefiniowata w oparciu o badanie immunofenotypowe
typ tzw. biataczki niezréznicowanej lub nieznacznie zréznicowanej mieloidalnie
(AML-MO). Ten podtyp biataczki mozna rozpoznac woéwczas kiedy badania
morfologiczne i cytochemiczne nie wykazujg cech zréznicowania komérek
blastycznych, natomiast wykrywa sie na ich powierzchni wczesne markery
mieloidalne i nie stwierdza sie markeréw limfoidalnych ( Bennett i wsp.
1991).Zdaniem innych autoréw konieczne jest takze wykazanie obecnosci w tych
komoérkach mieloperoksydazy (MPO) w mikroskopie elektronowym lub
immunocytochemicznie (Van' t Veeriwsp. 1992). W materiale analizowanym
przez grupe FAB podtyp AML-MO stanowit 2-3% chorych z ostrg biataczkg
mieloblastyczng . Badanie immunofenotypowe umozliwito takze rozpoznawanie
ostrej biataczki megakarioblastycznej ( wigczonej do klasyfikacji FAB jako podtyp
AML-M7 ) oraz biataczki wywodzacej sie¢ z wczesnych komorek erytoidalnych
(early erythroblastic leukemia)( Bain i wsp. 1990).

Wielu autoréw podkresla zwigzek pomiedzy wystepowaniem w
immunofenotypie blastow chorych z biataczkg mieloblastyczng markerow
wczesnych etapdw rozwoju szeregu mieloidainego ( CD34, HLA-DR) a
niekorzystnym rokowaniem w tej grupie chorych ( Borowitz i wsp. 1989, Campos i
wsp.1989, Geller i wsp. 1990, Solary i wsp. 1992, Lee i wsp. 1992, Te Boekhorst i
wsp. 1993 ). Oceniano takze znaczenie prognostyczne markeroéw powierzchniowych
zwigzanych z bardziej zroznicowanymi postaciami biataczek mieioidalnych (CD14,
C15). Istnieje szereg prac potwierdzajgcych ich korzystny wptyw na osigganie
catkowitych remisji hematologicznych i czas przezycia ( Campos
i wsp. 1989, Schwarzinger i wsp.1990, Holowiecki i wsp. 1986, 1989).

Osobne zagadnienie stanowi rozpoznawanie proliferacji z " nietypowym,"
mieszanym fenotypem blastow , ktore Gale i Ben Bassat a za nimi i inni autorzy
proponujg nazywac hybrydami ( Ben-Bassat i Gale 1984, Mirro i wsp. 1985, Mirro
jr1989 , Gale i Ben-Bassat 1987, Maitreyan i wsp. 1989).Fenotypy komorek
blastycznych tej grupy biataczek nie sg spotykane w prawidtowych komérkach
krwiotwérczych |, chociaz pojawity sig nieliczne doniesienia o wystepowaniu w



prawidtowych komoérkach mieloidalnych markeréw komérek limfoidalnych:
TdT(Bradstock i wsp.1986) ,CD7( Van Dongen i wsp 1985, Kurtzberg i
wsp. 1989), CD2, CD19 ( Uckun i wsp.1989 ) a takze CD7 na komoérkach linii B
(Grumayer i wsp. 1991)’co zmienito poglady o istnieniu specyficznosci niektérych
markerow.

Diagnostyka tych przypadkéw stanowigcych wedtug réznych autoréw od
1- 50% wszystkich ostrych biataczek oparta jest przede wszystkim o ocene
immunofenotypu komérek biataczkowych, niekiedy ich morfologie oraz ostatnio
analize dwu lub wieloparametrowg w cytofluorymetrze przeptywowym.
Wykorzystuje sie do tego celu MoP znakowane bezposrednio réznymi
fluorochromami)co umozliwia wykazanie jednoczesnej ekspresji markeréw
nalezgcych do dwoch réznych linii komoérkowych.

Patogeneze wystepowania mieszanych immunofenotypow prébuje sie
wyttumaczyé przy uzyciu 2 terminow tzw." zdrady "okreslionej linii komorkowej
( ang. lineage infidelity) oraz tzw." przemieszania" linii komérkowych (ang. lineage
promiscuity).Pierwszy z termindw sugeruje, ze jednoczesna obecno$é markeréw
dwaoch linii komoérkowych jest zwigzana z patologiczng ekspresjg lub derepresjg
genu ( badz gendw) w trakcie transformacji nowotworowej komoérki, co znajduje
potWierdzenie w badaniach cytogenetycznych (Smith iwsp. 1983, Mc. Culloch i
wsp.1987). Natomiast drugi z termindw oznacza , ze w prawidlowym szpiku pewne
markery uznawane za "specyficzne liniowo" wystepujg przejsciowo na komoérce
wieloczynnobciowej i we wczesnych etapach roznicowania innych linii , jezeli wiec
biataczka wywodzi sie z transformowanej w tym czasie( przed zdefiniowaniem linii)
komoérki moze miec fenotyp mieszany( Greaves i Chan 1986, Greaves i wsp.1986).

W obrebie tej grupy biataczek wyroznia sie: biataczki dwufenotypowe (w

anglojezycznym pismiennictwie: mixed, chimeric) , w ktérych stwierdza sie jedng
populacje komoérek wykazujgcych jednoczesng obecnos¢ markerow
charakterystycznych dla linii mielo i limfoidalnej , dwuliniowe ( dwuklonalne) - z
rownoczesng obecnoscig dwoch roznych fenotypowo populacji blastéw oraz
biataczki z komorek blastycznych przyporzadkowanych okreslone;j linii komorkowej
wykazujgcych jednak dodatkowo obecnosc jednego z markerow nalezacych do
innej linii komorkowe] ( w pismiennictwie anglojezycznym okresla sig je
odpowiednio: LY+AML - koekspresja markera limfoidalnego i MY+ALL-
koekspresja antygenu mieloidalnego).Niektérzy autorzy nie wyrdzniajg podgrupy
bialaczek z koekspresjg okreslajgc je rowniez mianem dwufenotypowych
(Perentesis iwsp.1983, Mirro i wsp. 1985, Drexler i wsp. 1986, Campos i wsp.1987,
Schmitt-Graff i wsp. 1988, Del Vecchio i wsp. 1989, Kaplan i wsp. 1989, Akashi i
wsp.1990, Gerhartz i Schmetzer 1990, Sulak i wsp. 1990, Drexler i wsp.1991,



Hanson i wsp. 1993). Kliniczne znaczenie dwufenotypowosci komorek
biataczkowych nie zostato jak dotad ostatecznie okre$lone ( Ferrara i wsp. 1990,
Pui i wsp. 1990, Ball i wsp. 1991, Drexler i wsp. 1993).

Duze rozbieznosci wynikéw dotyczacych wystepowania biataczek
mieszanych ttumaczy sie przede wszystkim brakiem jednolitej definicji i
standaryzacji metod diagnostycznych ( np. stosowanie MoP o réznej aktywnosci,
przyjmowanie réznych kryteriow oceny wynikéw dodatnich ), fatszywa ich
interpretacjg (np. domieszka populacji prawidtowych limfocytéw w przypadku oceny
w cytofluorymetrze przeptywowym interpretowana jako dwufenotypowosc).

Badanie immunofenotypowe pozwala takze na ujawnienie zmiany

( ang. switch) markerow komoérek biataczkowych u chorych w okresie nawrotu
po uprzednim uzyskaniu remisji np. z mieloidalnych na limfoidalne ( Stass i wsp.
1984,1986,Gagnon i wsp. 1989, Campana i wsp. 1990).

Podstawowymi metodami stuzgcymi do oceny immunofenotypu
komérek blastycznych sg : immunofluorescencja oparta o znakowanie komérek
w zawiesinie i ocene fluorescencji w fazowym mikroskopie fluorescencyjnym lub
przy pomocy cytofluorymetrii przeptywowej oraz immunocytochemia.

Ocenie metodg immunocytochemiczng poddany jest preparat uzyskany

z cytowirdwki , przeciwciato monoklonalne znakowane jest enzymem a reakcje
markeru powierzchniowego z przeciwciatem uwidacznia sie wykorzystujgc

barwng reakcje enzymu z substratem. Jako enzymoéw uzywa sie peroksydazy

lub kompleksu alkalicznej fosfatazy tzw. APAAP ( Mason i wsp.1975, Sandhans i
wsp.1984, Erber i wsp. 1986, Hanson iwsp.1987) . Nalezy podkresli¢ , ze zaletg
metod immunocytochemicznych jest mozliwos¢ réwnoczesnej oceny markerow
powierzchniowych i cytoplazmatycznych oraz cytomorfologii komorek
(Stella-Hotowiecka i wsp.1992). Wadami sg natomiast stosunkowo skomplikowa-
na procedura i diugi czas badania (gcznie z oceng mikroskopows).

Ocena immunfenotypu w cytofluorymetrze przeplywowym pozwala na
szybkg i obiektywng analize zawiesiny kilku tysiecy komorek, a dane uzyskane
podczas pomiaréw analizowane sg przez odpowiedni program komputerowy .
Istotne znaczenie dla uzyskania wiarygodnych i porownywalnych wynikow ma
kalibracja aparatu oraz wtasciwe wyroznienie analizowanej populacji komorek
blastycznych. Stosowane obecnie cytofluorymetry przeptywowe wyposazone sg w
elektroniczne urzadzenia tzw. bramki umozliwiajace oddzielenie badanych komérek
na histogramie lub na obrazie ztozonym ze skupien punktow ( komorek
rozdzielonych na podstawie ich wielkosci i ziarnistosci )



CEL PRACY

Celem pracy jest :

1. Okres$lenie przydatnosci badania immunofenotypéw blastow w diagnostyce
i leczeniu chorych z ostrymi biataczkami w oparciu o materiat wtasny
Kliniki Hematologii w Krakowie w latach 1990-1993.

2. Poréwnanie klasyfikacji cytomorfologicznej FAB i klasyfikacji immunofenotypowe;j
w diagnostyce ostrych biataczek limfoidalnych i mieloidalnych.

3. Charakterystyka laboratoryjna i kliniczna ostrych biataczek o nietypowych
immunofenotypach.



MATERIAL | METODYKA

Do analizy wigczono 120 kolejnych dorostych chorych z ostrymi
biataczkami hospitalizowanych w Klinice Hematologii Akademii Medycznej , pdzniej
Collegium Medicum UJ w Krakowie w latach 1990-1993. W grupie tej znalazto sie
68 mezczyzn w wieku 17-75 r.z. i 52 kobiety w wieku 15-76r.z.

We wszystkich przypadkach byty to biataczki pierwotne a rozpoznanie
ustalone zostalo po raz pierwszy.

Badanie cytomorfologiczne , cytochemiczne i immunofenotypowe
przeprowadzone zostato u wszystkich chorych w chwili przyjecia do Kliniki przed
wprowadzeniem leczenia antyproliferacyjnego .

Materiatem badanym byt szpik chorego,a w 3 przypadkach krew obwodowa
zawierajgca nie mniej niz 80% komérek blastycznych, pobrane rutynowo celem
ustalenia rozpoznania.

Szpik kostny pobierano z talerza kosci biodrowej typowg igtg punkcyjng w
objetosci 5ml i natychmiast po pobraniu wstrzykiwano do probéwki szklanej z
0,9% NaCl i heparyng i doktadnie mieszano wstrzgsajgc. Otrzymang zawiesine
szpiku nawarstwiano ostroznie na Lymphoprep ( Nyegaard and Co AS Oslo) i
wirowano przez 30 min przy 15000br/sek. Zawiesing komodrek znajdujgcych sie
w interfazie aspirowano pipetg i przemywano w PBS (buforowana sdl fizjologiczna)
o pH = 7.35. Otrzymang po odciggnieciu supernatantu zawiesine komoérek
rozdzielano w ilosci 50ul do szeregu oznaczonych probowek , zawieraja-
cych z wyjatkiem pierwszej kontrolnej kolejne przeciwciata monoklonalne dla
linii szpikowej i limfoidalnej ( zestaw ujety w tabeli 1a). Inkubacje zawiesiny komérek
z przeciwciatami monoklonalnymi prowadzono w temp. 4 st. C przez 30 min./
a nastepnie przemywano dwukrotnie w PBS i wirowano . Po odciggnieciu super-
natantu do kolejnych probéwek dodawano surowice kroliczg zawierajgcq przeciw-
ciata dla mysich immunoglobulin IgG znakowane fluoresceing ( Dakopatts , F 313)
w objetosci 20ul , ponownie inkubowano w temp. 4st. C przez 30min/a nastepnie
przemywano dwukrotnie w PBS i wirowano. Otrzymang po odciggnieciu
supernatantu zawiesine komorek rozciehczano w PBS ( 0,25ml) i analizowano w
cytofiuorymetrze przeptywowym FACScan firmy Becton Dickinson
(oprogramowanie komputerowe firmy Becton Dickinson) . Probke kontrolng
stanowita zawiesina komorek z przeciwciatami dla mysich immunoglobulin
znakowanych fluoresceina.



Analize cytofluorymetryczng rozpoczynano od wydzielenia elektroniczng
bramkg ( Paint -A- Gate software Becton Dickinson) populacji ( chmury) komorek
blastycznych widocznych na wykresie analizy dwuparametrycznej przedstawiajacej
rozktad komorek uwzgledniajacy ich wielkosé i ziarnistos¢ ( charakerystyka FSC-
forward scatter, SSC- side scatter). Mozliwo$¢ nieprecyzyjnego ustawienia bramki
eliminowat fakt wysokiego odsetka komérek blastycznych w analizowanym
materiale. Na kolejnych histogramach oceniano odsetek komérek wykazujgcych
ekspresje danych markeréw powierzchniowych. Kazdorazowo analizowano od
5000-10000 komodrek. Komorki, wybarwione metoda immunofluorescencji
posredniej, wykazywaly intensywno$¢ fluorescenciji wyzszg niz prébka kontrolna w
przypadku obecnosci danego markera . Za dodatni wynik przyjmowano wartos¢ 20
% komorek blastycznych wykazujgcych fluorescencje wyzszg niz kontrola.

Kryteria rozpoznawania nietypowych immunofenotypow

Fenotyp komorkek blastycznych okreslano jako wykazujgcy koekspresje
My + ALL lub Ly +AML w przypadku gdy na histogramie widoczna byta jedna
chmura blastéw , na ktorych wykazano nastepnie ekspresje markeréw
pozwalajgcych okresli¢ ich przynaleznos$¢ liniowg oraz dodatkowo ekspresje
jednego markera specyficznego dla innej linii komorkowej , przy czym sumaryczny
odsetek komorek wykazujacych te markery byt wyzszy niz 100%. W przypadku
nizszej ekspresji poszczegodlnych markeréw ( sumaryczny odsetek < 100% )
istnienie koekspresji potwierdzano przy pomocy przeciwciat znakowanych
bezposrednio dwoma réznymi fluorochromami (fikoerytryna i fluoresceina) , a
analize przeprowadzano przy pomocy programu komputerowego pozwalajgcego
na interpretacje barwng . Dwufenotypowo$¢ rozpoznawano w przypadku ekspres;ji
na tych samych komorkach markeréw charakterystycznych zaréwno dla szeregu
limfo- jak i mieloidalnego.
Dwuklonalnosc¢ rozpoznawano w przypadku istnienia dwdch dajacych

sie wydzieli¢ bramkami chmur komorek, analizowanych oddzielnie i wykazujacych
dwa rézne immunofenotypy .

Analize przy uzyciu cytofluorymetru przeptywowego wykonano w Zaktadzie
Immunologii Klinicznej Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii Collegium
Medicum UJ w Krakowie.

Kierownik Zaktadu : Prof. dr hab. med. Marek Zembala



Tabela 1a

Zestawienie stosowanych przeciwciat monoklonalnych

Klasa Kod Producent Opis

HLA-DR BMAO21 Behringwerke MHC Il klasa

CD 34 BMAOS50 Behringwerke komorka stem

CD9 LAAp24 Heintel prekursor linii limfoidalnej

CD 33 Anti-Leu-M9 Becton Dickinson | |mieloblast - metamielocyt

CDw65 BMAO0210 Behringwerke promielocyt-granulocyt, monocyt

CD14 BMA 0211 Behringwerke monocyty , makrofagi

CD 11c Anti-Leu-5 Becton Dickinson | |monocyty, makrofagri

CD 19 BMA 0130 Behringwerke pan -B

CD22 BMA 0131 Behringwerke dojrzate limfocyty B

CD10 BMA 0150 Behringwerke antygen common -ALL
Anti-sig Becton Dickinson powierzchniowe Ig
Anti-Kappa Becton Dickinson | [tancuchy lekkie kappa
Anti-Lambda Becton Dickinson | jtancuchy lekkie lambda

CD2 BMA 0111 Behringwerke pan-T

CD3 BMA 030 Behringwerke dojrzate limfocyty T

CD7 BMA 0112 Behringwerke pan-T

CDh4 BMAO41 Behringwerke limfocyty T pomocnicze

CcDs8 BMAO081 Behringwerke limfocyty T supresorowe
Glicophorin A Behringwerke szereg erytoblastyczny

CDw41 D.Gp lib llla Dako piytki, megakarioblasty
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Kryteria klasyfikacji immunofenotypowej biataczek w oparciu o
zastosowany zestaw przeciwcial monoklonalnych:

AUL- (acute undifferentiated leukemia) -ostra biataczka niezréznicowanokomérkowa
Ekspresja markeréw : HLA-DR i/ lub CD 34

ALL - (' acute lymphoblastic leukemia) -ostra biataczka limfoblastyczna

Szereg ontogenetyczny limfocyta B:

podtyp: ekspresja markeréw

null - ALL HLA-DR, CD9

pro B- ALL HLA-DR, CD9, CD19

common- ALL HLA-DR, CD19, CD 10,

pre B- ALL HLA-DR, CD19,CD22

B-ALL HLA-DR, CD19, CD22, powierzchniowe Ig G, IgA, IgM

kappa, lambda

Szereg ontogenetyczny limfocyta T:
pre T-ALL CD7, CD2,
T-ALL CD7,CD2, CD3, CD4 lub CDS8

AML-( acute myeloblastic leukemia) - ostra biataczka mieloblastyczna

typ mieloblastyczny HLA-DR, CD34, CD 33, CDw65

typ promielocytowy  HLA-DR, CD34, CD33, CDw65

typ mielomonoblastyczny HLA-DR, CD 34, CD33, CDw65 CD 11c, CD 14
typ erytroblastyczny obecnos¢ glikoforyny A ( Geph A)

typ megakarioblastyczny obecno$é CDw41

Typ promielocytowy (wg FAB-M3)i monocytowy ( wg FAB -M5) rozpoznawano w
oparciu o bardzo wysokie ekspresje odpowiednio CDw65 oraz CD14 lub CD11c.
Nie wyrézniano typu AML-MO z uwagi na brak mozliwosci oznaczania MPO w
komorkach blastycznych w mikroskopie elektronowym ani tez metodami
immunocytochemicznymi..
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Ocena cytomorfologiczna i cytochemiczna

Preparaty do oceny cytomorfologicznej w mikroskopie optycznym
barwiono metodg May- Grlinwalda - Giemsy.Na podstawie morfologii komérek
szpiku i mielogramu ustalano rozpoznanie zgodnie z kryteriami klasyfikacji ostrych
biataczek FAB ( 1985).

Badania cytochemiczne obejmowaty w kazdym przypadku :
- oznaczenie aktywnosci peroksydazowej / POX/ wg Grahama-Knolla
- barwienie polisacharydéw metodg PAS wg. Mc Manusa
- badanie aktywnosci esterazy nieswoistej alfa-naftylu wg Wachsteina -Wolfa
Wyniki podawano w % komérek blastycznych wykazujgcych dodatnig reakcje
cytochemiczna ( drobnoziarnista, gruboziarnistg i blokowg ).

Cykle chemioterapii stosowane w indukcji remisji (AML-63,
ALL-23 chorych):

W grupie 55chorych z AML zastosowano cykl 3+7 ,3+10 ( adriblastyna 45mg/m1
przez 3 dni, cytosar 100mg/m przez 7 lub 10 dni, W typach mielomonoblastycznym
i monoblastycznym dodatkowo vepesid 100mg/m" ), u 8 chorych HiICOAP ( 1dz.
vincrystyna 1 6mg/m przez 5 dni cyclophosphamid 350mg/nti cytosar 100mg/m>
co 12 h oraz encorton 60mg/m ). W Il indukcji stosowano cykl 3+7(10), HICOAP ,
lub Mitoxantron 12mg/m przez 3dni i cytosar ‘IOOmg/m"przez 5 lub 6 dni.

Chorzy z ALL( 37 pacjentow) otrzymywali w indukcji w dmach1 8,15, 22
vincrystyne 2mg/dobe i adriblastyne 45mg/m?, encorton 60mg/m" przez 28 dni ,
oraz L-asparaginaze 10tys.j w dniach 15,19,22,26,29. Chorzy z podtypem preT
otrzymywali : 1-3 dnia adriblastyne 45mg/m? 1-5 dnia cytosar 100mg/m®,
w dniach 1,8,15,22 vincrystyne 2mg/dobe, encorton 60mg/dobe przez 28 dni.
W Hl indukcjiu chorych z ALL powtarzano powyzsze leczenie.

Analiza statystyczna

Istotnosc¢ statystycznag dla poréwnania $rednich pomiedzy grupami

obliczano wedtug testu t-Studenta dla zmiennych niepowigzanych.

W tabelach stosowano dla $rednich arytmetycznych oznaczenie X , dla
odchylenia standardowego STD, dla liczby chorych N lub n. Istotnosc¢
prognostyczng obecnosci lub braku poszczegolinych markerow oceniano
wykorzystujac test nieparametryczny Chikwadrat. Obliczenia prawdopodobienstwa
przezycia dokonano w oparciu o metode tablic Kaplana - Meiera . Czas przezycia
oznaczat okres od momentu rozpoznania ostrej biataczki do zgonu pozostajgcego
w zwigzku z biataczka, a w przypadku chorych zyjgcych ( § chorych) przyjmowano
za cezure aktualny czas przezycia.Pordwnania krzywych przezywalnos$ci dokonano
w oparciu o test log rank z poprawka Yate'sa.
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WYNIKI

Okres$lono immunofenotypy komoérek blastycznych 120 kolejnych dorostych
chorych przyjmowanych do Kliniki Hematologii w Krakowie z rejonu Polski
potudniowo-wschodnie;.

Ostre biataczki pochodzace z ukiadu mieloidalnego stwierdzono u 75 (62,%)
chorych, z uktadu limfoidalnego u 39 (32.5%) chorych . Badanie cytochemiczne i
immunofenotypowe nie pozwolito na precyzyjne ustalenie typu ostrej biataczki w
4 (3,3%) przypadkach , ktore zakwalifikowano do grupy biataczek niezréznicowano-
komoérkowych ( AUL) .W dwdéch przypadkach stwierdzono biataczki z fenotypem
mieszanym , nie pozwalajace na zaliczenie ich do jednej z wyzej wymienionych
grup . Jednym z nich byta biataczka dwufenotypowa mielo- limfoblastyczna

(AML/ ALL-B) , drugim biataczka dwuklonalna ( AML+ AUL) , z jednoczesng
(synchroniczng) proliferacjg komoérek mieloblastycznych i niezréznicowanych.
Zostaly one wigczone do zestawienia biataczek o nietypowych fenotypach blastow

Srednie wieku chorych w poszczegéinych grupach byly zblizone i
wynosity odpowiednio : u chorych z AML - 42 |., w grupie ALL-39,21. iw grupie
AUL - 44,5 |. Stosunek iloSci kobiet i mgzczyzn w badanych grupach byt podobny.

I Charakterystyka immunofenotypowa blastéw w grupach
chorych z ostrymi biataczkami limfoidalnymi i mieloidalnymi.

Analizowano wystepowanie poszczegdlnych markerow powierzchniowych
w immunofenotypach blastéw w grupach chorych z ostrymi biataczkami
limfoidalnymi ALL( N= 39) i mieloidalnymi AML.( N=75). Obliczono srednie
arytmetyczne i odchylenia standardowe dla odsetka blastéw wykazujgcych
ekspresje poszczegodlnych markerdéw powierzchniowych . Wyniki przedstawiono
w tabeli 1 i na rycinie 1.

W grupie chorych z AUL ( N=4) blasty wykazywaly jedynie obecnos¢
markerow : HLA-DR -$rednio 58% ( STD 66 % ) oraz CD34 - srednio 27,5 %( STD
25%), ekspresje pozostatych markerow CD stwierdzono na mniej niz 1% blastow.
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Tabela 1

Ekspresja poszczegoinych markeréw powierzchniowych
blastéw w grupach chorych z AML i ALL

MARKER ALL STD AML STD
_ n=39 _ n=75
Xs X % _
HLADR 3.7 J}29.2 25.7 22.7
CD34 11.8 21.5 13.7 20.4
CD9 5.3 18.7 1.0 4.4
cD7 8.7 18.0 4.1 8.0
cD3 16.4 20,1 | 4.6 6.8
cD2 14.6 19.4 7.8 9.8
cD4 7.8 13.1 3.2 5.7
cDs8 10.5 21.9 2.2 3.6
CD19 42.8 31.8 6.4 10.4
cD10 21.5 42.0 1.5 3.2
cD22 10.8 22.0 2.0 5.8
SIg 8.8 2.7 1.3 2.8
lambda 5.8 11.6 0.5 1.6
kappa 0.4 1.1 0.5 1.5
CD33 3.7 8.3 52.0 30.5
CDw65 1.2 3.9 12.5 19.4
cD14 3.5 6.0 14.4 19.3
cDhllc 0.6 1.4 0.9 9.3
Gecph 0.03 0.2 2.2 9.4

Najwyzsze $rednie ekspresje markerow zaznaczono pogrubiong kreska.
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I Poréwnanie klasyfikacji immunofenotypowej ostrych biataczek
z ich podziatem wedtug FAB.

W tabeli 2 zestawiono grupy chorych z AML (75), ALL ( 39) oraz AUL (4)
klasyfikowane na podstawie immunofenotypéw komérek blastycznych z oceng
ich typu wedtug kryteriéw FAB . W tabeli 3 przedstawiono 15 przypadkéw,w
ktorych wstepne rozpoznanie ustalone w oparciu o klasyfikacje FAB zostato
zweryfikowane po przeprowadzeniu badania immunofenotypéw komorek
blastycznych. Analizowano ekspresje markeréw powierzchniowych w grupach
chorych z okreSlonymi wg FAB podtypami. Tabele 4 i 5 przedstawiajg wyniki :
$redni odsetek blastow wykazujacych ekspresje danych markerow
powierzchniowych w grupach chorych z AML M1-M6 oraz ALL L1-L3.
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Tabela 2

Zestawienie podtypow immunofentypowych ostrych biataczek
mieloblastycznych (AML) w grupie 75 chorych, ostrych biataczek
limfoblastycznych ( ALL)w grupie 39 chorych i biataczki
niezréznicowanokomorkowej (AUL) w grupie 4 chorych z

ich klasyfikacja wg FAB.

AML N = 75 ( %)
FAB
podtyp N | M1 M2 M3 | M4 M5 M6 L1
immunofenotypowy
mieloblastyczny 44 | 25(57) | 18(41) | O 1(2) 0] 0 0
promielocytowy 0 |0 0 0 0 0 0 0
mielomonoblastyczny | 25 | 3(12) 1(4) 0 20(80) | O 0 1(4)
monoblastyczny 1 0 0 0 0 1(100) | O (O
erytroblastyczny 5 10 0 0 0 0 5(100) | O
megakarioblastyczny [0 [0 0 0 0 0 0 0
ALL N = 39 (%)
podtyp
immunofenotypowy N L1 L2 L3
pro - Binull 3 |2(66,6) 1(34,6) 0
common 11 | 10(90,9) 1(9,1) 0
pre- B 3 10 3(100) 0
B 12 | 4(33,3) 6(50) 2 (16,7)
pre -T 2 | 2(100) 0 0
T 8 |8(100) 0 0
AUL N=4 ( %)
wg FAB
typ
N L1
M1

bialaczka niezréznicowano-
komérkowa (HLA-DR+, CD34+) |4 2 (50) 2 (50)




Tabela 3
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Zestawienie 15 przypadkow weryfikacji w oparciu o
badanie immunofenotypowe rozpoznania ustalonego

wg FAB:
podtyp
N | typ wg FAB cytochemia immunofenotypowy
3 M1 POX (+) mielomonoblastyczny
Esteraza (-)
3 M1 POX (+) mielomonoblastyczny
Esteraza (-) z koekspresjg CD2
1 M1 POX (-) biataczka dwuklonalna
PAS(-) AML + AUL
Esteraza (-)
1 M1 POX (+) biataczka dwufenotypowa
PAS (-) AML/ ALL B
1 M2 POX(+) mielomonoblastyczny
Esteraza (-)
POX (+) mieloblastyczny
1 | M4 Esteraza(-)
POX (-) A UL
2 |M1 PAS(-)
POX(-) AUL
2 L1 PAS(-)
POX(-) mielomonoblastyczna z
1 L1 PAS dyfuzyjna koekspresjg CD19
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Tabela 4

Ekspresja markeréw powierzchniowych w poszczegélnych

typach FAB w grupach chorych z AML

MARKER

HLADR

CD34

CD9 2.9 0.2 0.0 0.0 0.0
CD7 1.2 5.7 3.0 0.0 4.8
CD3 6.2 3.1 4.3 0.0 0.0
CD2 9.0 5.0 7.7 9.3 8.8
CD4 4.4 2.0 1.9 0.0 4.3
CD8 2.4 1.7 2.1 0.0 5.6
CD19 9.4 2.9 7.0 6.4 8.2
CD10 3.1 2.4 6.1 0.0 0.0
CD22 4.7 0.1 1.2 0.0 0.0
SIg 1.6 2.9 0.9 0.0 0.0
lambda 0.7 0.3 0.4 0.0 0.0
kappa 0.8 0.3 0.2 0.0 0.0
CD33 49.6 49.3 53.7 95.5 46.2
CDw65 9.4 16.5 14.7 15.6 40.8
CD14 6.9 13.0 30.0 93.4—_—_- 12.0
CD1l1lc 1.7 0.2 0.0 16.5

Gecph 3.2 0.1 0.3 0.0

Najwyzsze $rednie ekspresje markerow zaznaczono pogrubiong kreska.
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Tabela 5
Ekspresja markeréw powierzchniowych w poszczegolnych

typach FAB w grupach chorych z ALL

X % X % X%
MARKER ALL-1 ALL-2 ALL-3

n=26 n=11 n=2
HLADR H28.8 44.2 17.5
CD34 13.1 18.4 0.4
CD9 1.7 17.2 0.0
CcD7 10.2 3.8 0.0
CcD3 17.2 11.1 4.1
cD2 13.5 14.5 6.5
CcD4 8.0 6.6 1.5
cD8 12.3 3.3 1.8
CD19 36.0 44.4 79.1
CcD10 24.2 18.2  ||23.6
CcD22 7.7 25.4 {628 |
SIg 1.4 0.7 1232
lambda 2.8 11.1 40.1
kappa 0.5 0.3 0.6
CcD33 7.0 1.0 15.9
CDwW65 2.2 0.2 0.3
CD14 5.8 2.8 0.2
CDl1lc 0.5 0.7 0.2
Gcph 0.1 0.0 0.0

Najwyzsze $rednie ekspresje markerow zaznaczono pogrubiong kreska.



il Ekspresja markerdw powierzchniowych w grupach chorych z
ALL wedtug klasyfikacji immunofenotypowej ( tabela 6).

Tabela 6

Ekspresja markerow powierzchniowych w podtypach
immunofenotypowych w grupie chorych z ALL N=39

Najwyzsze Srednie ekspresje markeréw zaznaczono pogrubiong kreska.

MARKER| D05 | common |pres |5 prer |1
(+null)
_ n=3 _n=11 | _ n=3 _ n=12 _ n=2 _ n=8
X % X % X % X % X % X %
HLADR 53.4 31.4 58.3 44.6 2.1 16.9
| cD34 0.0 11.0 0.0 19.6 7 1.8 12.8
CD9 45.0 0.0 21.6 7.5 0.0 0.9
CcD7 1.0 1.9 0.0 4.9 67.6 15.1
CD3 16.2 9.5 0.0 15.4 4.8 31.6
CD2 12.7 4.4 6.6 18.4 35.3 26.3
| cp4 8.9 2.6 7.6 4.6 12.4 31.0
| cbs 3.5 2.9 1.1 8.0 8.8 41.1
| cp1e 23.0 61.1 42.0 59.9 !ﬂ 18.0 18.2
CD10 0.0 72.2 8.2 4.5 0.0 0.0
CD22 0.0 2.2 0.9 30.4 2.6 2.9
SIg 0.0 0.8 0.0 26.5 2.1 2.1
lambda 0.0 0.3 0.5 16.0 0.0 1.4
kappa 0.0 0.4 0.9 0.2 0.0 1.0
CD33 5.8 3.0 0.1 3.5 1.3 6.2
CDwW65 0.0 0.5 0.0 1.5 0.3 2.9
CD14 3.2 4.6 0.0 2.2 0.0 6.4
CDllc 0.0 0.7 0.0 1.1 0.0 0.1
Geph 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0
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IV Korelacja obecnosci lub braku danych markerow
powierzchniowych w immunofenotypach blastéow chorych z AML
i ALL z wstepnymi wartosciami morfologii krwi, aktywnos$ci
dehydrogenazy mleczanowej w surowicy, odsetkiem catkowitych
remisji hematologicznych oraz czasem przezycia.

Analizowano jedynie chorych z typowymi immunofenotypami blastow ,
ktoérzy otrzymali petne leczenie indukujgce remisje hematologiczng. Grupa chorych
z AML liczyta 42 chorych, grupa chorych z ALL- 23 chorych. Obecno$¢ markera
oznacza przyjeta w ocenie warto$¢ powyzej 20% blastow dodatnich . Dla kazdej z
grup oznaczonych HLA-DR lub CD / +/ (obecno$¢ markera) i /- / ( jego brak)
obliczono : $rednie wartosci leukocytozy ( L x 10* 9/1), hemoglobiny ( Hb mmol/l),
ptytek krwi ( Pt x1079/1) , aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej w surowicy krwi

(LDH U/) oznaczonych u chorych w chwili rozpoznania oraz liczbe i odsetek chorych )
ktorzy uzyskali catkowita remisjg hematologiczng (% CR). Podano takze liczbe

chorych bez remisji (NR). Wyniki w grupie chorych z AML przedstawiono w

tabelach 7,8 , w grupie chorych z ALL w tabelach 9,10. Prawdopodobienstwo

czasu przezycia w zaleznosci od wystepowania lub braku poszczegéinych

markeréw przedstawiajg krzywe Kaplana-Meiera : na kolejnych rycinach 2, 2a, 2b -

dla chorych z AML , na rycinach 3, 3a, 3b, 3c- dla chorych z ALL.
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Tabela 7

Korelacja wystepowania lub braku poszczegoélnych
markeréw . © w typowych immunofenotypach blastow
leczonych chorych z AML z wstepnymi wartoSciami
morfologii / L, Hb, Pt /i aktywnosci dehydrogenazy
mleczanowej w surowicy krwi

X

X X X

AML N L x10°9/L | Hb mmol/L | Pt x10°9/] | LDH U/L
HLADR + 18 54.6 6.86 47.56 647
HLADR- 24 42.7 7.43 29.79 475
CD34 + 9 36.8 7.28 25.67 596
CD34- 33 50.8 7.16 40.60 535
CD33+ 35 51.0 7.33 40.40 568
CD33- 7 38.8 6.47 22.20 451
CDw65 + 10 41.5 7.64 72.50 * 665
CDw65- 32 49.8 7.05 26.44 512"
CD14 + 9 23.9 ** 6.68 34.30 460
CD14- 33 54.3 7.32 38.30 572
CD11c+ 1 43.0 7.20 27.00 508
CD11c- 41 47.9 7.19 37.60 549

* - p<0.05

* _ p<0.01

***- p< 0.001




Tabela 8
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Korelacja wystepowania lub braku poszczegolnych
markeréw w typowych immunofenotypach blastow z
odsetkiem uzyskanych remisji catkowitych w grupie

leczonych chorych z AML.
AML N bez rm-NR | remisja-CR | % remisiji chi2
HLADR + 18 16 2 11.1 1.0
HLADR- 24 22 2 8.3
CD34 + 9 8 1 11.1 1.0
CD34- 33 30 3 9.1
CD33 + 35 31 4 11.4 0.81
CD33- 7 7 0 0.0
CDw65 + 10 10 0 0.0 0.58
CDw65- 32 28 4 12.5
CcD14 + 9 9 0 0.0 0.65.
CcD14- 33 29 4 12.1
CD11c+ 1 1 0 0.0 1.00
CD11c- 41 37 4q 9.8




Tabela 9

Korelacja wystepowania lub braku poszczegélnych

markeréw CD w typowych immunofenotypach blastow

leczonych chorych z ALL z wstepnymi wartosciami
morfologii / L, Hb, Pt / i aktywnoscia dehydrogenazy

mleczanowej w surowicy Krwi

X X X X
ALL N L x10"9/L | Hb mmol/t | Pt x10*9/L [LDH U/L
CD34 + 7 23.4 8.24 33.8 558
CD34- 16 48.8 7.87 28.4 402
CD9+ 3 2.47 ¥ | 6.67 57.3 316
CD9- 20 46.84 8.10 26.0 469
| cD2+ 9 57.9 7.90 15.8 322
CD2- 14 30.2 7.92 39.2 531
CD3+ 5 69.8 8.44 30.6 299
| cpa- 18 33.1 7.76 29.9 491
| cD7+ 3 64.5 8.96 59.0 655
| cp7- 20 37.5 7.75 26.2 418
CD19+ 15 39.0 7.79 23.4 400
CD19- 8 44.9 8.13 42.6 541
CD10+ 6 14.0 7.78 28.2 665
CD10- 17 50.6 7.95 30.8 372
CD22 + 7 45.2 8.04 20.8 398
cD22- 16 39.2 7.85 34.1 471

% %% ©<0.004




Tabela 10
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Korelacja wystepowania lub braku poszczegdlnych
markeréw CD w typowych immunofenotypach blastow
z odsetkiem uzyskanych remisji catkowitych

w grupie leczonych chorych z ALL

ALL N bez rm.-NR | remisja-CR | % remis;ji chi2
CD34 + 7 4 3 42.9 0.72
CD34- 16 12 4 25.0
CD9 + 3 2 1 33.3 1.00
CD9- 20 14 6 30.0
CD2+ 9 1 11.1 0.25
CD2- 14 6 42.9
CD3 + 5 1 20.0 0.98
CD3- 18 12 6 33.3
CD7 + 3 2 1 33.3 1.00
CD7- 20 14 6 30.0
CD19+ 15 12 3 20.0 0.31
CD19- 8 4 4 50.0
CD10+ 6 3 3 50.0 0.48
CD10- 17 13" 4 23.5
CD22 + 7 5 2 28.6 1.00
CD22- 16 11 5 31.3
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RYC.2

Poréwnanie prawdopodobienstawa czasu przezycia
w zaleznosci od obecnosci lub braku poszczegolnych
markeréw CD w typowych immunofenotypach
leczonych chorych z AML / p- wg log rank test/.
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RYC. 2a

Porownanie prawdopodobieristwa- czasu przezycia

w zaleznosci od obecnosci lub braku poszczegoinych
markeréw CD w typowych immunofenotypach
leczonych chorych z AML / p - wg log rank test/.
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RYC. 2b

Poréwnanie prawdopodobienistwa czasu przezycia

w zaleznos$ci od obecnosci lub braku poszczegdinych
markeréw CD w typowych immunofenotypach
leczonych chorych z AML / p- wg log rank test/
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Poréwnanie prawdopodobienstwa czasu przezycia

w zaleznosci od obecnosci lub braku poszczegdéinych
markerow CD w typowych immunofenotypach
leczonych chorych z ALL / p- wg testu log rank/
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RYC. 3a

Poréwnanie prawdopodobienstwa czasu przezycia
w zaleznosci od obecnosci lub braku poszczegdinych
markeréw CD w typowych immunofenotypach
leczonych chorych z ALL / p- podano wg log rank test/
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M

Poréwnanie prawdopodobieristwa czasu przezycia

w zaleznosci od obecnosci lub braku poszczegoéinych
markerow CD w typowych immunofenotypach

leczonych chorych z ALL / p- podano wg log rank test/
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RYC.3c

Poréwnanie prawdopodobieistwa czasu przezycia

w zaleznosci od obecnosci lub braku poszczegdinych

markeréw CD w typowych immunofenotypach

leczonych chorych z ALL / p-podano wg testu log rank/.
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V  Poréwnanie parametrow laboratoryjnych i charakterystyki
klinicznej w grupach chorych z ostrymi biataczkami o
nietypowych i typowych immunofenotypach komérek
blastycznych.

W tabeli 11 przedstawiono 37 przypadkéw chorych z nietypowymi
immunofenotypami blastow : ich podtypy wedtug oceny immmunofenotypowej
oraz wedtug klasyfikacji FAB. W tabelach 12 i 13 poréwnano parametry
laboratoryjne i kliniczne dotyczace leczonych chorych z typowymi immuno-
fenotypami ( 42 z AMLi 23 z ALL) ileczonych chorych wykazujacych nietypowe
immunofenotypy (21 z AML i 14 z ALL) z wylaczeniem 2 przypadkow (biataczki
dwufenotypowej i dwuklonalnej). Poréwnanie dotyczy ustalonych w momencie
rozpoznania $rednich wartosci : erytrocytow , leukocytow i ptytek krwi, odsetka
komérek blastycznych w krwi obwodowej (leukogramie) i szpiku, aktywnosci LDH i
poziomu albumin w surowicy , rozlegtosci skazy krwotocznej (podanej wediug skali
WHO), liczby cykli chemioterapii koniecznych do uzyskania catkowitej lub
czesciowej remisji hematologicznej, oraz $rednich i median czasow przezycia.

U chorych z ALL oceniono takze odsetek chorych z zajeciem $rédpiersia i
centralnego systemu nerwowego ( CSN).

Wszyscy chorzy z nietypowymi immunofenotypami blastéw zmarli, w grupie
chorych z typowymi immunofenotypami zyje 4 chorych z AML i 1 z ALL- przyjeto dla
nich aktualny czas przezycia . Na rycinie 4 przedstawiono krzywe prawdopodo-
bienstwa czasow przezycia w grupach chorych z AML o typowych i nietypowych
immunofenotypach,na rycinie 5 w odpowiednich grupach chorych z ALL wraz z
wartoscig testu log rank ( wartosc p)



Tabela 11

Zestawienie 37 przypadkow chorych z ostrymi biataczkami o

3

nietypowych fenotypach blastow : klasyfikacja
immunofenotypowa i wg FAB :

immunofenotyp | N  Ekspresja podtyp N FAB N
dodatkowego immunofenotypowy
markera CD x %
ALL HLA-DR/-/ | 8 brak common-ALL 6 L1 6
B-ALL 2 L2 2
ALL-T +CD19 4 22 % pre T-ALL 1
T- ALL 3 L1 4
ALL+CD33 2 30,9% T- ALL 1
common -ALL 1 L1 2
AML+ CD19 10 28,9% mieloblastyczny 6 M1 6
mielomonoblastyczny 4 M4 3
L1 1
AML+CD2 8 29,3% mieloblastyczny 2 M1 2
mielomonoblastyczny 5 M4 2
M1 3
erytoblastyczny 1 M6 1
AML+ CD7 3 55,3% mieloblastyczny 2 M1 2
mielomonoblastyczny 1 M4 1
AML+ AUL 1 biataczka dwuklonaina | 1 M1 1
HLA-DR,CD34 + mieloblastyczna +
HLADR,CD34,CD33 niezréznicowanokomérkowa
AML/ALLB 1 biataczka dwufenotypowa | 1 M1 1
CD34,CD33/ mieloblastyczna/ limfo-
CD19,CD22 blastyczna B-komdrkowa




35

Tabela 12

Poréwnanie charakterystyki laboratoryjne;j i klinicznej

w grupach chorych z AML o typowych i nietypowych

immunofenoty.~pach blastow

Charakterystyka AML AML+CD2 AML+CD7 AML
laboratoryjna typowe +CD19
i kliniczna. _ n=42 _ n=8 _ n=3 _ n=10
X X X X
Erytrocyty x-10712/1 3.2 3.2 2.5 3.0
Leukocytoza x-10°9/1 60.9 63.2 21.7 65.6
Plytkitmt x:10%9/1 35.5 74.4 57.3 36.3
% blastdw w leukogramie 55.5 57.5 83.3% 62.0
% blastdw w szpiku 86.5 88.8 93.3 89.0
LDH IU/1 w surowicy 552.6 494.7 376.7 521.7
Albuminy g/l w surowicy 32.8 37.4% 33.7 35.8
Skaza wq. klas. WHO 1.5 1.0 1.7 1.6
Lictbacykli 1.2 1.4 1.0 1.8%
indukujacych
CR % 9.5 0.0 0.0 20.0
(liczba chorych) (4) (0) (0) (2)
CR + PR % 28.6 25.0 0.0 70.0%x%
(liczba chorych) (12) (2) (0) (7)
Czas przeiycia 1.50 2.00 1.00 10.0
w miesiacach mediana
§rednia X 2.38 2.25 1.67 8.2%**

w miesiacach




Tabela 13
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Poréwnanie parametréw klinicznych i laboratoryjnych w

grupach chorych z ALL o typowych i nietypowych

immunofenotypach blastow

Charakterystyka ALL- ALL ALL ALL-T, pre-T | ALL-T,
laboratoryjna i kliniczna | B komérkowe | HLADR/-/ | CD33/+/ | typowe preT
typowe CD 19/+/
X n=18 |X n=8 [X n=2 |[X n=5
X n=
Erytrocyty x10* 12/1 3.2 3.5 27 3.35 3.4
Leukocytoza x1019/| 47.7 242 11.5 39.3 9.6 *
Plytki krwi x10%9/1 344 53.7 14.5 36.2 12.5*
% blastéow w 60.8 63.9 60.0 55.0 63.5
leukogramie
% blastow w szpiku 90.4 89.4 95.0 90.0 82.5
LDH IU/L w surowicy 4259 418.5 815.0 395.0 20425 *
Albuminy g/L w surowicy | 37.5 36.1 32.0 36.0 358
Skaza krwotoczna 1.3 0.9 1.0 1.3 1.3
wg.WHO
zajecie Srédpiersia 0 0 0 40 25
(%chorych)
zajecie CSN 0 0 0 20 25
(%chorych)
Liczba cykli 1.4 1.25 1.5 1.3 1.5
indukujacych
CR % 28 50.0 0.0 40 0.0
( liczba chorych) (5) (4) (0) (2) (0)
CR+PR % 50 62.5 0.0 40 0.0
(liczba chorych) (9) (5) (0) (2) (0)
Czas przezycia w 2.5 8.0 2.0 2.8 4
miesia-
cach- mediana
7.18 10.88 2.5 7.8 5.00
$rednia X w miesigcach
* - p<0.05
** . p<0.01

~+_ p< 0.001
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OMOWIENIE WYNIKOW

Ad I
W immunofenotypach blastéw badanych 75 chorych z AML najwyzsza

srednig ekspresjg wykazywaly markery powierzchniowe : HLA-DR ( 25,7% STD
22.7%), CD33 (52% STD 30,5%), natomiast w grupie 39 chorych z ALL: HLA-DR
(34,7% STD 29,2%) , CD19 (42,8% STD 31,8%), CD10 (21,5% STD 42%) . Srednia
ekspresja markerow limfoidalnych w grupie chorych z AML byta niska i wynosita
od 7,8% -0,5% , najwyzsza z nich dotyczyla CD7 (4,1% STD 8%), CD2 (7,8% STD
9,8% ), CD19 (6,4% STD 10,4%), co wigze sie z wystepowaniem tych markeréw w
przypadkach immunofenotypow z koekspresja Ly+ AML. Srednia ekspresja
markeréw mieloidalnych w grupie 39 chorych z ALL wynosita od 3,7% -0.03%,
najwyzsza wykazywat CD 33 ( 3,7% STD 8,3%), co wigze sie z jego wystepowaniem
w przypadkach koekspresji My+ ALL.

W immunofenotypach blastéow 4 chorych z AUL wystepowata jedynie
ekspresja markeréw HLA-DR ($rednio 58%) i CD34 ($rednio 27,5%).

Ad II

W grupie chorych z AML w ocenie immunofenotypéw podtyp mieloblastyczny
stwierdzony w 44 przypadkach - wg klasyfikacji FAB zostat okreslony jako
M1 ( 57%) , M2 ( 41%) oraz M4( 2%). Podtyp mielomonoblastyczny stwierdzony
w 25 przypadkach -wg klasyfikacji FAB okreslono w wigekszosci jako M4 ( 80%) i
M1 ( 12%). Podtyp erytroblastyczny stwierdzono w 5 przypadkach - wszystkie
odpowiadaly wg FAB - M6, podtyp monoblastyczny- 1przypadek odpowiadat typowi
M5. W badanej grupie chorych nie stwierdzono przypadku biataczki promielocytowe;j
ani tez megakarioblastycznej.

W grupie chorych z ALL podtyp common- ALL( 11chorych) okreslony zostat
wg FAB w wiekszoséci jako L 1 (90,1%), podtyp B-ALL ( 12chorych) jako L2 i L1
(50%, 33,3%) , atylko w 16,7% jako L3, podtyp null i proB ( 3 chorych) jako L1 i
L2, podtyp preB -ALL ( 3chorych) jako L2 (100%), podtypy pre-T i T- ALL (10
chorych) okreslono jako L1 (100%). W grupie chorych z AUL 2 chorych okreslono
jako M1, 2 jako L1 wg FAB.

Znamienng ekspresje markerow w poszczegodlinych typach AML
klasyfikowanych wg FAB stwierdzono w przypadku : HLA-DR w typach M1, M2,
M4, M5, M6 ,CD 33 w: M1, M2, M4, M5, CD14 w: M4, M5, oraz glikoforyny w
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typie M 6. W przypadku chorych z ALL znamienng ekspresje markeréw
stwierdzono w przypadku : HLA-DR w typach L1, L2, CD19iCD10w L1, L2, L3,
CD22 w L2, L3 orazslgilambda w L3.

Sposroéd grupy 120 chorych w 15 przypadkach okreslenie immunofenotypu
komoérek blastycznych doprowadzito do weryfikacji wstepnego rozpoznania
ustalonego w oparciu o kryteria FAB. W 6 przypadkach byly to biataczki o
nietypowych fenotypach : 3 mielomonoblastyczne z koekspresjg CD2 , ktére nie
wykazywaly reakcji na niespecyficzng esteraze , 1 mielomonoblastyczna z
koekspresjg CD19 wykazujaca jedynie dyfuzyjng reakcje PAS ( okreslona jako L1),
oraz biataczki dwufenotypowa i dwuklonalna , w oparciu o morfologie komérek
zakwalifikowane jako typ M 1 wg FAB. Biataczki niezroznicowanokomérkowe ( AUL)
gtéwnie w oparciu o morfologie komédrek zostaty okreslone wg FAB w 2
przypadkach jako typ M 1, w 2 jako L1. Biataczki mielomonoblastyczne ( 4
przypadki) z uwagi na brak reakcji na niespecyficzng esteraze okreslono wg FAB
jako M 1, M 2. W 1 przypadku biataczka okre$lona wg FAB (ze wzgledu na
morfologie komorek jako M 4) zostata okreslona jako mieloblastyczna.

Ad III

Analiza immunofenotypow badanych chorych z ALL potwierdzita wysokg
ekspresje markerdw powierzchniowych okreslajacych przynalezno$c liniowg i
stopiert zréznicowania komorek blastycznych w odpowiednich podtypach.
Znamienng ekspresje wykazywaly markery powierzchniowe HLA-DR i CD 19 we
wszystkich podtypach ALL z linii B komérkowej ,CD 9 w pro B, nulli pre B-ALL,
CD10 w common ALL, CD22islg w B-ALL, CD7 w preT-ALL, CD2 w preT i T-
ALL, CD3, CD4, CD8 w T-ALL.

aAd 1V
W grupach leczonych chorych z AML i ALL oraz typowymi

immunofenotypami blastéw nie stwierdzono istotnych zaleznosci pomigedzy
badanymi parametrami:warto$ciami morfologii krwi i aktywnoscig LDH w surowicy w
momencie rozpoznania, a obecnoscig lub brakiem poszczegolinych markeréw
powierzchniowych.

Jedynie w grupie chorych z AML zauwazono nizszg $rednig liczbe leukocytow
w przypadku obecnosci CD14 ( 23,9x 10%9 vs 54,3x10%9/1 p<0.01 ), wyzszq
$rednia liczbe plytek w przypadku obecnosci CDOWE5 ( 72,5x10"9/1 vs 26,44x1079/|
p< 0.05), natomiast w grupie chorych z ALL w przypadku obecnoéci markera CD 9
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nizsza $rednig liczbe leukocytow (2,47x 1079/l vs 46,8x109/I <0,001).

W badanych grupach chorych z AML i ALL obecno$¢ lub brak
poszczegdlnych markeréw powierzchniowych w immunofenotypach blastéw nie
wykazywaty zwigzku ( brak znamiennosci w tescie Chi kwadrat) z odsetkiem
uzyskiwanych remisji . W ocenie prawdopodobieristwa czasu przezycia w grupie
chorych z ALL zauwazono zwigzek braku markera CD2 z korzystniejszym
rokowaniem (test log rank p=0.0049 ).

ad v

Sposréd grupy 120 chorych wyodrebniono grupe 37 chorych ( 31%) ,ktérych
komorki blastyczne wykazywaty nietypowe immunofenotypy.W 8 przypadkach byt to
brak (lub utrata) markera , w 27 koekspresje markeréw spoza dajgcych sie okreslié
linii komoérkowych, w 1 przypadku proliferacja dwufenotypowa, w 1 dwuklonalna. W
grupie chorych z AML wystepowaly : koekspresja markera linii B -komérkowe;j
CD19 w 13,3% oraz markerdw linii T-komorkowej CD2w 10,2% i CD 7 w 4% .
Koekspresje tych markeréw zwigzane byly z wyjatkiem 1 przypadku z
immunofenotypem mieloblastycznym i mielomonoblastycznym. Najwyzszg $rednig
ekspresje wykazywat marker CD7 (55.3%)

Natomiast w grupie chorych z ALL wystepowaly : koekspresja markera
CD19 w 40% biataczek linii B, brak HLA-DR w 27,5 % biataczek linii B, oraz
koekspresja markera linii mieloidalnej CD 33 w 5,1% ALL .Nietypowe
immunofenotypy zwigzane byly (z wyjatkiem 2 przypadkéw) z common i T-
komodrkowymi ALL. W grupie chorych z ALL marker CD33 wykazywat wyzszg
$rednig ekspresje ( 30,9%) niz CD19 w T-komédrkowej ALL( 22%).

Oceniane parametry laboratoryjne i kliniczne w grupach chorych z
nietypowymi fenotypami ( z wytgczeniem biataczki dwufenotypowej i dwuklonainej)
nie réznig sie znamiennie w poréwnaniu z grupami chorych o typowych
immunofenotypach. Jedynie w przypadku koekspresji CD19 w preT i T-ALL chorzy
wykazywali wyzsza aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej w surowicy ($rednio
2042.5U/L vs 395U/L), nizsze wartosci leukocytow ( $rednio 9,6x10 A9/ vs 39.3
x1079// ) i ptytek krwi ( Srednio 12,5 x1079/I vs 36.2x1079/) w pordéwnaniu z grupg
chorych z preT i T-ALL bez koekspresji ,w przypadku koekspresji CD7 w AML
chorzy wykazywali wyzszy odsetek blastow w leukogramie ( 83.3% vs 55.5%).

W grupie chorych z nietypowymi fenotypami w AML najwigcej remis;ji
catkowitych i czesciowych(CR+ PR) ( 70% vs 28.6%) oraz najdtuzszy $redni czas
przezycia (8.2 mies. vs 2.38 mies.) zaobserwowano w przypadku koekspres;ji
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CD19, przy czym prawie kazdy chory otrzymat 2 cykle indukujgce remisje (Srednio
1,8). Przebieg krzywej prawdopodobienstwa czasu przezycia w tej grupie
pacjentow jest korzystniejszy niz w grupie chorych z typowymi immunofenotypami
(testlog rank p=0.0017). W grupie chorych z koekspresjg CD2 jedynie 25%
chorych uzyskato PR, zaden z chorych z koekspresjg CD7 nie uzyskat CR Ilub PR.
Sredni czas przezycia w grupie chorych z koekspresjami CD2 i CD7 byt zblizony w
stosunku do czasu przezycia w grupie chorych z typowymi immunofenotypami.
Analiza przebiegu krzywych prawdopodobienstwa przezycia w grupach chorych z
koekspresjami CD2 i CD7 oraz w grupie chorych z typowymi immunofenotypami nie
wykazata istotnych réznic w tescie log rank, natomiast poréwnanie przebiegu
krzywych w poszczegolnych przedziatach czasowych wskazuje na gorsze
rokowanie w grupach z koekspresjami CD2 i CD7.

W grupie chorych z ALL o nietypowych fenotypach najwiekszy odsetek CR
i PR (62.5 % ) oraz najdtuzszy Sredni czas przezycia ( 10,9 mies) dotyczyt
przypadkéw braku markera HLA-DR . W grupach chorych z koekspresjg CD19 w
preT i T-ALL , oraz koekspresjg CD33 zaden z chorych nie uzyskat CR lub PR a
czas przezycia wynosit odpowiednio 5i 2.5 mies (w grupach z typowymi
fenotypami 7.18 i 7.8 mies). Analiza krzywych prawdopodobienstwa czasu
przezycia chorych w poréwnywanych grupach immunofenotypow nietypowych i
typowych nie wykazata istotnych réznic w tescie log rank , jednak poréwnanie
przebiegu krzywych w poszczegéinych przedziatach czasowych wskazuje , ze
najkorzystniejsze rokowanie w grupie chorych z nietypowymi fenotypami wykazywali
chorzy z brakiem markera HLA-DR .
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DYSKUSJA

Badanie immunofenotypowe komorek blastycznych z zastosowaniem
przeciwciat monoklonalnych i oceng przy pomocy cytofluorymetrii przeptywowej
stato sig¢ rutynowym badaniem w diagnostyce ostrych biataczek w Kilinice
Hematologii w Krakowie poczawszy od roku 1990. W grupie 120 kolejnych , a wiec
nie preselekcjonowanych chorych oceniony immunofenotyp komérek blastycznych
pozwolit na ustalenie typu ostrej biataczki w 96,7%. W 4 przypadkach badanie
immunofenotypowe z zastosowaniem uzytego zestawu przeciwciat monoklonalnych
nie pozwolito na okreslenie przynaleznosci liniowej komérek blastycznych,
okreslono je jako niezréznicowanokomoérkowe AUL. Wydaije sie ,ze w tych
przypadkach pomocne bytoby immunocytochemiczne oznaczanie mieloperoksydazy
i Tdt w komoérkach blastycznych (Storr i wsp.1990, Del Vecchio i wsp. 1991).

Badanie immunofenotypowe nie moze zastgpi¢ w diagnostyce ostrych
biataczek oceny jako$ciowe;j i ilosciowej szpiku, ktéra daje podstawe do
rozpoznania proliferacji, zaden bowiem ze stosowanych markeréw
powierzchniowych nie jest specyficzny dla komorek biataczkowych. Komérki
posiadajgce ekspresje kazdego ze stosowanych markeréw powierzchniowych
obecne sg w prawidlowym szpiku kostnym ( Janossy iwsp. 1980, Campana i wsp.
1991).

W ocenianej grupie chorych badanie immunofenotypowe byto podstawg
do wdrozenia chemioterapii odpowiedniej w stosunku do typu histologicznego
proliferacji. W 15 przypadkach stanowigcych 12,5% ocenianych chorych , badanie
immunofenotypu doprowadzito do zmiany wstepnego rozpoznania (ustalonego w
oparciu o kryteria klasyfikacji FAB), zwigzanej ze zmiang stosowanego w
chemioterapii indukujgcej zestawu cytostatykow. Ocena komoérek blastycznych tych
chorych wobec niejasnych lub negatywnych wynikéw badan cytochemicznych
opierata sie przede wszystkim na subiektywnej ocenie obrazu morfologicznego.
Wartym podkreslenia jest fakt , ze w 6 przypadkach byli to chorzy wykazujacy
nietypowy immunofenotyp blastow ( biataczki mielomonoblastyczne z koekspresjg
CD2 i CD19, oraz o fenotypie mieszanym dwuliniowa i dwuklonalna ). Przypadki
takiej weryfikacji opisujg niektorzy autorzy ( Neame iwsp. 1986).

Badanie immunofenotypowe w porownaniu do mozliwosci badan
cytomorfologicznych i cytochemicznych stosowanych w naszej Klinice pozwolito na
wyrdznienie bardziej heterogennej populaciji zwlaszcza u chorych z ostrg biataczkg
limfoblastyczng co ma znaczenie dla sposobu terapii i prognozowania ( Hoelzer i
wsp. 1988, Gaynor i wsp. 1988, Hussein i wsp. 1988, Linker i wsp. 1991) .

Wsrdd chorych z biataczkami limfoblastycznymi wyrdzniono nastepujgce podtypy:
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B-ALL ( 30,7%), common- ALL( 28,2%), preTi T -ALL (25,6%), pro-B i null ALL
(7,7%), preB ALL (7,7%). Zwraca uwage stosunkowo wysoki odsetek B-ALL w
ocenianej populacji chorych ( potwierdzanych obecno$cig powierzchniowego
markera CD22 oraz powierzchniowych immunoglobulin ) .Moze to budzi¢
podejrzenie fatszywie dodatniego rozpoznawania tego typu ALL i zwraca uwage
na potrzebe rozszerzenia zestawu przeciwciat monoklonalnych o markery
specyficzne dla limfocytéw B: CD21, CD24 CD 79 ( Mason iwsp. 1991).

Ekspresja markeréw okreslajacych przynaleznos¢ liniowg blastow w
ocenianej grupie byla najwyzszaw przypadku HLA-DR , CD33 ( linia mieloidalna)
oraz HLA-DR, CD19i CD10 ( linia limfoidalna).

Korelacja klasyfikacji immunofenotypowej z klasyfikacjg FAB byta wieksza
w odniesieniu do grupy chorych z AML niz ALL ze wzgledu na wspomniang wyzej
heterogennos¢ tej ostatniej. Podtyp mieloblastyczny wystepowat w klasyfikacji FAB
jako M1 i M2 , mielomonoblastyczny jako M4 ,monoblastyczny jako M5 oraz
erytroblastyczny jako M6. Nalezy zaznaczy¢, ze ocena immunofenotypu nie
pozwala na arbitralne rozréznienie typu M1i M2 , a rozpoznanie biataczki
monoblastycznej i promielocytowej nawet w przypadku wysokich ekspresji
markerdéw musi byé zawsze potaczone z oceng kryteriow wg FAB .W grupie
chorych z ALL korelacja widoczna byta w odniesieniu do podtypéw common ,
preTi T wystepujacych przede wszystkim jako typ L1. W oparciu o oceniong grupe
immunofenotypéw nie mozna takze wyodrebni¢ markeréw charakterystycznych dla
poszczegdlnych typéw biataczek w klasyfikacji FAB.

Pismiennictwo na temat korelacji klasyfikacji immunofenotypoweji FAB
nie zawiera jednolitych danych ( Foon i wsp. 1982, Neame i wsp. 1986, Drexler i
wsp. 1987, Campos iwsp. 1989, Tucker i wsp,Schwarzinger i wsp. 1990, Urbano-
Ispizua iwsp. 1990, Solary iwsp. 1992, Paietta i wsp. 1992 ).

W obecnej pracy podjeto takze probe oceny zwigzku obecnoéci lub braku
poszczegdlnych markerow powierzchniowych z wybranymi wstepnymi parametrami
laboratoryjnymi , odsetkiem uzyskiwanych remisji catkowitych oraz czasem
przezycia leczonych chorych z typowymi immunofenotypami. Oceniono
nastepujace markery: w grupie chorych z AML : HLA-DR, CD34,CD33, CDw865,
CD14, CD11c, uchorych z ALL : CD34,CD9, CD7, CD2, CD3, CD19, CD10, CD22.
Stwierdzono tylko nieliczne korelacje, ktore ze wzgledu na matg liczebnos¢ grup nie
upowazniajg do formutowania szerszych wnioskow i stanowig jedynie charakterysty-
ke ocenianej populacji. Uzyskane wyniki nie sg zgodne z doniesieniami autoréw o
niekorzystnym wplywie obecnosci markera CD34 w grupie chorych z AML na
osiaganie remis\ji catkowitych i czas przezycia chorych( Vaughan i wsp.1988,
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Borowitz i wsp. 1989,Campos i wsp. 1989, Geller i wsp. 1990, Guinot i wsp. 1991,
Lee iwsp. 1992, Solary i wsp. 1992, Casasnovas i wsp. 1994). W stosowanym
zestawie przeciwciat dla linii mieloidalnej brak bylo markeréw , ktére zdaniem
réznych autoréw majg wplyw na korzystne ( CD15) ( Hotowiecki i wsp.
1986,Campos iwsp. 1989, Schwarzinger i wsp. 1990) oraz niekorzystne rokowanie
(CD13) ( Griffin i wsp. 1986 , Schwarzinger i wsp. 1990).

W populacji ocenionych chorych koekspresje CD 19, CD2, CD7 wystepowaty
w 28% przypadkéw AML, brak HLA-DR w B- komoérkowych ALL, koekspresje CD19
(w T-komérkowych ALL) i CD33 ( w obu liniach ALL) stanowity 35,9% przypadkéw
ALL. Stwierdzono takze 2 przypadki immunofenotypow mieszanych : biataczke
dwufenotypows i dwuliniowg (1,6% wszystkich ostrych biataczek).
Wsrod chorych z AML nietypowe immunofenotypy zwigzane byty z typem
mieloblastycznym i mielomonoblastycznym, natmiast u chorych z ALL dotyczyty
typu common , preT i T. Jest to zgodne z danymi w pi$miennictwie ( Sobol iwsp.
1987, Childs i wsp. 1989, Guyotat i wsp. 1989, Urbano-Ispizua A. i wsp. 1990,
Schwarzinger |. i wsp. 1990, Geller iwsp. 1990, Lee iwsp. 1992, Cuneo iwsp.
1992, Reading i wsp. 1993).

Dokonano poréwnania charakterystyki laboratoryjnej i klinicznej w grupach
chorych ( leczonych chemioterapig) z typowymi i nietypowymi immunofenotypami
blastéw.Nie znaleziono szczegdélnych réznic dotyczgcych wieku i obrazu
klinicznego w obu grupach chorych. W przypadku chorych z AML korzystny
zwigzek z rokowaniem( czgstoscig CR i PR oraz czasem przezycia ) stwierdzono
w przypadkach koekspresji markera CD19. Nalezy wspomnie¢, ze w tej grupie
chorych stosowano wigcej niz 1 cykl indukujgcy remisje hematologiczna.Podobne
dane przedstawit Ball i wsp.1991, natomiast niekorzystny wptyw koekspresji CD19
na rokowanie stwierdzit Solary iwsp.1992.

W przypadkach koekspresji CD2 i CD7 odsetek remisji byt nizszy a $redni
czas przezycia podobny w poréwnaniu z chorymi o typowych immunofenotypach
blastéw. Poréwnanie przebiegu krzywych Kaplana-Meiera wykazato gorsze
rokowanie dla chorych z koekspresjg CD2 i CD7 (przy braku znamiennoéci w tescie
log rank). Istniejace publikacje donoszg zaréwno o niekorzystnym ( Mirro J. jri
wsp.1989, Cross i wsp. 1988, Ferrara i wsp. 1990, Jensen i wsp. 1991, Paietta i
wsp. 1993),jak i korzystnym ( Ball i wsp. 1991) wptywie tych markeréw na
rokowanie, wreszcie o braku zwiazku z rokowaniem ( Cross iwsp.1988, Lo Coco. i
wsp.1989, Schwarzinger i wsp.1990, Baer M.R. i wsp.1991).

W grupie chorych z ALL nietypowe immunofenotypy wykazujgce brak
markera HLA-DR w linii B-komérkowej zwigzane byly z wiekszym odsetkiem
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czesSciowych i catkowitych remisji , oraz dtuzszym Srednim czasem przezycia w
poréwnaniu z grupg chorych o typowych immunofenotypach. Natomiast chorzy z
koekspresjg CD19 i CD33 byli grupg o ztym rokowaniu ( brak CR lub PR, krotszy
$redni czas przezycia , niekorzystne poréwnanie krzywych Kaplana -Meiera).
Obserwacje dotyczace chorych z tymi koekspresjami sg podobne w stosunku do
przedstawionych przez kilku autoréw ( Sobol i wsp. 1987, Childs i wsp.1989,
Guyotat i wsp.1990, Urbano-Ispizua i wsp. 1990), natomiast brak jest
dostatecznych danych na temat znaczenia braku HLA-DR na komoérkach
blastycznych linii B.

Niejednoznaczne dane w pismiennictwie na temat znaczenia
prognostycznego nietypowych immunofenotypdw wynikaja jak, juz wspomniano we
wstepie, z przyjmowania réznych kryteriow dla dodatniej ekspresji markerow oraz
braku jednolitych kryteriow rozpoznawania biataczek - hybryd . Ponadto wigkszosc
publikacji dotyczy nietypowych immunofenotypdw w biataczkach dzieciecych, co
wynika z wiekszej czestosci ich wystepowania w tej grupie chorych.

Przypadki biataczki dwufenotypowej i dwuklonalnej stwierdzone
w ocenianej populacji chorych przedstawione ,w formie opiséw kazuistycznych
w aneksie ,sg rzadko spotykane stad piSmiennictwo na ich temat jest ubogie
(Hanson iwsp.1993).

W przytaczanych publikacjach brak jest jednoznacznych danych na
temat sposobu terapii u chorych z nietypowymi immunofenotypami blastow.
Sugerowana jest intensywna chemioterapia indukujgca remisje, a w przypadku
niepowodzenia i koniecznosci drugiej indukcji, zastosowanie cyklu alternatywnego
przewidzianego dla linii , ktérej marker reprezentowany jest w koekspresji . W
naszej Klinice chorzy z nietypowymi immunofenotypami, u ktérych podjeto leczenie
indukujace remisje nie stanowili grupy objetej odrebnym protokotem chemioterapii.
Przedstawione obserwacje moga jednak skiania¢ w przysziosci do zmiany tego
postepowania.
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WNIOSKE:

1. Okreslanie immunofenotypow blastéw 120 chorych z ostrymi biataczkami
pozwolito na ustalenie typu proliferacji u 96,7% chorych a w 12,5% przypadkéw
umozliwito weryfikacje wstepnego morfologicznego rozpoznania i podjecie

adekwatnej chemioterapii .

2 Analiza immunofenotypéw blastéw pozwolita na wyodrebnienie grupy chorych
(stanowigcej 31% osob ), o nietypowych fenotypach biataczek : dotyczyty
one 35,9% chorych z ALL i 28% z AML, w 1,7% stwierdzono biataczki
mieszane : dwufenotypowgq i dwuliniowa.

3. Oznaczanie immunofenotypdw okazato sie mie¢ wieksze znaczenie
diagnostyczne u chorych z ostrg biataczkg limfoblastyczng niz mieloblastyczng.

4. Nie stwierdzono znaczenia rokowniczego obecnosci lub braku jednego z
markerdw powierzchniowych charakteryzujgcych dane immunofenotypy
w AML : HLA-DR, CD34, CD33, CDw65, CD14, CD11c, w ALL : CD34,CD9,
CD7, CD2, sCD3, CD19, CD10, sCD22.

5. Stwierdzenie nietypowych immunofenotypdw u analizowanych chorych z
ostrymi biataczkami miato zaréwno korzystne ( koekspresja CD19 w AML,
oraz brak markera HLA-DR w B-komorkowych ALL) jak i najczesciej
niekorzystne znaczenie rokownicze ( koekspresje CD2 , CD7 w AML oraz
CD19 w preT i T-komorkowych i CD33 w T i B-komérkowych ALL).
Czeste ich wystepowanie , znaczenie rokownicze jak i koniecznos¢
indywidualizowania terapii uzasadnia okreslanie immunofenotypu
blastéw biataczkowych u pojedynczego chorego w oparciu o zestaw
przeciwcial charakterystycznych tak dla szeregu mielo jak i limfoidalnego.



STRESZCZENIE :

Okreslono immunofenotypy 120 kolejnych chorych z ostrymi
biataczkami hospitalizowanych w Klinice Hematologii w latach 1990-93, w tym
68 mezczyzn w wieku od 17-75 lat i 52 kobiety w wieku 15-76 lat.

Ocena immunofenotypéw pozwolita na ustalenie typu ostrej proli-
feracji u 96,7% chorych. W 62,5% stwierdzono AML , w 32,5% ALL, w 1,7%
biataczki mieszane ( dwuliniowa i dwufenotypowa). W 3,3% badanie to nie pozwolito
na ustalenie przynaleznosci liniowej blastow, biataczki te okreslono jako
niezréznicowane ( AUL). Wér6d chorych z biataczkami limfoblastycznymi
wyrdzniono nastepujgce podtypy: B -ALL (30,7%), common-ALL ( 28,2%), preT i T-
ALL(25,6%), pro-Binull ALL (7,7%), pre-B ALL (7,7%).

W oparciu o analize immunofenotypow zweryfikowano wstepne ,
morfologiczne rozpoznanie u 12,5% chorych co pozwolito na wprowadzenie u nich
adekwatnej chemioterapii.

Poréwnujac charakterystyke morfologiczng z immunofenotypowsg
stwierdzono wiekszg korelacje w typie mieloidalnym niz limfoidalnym.

Nie stwierdzono istotnego znaczenia rokowniczego obecnosci lub
braku poszczegdlnych markeréw powierzchniowych w immunofenotypach blastow
chorych z AML ( HLA-DR, CD34, CD33, CDwt5, CD14, CD11c¢) i ALL (CD34,
CD9, CD7, CD2, CD3, CD19, CD10, CD22) leczonych chemioterapiag.

W grupie 31 % chorych stwierdzono wystepowanie nietypowych
immunofenotypow blastow ( koekspresje, utrate markera, proliferacje
dwufenotypowg i dwuklonalng). Miaty one tak korzystne (AML+ CD19, brak HLA-
DR w B-liniowych ALL ) jak i niekorzystne ( AML+ CD2, AML+CD7, preT, T ALL +
CD19, ALL+CD33) znaczenie dla rokowania w ocenianej grupie chorych, co moze

wplynaé w przysztosci na podejmowanie decyzji o indywidualizowanej formie terapii.
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ANEKS:

OPISY KAZUISTYCZNE WYBRANYCH PRZYPADKOW

Przypadek biataczki dwuklonalne;j :
Pacjent P.W . lat 61

Przyjety do Kliniki z 3 tygodniowym wywiadem ostabienia, podwyzszonej
cieptoty ciata , nawracajacych krwawien z dzigset i bolow brzucha, bez istotnej
przesziosci chorobowej. Ogélny stan chorego bardzo ciezki ( w skali Karnofsky’ego
30 ). Badaniem fizykalnym stwierdzono: na skorze rozlegtg skaze krwotoczng,
krwawienie z dzigset (wg skali WHO 3) , zmiany grzybicze na $luzéwkach jamy
ustnej, powigkszone pojedyncze wezly chtonne podzuchwowe i pachowe, miernie
powigkszong $ledzione , wolny plyn w jamie otrzewnowej. W badaniu
radiologicznym ognisko zapalne w prawym plucu i cechy zastoju w krazeniu
matym.W badaniach biochemicznych: LDH 630U/, albuminy 30g/l , mocznik
24mmol/l, kreatynina 230umol/l, kwas moczowy 450umol/l, bilirubina 44umol/l .
Warto$ci morfologii krwi przy przyjeciu:erytrocyty 3,2 x10*12 /i, leukocyty
155x10%91 (w tym komorki blastyczne 80%), ptytki krwi 15 x1079/1. Szpik
obfitokomérkowy, z monoklonalnym naciekiem (95%) komorek blastycznych. Na
podstawie morfologii komorek i badania cytochemicznego (jedynie staba dyfuzyjna
reakcja peroksydazowa) rozpoznano typ AML-M1 wg FAB. Badanie
immunofenotypu w cytofluorymetrze przeptywowym wykazato obecnos¢ dwoch
populacji komérek blastycznych o fenotypach : HLA-DR ( 45,9% blastéw dodatnich),
CD34( 25% ) oraz HLA-DR (40% ), CD34 (23,5% ), CD33(31,6% ). Na tej
podstawie rozpoznano biataczke dwuklonalng : z jednoczesng proliferacjg populacji
komorek niezréznicowanych i komérek mieloblastycznych ( AUL + AML).

Ze wzgledu na szybko narastajgce cechy niewydolnosci nerek ( mocznik
34mmol/l, kreatynina 350umol/l , kwas moczowy 650umol/l) , zapalenie ptuc oraz
postepujacg niewydolnosc krgzenia ,pomimo gwattownie wzrastajace; liczby
leukocytow ( 250 x1079/1) nie podjeto u chorego chemioterapii stosujgc jedynie
leczenie objawowe. Chory zmart w 6 dobie pobytu w Klinice wsréd objawow
niewydolnosci krgzeniowo-oddechowej z masywnym obrzekiem ptuc.

Badanie sekcyjne wykazato wielonarzadowe nacieki biataczkowe, uogéiniong

skaze krwotoczng , odoskrzelowe wiéknikowate zapalenie ptuc i obrzek piuc.
Ponizej przedstawiono charakterystyke immunofenotypowg obu

klonéw komorek blastycznych RYC. | oraz zdjecie mikroskopowe preparatu szpiku

( powiekszenie imersyjne) chorego P.W.
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Przypadek ostrej biataczki dwuklonalnej AML/AUL
u chorego P.S. lat 61
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Przypadek ostrej biataczki dwufenotypowej AML/ALL-B
u chorej S.L.lat 28
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Przypadek ostrej biataczki limfoblastycznej pre-T z koekspresja
markera CD19

ChoraB.M. 1. 17
Przyjeta do Kiliniki z 2 tygodniowym wywiadem podwyzszonej cieptoty
ciata niezytu goérnych drég oddechowych i niewielkiej dusznosci. Stan ogoiny
dos¢ dobry ( wg skali Karnofskyego 70). W badaniu fizykalnym stwierdzono
blados¢ powtok, skaze krwotoczng ( w skali WHO 2) , powiekszong
$ledzione (3 cm ponizej lewego tuku zebrowego), drobne wezly chionne
obwodowe. Badanie radiologiczne klatki piersiowej wykazato bardzo znaczne
guzowate poszerzenie cienia $rodpiersia. Wartosci wstepnej morfologii krwi :
erytrocyty 2,9 x10*2/1, leukocyty 6,2x10 A9/l (w tym komorki blastyczne 40%),
ptytki krwi 9x1076/l. W badaniach biochemicznych : LDH 1800U/I, albuminy
30g/l, mocznik , kreatynina w normie, kwas moczowy 650umol/l, AspAt 60U/,
AIAt 45 U/l. Szpik obfitokomérkowy nacieczony monoklonalng populacjg
komérek blastycznych ( 90%). Reakcja PAS dodatnia w 10% blastow. Na
podstawi morfologii i badania cytochemicznego ustalono typ L 1 wg FAB i
wstepne rozpoznanie biataczki T- komoérkowej ( ze wzgledu na zajecie
$rddpiersia). Badanie immunofenotypu w cytofluorymetrze przeptywowym
wykazato obecnos¢ na komérkach blastycznych markeréw: HLA-DR ( 1,05%),
CD34 (1,6),CD9( 2,7%), CD7(77,6%), CD2 (45,3%), CD3(5.8%), CD19 (26%),
CD10 (O%), CD22(2,6%), slg 3,15. Na tej podstawie rozpoznano biataczke
pre- T komorkowa z koekspresjg markera CD19. Chora otrzymata 2 cykle
indukujgce w petnych dawkach ( 1-3 dnia adriblastyna, 1-5 dnia cytosar, w
dniach 1, 8, 15, 22 vincrystyna , sterydy ). Uzyskano czesciowg krétkotrwaig
redukcje blastozy w szpiku i krwi obwodowej, potgczong ze wzrostem liczby
plytek krwi oraz przejsciowe zmniejszenie si¢ masy guza srodpiersia .
W 5 miesigcu hospitalizacji nastgpito gwattowne powigkszenie sie Srodpiersia i
rozsiew biataczkowy do ptuc, stan chorej nie pozwalat na podjecie radio lub
chemioterapii.Chora zmarta wsrdéd objawdw niewydolnoéci oddechowo-
krazeniowe;.
Ponizej przedstawiono: zdjecie wstepnego radiogramu Klatki
piersiowej, charakterystyke immunofenotypowg komérek blastycznych (RYC. Iil)
oraz zdjecie mikroskopowe preparatu szpiku ( powigkszenie imersyjne).



Przypadek ostrej biataczki limfoblastycznej pre-T z koekspresja
markera CD19 u chorej B.M. 1.17.
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