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Streszczenie: Wykrywanie choroby resztkowej metoda cytometrii przeptywowej jest oparte o okreslenie
immunofenotypu komorek biataczkowych w okresie diagnostycznym ze szczegdlnym uwzglednieniem
zaburzen ilo$ciowych i jakoSciowych ekspresji determinant. Najwigksze znaczenie ma wykrywanie
choroby resztkowej w okresie uzyskania pierwszej remisji. Omowiono o roéwniez szczegdétowo proble-
my z oceng choroby resztkowej i interpretacja uzyskanych wynikow w ostrej biataczce limfoblastycznej
z linii limfocytu Bi T.

Summary: Detection of minimal residual disease (MRD) in acute lymphoblastic leukemia with flow
cytometry is based on precise description of leukemia cell at diagnosis including aberrant expression of
determinants. The important clinical significance of MRD is in time of obtaining the first remission of
acute leukemia. The problems with MRD assay and interpretation of results in acute lymphoblastic B and
T leukemia are discussed.

Okreslenie minimalna choroba resztkowa — MRD (ang. minimal residual
disease) dotyczy komorek biataczkowych, ktore w ilosci sladowej przetrwaty stoso-
wane leczenie przeciwnowotworowe. Do wykrywania ich obecnosci w ostrej biatacz-
ce limfoblastycznej — ALL (ang. acute lymphoblastic leukemia) stosuje si¢ dwie
metodyki — molekularng i cytometryczna. W cytometrii przeptywowej poszukiwanie
MRD wymaga technik zwanych technikami populacji §ladowych (rare events
technique), dzigki ktorym mozna wykrywa¢ komorki biataczkowe z czutoscia
1: 10000 — 1: 100000 (10 do 107). Do wykazania obecnosci komorek stanowiacych
sladowa populacje potrzebne sa odpowiednie techniki utatwiajace poszukiwania
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pojedynczych komorek. Istnieja mozliwosci ,,zaggszezenia” tych populacji komorko-
wych, ktore potencjalnie zawieraja w sobie poszukiwane komorki — jest to mozliwos¢
»ograniczania” (bramkowania) okreslonych populacji komputerowo po zbiorze
wysokiej liczby komorek (np. 500 000—1000 000) lub wstepnego sortowania i analizy
wysortowanej populacji. Zaleta metody komputerowego ograniczania badanych
populacji lub ich selekcjonowania na podstawie ekspresji determinant restrykcyjnych
dla danej populacji komorek jest to, ze oceniamy caty materiat przy okazji badajac
szpik w danej fazie leczenia chorego. Wada jest konieczno$¢ opracowywania
zbiorow duzych, co moze spowolni¢ prace komputera. Ze wzgledu na specyfike
metodyki cytometrii przeptywowej, dla pewnosci wykrycia MRD konieczna jest
obecnos¢ zgrupowania co najmniej 10-20 komoérek o immunofenotypie biataczkowo-
swoistym. Stad nawet przy wprowadzeniu do cytometru miliona komoérek, maksy-
malna czuto$¢ metody nie przekroczy 10°°, a najczeSciej oscyluje wokot 104, Metoda
komputerowego ograniczania badanych populacji jest w chwili obecnej najczesciej
stosowana technika wykrywania MRD w ALL z zastosowaniem cytometrii przeply-
wowej. Zaleta metody wstgpnego sortowania jest zmniejszenie ilosci badanego
materialu do populacji zawierajacej poszukiwane komorki. Wada metod wykorzystu-
jacych sortowanie jest czasochtonnos¢, konieczno$¢ posiadania sortera (i zwigzany
z tym duzy koszt badania) i co najwazniejsze mozliwo$¢ ,,zgubienia”, uszkodzenia
poszukiwanych komorek, co w efekcie prowadzi do fatszywie negatywnego wyniku
badania. Dlatego metoda ta nie znalazta do tej pory powszechniejszego zastosowania
w prospektywnych badaniach nad MRD w ALL.

Obowiazujaca klasyfikacja immunologiczna ALL wyrdéznia dwie gtoéwne jednostki
chorobowe, tj. ALL z komorek prekursorowych limfocytow B (BCP-ALL) i ALL
z komorek prekursorowych limfocytow T (T-ALL), a w ich obrgbie szereg podtypow
(tab. 11 2). Okreslenia immunofenotypoéw dokonuje si¢ na podstawie standardowych
zestawow przeciwcial z wykorzystaniem wielokolorowej cytometrii przeptywowe;.

TABELA 1. Charakterystyka immunofenotypowa ALL z komorek prekursorowych limfocytow B

Markery pro-B-ALL |common ALL pre-B-ALL | transitional-pre-B-ALL?
TdT ++ ++ ++ ++
CD10 - ++ ++ ++
CD19 ++ ++ ++ ++
CD20 - + + +
CD22 ++ ++ ++ ++
CyCD79 ++ ++ ++ ++
Pre-B Cylgu |- - ++ ++
SmVpre-BA 5 |- - - ++
Smlg-CD79 - - - ++
CD34 + + + +
HLA-DR ++ ++ ++ ++

Symbole: — <10% bialaczek wykazuje ekspresje; + 25-75% bialaczek wykazuje ekspresje;

++ >75% bialaczek wykazuje ekspresje, *.~5% pacjentdw z pre-B-ALL ma " transitional pre-B-
ALL", ktora definiuje si¢ w sytuacji jednoczesnej ekspresji pre-B Cylg 1 i powierzchniowej
ekspresji na blonie komérkowej kompleksu pre-B (pre-B Smlg pu-D79) bez ekspresji dojrzalych
faficuchow lekkich kK Tub A



WYKRYWANIE MINIMALNEJ CHOROBY RESZTKOWEJ W OSTREJ BIALACZCE... 143

TABELA 2. Charakterystyka immunofenotypowa ALL z komérek prekursorowych limfocytow T

Markers immature T-ALL common thymocytic T-ALL | mature T-ALL
prothymocytic immature Sm CD3 Sm CD3*
(pre-T-ALL) thymocytic
TdT ++ ++ ++ ++ ++
CD1 - - ++ ++ -
CD2 + ++ ++ ++ ++
CyCD3 ++ ++ ++ ++ ++
SmCD3 — — — ++ ++
CD4/CD8" |++ + - - -
CD4°/CD§~ |- + + + +
CD4/CD8" |- + + + +
CD4°/CD8" |- - + + +
CD5 - ++ ++ ++ ++
CD7 ++ ++ ++ ++ ++
TCR af - - - 60%—-70%
TCR v§ - - - 30%—40%
HLA-DR + - - - -

Symbole: — <10% bialaczek wykazuje ekspresjg; + 10-25% bialaczek wykazuje ekspresjg;
+ 25-75% biataczek wykazuje ekspresje; ++ >75% bialaczek wykazuje ekspresje

Poszukiwanie komorek biataczkowych wsrod populacji prawidlowych komorek
hematopoetycznych rézni si¢ dla dwoch gtdéwnych podtypow. Do elektronicznego
bramkowania poszukiwanych populacji wykorzystuje si¢ ekspresj¢ determinant
restrykcyjnych dla danej linii limfoidalnej. Ich obecno$¢ mozna wykazaé zarowno
w cytoplazmie (CD3 dla T-ALL i CD79a, CD22 dla BCP-ALL), jak i na
powierzchni komorek (odpowiednio CD3 i/lub CD7 dla T-ALL Iub CD19, CD22
dla BCP-ALL). Dobér przeciwciat zalezy od podstawowego immunofenotypu ko-
morek biataczkowych okreslonego przy rozpoznaniu choroby. Wykrywanie choroby
resztkowej jest mozliwe dzigki temu, ze w poréwnaniu do prawidtowych komorek
prekursorowych limfocytow, limfoblasty biataczkowe wykazuja zaburzenia ekspresji
determinant na powierzchni komorek (brak lub dodatkowa ekspresja), co okresla
si¢ mianem immunofenotypu biataczkowo-swoistego badz nietypowego. Podziat
immuno-fenotypow nietypowych obejmuje immunofenotypy niepetne, ko-ekspresje,
asynchroni¢ i fenotypy ektopowe.

W BCP-ALL wystepuja nastepujace immunofenotypy atypowe:

— niepelny — najczestsza forma tego zaburzenia immunofenotypu jest brak
ekspresji CD45 (zwtlaszcza izoformy CD45RA) czy HLA-DR, ale mozna réwniez
czasami stwierdzi¢ nizsza ekspresjg¢ CD19 (zmiany ilo$ciowe);

— nadmierna ekspresja antygenu, np. hiperekspresja CD10 lub CD58;

— ko-ekspresje — ekspresja determinant dodatkowych z innych linii (np. deter-
minant mieloidalnych na co najmniej 20% komorek biataczkowych); ten typ zaburzen
immunofenotypu jest najczestszy;

— immunofenotyp asynchroniczny — roéwnoczesne wystgpowanie determinant
typowych dla wczesnych etapow ontogenezy komorek danej linii i determinant
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TABELA 3. Przykladowe zestawienie przeciwcial dla wykazania obecno$ci choroby
resztkowej w ostrej biataczce limfoblastycznej z komoérek prekursorowych limfocytow B i T
z wykorzystaniem 4 fluorochroméw

Immunofenotyp Poszukiwanie choroby resztkowej

ALL z komoérek prekursorowych CD19/CD34/CD10/CD58
limfocytow B (BCP-ALL) CD19/CD34/CD10/TdT
CD19/CD34/CD10/CD38
CD19/CD34/CD10/CD45
CD19/CD34/CD10/CD22
CD19/CD20/CD34/CD10
CD19/CD34/CD10/CD13 (lub CD33, CD15)
CD19/CD34/CD10/CD66¢
CD19/CD45/CD9/CD34
CD19/CD45/CD10/CD20
CD19/CD34/CD10/NG2

ALL z komoérek prekursorowych CD3/CD5/CD34/CD7
limfocytow T (T-ALL) CD3/CD5/cytCD3/TdT
CD3/CD7/cytCD3/TdT
CD3/CD5/CD99/CD7

typowych dla dojrzatych etapow, np. dla limfocytu B bedzie to stwierdzenie ekspres;ji
CD20 na komérkach CD45", czy ekspresji CD34 i tancuchéw immunoglobulin na
tych samych komorkach;

— immunofenotyp ektopowy — ekspresja biatka NG2 (normalnie niewystgpu-
jacego na komorkach hematopoetycznych) na komérkach BCP-ALL z rearanzacja
genu MLL.

W dobie wieloparametrycznej cytometrii przeptywowej do monitorowania MRD
w BCP-ALL wykorzystuje si¢ zaburzenia iloSciowe, tj. zmieniona ekspresj¢
determinant typowych, np. CD19, CD20, CD22, CD10, CD38, TdT itd. Komorki
biataczkowe zajmuja puste przestrzenie (empty space), pomigdzy prawidtowymi
komorkami prekursorowymi limfocytow B. Tabela 3 zawiera przyktadowe zestawie-
nia przeciwcial do monitorowania MRD z wykorzystaniem 4 fluorochromow.

W T-ALL wykrywanie MRD jest mozliwe u okoto 90% pacjentow dzigki
zastosowaniu jednoczesnego monitorowania ekspresji TdT i antygendéw T-komdrkowych
(tab. 3). U zdrowych ludzi jednoczesna ekspresj¢ TdT i markeréw T-komorkowych
stwierdza si¢ wylacznie na tymocytach w grasicy, komoérki o takim fenotypie sa
niezmiernie rzadkie w szpiku kostnym i krwi obwodowej. Jesli juz stwierdzi si¢ jednoczesna
ekspresje¢ TdT i markerow T-komoérkowych, z reguty dotyczy to CD2 i/lub CD7,
natomiast ekspresja TdT i CD3, CD4, CD5 czy CD8 jest biataczkowo-swoista. W T-
ALL mozliwe jest rowniez monitorowanie MRD poprzez wykrywanie za pomoca
cytometrii przeptywowej asynchronicznej ekspresji antygenéw (np. CD347/CD3%) czy
nadmiernej ekspresji antygenéow (np.CD7™, CD997). Podobnie jak w BCP-ALL
wieloparametryczna cytometria przeptywowa wykazuje, ze blasty T-ALL zajmuja puste
przestrzenie pomigdzy normalnymi komorkami prekursorowymi limfocytow T. Laczne
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zastosowanie r6znych immunofenotypdw biataczkowo-swoistych pozwala na wykrywanie
MRD praktycznie u wszystkich pacjentow z T-ALL.

Jednym z potencjalnych probleméw monitorowania MRD u pacjentéw z ALL metoda
cytometrii przeplywowej jest ewolucja fenotypu komorek biataczkowych w trakcie
leczenia. Dlatego aby zapobiec wynikom falszywie ujemnym, powinno si¢ monitorowac
u kazdego z pacjentow co najmniej dwa immunofenotypy bialaczkowo-swoiste.

Monitorowanie MRD na wczesnym etapie leczenia ALL dostarcza znamienne;j
informacji prognostycznej, nadrzednej w stosunku do wszystkich klasycznych czyn-
nikdw prognostycznych, takich jak: wiek przy rozpoznaniu choroby, liczba blastow
we krwi, immunofenotyp, obecnos¢ aberracji chromosomowych, odpowiedz na profa-
zg sterydowa. Prospektywne badania w dziecigcej ALL wykazaly, Ze najistotniejsza
informacj¢ dostarcza wykrywanie MRD w szpiku kostnym przy zakonczeniu leczenia
indukujacego remisj¢. Rokowanie u dzieci, u ktorych nie stwierdza si¢ MRD przy
zakonczeniu indukcji, jest bardzo dobre i obecnie rozwaza si¢ u nich zmniejszenie
intensywnosci leczenia. Natomiast dzieci z wysokimi poziomami MRD przy zakon-
czeniu indukcji wymagaja intensyfikacji leczenia czy nawet eksperymentalnego
zastosowania nowych lekow, zwlaszcza jesli wysokie poziomy MRD utrzymuja sig
w trakcie leczenia konsolidujacego remisj¢. RoOwnie istotne znaczenie prognostyczne
ma monitorowanie MRD u dzieci z ALL wysokiego ryzyka poddawanych
allogenicznemu HSCT i u pacjentéw po wznowie ALL. Ponadto wykazano, ze
poprzez monitorowanie MRD mozna uzyska¢ znamienna informacj¢ prognostyczna
u dorostych pacjentéw z ALL standardowego ryzyka.

Ciagly pomiar MRD u pacjentéw z ALL wykazuje, ze state obnizanie warto$ci
MRD do zera zwiazane jest z pomy$lnym rokowaniem, natomiast utrzymywanie si¢
wysokich wartosci MRD z reguty prowadzi do wznowy choroby. Ciagte monitoro-
wanie MRD z reguly wykazuje wzrost jej wartos$ci przed klinicznymi objawami
wznowy choroby. Jednakze, czasokres pomig¢dzy ponownym pojawieniem si¢ lub
wzrostem warto$ci MRD i wznowa choroby moze by¢ zbyt krotki na zastosowanie
skutecznego leczenia re-indukujacego remisjg. Nalezy podkresli¢, ze brak MRD przy
zakonczeniu leczenia nie jest rownoznaczny z pelnym wyleczeniem pacjenta. Pomimo
wysokiej czutosci technik do wykrywania MRD, brak MRD nie jest rownoznaczny
z pelna eliminacja klonu biataczkowego, poniewaz kazda z analiz bada tylko niewiclka
frakcje komorek szpiku kostnego. Wyniki badan prospektywnych opartych na duzych
grupach pacjentow wykazaly utrzymywanie si¢ MRD przy zakonczeniu leczenia u
okoto 10% pacjentow; u wigkszosci pacjentdéw z MRD doszto w p6zniejszym okresie
do wznowy ALL. Tak wigc, ciagte monitorowanie MRD w ALL ma mniejsze
znaczenie 1 moze mie¢ warto$¢ kliniczna jedynie dla pacjentow wykazujacych
wzglednie opdzniona odpowiedz na leczenie.

Poniewaz szereg analiz potwierdzito znamienno$¢ prognostyczna MRD przy
zakonczeniu leczenia indukujacego remisje, rozpoczeto szereg prospektywnych
programow leczenia ALL, gldwnie u dzieci, ktorych podstawowym elementem jest
modyfikacja leczenia w zaleznosci od wielkosci MRD. To dopiero pozwoli odpowie-
dzie¢ na pytanie, czy poprzez czulsze monitorowanie leczenia z zastosowaniem
wiedzy o MRD mozna begdzie poprawi¢ wyniki leczenia ALL.
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