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Streszczenie: Wspó³czesna diagnostyka chorób rozrostowych krwi obejmuje ró¿norodne techniki labora-
toryjne. Cytometria przep³ywowa jest obecnie niezbêdnym narzêdziem do diagnozowania bia³aczek i
ch³oniaków, stosowanym obok klasycznej cytologii, cytochemii, cytogenetyki i biologi molekularnej.
Ogromn¹ zalet¹ cytometrii przep³ywowej jest mo¿liwoœæ wieloparametrowej oceny antygenowej na
poziomie pojedynczej komórki nowotworowej. Cytometria przep³ywowa w diagnostyce ostrych bia³a-
czek pozwala okreœliæ pochodzenie badanej komórki oraz jej stopieñ dojrza³oœci, a zatem jaki jest podtyp
badanej bia³aczki oraz precyzyjnie identyfikuje nietypow¹ ekspresjê antygenów, umo¿liwiaj¹c dalsze
monitorowanie minimalnej choroby resztkowej. W artykule omówiono aktualn¹ klasyfikacjê immunolo-
giczn¹ ostrych bia³aczek, przedstawiono przyk³adowe panele stosowanych przeciwcia³ monoklonal-
nych w  diagnostyce ostrych bia³aczek wraz z ich interpretacj¹ kliniczn¹, oraz pokazano graficzne
przyk³ady analizy immunofenotypowej, w oparci o doœwiadczenia w³asne Kliniki Hematologii CMUJ w
Krakowie. Artyku³ ten mo¿e stanowiæ praktyczn¹ pomoc dla osób rozpoczynaj¹cych immunofenotypo-
wanie ostrych bia³aczek.

Summary: Modern diagnostics of hematological diseases is a combination of different laboratory techni-
ques. Flow cytometry is an indispensable tool for the diagnosis of leukemia and lymphoma used in
addition to classical cytology, cytochemistry, cytogenetics and molecular biology. The advantage of flow
cytometry for diagnosis in hematology is a multiparameter assessment of antigens on a single cell level.
Specifically in cases of leukemia flow cytomerty allows the determination lineage and maturation status
of the malignant cells, and so the classification of the subtype of leukemia, identification of aberrant
antigen expression and makes possible further detection of minimal residual disease. This article includes
the immunological classification of acute leukemias, shows the examples of different monoclonal antibody
panels that can be used for leukemia diagnostics and presents a selection of case reports taken from the
routine work in our Department of Hematology. This article could be of practical help for people com-
mencing immunophenotyping of acute leukemias.

Wykaz skrótów: ALL (ang. Acute lymphoblastic leukemia)  – ostra bia³aczka limfoblastyczna; AML  (ang.
Acute myeloid leukemia) – ostra bia³aczka szpikowa; AMLL  (ang. Acute mixed lineage leukemia) – ostra
bia³aczka mieszanoliniowa; AML + Ly (ang. Acute myeloid leukemia with lymphoid coexpression) – ostra
bia³aczka szpikowa z koekspresj¹ antygenów  limfoidalnych; ALL + Ly (ang. Acute lymphoblastic leuke-
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mia with lymphoid coexpression) – ostra bia³aczka limfoblastyczna z koekspresj¹ antygenów limfoidal-
nych; ALL + My (ang. Acute lymphoblastic leukemia with myeloid coexpression) – ostra bia³aczka limfo-
blastyczna z koekspresj¹ antygenów mieloidalnych; AUL (ang. Acute undifferentiated leukemia) – ostra
bia³aczka niezró¿nicowanokomórkowa; BMT (ang. Bone marrow transplantation) – transplantacja szpi-
ku kostnego; CD (ang. Clusters of differentiation) – kompleks ró¿nicowania; CR (ang. Complete remis-
sion) – ca³kowita remisja hematologiczna; FAB – francusko-amerykañsko-brytyjska klasyfikacja; FL1 –
fluorescencja 1; FL2 – fluorescencja 2; FL3 – fluorescencja 3; FSC (ang. Forward scatter) – rozproszenie
przednie œwiat³a; Gly A – glikoforyna A; HLA-DR – antygeny zgodnoœci tkankowej – klasa II; IgM –
immunoglobulina klasy M; MDR (ang. Multidrug resistance molecule) – cz¹steczka opornoœci wieloleko-
wej; MoAb (ang. Monoclonal antibody) – przeciwcia³o monoklonalne; MRD (ang. Minimal residual
disease) – minimalna choroba resztkowa; PBSCT (ang. Peripheral  blood stem cell transplantation) –
przeszczepienie komórek macierzystych krwi obwodowej; Pgp – glikoproteina; R1, R2 (ang. Region)  –
oznaczenia bramek zak³adanych podczas analizy populacji komórkowych w cytometrze przep³ywo-
wym; SSC (ang. Side scatter) – rozproszenie boczne œwiat³a; TdT – terminalna transferaza deoksynukle-
otydowa.

I. BIA£ACZKI OSTRE – DEFINICJA I KLASYFIKACJA

Terminem ostra bia³aczka okreœla siê grupê nowotworów z³oœliwych wywodz¹-
cych siê z prekursorowych komórek hematopoetycznych szpiku kostnego. Do rozwoju
ostrej bia³aczki dochodzi w wyniku transformacji nowotworowej we wczesnej lub
ukierunkowanej komórce hematopoetycznej szpiku przebiegaj¹cej z:
–     niekontrolowan¹ proliferacj¹ patologicznego klonu komórkowego,
–     niezdolnoœci¹ tych komórek do dojrzewania,
–    naciekaniem przez niedojrza³e komórki ró¿nych narz¹dów (w¹troby, œledziony,

 wêz³ów ch³onnych, oœrodkowego uk³adu nerwowego czy skóry),
–     wyparciem, przez rozrastaj¹cy siê klon bia³aczkowy, prawid³owych linii komórek

 szpikowych.
W szpiku i krwi obwodowej charakterystyczne jest wystêpowanie obok siebie

dojrza³ych komórek i najm³odszych form prekursorowych uk³adu hematopoetycznego
(blastów) [24, 48, 69, 71, 72].

Ostra bia³aczka szpikowa (AML)
Ostra bia³aczka szpikowa jest nowotworowym rozrostem komórek wywodz¹cych siê

z prekursorowej komórki hematopoetycznej szpiku, z wy³¹czeniem linii limfoidalnej [24,
44, 48, 72]. AML (Acute Myeloid Leukemia) stanowi 75–80% przypadków ostrych
bia³aczek u doros³ych, natomiast u dzieci wystêpuje w ok. 15% wszystkich przypadków.
Ostr¹ bia³aczkê szpikow¹ mo¿emy podzieliæ na pierwotn¹ i wtórn¹, w zale¿noœci od
tego, czy rozwinê³a siê jako schorzenie pierwotne (de novo AML), czy te¿ by³a
poprzedzona innym schorzeniem (zespo³y mielodysplastyczne, guzy lite leczone przy
pomocy radio- i chemioterapii, kryza blastyczna w przewlek³ej bia³aczce szpikowej) [24,
48, 71]. Chemioterapia indukuj¹ca remisjê, stosowana w AML doros³ych chorych pozwala
na uzyskanie ca³kowitej remisji hematologicznej w ok. 60% przypadków umo¿liwiaj¹c
kontynuacjê leczenia, w tym przeszczepienie szpiku kostnego. Przesz-czepienie
macierzystych komórek hematopoetycznych szpiku kostnego – BMT (bone marrow
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transplantation) lub krwi obwodowej – PBSCT (peripheral blood stem cell
transplantation) – autologiczne lub allogeniczne – pozwala na uzyskanie d³ugoletniego
prze¿ycia, odpowiednio u 50% i 70% chorych [23, 24, 34, 44, 65, 66, 71, 73].

Ostra bia³aczka limfoblastyczna (ALL)
Ostra bia³aczka limfoblastyczna jest chorob¹ charakteryzuj¹c¹ siê nieprawid³ow¹ i

rozsian¹ proliferacj¹ komórek nowotworowych wywodz¹cych siê z linii limfocytu T lub
B. ALL (Acute Lymphoblastic Leukemia) jest postaci¹ ostrej bia³aczki najczêœciej
wystêpuj¹c¹ u dzieci (75–80% wszystkich przypadków). W grupie doros³ych chorych
rozpoznawana jest w 15–20% przypadków ostrych bia³aczek. ALL z linii limfocytu B
wystêpuje czêœciej ni¿ z linii limfocytu T zarówno u dzieci (85% ALL), jak i u doros³ych
(75% ALL). Wyniki chemioterapii u dzieci w ci¹gu ostatnich lat uleg³y znacznej poprawie
(75–80% ca³kowitych wyleczeñ), podczas gdy w grupie doros³ych 70–80% uzyskuje
ca³kowit¹ remisjê hematologiczn¹ (CR), a jedynie 20–30% chorych osi¹ga d³ugoletnie
prze¿ycie. Przeszczepienie macierzystych komórek hematopoetycznych, autologiczne lub
allogeniczne, pozwala na uzyskanie d³ugoletniego prze¿ycia odpowiednio u 40– 50% i
50–60% doros³ych chorych [3, 14, 23, 41, 65].

Metody laboratoryjne stosowane w diagnostyce ostrych bia³aczek
Wspó³czesna diagnostyka laboratoryjna ostrych bia³aczek obejmuje ocenê:
– cytologiczn¹ komórek szpiku i krwi obwodowej,
– enzymów i zwi¹zków chemicznych w komórkach blastycznych (metody

cytochemiczne),
– immunofenotypu komórek bia³aczkowych metod¹ cytometrii przep³ywowej,

oraz
– zaburzeñ genetycznych ocenianych metodami klasycznej cytogenetyki oraz

technikami biologii molekularnej.
Badanie immunofenotypu komórek pozwala na ocenê antygenów ró¿nicowania

– CD (ang. cluster of  differentiation)  wystêpuj¹cych na powierzchni komórek
i/lub w cytoplazmie, charakterystycznych dla okreœlonej linii komórkowej. Podstawo-
wymi metodami s³u¿¹cymi do oceny immunofenotypu komórek bia³aczkowych s¹:

• Immunocytochemia – w metodzie tej komórki s¹ utrwalone na szkie³ku,
przeciwcia³o monoklonalne znakowane jest enzymem, a reakcjê antygenu z
przeciwcia³em uwidacznia siê wykorzystuj¹c reakcjê barwn¹ enzymu z substratem.
Mo¿na wykorzystywaæ te¿ przeciwcia³a sprzê¿one z fluorochromem, a ocenê
prowadziæ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

• Immunofluorescencja bezpoœrednia jest oparta na znakowaniu komórek w
zawiesinie przeciwcia³ami monoklonalnymi po³¹czonymi z fluorochromem i ocenie
fluorescencji przy pomocy cytometru przep³ywowego.

We wspó³czesnej diagnostyce hematologicznej do analizy immunofenotypu
komórek uk³adu krwiotwórczego wykorzystuje siê rutynowo metodê cytometrii
przep³ywowej.
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Wprowadzenie standardowej oceny immunofenotypu przy u¿yciu przeciwcia³
monoklonalnych, udoskonalenie techniki znakowania przeciwcia³ (MoAb znakowane
bezpoœrednio fluorochromem) pozwalaj¹ce na równoczesn¹ ocenê wystêpowania
kilku antygenów na komórkach bia³aczkowych doprowadzi³o do ujednolicenia kryte-
riów immunofenotypowej diagnostyki i klasyfikacji ostrych bia³aczek [17, 27, 31, 45,
52, 62, 68, 77, 81, 85].

Zastosowanie cytometrii przep³ywowej w diagnostyce ostrych bia³aczek pozwala na:
– rozpoznanie stadiów ró¿nicowania siê poszczególnych populacji komórek

hematopoetycznych,
– analizê dojrza³oœci komórek w obrêbie populacji bia³aczkowej,
– ocenê ekspresji moleku³ odpowiedzialnych za wystêpowanie opornoœci wielo-

lekowej (MDR),
– monitorowanie efektów terapii i potwierdzenie remisji choroby,
– wykrywanie i œledzenie choroby resztkowej (MRD) [8, 9, 22, 26, 30, 33, 39,

42, 52, 56, 64, 79, 80].

Klasyfikacja immunologiczna ostrych bia³aczek na podstawie immunofenotypu
(charakterystyki antygenowej) komórek bia³aczkowych

Badania immunofenotypu komórek szpiku kostnego i narz¹dów limfatycznych
pozwoli³y na poznanie kombinacji antygenowych charakterystycznych dla kolejnych
stadiów prawid³owej hematopoezy. Badania oparto na ocenie ekspresji powierzch-
niowych i cytoplazmatycznych determinant antygenowych typowych dla poszcze-
gólnych etapów dojrzewania komórek linii mieloidalnych i limfoidalnych [9, 25, 38,
40, 45, 54, 55, 82, 83]. Porównanie immunofenotypów komórek prawid³owej
hematopoezy i komórek bia³aczkowych doprowadzi³o do powstania hipotezy wskazu-
j¹cej, i¿ rozrost komórek bia³aczkowych jest wyrazem niekontrolowanej proliferacji
komórek zatrzymanych na danym etapie dojrzewania i ró¿nicowania [6, 9, 30, 79].
Za³o¿enie to stanowi podstawê  immunofenotypowej klasyfikacji ostrych bia³aczek.

Wœród antygenów charakteryzuj¹cych dan¹ liniê komórkow¹ mo¿na wyró¿niæ
antygeny determinuj¹ce liniê komórkow¹ (tzw. antygeny restrykcyjne), swoiste dla
danej linii komórkowej oraz determinanty dodatkowe. Obecnoœæ przynajmniej dwóch
antygenów restrykcyjnych pozwala na prawie jednoznaczne okreœlenie typu komórki,
która uleg³a transformacji nowotworowej. Natomiast antygeny dodatkowe pozwalaj¹
na ocenê dojrza³oœci i zró¿nicowania komórki blastycznej oraz oceny kombinacji
antygenów powierzchniowych i cytoplazmatycznych, charakterystycznej dla poszcze-
gólnych podtypów ostrej bia³aczki szpikowej lub limfoblastycznej (tab. 1) [79].

Bia³aczka niezró¿nicowanokomórkowa – AUL
Bia³aczki typu AUL (Acute Undifferentiated Leukemia) charakteryzuj¹ siê

brakiem ukierunkowania komórek blastycznych. Wykazuj¹ ekspresjê tylko antygenu
CD34, HLA-DR i j¹drowej TdT, co pozwala na okreœlenie ich jako bia³aczek z
komórek macierzystych. Wielu autorów [21, 26, 31, 36, 61] sugeruje, ¿e nie istnieje
bia³aczkowy rozrost komórki macierzystej, a wyodrêbnianie AUL wynika z niedosko-
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na³oœci badania markerów ukierunkowania komórki macierzystej w cytoplazmie,
takich jak: cCD22, cCD79a, cCD3 czy MPO.

Ostra bia³aczka limfoblastyczna – ALL
W diagnostyce ostrych bia³aczek limfoblastycznych dopiero immunofenotypowanie

limfoblastów umo¿liwi³o pe³n¹ klasyfikacjê ALL z linii limfocytu B i T (tab. 2).

Bia³aczki z linii limfocytu B
Klasyfikacja ALL wywodz¹cej siê z linii limfocytu B zmienia³a siê kilkakrotnie.

Pierwsza klasyfikacja obejmowa³a 4 postacie i wykorzystywa³a jedynie okreœlenie
ekspresji antygenów: CD19, CD10, CD20, HLA-DR [9, 21, 30, 31]. Kolejna jej
modyfikacja [9, 21] polega³a na uwzglêdnieniu antygenów CD22 i CD34 oraz zmianie
kolejnoœci pojawiania siê na powierzchni komórek poszczególnych determinant.

Obecnie powszechnie stosowana jest klasyfikacja wed³ug Europejskiej Grupy ds.
Immunologicznej Klasyfikacji Bia³aczek (EGIL) bêd¹ca kompilacj¹ obu wy¿ej
wymienionych [1, 6, 9, 21, 30, 31, 38, 40, 51, 62, 68, 79].

B I – pro-B ALL – ostra bia³aczka limfoblastyczna wczesnych prekursorów B
nazwana bia³aczk¹ progenitorow¹, od angielskiej nazwy progenitor B ALL. Stanowi
5–10% ALL u dzieci i doros³ych. Komórki wykazuj¹ ekspresjê powierzchniowych
determinant antygenowych: HLA-DR, CD34, CD19 oraz cytoplazmatyczn¹ obecnoœæ
antygenu CD22, CD79a i j¹drow¹ TdT. Mo¿e wyst¹piæ brak ekspresji CD45 [22, 45].

B II – common ALL – stanowi najwiêkszy odsetek bia³aczek limfoblastycznych
wieku dzieciêcego (65%) i u doros³ych (75%). Komórki wykazuj¹ ekspresjê anty-
genów: TdT, HLA-DR, CD34, CD19, CD10 oraz zmienn¹ ekspresjê CD22 i CD45
[22, 45]. W obrêbie „etapu CD10+” ró¿nicowania prekursorów B mo¿e pojawiaæ
siê ekspresja CD20. St¹d wyró¿nia siê dodatkowo postaæ CD10+/CD20+ (common
ALL II).

B III – pre-B ALL – wystêpuje u ok. 25% dzieci i jest rzadko spotykany u
doros³ych. W tym typie ALL istotnym dla diagnostyki ró¿nicowej jest obecnoœæ w
cytoplazmie ³añcucha ciê¿kiego immunoglobuliny klasy IgM (µ). Komórki wykazuj¹

einilec¹juzyretkarahcynegytnA.1ALEBAT ewokrómok ainawopytonefonummialdeinezcanz–
hcyrtsokezca³aib

awokrómokainiL enjyckyrtserynegytnA ewoktadodynegytnA

ButycofmilainiL *a97Dbul/i*22DC+91DC gIs,*µ,01DC,43DC,RD-ALH,02DC,*TdT

TutycofmilainiL 2DCbul/i7DC+*3DC ,4DC,3DC-RCT,43DC,a1DC,5DC,*TdT
8DC

anladioleimainiL 31DCbul/i33DC+*OPM ,43DC,41DC,711DC,RD-ALH,56wDC
51DC

anratycortyreainiL 17DC Aanyrofokilg

anratycoirakagemainiL 16DC14DC 26DC,24DC

mynzcytamzalpotycuineiwrabwynawokifytnedi*



7 0 A. BALANA-NOWAK, E. ZDZI£OWSKA

ekspresjê: HLA-DR, CD19, CD20, CD22 i TdT. Mo¿e utrzymywaæ siê zmienna
ekspresja antygenu CD10 (tylko u niektórych badanych).

B IV – mature-B ALL – stanowi 2–5% ALL z limfocytu B. Komórki s¹
wiêksze ni¿ komórki B-prekursorowe. Fenotyp charakterystyczny dla dojrza³ych
limfocytów B wykazuje ekspresjê: HLA-DR, CD19, CD20, CD22, ³añcuchów
ciê¿kich immunoglobulin (IgG, IgA, IgM) oraz jednego z ³añcuchów lekkich kappa
(κ ) lub lambda (λ) (rozrost monoklonalny). W pewnym odsetku przypadków nadal
obserwuje siê ekspresjê antygenu CD10.

ALL B-I do III okreœla siê czêsto wspóln¹ nazw¹ ALL z komórek prekurso-
rowych linii limfocytu B (prekursor-B ALL). W ostatnich latach wyró¿niono ponadto
podtyp transitional pre-B ALL. Jest to rzadko wystêpuj¹ca bia³aczka, w której
limfoblasty eksponuj¹ jednoczeœnie w cytoplazmie i na powierzchni komórki ³añcuchy
ciê¿kie µ, bez ekspresji ³añcuchów lekkich κ czy λ.

Bia³aczki z linii limfocytu T
Dla bia³aczek wywodz¹cych siê z linii limfocytu T swoista jest cytoplazmatyczna

i b³onowa ekspresja antygenu CD3. Na tej podstawie oraz na podstawie ekspresji
pozosta³ych antygenów okreœlaj¹cych liniê limfocytu T, EGIL wyró¿ni³a 4 podtypy
ALL-T definiowane w zale¿noœci od stopnia dojrza³oœci tymocytu [7, 9, 15, 21].

T I – pro-T ALL odpowiada wczesnemu etapowi ró¿nicowania limfocytu T w
szpiku kostnym. Komórki wykazuj¹ ekspresjê antygenów powierzchniowych: HLA-
DR (zmienna ekspresja), CD34, CD7 oraz cytoplazmatyczn¹ obecnoœæ CD3 i TdT.

T II – pre-T ALL odpowiada etapowi niedojrza³ego tymocytu (immature thymocyte).
Komórki wykazuj¹ ekspresjê antygenów powierzchniowych: CD7, CD2, CD5 oraz
czêœciowo powierzchniow¹ ekspresjê CD3, CD8 i CD4, a tak¿e cytoplazmatyczn¹
obecnoœæ CD3 i TdT. W wielu przypadkach opisuje siê ekspresjê antygenu CD10.

T III – cortical-T ALL odpowiada etapowi tzw. common thymocyte. W tym
typie ALL istotnym dla diagnostyki ró¿nicowej jest obecnoœæ na b³onie komórkowej
antygenu CD1a. Komórki wykazuj¹ powierzchniow¹ ekspresjê antygenów: CD3,
CD7, CD2, CD5, CD8 i/lub CD4 i cytoplazmatycznie TdT i CD3.
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T IV – mature-T ALL odpowiada etapowi dojrza³ego tymocytu (mature
thymocyte). Komórki wykazuj¹ ekspresjê: CD7, CD2, CD5, CD8 lub CD4, CD3 i
cytoplazmatycznie TdT. Wyró¿nia siê dwie podgrupy typu IV ALL w zale¿noœci od
definiowanej ekspresji receptorów: TCRα/β+ (grupa IVa) lub TCRγ / δ+ (grupa IVb)
w po³¹czeniu z CD3.

Bia³aczki, których komórki maj¹ immunofenotyp odpowiadaj¹cy prekursorom limfocytu
T (typ I–III), stanowi¹ grupê traktowan¹ jako prekursorowa T-ALL, pozosta³e to
postaæ odpowiadaj¹ca dojrza³emu tymocytowi – ALL-T. Taka klasyfikacja jest
preferowana przez wiêkszoœæ autorów, co wynika g³ównie z niewielkiego klinicznego
znaczenia szczegó³owego podzia³u grupy bia³aczek z linii limfocytu T oraz ze znacznej
asynchronicznoœci opisywanych immunofenotypów [9, 11, 21, 30, 31, 58].

Ostra bia³aczka mieloblastyczna – AML
Klasyfikacja immunologiczna ostrych bia³aczek szpikowych koreluje z klasyfikacj¹

wg FAB, lecz immunofenotypowanie mieloblastów wnios³o wiele uzupe³nieñ (np.
podtyp M0 i M7) (tab. 3) [1, 2, 6, 9, 12, 16, 21, 24, 28, 30, 31, 36, 37, 76, 77, 86].

Bia³aczka mieloblastyczna bez cech zró¿nicowania (FAB-M0) – od 1991
roku w³¹czona do klasyfikacji [2, 13, 16, 37, 86]. Stanowi 10–15% przypadków AML.
Komórki bia³aczkowe w typie M0 nie daj¹ reakcji barwnych w badaniach cytoche-
micznych. Immunofenotyp komórek M0 wykazuje ekspresjê zwykle jednej deter-
minanty powierzchniowej specyficznej dla linii mieloidalnej: CD13 lub CD33 przy
braku CD11b, CD15, CD65 oraz s³ab¹ ekspresjê cytoplazmatycznej mieloper-
oksydazy (MPO). Komórki nie prezentuj¹ antygenów linii limfoidalnej, choæ w
niewielkim odsetku mog¹ wykazywaæ ekspresjê CD7 lub/i TdT [37]. Mieloblasty
w podtypie M0 cechuje silna ekspresja CD34 i HLA-DR.

Ostra bia³aczka mieloblastyczna minimalnie zró¿nicowana (FAB-M1) –
stanowi 25–40% AML. Blasty w AML-M1 s¹ CD13 i CD33 oraz HLA-DR
pozytywne, ale ekspresja CD34 nie jest tak silna jak w M0. Typowo nie wykazuj¹

)LMA(hcynladioleimkezca³aibhcyrtsoajcakifysalkawopytonefonummI.3ALEBAT

ainawocin¿órzhceczeb–0LMA )7DC,TdT(OPM*c,33DCbul31DC,RD-ALH,43DC

anawocin¿órz.nim–1LMA OPM*c,33DC,31DC,RD-ALH,43DC

ainawocin¿órzimahcecz–2LMA OPM*c,c11DC,56DC,51DC,33DC,31DC,RD-ALH,43DC

awotycoleimorp–3LMA OPM*c,33DC,31DC

anzcytsalbonomoleim–4LMA ,4DC(,c11DC,51DC,33DC,31DC,RD-ALH,41DC,46DC
)65DC

anzcytsalbonom–5LMA )65DC,4DC(,33DC,31DC,RD-ALH,41DC,46DC

anzcytsalbortyre–6LMA )RD-ALH,43DC(,17DC,A-ylG

-onzcytsalboirakagem–7LMA
anratycoirakagem

)43DC(RD-ALH,33DC,14DC
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obecnoœci antygenów CD11b, CD15 i CD65. Ekspresja cytoplazmatycznego MPO
jest silniejsza w podtypie M1 ni¿ w M0.

Ostra bia³aczka mieloblastyczna z cechami zró¿nicowania (FAB-M2) – ten
podtyp AML diagnozowany jest u 10–25% chorych z AML. W wiêkszoœci
przypadków komórki bia³aczkowe prezentuj¹ ekspresjê HLA-DR, CD13, CD15,
CD33 i CD65. Ocena immunofenotypu mieloblastów M2 wykazuje brak lub
zanikaj¹c¹ ekspresjê antygenu CD34. Natomiast silnie zaznaczona jest obecnoœæ
cytoplazmatycznego MPO.

Ostra bia³aczka promielocytowa (FAB-M3) – stanowi 4–7% AML. Typowo
obserwuje siê brak ekspresji wczesnych antygenów dojrzewania mieloblastu, takich
jak: CD34 i HLA-DR, jak równie¿ brak antygenów ró¿nicowania, takich jak: CD15,
CD65 czy CD11b. Hipergranularne formy tej bia³aczki mog¹ wykazywaæ te¿
redukcjê ekspresji CD45 zestawionej z brakiem HLA-DR. Obserwuje siê zwykle
siln¹ ekspresjê antygenów CD13 i CD33.

Wed³ug wspó³czesnej klasyfikacji WHO AML-M3 okreœla siê jako bia³aczkê z
t(15,17) i do potwierdzenia rozpoznania niezbêdne jest wykrycie wy¿ej opisanej
translokacji metodami cytogenetycznymi.

Ostra  bia³aczka  mielomonocytowa  (FAB-M4) – obserwuje  siê  minimum
30% mieloblastów o fenotypie CD13+/ CD33+/ CD34+/-/ HLA-DR+/ CD11b-/ CD64-
/ CD14- oraz co najmniej 20% komórek linii monocytarnej o fenotypie CD13+/ CD33+/
CD34-/ HLA-DR+/ CD11b+/ CD64+/ CD14+/- i CD4+/-.

Ostra bia³aczka monocytowa (FAB-M5) – obserwuje siê w ponad 80% komórek
linii monocytarnej wykazuj¹cych ekspresjê antygenów CD13, CD33, CD15, HLA-DR, CD64,
CD14, CD16, CD56 i CD4. Immunologicznie wyró¿nia siê 2 podtypy M5a i M5b, ró¿ni¹ce
siê intensywnoœci¹ ekspresji CD14, CD4, CD16 oraz CD56 na monoblastach.

Erytroleukemia (FAB-M6) – stanowi mniej ni¿ 5% AML. W szpiku wystêpuje
minimum 30% mieloblastów o typowym dla nich fenotypie CD33+/ CD13+/ CD34+/
HLA-DR+/ CD45+ oraz co najmniej 50% komórek szeregu erytroidalnego o fenotypie
CD71+/ CD45- i glikoforyna A+ na bardziej dojrza³ych formach erytroblastów.

Ostra bia³aczka megakarioblastyczna (FAB-M7) – w³¹czona zosta³a do
klasyfikacji w 1985 roku [29]. Jest rzadko wystêpuj¹cym (<5% przypadków)
podtypem AML, wywodz¹cym siê z wczesnych postaci rozwojowych linii
megakariocytowej odpowiadaj¹cych promegakarioblastom. Rozpoznanie AML-M7
opiera siê na wykazaniu obecnoœci antygenów CD61 (glikoproteina IIIa) i/lub CD41
(glikoproteina IIb/IIIa) na minimum 30% megakarioblastów w szpiku kostnym.
Nale¿y zwróciæ uwagê na mo¿liwoœæ fa³szywie pozytywnej reakcji spowodowanej
adherencj¹ p³ytek do blastów bia³aczkowych, dlatego dla prawid³owego rozpoznania
krytyczne jest stosowanie po³¹czenia CD41 i CD62 (determinanta p³ytkowa
nieobecna na niedojrza³ych megakarioblastach).
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Bia³aczki o nietypowym immunofenotypie blastów

W miarê rozwoju diagnostyki immunofenotypowej ostrych bia³aczek coraz czêœciej
obserwowano przypadki, w których komórki bia³aczkowe nie przypomina³y swoich
„zdrowych odpowiedników”, wykazuj¹c niew³aœciw¹ ekspresjê determinant uznanych
za charakterystyczne dla poszczególnych odrêbnych linii komórkowych [5, 18, 84].
Brak ekspresji swoistych determinant lub obecnoœæ determinant dodatkowych, cechu-
j¹cych inne linie, sugerowa³y zaburzenia w genomie komórki. Nazwano je
immunofenotypami nietypowymi [30, 35]. Stwierdzenie wystêpowania aberrantnych
immunofenotypów komórek bia³aczkowych doprowadzi³o do zmiany pogl¹du o
mechanizmie powstawania ostrych bia³aczek. Jako wyjaœnienie tego zjawiska
powsta³o kilka hipotez t³umacz¹cych patomechanizm schorzeñ limfo- i mieloprolife-
racyjnych. Do najczêœciej wymienianych nale¿¹: anormalna ekspresja genów,

RYCINA 1. Czêstoœæ wystêpowania nietypowych antygenów w grupie ALL z koekspresj¹

RYCINA 2. Czêstoœæ wystêpowania  antygenów limfoidalnych w grupie AML z koekspresj¹
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okreœlana te¿ jako „niewiernoœæ linii komórkowych” (linear infidelity) [5, 18, 74]
oraz z³oœliwa transformacja pluripotentnych komórek progenitorowych zdolnych
zarówno do limfoidalnego, jak i mieloidalnego ró¿nicowania, st¹d okreœlenie „linie o
mieszanym pochodzeniu” [5, 84].

Bia³aczki z koekspresj¹ antygenów innych ni¿ zdefiniowana linia komórkowa
W tej grupie immunofenotypów nietypowych opisuje siê bia³aczki limfoblastyczne z

ekspresj¹ antygenu mieloidalnego (ALL+My) lub limfoidalnego innego ni¿ opisana linia
(ALL+Ly) oraz bia³aczki mieloidalne z ekspresj¹ antygenów limfoidalnych (AML+Ly).

Czêstoœæ wystêpowania ALL+My, wed³ug ró¿nych autorów, mieœci siê w bardzo
szerokim zakresie 5–50%. Wy¿szy odsetek koekspresji antygenów mieloidalnych
stwierdzono w ALL z linii limfocytu B ni¿ z linii T [18, 57]. Najczêœciej obserwowan¹
determinant¹ mieloidaln¹ jest CD13 (ryc. 1).

Zakres czêstoœci wystêpowania AML+Ly waha siê od 20 do 60% (w zale¿noœci
od przyjêtych kryteriów i badanej grupy) [9, 30, 62, 70, 75]. Opisuje siê wiêcej
przypadków z koekspresj¹ antygenów z linii limfocytu T. Najczêœciej obserwowa-
nymi antygenami s¹ CD7, CD2 i z linii B-CD19 (ryc. 2).

Asynchronicznoœæ
Jest kolejnym przyk³adem nietypowych immunofenotypów. Tego rodzaju

odstêpstwo fenotypu komórki bia³aczkowej od immunofenotypu komórek prawid³owej
ontogenezy dzieli siê na:

– asynchronicznoœæ pod wzglêdem iloœciowym – oceniamy stopieñ ekspresji
antygenów (np. hiperekspresja CD10 w common ALL B) oraz

– asynchronicznoœæ pod wzglêdem jakoœciowym – oceniamy wspó³wystêpowanie
antygenów z wczesnego etapu dojrzewania i antygenów charakterystycznych dla
dojrza³ych komórek (np. CD34+/CD15+ lub CD34+/CD3+) [18, 46].

Ponad 50% diagnozowanych przypadków ostrych bia³aczek mielo- i limfoblas-
tycznych wykazuje ten rodzaj aberracji immunofenotypu komórek.

Fenotyp niepe³ny
Charakteryzuje siê brakiem ekspresji pojedynczej determinanty specyficznej dla

danego etapu rozwoju. Nieprawid³owoœæ tê opisuje siê zarówno w grupie chorych
z AML (np. brak HLA-DR na mieloblastach), jak i z ALL (np. brak CD45 na
limfoblastach).

Ostra bia³aczka dwufenotypowa (Bipheno-typic Acute Leukemia)
 Jest rzadk¹ jednostk¹ chorobow¹, w której stwierdza siê zrównowa¿on¹ ekspresjê

antygenów dwóch linii komórkowych, np. determinant limfoidalnych i mie-loidalnych
na jednej populacji komórek blastycznych [5, 78]. W ostatnich latach zaproponowano
system punktowy oceny (Kantarijan 1990, Catovsky 1991) [4, 67], który opiera siê
na analizie ró¿nych antygenów (cytoplazmatycznych i b³onowych) zwi¹zanych z lini¹
mieloidaln¹ i limfoidaln¹, i  zliczaniu punktów im przypisanych (tab. 4). Aby
zdiagnozowaæ bia³aczkê dwufe-notypow¹ suma antygenów z ka¿dej zdefiniowanej
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linii komórkowej musi byæ wiêksza ni¿ 2
punkty, w innym przypadku (liczba punktów </
= 2) nale¿y rozpoznaæ ostr¹ bia³aczkê z
koekspresj¹. Na przyk³ad: immuno-fenotyp
cytCD79a+/ CD19+/ CD10+/ CD13+/
CD33+/ MPO+/ CD34+/ HLA-DR+ pozwala
rozpoznaæ bia³aczkê dwufenotypow¹ – AML/
ALL-B, podczas gdy cytCD79a+/ CD19+/
CD10+/ CD13+/ CD33+/ MPO-/ CD34+/
HLA-DR+ jako bia³aczkê z koekspresj¹ –
common ALL B + CD13/ CD33. Uwzglêd-
niaj¹c nowe, bardziej  rygorystyczne  kryteria
oceny bia³aczkê dwufenotypow¹ wykrywa siê
w 4–8% przypadków. Ten typ bia³aczki cechuje wysoki odsetek mutacji genowych
[5, 9] oraz niekorzystne rokowanie [44, 78].

Bia³aczka mieszano-liniowa – AMLL (Acute Mixed Lineage Leukemia)
Jest to bardzo rzadkie schorzenie opisywane u 1–2% pacjentów, u których na

jednorodnej morfologicznie populacji komórek bia³aczkowych stwierdza siê
wystêpowanie determinant z ró¿nych linii komórkowych [6, 9, 18, 30, 31, 49, 56,
57, 67] np.: cytCD3+/ cytCD79a+/ MPO+/ CD7+/ TdT+/ CD13+/ CD34+/ HLA-
DR+, czy cytCD3+/ CD7+/ CD19+/ CD10+/ TdT+/ CD13+/ CD33+/ CD11c+/
MPO+/ HLA-DR+. Rozpoznanie AMLL koreluje z niekorzystnym rokowaniem [49].

Okreœlenie nietypowego fenotypu komórek blastycznych jest istotne dla oceny
remisji hematologicznej oraz œledzenia minimalnej choroby resztkowej (MRD). Jej
prawid³owa ocena umo¿liwia lekarzowi podjêcie decyzji o kontynuowaniu lub
uzupe³nieniu leczenia u chorego z ca³kowit¹ remisj¹ hematologiczn¹. U³atwia to
miêdzy innymi kwalifikacje pacjentów do wysokodawkowanej chemioterapii
wspomaganej przeszczepieniem komórek hematopoetycznych.

II. DOBÓR PRZECIWCIA£ MONOKLONALNYCH
DO DIAGNOSTYKI OSTRYCH BIA£ACZEK

Wykazanie obecnoœci odpowiedniego zestawu determinant (antygenów) pozwala
precyzyjnie okreœliæ, z jakiej linii pochodzi badana komórka, jaki jest stopieñ jej
dojrza³oœci oraz w jakim stopniu jej fenotyp jest odpowiednikiem immunofenotypu
prawid³owej komórki szpiku (tab. 1, 2, 3).

Zastosowanie szerszego panelu przeciwcia³ u³atwia wykrycie „nieprawid³owoœci”
na badanych komórkach (fenotyp aberrantny), co z kolei umo¿liwia dalsze monitoro-
wanie efektów terapii i wiarygodn¹ ocenê choroby resztkowej.

W tabeli 5 przedstawiono przyk³adowe, trójkolorowe zestawienia przeciwcia³ do
wstêpnej diagnostyki ostrych bia³aczek szpikowych i limfoblastycznych, pozwalaj¹cej

ikzca³aibynecobósopS.4ALEBAT
batgwjewopytonefuwd ¹jcatknupzile

yksvotaC,0991najirataK(wónegytna
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kezca³aibhcyrtsoikytsongaidjenpêtswod³aicwicezrplenapywoda³kyzrP.5ALEBAT

.1 91DC/5DC/TdT TLLAdoBLLAejucin¿ór,¹wokrómokêinilejukifyrew

.2 3DCc/a97DCc/TdT TLLAdoBLLAejucin¿ór,¹wokrómokêinilejukifyrew

.3 33DC/7DC/OPM LMAejukifytnedi,¹wokrómokêinilejukifyrew

.4 54DC/41DC/4DC hcyzcincomopTwótycofmiliwótyconomejcalupopejukifytnedi

.5 54DC/65DC/3DC TwótycofmiliKNkerómokejcalupopejukifytnedi

.6 54DC/711DC/RD-ALH wótycoleimorpiwótsalboleimejcalupopejukifytnedi

.7 54DC/91DC/51DC æyrkywalawzopbulButycofmiliinildo¹nladioleimêinilejucin¿ór
yntnarrebapytonef

.8 54DC/33DC/43DC wótsalboleimejcalupopejukifytnedi

.9 54DC/31DC/2DC æyrkywalawzopbulTutycofmiliinildo¹nladioleimêinilejucin¿ór
yntnarrebapytonef

T-LLAikytsongaidod³aicwicezrplenapywoda³kyzrP.6ALEBAT

.1 3DC/5DC/TdT utsalbofmilainawezrjodpateejucin¿ór

.2 7DC/3DC/43DC pytonefæyrkywalawzopbulutsalbofmilainawezrjodpateejucinzór
ynzcinorhcnysa

.3 7DC/5DC/2DC LLAT-erppytdopejukifytnedi

.4 7DC/4DC/8DC utsalbofmilainawezrjodpateejucin¿ór

.5 7DC/3DC/a1DC LLATlacitrocpytdopejukifytnedi

.6 7DC/01DC/RD-ALH LLAT-erpiT-orppytdopejucin¿ór

.7 -RCT/ateb/afla-RCT
3DC/atled/ammag

utsalbofmilæœonlanolkejukifytnedi

.8 7DC/33DC/31DC hcatsalbofmilanhcynladioleimwónegytnaêjserpskeokejukifytnedi

.9 7DC/91DC/01DC hcatsalbofmilanButycofmiliinilwónegytnaêjserpskeokejukifytnedi

B-LLAikytsongaidod³aicwicezrplenapywoda³kyzrP.7ALEBAT

.1 91DC/01DC/TdT utsalbofmilainawezrjodpateejucin¿ór

.2 91DC/83DC/43DC utsalbofmilainawezrjodpateynsezcwejukifytnedi

.3 91DC/01DC/02DC LLABnommocpytdopejukifytnedi

.4 91DC/22DC/43DC utsalbofmilainawezrjodpateejucin¿ór

.5 91DC/85DC/66DC ewotsorzorytsalbofmilentnarrebaejukifytnedi

.6 91DC/MgIs/MgIc LLAB-erplanoitisnartiB-erppytdopejucin¿ór

.7 91DC/adbmal/appak utsalbofmilæœonlanolkejukifytnedi

.8 91DC/43DC/51DC hcatsalbofmilanhcynladioleimwónegytnaêjserpskeokejukifytnedi

.9 91DC/7DC/31DC Tiinilhcynladiofmilihcynladioleimwónegytnaêjserpskeokejukifytnedi
hcatsalbofmilan
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zweryfikowaæ, która linia komórkowa uleg³a transformacji nowotworowej oraz
odpowiedzieæ na pytanie, czy mo¿emy wykryæ bia³aczkê dwufenotypow¹ lub
mieszano-liniow¹, czy te¿ rozpoznaæ fenotyp nietypowy (koekspresja).

W tabelach 6, 7, 8 przedstawiono przyk³adowe zestawy przeciwcia³ pozwalaj¹ce
wykryæ antygeny charakterystyczne dla poszczególnych podtypów diagnozowanej
bia³aczki oraz niektóre zestawienia przeciwcia³ w kierunku wykrycia fenotypów
aberrantnych.

III. AKWIZYCJA I ANALIZA BADANYCH KOMÓREK

Z badanej próbki pobiera siê do analizy jednakow¹ iloœæ komórek po³¹czonych z
przeciwcia³ami monoklonalnymi (np. 10 000), przy sta³ym ustawieniu parametrów
czu³oœci i kompensacji cytometru przep³ywowego.

Ka¿dorazowo komórki analizuje siê w uk³adzie wspó³rzêdnych FSC (Forward
Scatter) vs. SSC (Side Scatter), oceniaj¹c subpopulacje komórkowe wystêpuj¹ce
w badanym materiale. FSC rozdziela komórki ze wzglêdu na ich wielkoœæ, a SSC
ze wzglêdu na ich strukturê wewnêtrzn¹. Dla okreœlenia immunofenotypu badanych
komórek selekcjonuje siê populacjê interesuj¹cych nas komórek przy u¿yciu elektro-
nicznych bramek (ang. gating). Rozdzia³ komórek bia³aczkowych opiera siê na
nietypowej lokalizacji i na znacznej przewadze iloœciowej badanej populacji komórek
w porównaniu do obrazu prawid³owego szpiku czy krwi obwodowej. Ocenê odsetka
komórek wykazuj¹cych ekspresjê badanych antygenów komórkowych dokonuje siê
na wstêpnie wybranej populacji komórkowej, na wykresach fluorescencji (np. FL1/
FL2, FL1/FL3, FL2/FL3).

LMAikytsongaidod³aicwicezrplenapywoda³kyzrP.8ALEBAT

.1 33DC/TdT/OPM utsalboleimainawezrjodpateejucin¿ór

.2 33DC/711DC/43DC utsalboleimainawezrjodpateejucin¿ór

.3 33DC/43DC/51DC ynzcinorhcnysapytonefæyrkywalawzopbul2M,1M,0Mpytdopejucin¿ór

.4 33DC/RD-ALH/56DC 2Mpytdopejukifytnedi

.5 33DC/65DC/46DC æyrkywalawzopbulhcynratyconomkerómokejcalupopejukifytnedi
)ajserpskeok(ywopyteinpytonef

.6 33DC/41DC/4DC æyrkywalawzopbulhcynratyconomkerómokejcalupopejukifytnedi
)ajserpskeok(ywopyteinpytonef

.7 33DC/14DC/17DC jenratycortyredojenratycoirakagemiinilikrómokejucin¿ór

.8 33DC/411DC/pg-P hcatsalboleimanFSC-Galdrotpeceriicœonropoê³ukelomejukifytnedi

.9 33DC/31DC/7DC 0Mpytdopanejuzakswbul)ajserpskeok(ywopyteinpytonefejukifytnedi

.01 33DC/91DC/7DC anBiiniliTiinilhcynladiofmilwónegytnaêjserpskeokejukifytnedi
hcatsalboleim
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RYCINA 3. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej – pro-B ALL

IV. WYBRANE PRZYK£ADY IMMUNOFENOTYPOWEJ
ANALIZY OSTRYCH BIA£ACZEK
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RYCINA 4. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej – common-B ALL  typ I
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RYCINA 5. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej – common-B ALL typ II
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RYCINA 6. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej – transitional pre-B  ALL



8 2 A. BALANA-NOWAK, E. ZDZI£OWSKA

RYCINA 7. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej – mature B ALL



                                                          83CYTOMETRIA PRZEP£YWOWA W DIAGNOSTYCE IMMUNOFENOTYPOWEJ BIA£ACZEK

RYCINA 8. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej – pro-T ALL
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RYCINA 9. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej – pre-T ALL
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RYCINA 10. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej – cortical T ALL



8 6 A. BALANA-NOWAK, E. ZDZI£OWSKA

RYCINA 11. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej – mature T ALL
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RYCINA 12. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki mieloblastycznej bez cech ró¿nicowania
(FAB-M0)
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RYCINA 13. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki mieloblastycznej minimalnie zró¿nicowanej
(FAB-M1)
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RYCINA 14. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki mieloblastycznej z cechami zró¿nicowania
(FAB-M2)
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RYCINA 15. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki promielocytowej (FAB-M3)
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RYCINA 16. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki mielomonocytowej (FAB-M4)
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RYCINA 17. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki monocytowej (FAB-M5)
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RYCINA 18. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki dwufenotypowej AML/ALL-T
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RYCINA 19. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki mieloblastycznej z koekspresj¹ antygenów
CD4+ i CD56+
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RYCINA 20. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki dwufenotypowej AML/ALL-B
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RYCINA 21. Przyk³ad immunofenotypu ostrej bia³aczki limfoblastycznej  – pro-B ALL z koekspresj¹
 antygenów CD13+ i CD33+
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RYCINA 22. Przyk³ad immunofenotypu asynchronicznego w ostrej bia³aczce mieloblastycznej
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RYCINA 23. Przyk³ad immunofenotypu niepe³nego w ostrej bia³aczce mieloblastycznej
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