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Streszczenie: Wspotczesna diagnostyka chorob rozrostowych krwi obejmuje réznorodne techniki labora-
toryjne. Cytometria przeplywowa jest obecnie niezb¢dnym narzedziem do diagnozowania biataczek i
chloniakow, stosowanym obok klasycznej cytologii, cytochemii, cytogenetyki i biologi molekularne;.
Ogromna zaleta cytometrii przeptywowej jest mozliwos¢ wieloparametrowej oceny antygenowej na
poziomie pojedynczej komorki nowotworowej. Cytometria przeptywowa w diagnostyce ostrych biata-
czek pozwala okresli¢ pochodzenie badanej komorki oraz jej stopien dojrzatosci, a zatem jaki jest podtyp
badanej biataczki oraz precyzyjnie identyfikuje nietypowa ekspresje¢ antygenow, umozliwiajac dalsze
monitorowanie minimalnej choroby resztkowej. W artykule oméwiono aktualna klasyfikacj¢ immunolo-
giczng ostrych biataczek, przedstawiono przyktadowe panele stosowanych przeciwcial monoklonal-
nych w diagnostyce ostrych bialaczek wraz z ich interpretacja kliniczng, oraz pokazano graficzne
przyktady analizy immunofenotypowej, w oparci o do§wiadczenia wtasne Kliniki Hematologii CMUJ w
Krakowie. Artykul ten moze stanowi¢ praktyczna pomoc dla 0sdb rozpoczynajacych immunofenotypo-
wanie ostrych biataczek.

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 skrotow: ALL (ang. Acute lymphoblastic leukemia) — ostra biataczka limfoblastyczna; AML (ang.
Acute myeloid leukemia) — ostra bialaczka szpikowa; AMLL (ang. Acute mixed lineage leukemia)— ostra
biataczka mieszanoliniowa; AML + Ly (ang. Acute myeloid leukemia with lymphoid coexpression) — ostra
biataczka szpikowa z koekspresja antygenow limfoidalnych; ALL + Ly (ang. Acute lymphoblastic leuke-
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mia with lymphoid coexpression) — ostra biataczka limfoblastyczna z koekspresja antygendw limfoidal-
nych; ALL+ My (ang. Acute lymphoblastic leukemia with myeloid coexpression) — ostra biataczka limfo-
blastyczna z koekspresja antygenow mieloidalnych; AUL (ang. Acute undifferentiated leukemia) — ostra
biataczka niezréznicowanokomorkowa; BMT (ang. Bone marrow transplantation) — transplantacja szpi-
ku kostnego; CD (ang. Clusters of differentiation) — kompleks roznicowania; CR (ang. Complete remis-
sion) — catkowita remisja hematologiczna; FAB — francusko-amerykansko-brytyjska klasyfikacja; FL1 —
fluorescencja 1; FL2 — fluorescencja 2; FL3 — fluorescencja 3; FSC (ang. Forward scatter) —rozproszenie
przednie $wiatla; Gly A — glikoforyna A; HLA-DR — antygeny zgodnosci tkankowej — klasa II; IgM —
immunoglobulina klasy M; MDR (ang. Multidrug resistance molecule) — czasteczka opornosci wieloleko-
wej; MoAb (ang. Monoclonal antibody) — przeciwcialo monoklonalne; MRD (ang. Minimal residual
disease) — minimalna choroba resztkowa; PBSCT (ang. Peripheral blood stem cell transplantation) —
przeszczepienie komorek macierzystych krwi obwodowej; Pgp — glikoproteina; R1, R2 (ang. Region) —
oznaczenia bramek zaktadanych podczas analizy populacji komérkowych w cytometrze przeptywo-
wym; SSC (ang. Side scatter)—rozproszenie boczne $wiatta; TdT — terminalna transferaza deoksynukle-
otydowa.

I. BIALACZKI OSTRE — DEFINICJA I KLASYFIKACJA

Terminem ostra biataczka okresla si¢ grupg nowotworow ztosliwych wywodza-
cych sig z prekursorowych komorek hematopoetycznych szpiku kostnego. Do rozwoju
ostrej biataczki dochodzi w wyniku transformacji nowotworowej we wczesnej lub
ukierunkowanej komérce hematopoetycznej szpiku przebiegajacej z:

— niekontrolowana proliferacja patologicznego klonu komérkowego,

— niezdolnos$cia tych komoérek do dojrzewania,

— naciekaniem przez niedojrzate komorki r6znych narzadéw (watroby, §ledziony,
weztow chlonnych, osrodkowego uktadu nerwowego czy skory),

— wyparciem, przez rozrastajacy si¢ klon biataczkowy, prawidtlowych linii komorek
szpikowych.

W szpiku i krwi obwodowej charakterystyczne jest wystepowanie obok siebie
dojrzatych komorek i najmtodszych form prekursorowych uktadu hematopoetycznego
(blastow) [24, 48, 69, 71, 72].

Ostra biataczka szpikowa (AML)

Ostra biataczka szpikowa jest nowotworowym rozrostem komorek wywodzacych si¢
z prekursorowej komorki hematopoetycznej szpiku, z wylaczeniem linii limfoidalnej [24,
44, 48, 72]. AML (Acute Myeloid Leukemia) stanowi 75-80% przypadkoéw ostrych
biataczek u dorostych, natomiast u dzieci wystepuje w ok. 15% wszystkich przypadkdow.
Ostra biataczke szpikowa mozemy podzieli¢ na pierwotng i wtorna, w zaleznosci od
tego, czy rozwingla si¢ jako schorzenie pierwotne (de novo AML), czy tez byta
poprzedzona innym schorzeniem (zespoly mielodysplastyczne, guzy lite leczone przy
pomocy radio- i chemioterapii, kryza blastyczna w przewleklej biataczce szpikowej) [24,
48, 71]. Chemioterapia indukujaca remisje, stosowana w AML dorostych chorych pozwala
na uzyskanie catkowitej remisji hematologicznej w ok. 60% przypadkéw umozliwiajac
kontynuacjg leczenia, w tym przeszczepienie szpiku kostnego. Przesz-czepienie
macierzystych komorek 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 dhugoletniego
przezycia, odpowiednio u 50% i 70% chorych [23, 24, 34, 44, 65, 66, 71, 73].

Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL)

Ostra bialaczka limfoblastyczna jest choroba charakteryzujaca si¢ nieprawidlowa i
rozsiang proliferacja komérek nowotworowych wywodzacych sig z linii limfocytu T lub
B. ALL (Acute Lymphoblastic Leukemia) jest postacia ostrej bialaczki najczgsciej
wystepujaca u dzieci (75-80% wszystkich przypadkéw). W grupie dorostych chorych
rozpoznawana jest w 15-20% przypadkoéw ostrych biataczek. ALL z linii limfocytu B
wystepuje czesciej niz z linii limfocytu T zardéwno u dzieci (85% ALL), jak i u dorostych
(75% ALL). Wyniki chemioterapii u dzieci w ciagu ostatnich lat ulegly znacznej poprawie
(75-80% catkowitych wyleczen), podczas gdy w grupie dorostych 70-80% uzyskuje
calkowita remisj¢ hematologiczng (CR), a jedynie 20-30% chorych osiaga dhugoletnie
przezycie. Przeszczepienie macierzystych komorek hematopoetycznych, autologiczne lub
allogeniczne, pozwala na uzyskanie dtugoletniego przezycia odpowiednio u 40— 50% i
50-60% dorostych chorych [3, 14, 23, 41, 65].

Metody laboratoryjne stosowane w diagnostyce ostrych biataczek

Wspolczesna diagnostyka laboratoryjna ostrych biataczek obejmuje ocene:

— cytologiczng komorek szpiku i krwi obwodowej,

— enzymoOw i1 zwiazkow chemicznych w komorkach blastycznych (metody
cytochemiczne),

— immunofenotypu komorek biataczkowych metoda cytometrii przeptywowej,
oraz

— zaburzen genetycznych ocenianych metodami klasycznej cytogenetyki oraz
technikami biologii molekularne;.

Badanie immunofenotypu komoérek pozwala na oceng antygendéw roéznicowania
— CD (ang. cluster of differentiation) wystepujacych na powierzchni komorek
i/lub w cytoplazmie, charakterystycznych dla okreslonej linii komérkowej. Podstawo-
wymi metodami stuzacymi do oceny immunofenotypu komorek bialaczkowych sa:

* Immunocytochemia — w metodzie tej komorki sa utrwalone na szkietku,
przeciwciatlo monoklonalne znakowane jest enzymem, a reakcj¢ antygenu z
przeciwciatem uwidacznia si¢ wykorzystujac reakcj¢ barwna enzymu z substratem.
Mozna wykorzystywac tez przeciwciata sprzgzone z fluorochromem, a oceng
prowadzi¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

* Immunofluorescencja bezposrednia jest oparta na znakowaniu komoérek w
zawiesinie przeciwciatami monoklonalnymi polaczonymi z fluorochromem i ocenie
fluorescencji przy pomocy cytometru przeplywowego.

We wspotczesnej diagnostyce hematologicznej do analizy immunofenotypu
komorek uktadu krwiotwoérczego wykorzystuje si¢ rutynowo metode cytometrii

przeptywowe;.
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Wprowadzenie standardowej oceny immunofenotypu przy uzyciu przeciwciat
monoklonalnych, udoskonalenie techniki znakowania przeciwciat (MoAb znakowane
bezposrednio fluorochromem) pozwalajace na réwnoczesna oceng wystgpowania
kilku antygenow na komorkach biataczkowych doprowadzito do ujednolicenia kryte-
riow immunofenotypowej diagnostyki i klasyfikacji ostrych biataczek [17, 27, 31, 45,
52, 62, 68, 77, 81, 85].

Zastosowanie cytometrii przeplywowej w diagnostyce ostrych biataczek pozwala na:

— rozpoznanie stadiow réznicowania si¢ poszczegélnych populacji komorek
hematopoetycznych,

— analize dojrzalosci komodrek w obrebie populacji biataczkowe;,

— oceng ekspresji molekut odpowiedzialnych za wystepowanie opornosci wielo-
lekowej (MDR),

— monitorowanie efektow terapii i potwierdzenie remisji choroby,

— wykrywanie i $ledzenie choroby resztkowej (MRD) [8, 9, 22, 26, 30, 33, 39,
42, 52, 56, 64, 79, 80].

Klasyfikacja immunologiczna ostrych biataczek na podstawie immunofenotypu
(charakterystyki antygenowej) komoérek biataczkowych

Badania immunofenotypu komorek szpiku kostnego i narzadoéw limfatycznych
pozwolily na poznanie kombinacji antygenowych charakterystycznych dla kolejnych
stadiow prawidlowej hematopoezy. Badania oparto na ocenie ekspresji powierzch-
niowych 1 cytoplazmatycznych determinant antygenowych typowych dla poszcze-
g6lnych etapow dojrzewania komorek linii mieloidalnych i limfoidalnych [9, 25, 38,
40, 45, 54, 55, 82, 83]. Poréwnanie immunofenotypow komorek prawidtowe;j
hematopoezy i komorek biataczkowych doprowadzito do powstania hipotezy wskazu-
jacej, iz rozrost komorek biataczkowych jest wyrazem niekontrolowanej proliferacji
komorek zatrzymanych na danym etapie dojrzewania i réznicowania [6, 9, 30, 79].
Zatozenie to stanowi podstawe immunofenotypowej klasyfikacji ostrych biataczek.

Wisrod antygendw charakteryzujacych dana lini¢ komorkowa mozna wyrdznié
antygeny determinujace lini¢ komorkowa (tzw. antygeny restrykcyjne), swoiste dla
danej linii komérkowej oraz determinanty dodatkowe. Obecno$¢ przynajmniej dwoch
antygenow restrykcyjnych pozwala na prawie jednoznaczne okreslenie typu komorki,
ktora ulegla transformacji nowotworowej. Natomiast antygeny dodatkowe pozwalaja
na oceng dojrzatosci i zréznicowania komorki blastycznej oraz oceny kombinacji
antygenow powierzchniowych i cytoplazmatycznych, charakterystycznej dla poszcze-
gblnych podtypow ostrej biataczki szpikowej lub limfoblastycznej (tab. 1) [79].

Biataczka niezroznicowanokomoérkowa — AUL

Biataczki typu AUL (Acute Undifferentiated Leukemia) charakteryzuja sig
brakiem ukierunkowania komorek blastycznych. Wykazuja ekspresj¢ tylko antygenu
CD34, HLA-DR i jadrowej TdT, co pozwala na okreslenie ich jako biataczek z
komorek macierzystych. Wielu autorow [21, 26, 31, 36, 61] sugeruje, ze nie istnieje
biataczkowy rozrost komorki macierzystej, a wyodrgbnianie AUL wynika z niedosko-
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TABELA 1. Antygeny charakteryzujace linie komorkowe — znaczenie dla immunofenotypowania
biataczek ostrych

Linia komérkowa Antygeny restrykcyjne Antygeny dodatkowe

Linia limfocytu B CDI19 + CD22* ilub D79a* | TdT*, CD20, HLA-DR, CD34, CDI10, p*, slg

Linia limfocytu T CD3* + CD7 ilub CD2 TdT*, CD5, CDla, CD34, TCR-CD3, CD4,
CD8

Linia mieloidalna MPO* + CD33 i/lub CD13 |CDw65, HLA-DR, CD117, CD14, CD34,
CDI15

Linia erytrocytarna CD71 glikoforyna A

Linia megakariocytarna |CD41 CD61 CD42, CD62

*identyfikowany w barwieniu cytoplazmatycznym

nato$ci badania markerow ukierunkowania komoérki macierzystej w cytoplazmie,
takich jak: cCD22, cCD79a, cCD3 czy MPO.

Ostra biataczka limfoblastyczna — ALL

W diagnostyce ostrych biataczek limfoblastycznych dopiero immunofenotypowanie

limfoblastoéw umozliwito petlna klasyfikacje ALL z linii limfocytu B i T (tab. 2).
Biataczki z linii limfocytu B

Klasyfikacja ALL wywodzacej si¢ z linii limfocytu B zmieniala si¢ kilkakrotnie.
Pierwsza klasyfikacja obejmowata 4 postacie i wykorzystywala jedynie okreslenie
ekspresji antygenow: CD19, CD10, CD20, HLA-DR [9, 21, 30, 31]. Kolejna jej
modyfikacja [9, 21] polegata na uwzglednieniu antygenow CD22 i CD34 oraz zmianie
kolejnosci pojawiania si¢ na powierzchni komorek poszczegolnych determinant.

Obecnie powszechnie stosowana jest klasyfikacja wedtug Europejskiej Grupy ds.
Immunologicznej Klasyfikacji Biataczek (EGIL) bgdaca kompilacja obu wyzej
wymienionych [1, 6, 9, 21, 30, 31, 38, 40, 51, 62, 68, 79].

B I — pro-B ALL - ostra bialaczka limfoblastyczna wczesnych prekursorow B
nazwana biataczka progenitorowa, od angielskiej nazwy progenitor B ALL. Stanowi
5-10% ALL u dzieci i dorostych. Komorki wykazuja ekspresje powierzchniowych
determinant antygenowych: HLA-DR, CD34, CD19 oraz cytoplazmatyczna obecnos¢
antygenu CD22, CD79a i jadrowa TdT. Moze wystapi¢ brak ekspresji CD45 [22, 45].

B II — common ALL - stanowi najwigkszy odsetek bialaczek limfoblastycznych
wieku dziecigcego (65%) i u dorostych (75%). Komorki wykazuja ekspresj¢ anty-
genow: TdT, HLA-DR, CD34, CD19, CD10 oraz zmienna ekspresje CD22 i CD45
[22, 45]. W obrebie ,,etapu CD10+” roznicowania prekursorow B moze pojawiac
si¢ ekspresja CD20. Stad wyroznia si¢ dodatkowo posta¢ CD10+/CD20+ (common
ALL II).

B III — pre-B ALL — wystepuje u ok. 25% dzieci i jest rzadko spotykany u
dorostych. W tym typie ALL istotnym dla diagnostyki réznicowej jest obecnos¢ w
cytoplazmie tancucha cigzkiego immunoglobuliny klasy IgM (p). Komorki wykazuja
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TABELA 2. Immunofenotypowa klasyfikacja ostrych bialaczek limfoblastycznych (ALL)

z linii imfocytu B
pro-B ALL HLA-DR, CD34, CD19, cCD22
common I ALL HLA-DR, CD10,CD19, CD22
common IT ALL HLA-DR, CD10, CD19, CD22, CD20
pre-B ALL HLA-DR, CD19, CD22, ¢ IgM(p)
transitional pre-B ALL HLA-DR, CD19, CD22, c/s IgM(n)
mature-B ALL CD19, CD20, CD22, slg (G+A+M), kappa lub lambda
z linii limfocytu T
ALL-T (I-11I) rézne kombinacje antygendw charakterystycznych
dla etapow rozwoju tymocytu
ALL-T (IV) roézne kombinacje antygenow charakterystycznych dla limfocytu T

ekspresje: HLA-DR, CD19, CD20, CD22 i TdT. Moze utrzymywac si¢ zmienna
ekspresja antygenu CD10 (tylko u niektorych badanych).

B IV — mature-B ALL — stanowi 2-5% ALL z limfocytu B. Komorki sa
wigksze niz komoérki B-prekursorowe. Fenotyp charakterystyczny dla dojrzatych
limfocytow B wykazuje ekspresje: HLA-DR, CD19, CD20, CD22, fancuchoéw
cigzkich immunoglobulin (IgG, IgA, 1gM) oraz jednego z tanicuchow lekkich kappa
(x) lub lambda (L) (rozrost monoklonalny). W pewnym odsetku przypadkéw nadal
obserwuje si¢ ekspresj¢ antygenu CDI10.

ALL B-I do III okresla si¢ czgsto wspolna nazwa ALL z komorek prekurso-
rowych linii limfocytu B (prekursor-B ALL). W ostatnich latach wyrdzniono ponadto
podtyp tranmsitional pre-B ALL. Jest to rzadko wystepujaca biataczka, w ktorej
limfoblasty eksponuja jednoczesnie w cytoplazmie i na powierzchni komorki tancuchy
cigzkie p, bez ekspresji tancuchow lekkich x czy A.

Biataczki z linii limfocytu T

Dla biataczek wywodzacych si¢ z linii limfocytu T swoista jest cytoplazmatyczna
i blonowa ekspresja antygenu CD3. Na tej podstawie oraz na podstawie ekspresji
pozostatych antygenow okreslajacych lini¢ limfocytu T, EGIL wyro6znita 4 podtypy
ALL-T definiowane w zaleznosci od stopnia dojrzatosci tymocytu [7, 9, 15, 21].

T I — pro-T ALL odpowiada wczesnemu etapowi rdznicowania limfocytu T w
szpiku kostnym. Komorki wykazuja ekspresj¢ antygenéw powierzchniowych: HLA-
DR (zmienna ekspresja), CD34, CD7 oraz cytoplazmatyczng obecnos¢ CD3 i TdT.

T II - pre-T ALL odpowiada etapowi niedojrzalego tymocytu (immature thymocyte).
Komorki wykazuja ekspresje antygenow powierzchniowych: CD7, CD2, CDS5 oraz
czesciowo powierzchniowa ekspresje CD3, CD8 i CD4, a takze cytoplazmatyczna
obecnos¢ CD3 1 TdT. W wielu przypadkach opisuje si¢ ekspresj¢ antygenu CD10.

T III — cortical-T ALL odpowiada etapowi tzw. common thymocyte. W tym
typie ALL istotnym dla diagnostyki réoznicowej jest obecnos¢ na btonie komorkowe;j
antygenu CDla. Komorki wykazuja powierzchniowa ekspresj¢ antygendéw: CD3,
CD7, CD2, CD5, CD8 i/lub CD4 i cytoplazmatycznie TdT i CD3.
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TABELA 3. Immunofenotypowa klasyfikacja ostrych biataczek mieloidalnych (AML)

AMLO — bez cech zrézmicowania |CD34, HLA-DR, CD13 lub CD33, ¢*MPO (TdT, CD7)

AMLI — min. zréznicowana CD34, HLA-DR, CD13, CD33, ¢*MPO

AML2 - z cechami zréznicowania |CD34, HLA-DR, CD13, CD33, CD15, CD65, CDllc, ¢*MPO

AMLS3 — promiclocytowa CD13, CD33, ¢*MPO

AMLA — mielomonoblastyczna CD64, CD14, HLA-DR, CD13, CD33, CDI15, CDllc, (CD4,
CD56)

AMLS — monoblastyczna CD64, CD14, HLA-DR, CD13, CD33, (CD4, CD56)

AMLG — erytroblastyczna Gly-A, CD71, (CD34, HLA-DR)

AML7 — megakarioblastyczno- CD41, CD33, HLA-DR (CD34)

megakariocytarna

T IV — mature-T ALL odpowiada etapowi dojrzalego tymocytu (mature
thymocyte). Komoérki wykazuja ekspresje: CD7, CD2, CDS, CDS8 lub CD4, CD3 i
cytoplazmatycznie TdT. Wyrdznia si¢ dwie podgrupy typu IV ALL w zaleznos$ci od
definiowanej ekspresji receptorow: TCRa/B+ (grupa IVa) lub TCRy/ &+ (grupa IVb)
w polaczeniu z CD3.

Biataczki, ktorych komorki maja immunofenotyp odpowiadajacy prekursorom limfocytu
T (typ I-1II), stanowia grupg traktowang jako prekursorowa T-ALL, pozostate to
posta¢ odpowiadajaca dojrzalemu tymocytowi — ALL-T. Taka klasyfikacja jest
preferowana przez wigkszo$¢ autoréw, co wynika gltéwnie z niewielkiego klinicznego
znaczenia szczegotowego podziatu grupy biataczek z linii limfocytu T oraz ze znacznej
asynchronicznosci opisywanych immunofenotypow [9, 11, 21, 30, 31, 58].

Ostra biataczka mieloblastyczna — AML

Klasyfikacja immunologiczna ostrych biataczek szpikowych koreluje z klasyfikacja
wg FAB, lecz immunofenotypowanie mieloblastow wniosto wiele uzupetnien (np.
podtyp MO i M7) (tab. 3) [1, 2, 6, 9, 12, 16, 21, 24, 28, 30, 31, 36, 37, 76, 77, 86].

Bialaczka mieloblastyczna bez cech zréznicowania (FAB-M0) — od 1991
roku wilaczona do klasyfikacji [2, 13, 16, 37, 86]. Stanowi 10-15% przypadkow AML.
Komorki biataczkowe w typie MO nie daja reakcji barwnych w badaniach cytoche-
micznych. Immunofenotyp komoérek MO wykazuje ekspresje zwykle jednej deter-
minanty powierzchniowej specyficznej dla linii mieloidalnej: CD13 lub CD33 przy
braku CD11b, CD15, CD65 oraz staba ekspresje cytoplazmatycznej mieloper-
oksydazy (MPO). Komorki nie prezentuja antygenéw linii limfoidalnej, cho¢ w
niewielkim odsetku moga wykazywac¢ ekspresjg¢ CD7 lub/i TdT [37]. Mieloblasty
w podtypie MO cechuje silna ekspresja CD34 i HLA-DR.

Ostra bialaczka mieloblastyczna minimalnie zréznicowana (FAB-M1) —
stanowi 25-40% AML. Blasty w AML-M1 sa CD13 i CD33 oraz HLA-DR
pozytywne, ale ekspresja CD34 nie jest tak silna jak w M0O. Typowo nie wykazuja
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obecnos$ci antygenow CD11b, CD15 i CD65. Ekspresja cytoplazmatycznego MPO
jest silniejsza w podtypie M1 niz w MO.

Ostra bialaczka mieloblastyczna z cechami zréznicowania (FAB-M2) — ten
podtyp AML diagnozowany jest u 10-25% chorych z AML. W wigkszo$ci
przypadkow komorki biataczkowe prezentuja ekspresj¢ HLA-DR, CD13, CD15,
CD33 i CD65. Ocena immunofenotypu mieloblastow M2 wykazuje brak lub
zanikajaca ekspresj¢ antygenu CD34. Natomiast silnie zaznaczona jest obecno$¢
cytoplazmatycznego MPO.

Ostra bialaczka promielocytowa (FAB-M3) — stanowi 4-7% AML. Typowo
obserwuje si¢ brak ekspresji wezesnych antygendow dojrzewania mieloblastu, takich
jak: CD34 i HLA-DR, jak réwniez brak antygendéw roznicowania, takich jak: CD15,
CD65 czy CDI11b. Hipergranularne formy tej biataczki moga wykazywac tez
redukcje ekspresji CD45 zestawionej z brakiem HLA-DR. Obserwuje si¢ zwykle
silng ekspresj¢ antygenéw CD13 i CD33.

Wedtug wspoéltczesnej klasyfikacji WHO AML-M3 okresla si¢ jako biataczke z
t(15,17) i do potwierdzenia rozpoznania niezbgdne jest wykrycie wyzej opisanej
translokacji metodami cytogenetycznymi.

Ostra bialaczka mielomonocytowa (FAB-M4) — obserwuje si¢ minimum
30% mieloblastow o fenotypie CD13+/ CD33+/ CD34+/-/ HLA-DR+/ CD11b-/ CD64-
/ CD14- oraz co najmniej 20% komorek linii monocytarnej o fenotypie CD13+/ CD33+/
CD34-/ HLA-DR+/ CD11bt/ CD64+/ CD14+/- i CD4+/-.

Ostra bialaczka monocytowa (FAB-M5) — obserwuje si¢ w ponad 80% komorek
linii monocytarnej wykazujacych ekspresje antygenow CD13, CD33, CD15, HLA-DR, CD64,
CD14, CD16, CD56 i CD4. Immunologicznie wyr6znia si¢ 2 podtypy M5a i M5b, rdzniace
si¢ intensywnoscia ekspresji CD14, CD4, CD16 oraz CD56 na monoblastach.

Erytroleukemia (FAB-M6) — stanowi mniej niz 5% AML. W szpiku wystepuje
minimum 30% mieloblastéow o typowym dla nich fenotypie CD33+/ CD13+/ CD34+/
HLA-DR+/ CD45+ oraz co najmniej 50% komorek szeregu erytroidalnego o fenotypie
CD71+/ CD45- i glikoforyna A+ na bardziej dojrzatych formach erytroblastow.

Ostra bialaczka megakarioblastyczna (FAB-M7) — wiaczona zostata do
klasyfikacji w 1985 roku [29]. Jest rzadko wystgpujacym (<5% przypadkow)
podtypem AML, wywodzacym si¢ z wczesnych postaci rozwojowych linii
megakariocytowej odpowiadajacych promegakarioblastom. Rozpoznanie AML-M7
opiera si¢ na wykazaniu obecnosci antygenow CD61 (glikoproteina Illa) i/lub CD41
(glikoproteina IIb/Illa) na minimum 30% megakarioblastow w szpiku kostnym.
Nalezy zwroci¢ uwage na mozliwos¢ fatszywie pozytywnej reakcji spowodowane;j
adherencja plytek do blastow biataczkowych, dlatego dla prawidtowego rozpoznania
krytyczne jest stosowanie potaczenia CD41 i CD62 (determinanta ptytkowa
nieobecna na niedojrzatych megakarioblastach).
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Biataczki o nietypowym immunofenotypie blastow

W miarg rozwoju diagnostyki immunofenotypowej ostrych biataczek coraz czgsciej
obserwowano przypadki, w ktorych komorki biataczkowe nie przypominaty swoich
,zdrowych odpowiednikéw”, wykazujac niewtasciwa ekspresj¢ determinant uznanych
za charakterystyczne dla poszczegolnych odrgbnych linii komorkowych [5, 18, 84].
Brak ekspresji swoistych determinant lub obecno$¢ determinant dodatkowych, cechu-
jacych inne linie, sugerowaly zaburzenia w genomie komoérki. Nazwano je
immunofenotypami nietypowymi [30, 35]. Stwierdzenie wystgpowania aberrantnych
immunofenotypéw komorek biataczkowych doprowadzito do zmiany pogladu o
mechanizmie powstawania ostrych biataczek. Jako wyjasnienie tego zjawiska
powstato kilka hipotez thumaczacych patomechanizm schorzen limfo- i mieloprolife-
racyjnych. Do najczg$ciej wymienianych naleza: anormalna ekspresja genow,
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CD15
5%

cD10
CD2
1 6“/0 5“/0 1 Bn/ﬂ

RYCINA 1. Czgsto$¢ wystgpowania nietypowych antygenow w grupie ALL z koekspresja
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41%

RYCINA 2. Czgstos¢ wystgpowania antygenow limfoidalnych w grupie AML z koekspresja
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okreslana tez jako ,,niewiernos¢ linii komorkowych” (linear infidelity) [5, 18, 74]
oraz zlosliwa transformacja pluripotentnych komorek progenitorowych zdolnych
zarowno do limfoidalnego, jak i mieloidalnego roznicowania, stad okreslenie ,,linie o
mieszanym pochodzeniu” [5, 84].

Biataczki z koekspresjq antygenow innych niz zdefiniowana linia komorkowa

W tej grupie immunofenotypow nietypowych opisuje si¢ biataczki limfoblastyczne z
ekspresja antygenu mieloidalnego (ALL+My) lub limfoidalnego innego niz opisana linia
(ALL+Ly) oraz biataczki mieloidalne z ekspresja antygenow limfoidalnych (AML+Ly).

Czegstos¢ wystepowania ALL+My, wedlug roznych autordéw, miesci si¢ w bardzo
szerokim zakresie 5-50%. Wyzszy odsetek koekspresji antygenow mieloidalnych
stwierdzono w ALL z linii limfocytu B niz z linii T [18, 57]. Najczesciej obserwowana
determinanta mieloidalng jest CD13 (ryc. 1).

Zakres czgstosci wystgpowania AML+Ly waha si¢ od 20 do 60% (w zaleznosci
od przyjetych kryteriow i badanej grupy) [9, 30, 62, 70, 75]. Opisuje sig¢ wigcej
przypadkow z koekspresja antygenow z linii limfocytu T. Najczgsciej obserwowa-
nymi antygenami sa CD7, CD2 i z linii B-CD19 (ryc. 2).

Asynchronicznos¢

Jest kolejnym przyktadem nietypowych immunofenotypoéw. Tego rodzaju
odstepstwo fenotypu komorki biataczkowej od immunofenotypu komoérek prawidtowe;j
ontogenezy dzieli si¢ na:

— asynchroniczno$¢ pod wzgledem ilo$ciowym — oceniamy stopien ekspresji
antygenow (np. hiperekspresja CD10 w common ALL B) oraz

— asynchronicznos¢ pod wzgledem jakosciowym — oceniamy wspotwystgpowanie
antygenOw z wczesnego etapu dojrzewania i antygenow charakterystycznych dla
dojrzatych komoérek (np. CD34+/CD15+ lub CD34+/CD3+) [18, 46].

Ponad 50% diagnozowanych przypadkow ostrych biataczek mielo- i limfoblas-
tycznych wykazuje ten rodzaj aberracji immunofenotypu komorek.

Fenotyp niepetny

Charakteryzuje sig¢ brakiem ekspresji pojedynczej determinanty specyficznej dla
danego etapu rozwoju. Nieprawidlowos$¢ t¢ opisuje si¢ zarowno w grupie chorych
z AML (np. brak HLA-DR na mieloblastach), jak i z ALL (np. brak CD45 na
limfoblastach).

Ostra bialaczka dwufenotypowa (Bipheno-typic Acute Leukemia)

Jest rzadka jednostka chorobowa, w ktorej stwierdza si¢ zrbwnowazona ekspresje
antygenow dwoch linii komorkowych, np. determinant limfoidalnych i mie-loidalnych
na jednej populacji komorek blastycznych [5, 78]. W ostatnich latach zaproponowano
system punktowy oceny (Kantarijan 1990, Catovsky 1991) [4, 67], ktéry opiera sig
na analizie roznych antygenéw (cytoplazmatycznych i blonowych) zwiazanych z linia
mieloidalng i limfoidalna, i zliczaniu punktow im przypisanych (tab. 4). Aby
zdiagnozowa¢ biataczke dwufe-notypowa suma antygendow z kazdej zdefiniowane;j
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linii komorkowej musi by¢ wigksza niz 2 TABELA 4. Sposob oceny bialaczki
punkty, w innym przypadku (liczba punktow </  dwufenotypowej wg tabeli z punktacja
= 2) nalezy rozpoznaé ostra biataczke z Tgtg’ig)enéw (Katarijan 1990, Catovsky
koekspresja. Na przyktad: immuno-fenotyp

cytCD79a+/ CD19+/ CD10+/ CD13+/ |2Punkty |1 punkt |0.5 punktu
CD33+/ MPO+/ CD34+/ HLA-DR+ pozwala |cytCD7% |CD19 |TdT
rozpozna¢ biataczke dwufenotypowa — AML/ |e¥t D22 |CDIO
ALL-B, podczas gdy cytCD79a+/ CD19+/ eyt 1eM
CD10+/ CD13+/ CD33+/ MPO-/ CD34+/ | D3 |CD2CD7
HLA-DR+ jako biataczke z koekspresja — D>
common ALL B + CD13/ CD33. Uwzgled- |MPO CD13 |CDl14, CDIS
niajac nowe, bardziej rygorystyczne kryteria €D33 |CDllc, CDIID
oceny biataczke dwufenotypowa wykrywa sig

w 4-8% przypadkow. Ten typ biataczki cechuje wysoki odsetek mutacji genowych
[5, 9] oraz niekorzystne rokowanie [44, 78].

Bialaczka mieszano-liniowa — AMLL (Acute Mixed Lineage Leukemia)

Jest to bardzo rzadkie schorzenie opisywane u 1-2% pacjentdw, u ktorych na
jednorodnej morfologicznie populacji komodrek biataczkowych stwierdza sig
wystepowanie determinant z réznych linii komoérkowych [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+/ CDllc+/
MPO+/ HLA-DR+. Rozpoznanie AMLL koreluje z niekorzystnym rokowaniem [49].

Okreslenie nietypowego fenotypu komorek blastycznych jest istotne dla oceny
remisji hematologicznej oraz $ledzenia minimalnej choroby resztkowej (MRD). Jej
prawidtowa ocena umozliwia lekarzowi podjecie decyzji o kontynuowaniu lub
uzupetieniu leczenia u chorego z catkowita remisja hematologiczna. Utatwia to
migdzy innymi kwalifikacje pacjentow do wysokodawkowanej chemioterapii
wspomaganej przeszczepieniem komorek hematopoetycznych.

II. DOBOR PRZECIWCIAL MONOKLONALNYCH
DO DIAGNOSTYKI OSTRYCH BIALACZEK

Wykazanie obecnosci odpowiedniego zestawu determinant (antygenow) pozwala
precyzyjnie okres$li¢, z jakiej linii pochodzi badana komorka, jaki jest stopien jej
dojrzatosci oraz w jakim stopniu jej fenotyp jest odpowiednikiem immunofenotypu
prawidtowej komorki szpiku (tab. 1, 2, 3).

Zastosowanie szerszego panelu przeciwciat utatwia wykrycie ,,nieprawidtowosci”
na badanych komorkach (fenotyp aberrantny), co z kolei umozliwia dalsze monitoro-
wanie efektow terapii 1 wiarygodna oceng choroby resztkowe;j.

W tabeli 5 przedstawiono przyktadowe, trojkolorowe zestawienia przeciwciat do
wstepnej diagnostyki ostrych biataczek szpikowych i limfoblastycznych, pozwalajacej
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TABELA 5. Przykladowy panel przeciwciat do wstgpnej diagnostyki ostrych biataczek

L.

TdT/ CD5/ CD19

weryfikuje lini¢ komorkowa, roznicuje ALL B od ALL T

2. |TdT/ cCD79a/ cCD3 weryfikuje lini¢ komorkowa, roznicuje ALL B od ALL T

3. |MPO/CD7/ CD33 weryfikuje lini¢ komorkowa, identyfikuje AML

4. |CD4/ CDl14/ CD45 identyfikuje populacje monocytow i limfocytow T pomocniczych

5. |CD3/ CD56/ CD45 identyfikuje populacje komorek NK i limfocytow T

6. |HLA-DR/ CD117/ CD45 |identyfikuje populacje mieloblastow i promielocytow

7. |CDI15/ CD19/ CD45 rézmicuje lini¢ mieloidalng od linii imfocytu B lub pozwala wykry¢
fenotyp aberrantny

8. |CD34/ CD33/ CD45 identyfikuje populacje mieloblastow

9. |CD2/ CD13/ CD45 rozmicuje lini¢ mieloidalng od linii limfocytu T lub pozwala wykry¢

fenotyp aberrantny

TABELA 6. Przyklfadowy panel przeciwciat do diagnostyki ALL-T

1.

TdT/ CD5/ CD3

rozmicuje etap dojrzewania limfoblastu

2. |CD34/CD3/ CD7 rozicuje etap dojrzewania limfoblastu lub pozwala wykry¢ fenotyp
asynchroniczny
3. |CD2/ CD5/ CD7 identyfikuje podtyp pre-T ALL
4. |CD8/ CD4/ CD7 roznicuje etap dojrzewania limfoblastu
5. |CDla/ CD3/ CD7 identyfikuje podtyp cortical T ALL
6. |HLA-DR/CD10/ CD7 |rdznicuje podtyp pro-T i pre-T ALL
7. | TCR-alfa/beta/ TCR- | identyfikuje klonalno$¢ limfoblastu
gamma/delta/ CD3
8. |CDI13/ CD33/ CD7 identyfikuje koekspresj¢ antygenéw mieloidalnych na limfoblastach
9. |CD10/ CD19/ CD7 identyfikuje koekspresj¢ antygenow linii limfocytu B na limfoblastach

TABELA 7. Przykltadowy panel przeciwcial do diagnostyki ALL-B

1.

TdT/ CD10/ CD19

roznicuje etap dojrzewania limfoblastu

CD15/ CD34/ CD19

identyfikuje koekspresj¢ antygenéw mieloidalnych na limfoblastach

CD13/ CD7/ CD19

2. |CD34/CD38/ CD19 identyfikuje wezesny etap dojrzewania limfoblastu
3. |CD20/ CD10/ CD19 identyfikuje podtyp common B ALL

4. |CD34/ CD22/ CD19 rozmicuje etap dojrzewania limfoblastu

5. |CD66/ CD58/ CD19 identyfikuje aberrantne limfoblasty rozrostowe

6. |clgM/ slgM/ CD19 rézmicuje podtyp pre-B i transitional pre-B ALL
7. |kappa/ lambda/ CD19 identyfikuje klonalno$¢ limfoblastu

8.

9.

identyfikuje koekspresj¢ antygenow mieloidalnych i limfoidalnych linii T
na limfoblastach
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TABELA 8. Przykladowy panel przeciwcial do diagnostyki AML

1. |MPO/ TdT/ CD33 réznicuje etap dojrzewania mieloblastu

CD34/ CDI117/ CD33 | rdznicuje etap dojrzewania mieloblastu

CD15/ CD34/ CD33 roznicuje podtyp MO, M1, M2 lub pozwala wykry¢ fenotyp asynchroniczny

2
3
4. |CD65/ HLA-DR/ CD33 | identyfikuje podtyp M2
5

CD64/ CD56/ CD33 | identyfikuje populacje komérek monocytarnych lub pozwala wykryé
fenotyp nietypowy (koekspresja)

6. |CD4/CD14/ CD33 identyfikuje populacje komérek monocytarnych lub pozwala wykry¢
fenotyp nietypowy (koekspresja)

7. |CD71/ CD41/ CD33 roznicuje komorki linii megakariocytarnej od erytrocytarnej

8. |P-gp/ CD114/ CD33 identyfikuje molekulg opornosci i receptor dla G-CSF na mieloblastach

9. |CD7/ CD13/CD33 identyfikuje fenotyp nietypowy (koekspresja) lub wskazuje na podtyp MO

10. |CD7/ CD19/ CD33 identyfikuje koekspresj¢ antygenow limfoidainych linii T i linii B na
mieloblastach

zweryfikowaé, ktora linia komorkowa ulegta transformacji nowotworowej oraz
odpowiedzie¢ na pytanie, czy mozemy wykry¢ biataczke dwufenotypowa lub
mieszano-liniowa, czy tez rozpozna¢ fenotyp nietypowy (koekspresja).

W tabelach 6, 7, 8 przedstawiono przyktadowe zestawy przeciwcial pozwalajace
wykry¢ antygeny charakterystyczne dla poszczegélnych podtypdéw diagnozowanej
biataczki oraz niektore zestawienia przeciwcial w kierunku wykrycia fenotypow
aberrantnych.

III. AKWIZYCJA I ANALIZA BADANYCH KOMOREK

Z badanej probki pobiera si¢ do analizy jednakowa ilo§¢ komorek polaczonych z
przeciwciatami monoklonalnymi (np. 10 000), przy stalym ustawieniu parametrow
czulosci 1 kompensacji cytometru przeptywowego.

Kazdorazowo komorki analizuje si¢ w uktadzie wspotrzednych FSC (Forward
Scatter) vs. SSC (Side Scatter), oceniajac subpopulacje komoérkowe wystepujace
w badanym materiale. FSC rozdziela komoérki ze wzgledu na ich wielkos¢, a SSC
ze wzgledu na ich struktur¢ wewngtrzng. Dla okreslenia immunofenotypu badanych
komorek selekcjonuje si¢ populacje interesujacych nas komorek przy uzyciu elektro-
nicznych bramek (ang. gating). Rozdzial komorek biataczkowych opiera si¢ na
nietypowej lokalizacji i na znacznej przewadze iloSciowej badanej populacji komorek
w poroéwnaniu do obrazu prawidtowego szpiku czy krwi obwodowej. Oceng odsetka
komorek wykazujacych ekspresj¢ badanych antygenow komoérkowych dokonuje sig
na wstegpnie wybranej populacji komorkowej, na wykresach fluorescencji (np. FL1/
FL2, FL1/FL3, FL2/FL3).
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IV. WYBRANE PRZYKLADY IMMUNOFENOTYPOWEJ
ANALIZY OSTRYCH BIALACZEK
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