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Charakterystyka i czesto$¢ wystepowania
koekspresji w ostrych biataczkach u dzieci

Characteristics and frequency of coexpression
in acute lymphoblastic leukemia in children

Jolanta Kaufmann', Bogdan Mazur', Tomasz Szczepariski?

STRESZCZENIE

WSTEP

Ostra biataczka limfoblastyczna (acute lymphoblastic leukemia — ALL) jest
najczestsza postacig biataczki u dzieci i stanowi okoto 80% wszystkich bia-
taczek wieku rozwojowego, z czego 70-80% pochodzi z linii limfocyta B,
a jedynie 15-20% z linii limfocyta T. Ostra biataczka nielimfoblastyczna
(acute myeloid lymphoblastic — AML) stanowi okoto 20% wszystkich bia-
taczek wykrywanych u dzieci. Cytometryczna analiza immunofenotypu
komorek biataczkowych pozwala okresli¢ przynaleznos¢ do danej linii ko-
morkowej oraz stopien dojrzatosci, a takze wykryé fenotypy nietypowe.
Celem pracy byto okreslenie czestosci i rodzaju wystepowania koekspresji
w ostrych biataczkach u dzieci.

MATERIAL | METODY

Przeanalizowano grupe 275 dzieci z ALL diagnozowanych w Klinice Pe-
diatrii i Hematologii w Zabrzu w latach 1995-2007. Materiatem byt szpik
kostny lub krew obwodowa zawierajgca nie mniej niz 80% komorek bla-
stycznych. W badaniach zastosowano metode znakowania petnej krwi
lub szpiku z lizg erytrocytow. Uzyto przeciwciat sprzezonych z fluorochro-
mami FITC, PerCP lub PE skierowanych przeciwko antygenom: CD1a/
/CD2/CD3/CD4/CD5/CD7/CD8/CD10/CD13/CD14/CD15/CD19/
/CD20/CD22/CD33/CD34/CD117/HLA-DR/MPO/TdT.

WYNIKI
Najwieksza grupe stanowiag pacjenci z biataczkg prekursorowa z linii
limfocyta B - 70,55%, za$ liczby przypadkéow z T-ALL (14,91%) i AML
(14,55%) sa do siebie zblizone. Wsréd B-ALL najwiekszy odsetek ko-
ekspresji dotyczyt antygenow mieloidalnych: CD13+ (7,2% przypadkow),
CD33+ (w 7,7%), CD13+CD33+ (8,7%) oraz CD15+ (4,6%). Koekspresja
antygenow z linii limfocyta T stanowi niewielki odsetek: CD7+ wykryto
w 1,5% przypadkéow B-ALL, CD2+ w 1,5%, CD4+ w 0,5%, CD1law 0,5%
i CD5+ w 0,5%. W przypadku T-ALL koekspresje z innych linii komor-
kowych zanotowano w 26,8% przypadkow, z czego wiekszo$¢ dotyczyta
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antygenow mieloidalnych: CD13, CD33, CD14, za$ obecnos¢ CD19 wykryto jedynie w 3 przy-
padkach. Antygen CD13+ zanotowano w 7,3% przypadkéow T-ALL, CD13+CD33+ w 9,8%,
CD14+ w 2,4%. W AML stwierdzono obecnos¢ koekspresji: CD19 w 3 (7,5%) przypadkach,
CD2 w 5 (12,5%) oraz CD4 w 2 (5,0%) przypadkach.

WNIOSKI
Obecnos¢ nietypowych immunofenotypéw, w tym wystepowanie antygenéw z innych linii ko-
moérkowych na komoérkach blastycznych, stanowi swoisty dla pacjenta marker diagnostyczny
pozwalajacy monitorowac osigganie remisji w trakcie leczenia, identyfikowa¢ biataczkowe na-
cieczenie PMR.

SEOWA KLUCZOWE
ALL, AML, koekspresja, immunofenotyp

ABSTRACT

INTRODUCTION

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common form of leukemia and makes about
80% of all developmental age leukemias, 70-80% of which come from B lymphocyte line and
only 15-20% from T lymphocyte line. Acute myeloid leukemia (AML) makes up about 20% of
all leukemias detected among children. Cytometric analysis of leukemic cells immunophenotype
allows a precise determination of each cell line status, degree of maturity and occurrence of co-
expression phenomenon.

MATERIAL AND METHODS

275 cases of children with acute leukemia, diagnosed in the University Ward of Pediatrics and
Hematology in Zabrze in the years 1995-2007. The material consisted of bone marrow or pe-
ripheral blood containing not less than 80% blast cells. The study applied the method of whole
blood and marrow marking with the subsequent erythrocyte lysis. FITC, PerCP or PE fluoro-
chrome-coupled antibodies were used and they were directed against CD1a, CD2, CD3, CD4,
CDs5, CD7, CDS, CD10, CD13, CD14, CD15, CD19, CD20, CD22, CD33, CD34, CD117, HLA-
-DR, MPO, TdT.

RESULTS
Patient group with acute leukemia includes 275 cases. The biggest group consists of patients
with diagnosed acute precursor leukemia from B lymphocyte line — 70.55% while the number
of cases with T-ALL (14.91%) and AML (14.55%) were similar. The most frequent coexpression
belonged to the coexpression of determinants characteristic for the myeloid line: CD13, CD33,
CD15, which were observed in 28.2% of cases among the studied ones. The coexpression of
T lymphocyte line antigens was noticed only in individual cases and those were determinants
CD1a, CD2, CD4, CDS5, CD7 which occur in 4.5% of all cases of precursor leukemia from
B lymphocyte line. In the group of leukemias from T lymphocyte line the coexpression from
other cell lines was noticed in 26.8% of cases, most of which were about the expression of
myeloid antigens: CD13, CD33, CD14. The coexpression of antigen CD19 was noticed only in
3 cases (7.3%). There was detected a small number of cases with children with AML where there
were noticed antigens from other cell lines on leukemia cells. The coexpressions CD19, CD2 and
CD4 were discovered.

CONCLUSIONS
A presence of atypical immunophenotypes, including the occurrence of antigens from other cell
lines on blast cells, is a good diagnostic marker which enables to identify leukemic CSF infiltra-
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tion and to monitor remissions during treatment, and additionally, to find out a possible disease

recurrence in bone marrow and CSF.

KEY WORDS

ALL, AML, coexpression, immunophenotypic profile

WSTEP

Ostra biataczka limfoblastyczna  (acute
lymphoblastic leukemia — ALL) jest najczest-
szg postacig biataczki u dzieci i stanowi okoto
80% wszystkich biataczek wieku rozwojowego,
z czego 70-80% pochodzi z linii limfocyta B,
a jedynie 15-20% z linii limfocyta T. Ostra bia-
taczka nielimfoblastyczna (acute myeloid leu-
kemia — AML) stanowi okoto 20% wszystkich
biataczek wykrywanych u dzieci [1]. Biataczka
limfoblastyczna jest ztosliwym nowotworem
wywodzacym sie z komorek prekursorowych
linii limfoidalnej [2,3]. Jest to choroba niejed-
norodna, za$ ocena fenotypu antygenowego
komorek biataczkowych pozwala okresli¢ ich
pochodzenie oraz stopien dojrzatosci, co ma
znaczenie w doborze protokotu leczenia [4].
Immunofenotyp jest to charakterystyczny
zbiér antygenéw powierzchniowych, cytopla-
zmatycznych oraz jadrowych zwigzany z doj-
rzewaniem, roznicowaniem i funkcjg badanej
komoérki oraz informujacy, w jakim stopniu
immunofenotyp komoérek biataczkowych od-
powiada immunofenotypowi prawidtowej
komorki szpiku [5,6,7]. Antygeny wykrywano
przy uzyciu swoistych przeciwcial monoklo-
nalnych. W tabeli I przedstawiono przykta-
dowe markery immunologiczne wykorzysty-
wane do diagnostyki ostrych biataczek, ktore
pozwalaja stwierdzi¢, jaka linia komoérkowa
ulegta transformacji nowotworowej oraz czy
obecne s3 antygeny nietypowe [8].

Podstawg okreslenia immunofenotypu jest za-
lozenie, ze komorka biataczkowa zatrzymuje
sie na okre$lonym etapie dojrzewania i r6znico-
wania, a jej immunofenotyp odpowiada immu-
nofenotypowi komoérki z prawidtowej hemato-
poezy. Mozna jednak zaobserwowa¢ zjawisko
wystepowania nietypowych immunofenoty-
pow komorek biataczkowych, polegajace na
braku ekspresji jednej charakterystycznej deter-
minanty antygenowej (immunofenotyp niepet-
ny) badz obecnosci determinant dodatkowych,
charakterystycznych dla innych linii komorko-
wych (koekspresja), a takze wystepowanie feno-
typu asynchronicznego, polegajace na réwno-
czesnej ekspresji determinant z prekusorowego

i dojrzatego etapu rozwoju danej komorki [2].

Wystepowanie nieprawidtowych, aberrantnych

immunofenotypéw bywa ttumaczone anor-

malng ekspresja genéw, ztosliwg transformacija
pluripotencjalnych komorek progenitorowych,
ktore zdolne sg zardbwno do limfoidalnego, jak

i mieloidalnego r6znicowania. Wykazanie ko-

ekspresji jest mozliwe w przypadku zastosowa-

nia wieloparametrowej cytofluorymetrii.

W grupie biataczek z koekspresjg antygenow

innych niz zdefiniowana linia komérkowa

mozna wyréznic:

- biataczki limfoblastyczne z ekspresja anty-
genu mieloidalnego — ALL+My lub limfoi-
dalnego innego niz opisana linia ALL+Ly;

- biataczki mieloidalne z ekspresja antyge-
now limfoidalnych AML+Ly [54].

Celem pracy byto okreslenie rodzaju i czesto-

Sci wystepowania koekspresji w ostrych bia-

taczkach u dzieci.

Tabela . Podstawowe markery immunologiczne stosowane w immunofenotypowaniu biataczek
Table I. Basic immunological markers used in leukemia immunophenotyping

Typ biataczki Markery immunologiczne
ALL z linii B CD19, CD20, cyCD22, CD79a, CD10, cylgM kappa, lambda, TdT, CD34, CD38, HLA-DR
ALLzlinii T cyCD3, CD3, CD2, CD7, CDS, CD1a, CD4, CD8, TdT, HLA-DR, TCRai/B, TCRy/S, CD34
AML MPO, CD34, CD117, CD13, CD33, CD15CD64, CD14, CD71, CD41, Gly-A, HLA-DR, TdT
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MATERIAE T METODY

Badaniem objeto 275 dzieci z wstepnym roz-
poznaniem ostrej biataczki, diagnozowanych
w Katedrze iKlinice Pediatrii, Hematologii
i Onkologii Dzieciecej w Zabrzu w latach
1995-2007, w wieku 0,5-16 lat, w tym 119
dziewczynek i 156 chtopcow.

Materiatem byt szpik kostny lub krew obwo-
dowa zawierajgce nie mniej niz 80% komorek
blastycznych (zliczone w preparacie barwio-
nym metodg May-Grunwalda-Giemsy). Ana-
lize wykonano przed uptywem 3 godzin od
momentu pobrania materiatu badawczego.

W badaniach zastosowano metode znakowa-
nia peinej krwi lub szpiku z lizg erytrocytow.
Badany materiat inkubowano w temperaturze
pokojowej, bez dostepu swiatta przez 30 min
z okreSlonymi przeciwciatami monoklonalny-
mi sprzezonymi z fluorochromami: izotiocyja-
niamem fluoresceiny (FITC), fikoerytryng (PE)
oraz peridininochlorofilem (PerCP). Antyge-
ny cytoplazmatyczne: MPO i TdT, barwiono
po uprzednim wybarwieniu determinant po-
wierzchniowych, utrwaleniu komorek i per-
mabilizacji btony komoérkowej. W barwieniu
na obecno$¢ MPO do permabilizacji uzyto
zestawu odczynnikéw Intrastain firmy Dako,
za$ dla TdT ptynu lizujacego firmy Becton Di-
ckinson.

Uzywano zestawow przeciwcial dla naste-
pujacych determinant powierzchniowych:
CD1a, CD2, CD3, CD4, CDS, CD7, CDS,
CD10, CD13, CD14, CD1S5, CD19, CD20,
CD22, CD33, CD34, CD38, CD45, CD117,
HLA-DR, oraz cytoplazmatycznych: MPO, TdT
(Becton Dickinson oraz Dako). Jako kontroli
tta uzywano zawiesiny komorek z mieszaning
mysich immunoglobulin odpowiedniej klasy
[gG1(FITC), 1gG2(PE), IgG2a(PerCP). Do ka-
libracji cytometru stosowano kalibrator Cali-
BRITE™3 (Becton Dickinson).

Po zakonczeniu inkubacji erytrocyty lizowa-
no przy uzyciu FACS Lysing Solution (Becton
Dickinson). Po dwukrotnym przeptukaniu
w buforze PBS, znakowane komérki wprowa-
dzono do cytometru przeptywowego FACScan,
rejestrujac kazdorazowo nie mniej niz 10 000
komorek. Parametry fizyczne komorek oraz
obecnos¢ i intensywnos¢ fluorescencji analizo-
wano za pomocg programu Cell Quest (Bec-
ton Dickinson). Analiza obejmowata ocene
populacji komérkowych pod wzgledem wiel-
kosci (parametr FSC), struktury powierzchni

(parametr SSC), obecnosci determinanty CD45
i selekcji populacji zawierajgcych komorki bia-
taczkowe.

Za wystepowanie danej determinanty przyje-
to warto$¢ > 20% komorek badanej populacji.
Ponadto w analizie uwzgledniono wystepo-
wanie na powierzchni komorek determinant
z innej linii komoérkowej — koekspresja.

WYNIKI

Grupa pacjentéow z ostrymi biataczkami obej-
muje 275 przypadkéw (w okresie 06.01.1995-
-19.03.2007). Najwiekszg grupe, az 70,55%,
stanowi tu biataczka prekursorowa z linii
limfocyta B. Natomiast liczby przypadkow
z T-ALL (14,91%) i AML (14,55%) sa do sie-
bie zblizone. Liczbe zachorowan oraz odsetek
poszczegdlnych typoéw biataczek przedstawia
tabela II.

Tabela II. Liczba przypadkéw i odsetek poszczegblnych typéw
biataczek wtaczonych do analizy

Table I1. Number of casus and the percentage of particular leuke-
mia types included in the analysis

Liczba
Typ biataczki przypadkéw %
n
Prekursorowa B-ALL 194 70,55
T-ALL 4 14,91
AML 40 14,55

BIALACZKA PREKURSOROWA B-ALL

Najczestszg koekspresje stanowita ekspresja
determinant charakterystycznych dla linii mie-
loidalnej: CD13, CD33, CD15, ktoére obserwo-
wano w 28,7% przypadow sposrod badanych.
Koekspresje antygenéw z linii limfocyta T za-
notowano tylko w pojedynczych przypadkach,
byly to determinanty: CD1a, CD2, CD4, CDS,
CD7, wystepujace w 4,5% wszystkich przy-
padkoéw prekursorowej biataczki z linii limfo-
cyta B. Rodzaj koekspresji, liczbe przypadkow
oraz odsetek ALL z linii limfocyta B przedsta-
wiono w tabeli III.
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Tabela lll. Rodzaje koekspresji, liczba i odsetek przypadkéw ALL z linii limfocyta B
Table I1I. Types of coexpression, number and percentage of ALL cases from B lymphocyte line

24

B-ALL Antygen Liczba prﬁypadkow % ng;’)fem
Ccb7 3 1,5
CD2 3 1.5
Z koekspresjg antygenow z linii D4 : 05 45
limfocyta T
CDla 1 0,5
CD5 1 0,5
D13 14 7,2
Z koekspresja antygenow (D33 15 77 282
mieloidalnych D15 9 46 '
CD13/CD33 17 8,7

BIALACZKI T-ALL

W T-ALL koekspresje z innych linii ko-
moérkowych zanotowano w 26,8% przy-
padkow, z czego wigkszo$¢ dotyczyta an-
tygen6éw mieloidalnych: CD13, CD33 oraz

CD14. Koekspresje antygenu CD19 odno-
towano jedynie w 3 przypadkach. Rodzaj
koekspresiji, liczbe przypadkoéw oraz odse-
tek ALL z linii limfocyta T przedstawiono
w tabeli IV.

Tabela IV. Rodzaje koekspresji, liczba przypadkéw i ich odsetek dla ALL z linii imfocyta T
Table IV. Types of coexpression, number and percentage of ALL cases from T lymphocyte line

T-ALL Antygen Liczba prﬁypadkow %
Z koekspresja antygendw z linii limfocyta B CD19 3 73
cD13 7 17,0
Z koekspresja antygenéw mieloidalnych CD33 4 9,7
D14 1 24
OSTRA BIALACZKA NIELIMFOBLASTYCZNA linii komorkowych. Wykryto koekspresje

W AML stwierdzono niewielkg liczbe przy-
padkoéw, gdzie na komoérkach biataczkowych
stwierdzono koekspresje antygenéw z innych

CD19, CD2 i CD 4. Szczegbtowe dane przed-
stawiono w tabeli V.

Table V. Types of coexpression, number and percentage of AML

Tabela V. Rodzaje koekspresiji, liczba przypadkéw i ich odsetek dla AML

AML Antygen Liczba prf‘ypadkéw % Og?/:em
Z koekspresjg antygendw z linii limfocyta B D19 3 75 7,5
(D2 5 12,0
Z koekspresjg antygendw z linii limfocyta T 17,0
D4 2 5,0
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DYSKUSJA

Immunofenotypizacja z zastosowaniem od-
powiedniego panelu przeciwciat monoklo-
nalnych skierowanych przeciwko antygenom
leukocytéow jest niezbednym narzedziem
w badaniu szpiku i krwi obwodowej, gdzie
w krétkim czasie mozliwe jest okreSlenie typu
komoérek i stadium, na ktéorym ulegty one
transformacji nowotworowej. Ujawnia sie
takze fenotypy nietypowe, jak: brak ekspre-
sji jednej z charakterystycznych determinant
(fenotyp niepeiny), obecnos¢ antygenow in-
nych linii komérkowych, np. CD19 na ko-
morkach biataczki AML, CD33 na blastach
w common ALL czy CD13 na blastach ALL-T
(koekspresja) oraz asynchronicznej ekspresji
determinant [9,10].

Komorki biataczkowe, ktérych immuno-
fenotyp odbiegat od ich odpowiednikow
z prawidtowej ontogenezy, byty coraz czeSciej
obserwowane w miar¢ rozwoju cytometrii
przeptywowej. Nieobecnos$¢ charakterystycz-
nej determinanty lub wystepowanie deter-
minant dodatkowych, cechujacych inne linie
sugerowaly zaburzenia w genomie komorek
i okreslono je immunofenotypami nietypowy-
mi [11]. Te grupe biataczek mozna podzieli¢
na biataczki limfoblastyczne z ekspresja anty-
genu mieloidalnego (ALL+My), biataczki lim-
foblastyczne z ekspresjg antygenu innego niz
opisana linia (ALL+Ly) oraz ostre biataczki
szpikowe z ekspresja antygenéw limfoidal-
nych (AML+Ly) [12]. Koekspresja antygenow
z innych linii komoérkowych jest spotykana
u 15-50% dorostych oraz 5-35% dzieci z ALL
[12,13].

Przedmiotem badan bylo okreSlenie czgsto-
Sci wystepowania koekspresji na komérkach
biataczkowych w grupie dzieci z ALL i AML.
U 70,7% dzieci w analizowanej populacji po-
stawiono diagnoze ALL z prekursoréw limfo-
cyta B, 15% to ALL z linii limfocyta T, pozosta-
te 14,5% to AML. Wyniki te s zbiezne z war-
toSciami podawanymi w piSmiennictwie [14],
nieco mniejszy (53%) odsetek ALL z limfocy-
ta B wykazano w badaniach retrospektywnych
przeprowadzonych przez Wasik i wsp. [10].
Podawana czgsto$¢ wystepowania ALL+My
miesci sie w szerokim zakresie 5-50% [11]. Pi-
tuch-Noworolska [1] odnotowata 25,1% przy-
padkoéw, zblizony odsetek podaje Tong (26,6 %)

[15], Unal podaje 13,8% [14], natomiast
w grupie dzieci objetych niniejszym badaniem
byto to 28,9%. Sugerowano brak znaczenia
prognostycznego zwigzanego z obecnoscia an-
tygen6w mieloidalnych na komoérkach nowo-
tworowych w ALL, jednak jest to powigzane
z okreS§lonymi genetycznymi zaburzeniami.
Dodatkowa ekspresje antygenéw limfoidal-
nych AML stwierdza si¢ w 20-30% przypad-
kow, w przeprowadzonej analizie koekspresje
taka wykazano w 24,5% przypadkow. Trze-
ba pamigta¢ o tym, ze AML u dzieci stanowi
15-20% wszystkich ostrych biataczek u dzie-
ci, w naszych badaniach ten odsetek wynosit
14,55% [1,14].

Obecnos¢ koekspresji antygendéw z innych
linii komoérkowych nie jest uwazana obec-
nie za zjawisko istotne klinicznie [16], jed-
nak identyfikacja antygenéw pochodzacych
z innych linii komérkowych na komoérkach
blastycznych stanowi cenng informacje dla
klinicysty w ocenie remisji i poszukiwania
choroby resztkowej (MRD - minimal residual
disease). Oszacowanie MRD po chemioterapii
oraz we wczesnym okresie regeneracji szpiku
po przeszczepie jest trudne. Zastosowanie
znalazta tu strategia wykorzystujaca iloscio-
we roznice w ekspresji antygenoéw liniowych
na blastach biataczkowych. Analiza fenotypu
i ekspresji poszczegélnych determinant ko-
morek biataczkowych w chwili rozpoznania,
indywidualnie dla kazdego pacjenta, pomaga
w monitorowaniu MRD poprzez analize po-
rownawczg [17].

WNIOSKI

1. W ostrej biataczce limfoblastycznej z linii
limfocyta B oraz linii limfocyta T najczest-
szg forme nietypowego immunofenotypu
stanowita koekspresja antygenéw mieloi-
dalnych CD13, CD15, CD33.

2. W biataczce nielimfoblastycznej odnoto-
wano wiecej koekspresji antygenow z linii
limfocyta T w poréwnaniu z antygenami
z linii limfocyta B.

3. Obecnos¢ nietypowych immunofenotypow
stanowi swoisty dla pacjenta marker diag-
nostyczny, pozwalajagcy monitorowac osia-
ganie remisji w trakcie leczenia oraz iden-
tyfikowac biataczkowe nacieczenie ptynu
mozgowo-rdzeniowego.
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