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Preliminary Results of Evaluation of Minimal Residual Disease in Acute Lymphoblastic Leukaemia

WPROWADZENIE

Komoérki znacznej czgéci (ponad 50%) chorych z ostra bialaczka limfoblastyczna B komorkowa
wykazuja ekspresj¢ antygenu CD 19 (marker komorek B) (1, 6) oraz antygenu CD 10 (CALLA
—~ common acute lymphoblastic leukaemia antigen), ktory charakteryzuje niedojrzale komorki
limfoidalne (4, 6). Komorki CD 10* /CD 19 *wystgpuja rowniez w niewielkim odsetku w prawid-
fowym szpiku, stanowig ok. 3,5% wszystkich komorek szpiku. Wsrod populacji limfocytow B CD
19* komoérki CD 10" /CD 19* stanowig ok. 40% (5). Niewielki odsetek tych komorek
w prawidlowym szpiku oraz zwigkszong ilo$¢ komorek o wyzej wymienionym fenotypie u chorych
z ostrg bialaczka limfoblastyczng w okresie ,,catkowitej remisji”’ hematologicznej mozna wykry¢
wykorzystujac cytometr przeptywowy. Wykrycie komérek CD 10 /CD 19% (ktére moga by¢
komorkami blastycznymi) w zwigkszonym odsetku (w poroéwnaniu z prawidlowym szpikiem) ma
ogromne znaczenie w wyborze odpowiedniego sposobu leczenia, czgsto decyduje o transplantacii
szpiku u tych chorych. Obecnie prezentujemy wstgpne wyniki monitorowania resztkowej choroby
biataczkowej u 7 chorych z CD 10* (CALLA) ostrg bialaczka limfoblastyczng z uzyciem cytometru
przeptywowego (Cytron Absolut-Ortho Diagnostic Systems). Wszyscy chorzy w chwili rozpoznania
wykazywali silng ekspresj¢ antygenu CD 10 (CALLA) na komérkach blastycznych.

W pracy tej przedstawiono probe poszukiwania komorek CD 10" w szpiku wyzej wymienionych
chorych z chwilg uzyskania catkowitej remisji hematologicznej (jednym z kryteriow bylo obnizenie
odsetka komorek blastycznych ponizej 5% w ocenie morfologicznej). Z uwagi na mozliwos¢ ekspresji
antygenu CD 10 réwniez na linii granulocytarnej w celu znalezienia interesujacych nas komorek
blastycznych zastosowali$my podwojne znakowanie komoérek z uzyciem przeciwcial monoklonal-
nych CD 10 (FITC) i CD 19 (PE), co ma stanowi¢ dowod obecnosci antygenu CD 10 (CALLA) na
limfocytach B (CD 19*). Badania zostaly wykonane na komorkach pochodzacych ze szpiku, gdyz
wedlug naszych wczesniejszych, nie opublikowanych doswiadczen, odsetek resztkowych komorek
biataczkowych jest znacznie wyzszy w szpiku w poroéwnaniu z krwig obwodowa.
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MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono u 7 chorych na ostra bialaczkg limfoblastyczng typu common
(4 mezczyzn i 3 kobiety) w wieku od 19 do 46 lat. U wszystkich pacjentéw rozpoznanie zostalo
postawione na podstawie ogélnie przyjetych kryteriow z badaniami immunofenotypu wiacznie.
Wszyscy pacjenci byli w okresie I catkowitej remisji. Badania przeprowadzono w czasie od 2 do 41
miesigcy od chwili uzyskania catkowitej remisji. Czas trwania calkowitej remisji i typ ostrej biataczki
wedtug FAB przedstawiono w tab. 1. Parametry hematologiczne chorych w chwili badania obrazuje
tab. 2.

Tab. 1. Charakterystyka kliniczna chorych
The clinical characteristics of patients

Pacjent | Czas trwania CR | Typ biataczki pOdLl:;)z;l;jace
o (i) WEEAR w chwili badania
: 41 L1 nie
4 i L1 nie
3 2 Ll tak
4 14 L1 o
3 2 L2 tak
b 16 L2 nie
7 10 L2 tak

Tab. 2. Parametry hematologiczne pacjentéw w momencie badania
The haematological characteristics of patients during study

Pacjent Hb Ht leuli,sz;:léw Limfocytoza Lxcivbizl;liiitow
0, 3
(or) (g/d1) (%) 103/ X103/ 0
1 14,0 40,1 45 1,6 5
2 14,7 435 6,8 1,6 1
3 14,9 432 47 1,7 ~
4 15,6 50,6 6,3 1 4
5 15,5 48,0 54 1,4 3
6 144 454 6,6 1,3 3
7 13,3 38,5 39 1,4 2

W badaniach immunofenotypu komorek szpiku uzyto przeciwcial monoklonalnych znakowa-
nych fluorochromami: izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) i fykoerytryng (PE) firmy Ortho
Diagnostic Systems. Znakowanie komorek przeprowadzono w peinym heparynizowanym szpiku
uzywajac nastgpujacego zestawu przeciwcial monoklonalnych:

1) IgG2a (FITC) negative control, 1) 1G2a (PE) negative control,
2) CD 45 (FITC), 2) CD 14 (PE),
3) CD 3 (FITC), 3) CD 19 (PE),
4) CD 10 (FITC), 4) CD 19 (PE),
5) CD 34 (FITC), 5) CD 19 (PE).

Przeciwciala monoklonalne (10 pl) inkubowano w temp. 4°C przez 30 min. ze 100 pl szpiku.
Nastepnie lizowano erytrocyty przy uzyciu 2 ml ptynu lizujacego (Lysing Solution-Ortho Diagnostic
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Systems). Liz¢ przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez okres 10 min. Po zakonczeniu lizy
szpik wirowano w temp. 2-8°C przez 5 min. w400 xg. Nastgpnie aspirowano sepernatant, a komorki
zawieszano w 1 ml PBS zdodatkiem 1% surowicy cielecej i 0,1% azydku sodu. Analiz¢ znakowanych
przeciwcialami monoklonalnymi komérek przeprowadzono w cytometrze przeplywowym Orthon
Cytoron Absolute (Ortho Diagnostic Systems) przy uzyciu programu komputerowgo ABS.

WYNIKI

Wszyscy chorzy w chwili wykonywania badan posiadali prawidlowy obraz
szpiku w ocenie morfologicznej. Komorki blastyczne nie przekraczaly 5%
(wahaly si¢ od 1 do 5% - tab. 2). U wigkszosci pacjentow odsetek komorek
CD 10" /CD 19" byt wyzszy w poréwnaniu z liczba komoérek blastycznych
ocenianych pod mikroskopem. Jedynie u dwoch chorych (nr 1 i 3) odsetek
komorek blastycznych przewyzszal ilo§é¢ komorek CD 10* /CD 197 (ryc. 1).
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Ryc. 1. Poréwnanie odsetka blastow i komérek o fenotypie CD 10* CD 197
Comparison of blast percentage and cell with CD 10* CD 19* phenotype

U siedmiu chorych wykazano obecno$¢ komérek CD 10* /CD 197 w ilosci
od 2,7 do 33%, co stanowilo od 40 do 100% limfocytow B CD 197
stwierdzanych u tych pacjentow (ryc. 2).

Odsetek limfocytéw B CD 19" znakowanych jednym przeciwcialem wahat
sic od 4,6% do 35,5% i u wszystkich chorych byl wyzszy w porownaniu
z odsetkiem komoérek CD 10* /CD 19%, podobnie jak odsetek komoérek CD
10", ktéry wynosit od 3,0 do 33,2% (ryc. 2). Tylko u jednego chorego (nr 5) ilos¢
komoérek CD 10" byla wigksza od liczby komoérek CD 10* /CD 197. Odsetek
komérek CD 34* /CD 19* u wszystkch chorych byl bardzo niewielki i nie

przekraczat 0,3%.
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Ryc. 2. Odsetek komorek noszacych poszczegolne antygeny
Percentage of cells bearing particular antigens

DYSKUSJA

Dojrzale limfocyty B krwi obwodowej wykazuja ekspresje antygentow CD 19
1 CD 20 przy braku ekspresji CD 10 (3) i CD 34 (8) w przeciwienstwie do komorek
B w prawidlowym szpiku, gdzie mozna znalezé niewielka ilos¢ (ok. 0,6%)
komorek CD 197 /CD 10*/CD 34" oraz jeszcze mniejsza populacje (tylko 0,1%)
komorek CD 197/CD 107/CD 34" (5). Moze to byé wykorzystane do
poszukiwania limfocytow o wyzej wymienionym fenotypie u chorych z B-ALL.
Roéwniez limfocyty CD 10*/CD 19* wystepuja w niewielkim odsetku, ok. 3,5%
komorek prawidlowego szpiku, i moga stanowi¢ punkt odniesienia do oceny
resztkowej choroby biataczkowej u chorych z B-ALL typu common. Wyniki
przeprowadzonych badan pozwalaja stwierdzi¢, ze u wigkszosci badanych
pacjentow odsetek komoérek CD 107/CD 19" byt podwyzszony, natomiast
odsetek komorek znakowanych tylko anty- CD 10" u trzech chorych byt niski
1 nie przekraczal 6%, u pozostatych czterech byt wyzszy od 14%. Zaznaczy¢
nalezy jednak, ze w dost¢pnej literaturze nie znaleziono norm wiekowych dla
wyzej wymienionych subpopulacji limfocytow w prawidtowym szpiku. Wedlug
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Ryan i wsp. (7) odsetek komoérek CD 10" w prawidlowym szpiku u oséb
dorostych wynosi od 2,9% do 6,1% i jest o wiele mniejszy w poroOwnaniu
z odsetkiem tych komorek u dzieci (27,4% do 40%). U dwoéch z czterech chorych
(50%) z wysokim odsetkiem CD 10* i CD 10* /CD 19% wystapil nawrot
w okresie od 2 miesigcy do 9 miesigcy od uzyskania calkowitej remisji. Natomiast
u pozostalych chorych remisja utrzymuje si¢ nadal.

Podsumowujac uwazamy, ze ocena limfocytéw CD 10* /CD 19 w cytomet-
rze przeptywowym wydaje si¢ by¢ wartosciowa metoda poszukiwania resztkowej
choroby bialaczkowej u chorych z B-ALL typu common pod warunkiem
opracowania norm dla tej subpopulacji dla roznych grup wiekowych. Istotne jest
rowniez zbadanie odpowiedzi prawidlowych limfocytow B na leki cytostatyczne,
gdyz zwigkszenie ilosci komérek CD 10" /CD 19 w szpiku pacjentow
otrzymujacych chemioterapi¢ moze by¢ wynikiem szybszego réznicowania sig
komoérek macierzystych CD 34" pod wplywem tych lekow.

WNIOSKI

1. Ocena podwdjnie znakowanych komérek CD 10" /CD 197 przy uzyciu
cytometru przeplywowego moze mie¢ duze znaczenie prognostyczne u chorych
z B-ALL.

2. Podwojne znakowanie komorek przy pomocy przeciwcial monoklonal-
nych znacznie zwigksza czulo$¢ wykrywania resztkowej choroby biataczkowe;j.

3. Stosowana wspolczesnie w leczeniu B-ALL chemioterapia nie prowadzi do
calkowitego usunigcia klonu bialaczkowego z organizmu.
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SUMMARY

In order to evaluate the minimal residual disease in B-cell acute lymphoblastic leukaemia
(B-ALL) bone marrow aspirates obtained from seven patients during clinico-haematological
remission have been analysed by means of flow cytometry. Blasts of all patients expressed antigen CD
10 (CALLA) during diagnosis time. All patients achieve complete remission. Morphologically
normal lymphocytes were double-stained with CD 10 (FITC) and CD 19 (PE) monoclonal
antibodies. All seven patients were positive for CD 10* CD 19* cells from 2.7% to 33% of
lymphocytes. Evaluation of CD 10 (FITC)/CD 19 (PE) double-stained cells by flow cytometry may
be of value in the prognostic of B-ALL.



