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WPROWADZENIE 

Komórki znacznej części (ponad 5076) chorych z ostrą białaczką hmztobiestaczną B komtorkowąa 
wykazują ekspresję antygenu CD 19 (marker komórek B) (1. 6) oraz antygenu CD 10 /CALLA 

common acute lymphoblasic leukaemia antigen), który charakterszuje medojrzałe korzórki 
limfoidalne (4, 6). Komórki CD 10 CD 19 występują rownież w niewielkin: odsetki w prawid- 
łow sm szpiku, stanowią ok. 3,5%6 wszystkich komórek szpiku. Wsród populscj limfocytów B CD 
19" komórki CD 10 CD 19” stanowią ok. 407. (5, Niewielki odsetek tsck komorek 
w prawidłowym szpiku oraz zwiększoną ilość komórck o w: ej wyrzienionyr: lernotypie u ckorscł 
> ostrą białaczką limfoblastyczną w okresie „całkowitej renusji” kematolopicznej rizożne wykryc 
wykorzystując cytometr przepływowy. Wykrycie komórek CD 10 GD ivy” które rzogą bie 
komórkami błastycznymi) w zwiększonym odsetku (w porównaniu z prawidiowym: spikiem) rza 
ogromne znaczenie w wyborze odpowiedniego sposobu leczenia. często decyduje o Uansplantecji 
szpiku u tych chorych. Obecnie prezentujemy wstępne wyniki monitorowania resztkowej chorob: 
białaczkowej u 7 chorych z CD 10" (CALLA) ostrą białaczką limfoblastyczna 7 Lzyciem cMorzetrt 
przepływowego (Cytron Absolut-Ortho Diagnostic Systems). Wszyscy chorzy w chwil rozpoznanie 
wykazywali silną ekspresję antygenu CD IO (CALLA) na komorkach blsstaaznych 

W pracy tej przedstawiono probę poszukiwania komorek CD fo w szpiku wyżej wyrzienionyct 
chorych z chwilą uzyskania całkowitej remisji hematologicznej (jednyr: z kryteriów bsżo obnizenie 
odsetka komórek blastycznych poniżej 590 w ocenie morfologicznej Z twagi nu rzożliwoścekspresii 
antypenu CD 10 również na linii granulocytarnej w celu znalezienia interesujscych nas korzorek 
blastcznych zastosowaliśmy podwójne znakowanie kontórek Z użycien: przeciwciai rzonoklona|- 
nych CD 1O(FFTC) 1 CD 19 (PE). co ma stanowić dowod obecności ani went CD TW'CALLA) na 
limfocytach B (CD 19"). Badania zostały wykonane na komorkach pochodzaczch ze szpiku. edy 
według naszych wcześniejszych, nie opublikowanych doświadczeń. odsetek resztkowsch korzorek 
białaczkowych jest znacznie wyższy w szpiku w porownaniu z krwią obwodowz 
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MATERIAŁ I METODY 

Badania przeprowadzono u 7 chorych na ostrą białaczkę limfoblastyczną typu common 
(4 mężczyzn i 3 kobiety) w wieku od 19 do 46 lat. U wszystkich pacjentów rozpoznanie zostało 
postawione na podstawie ogólnie przyjętych kryteriów z badaniami immunofenotypu włącznie. 
Wszyscy pacjenci byli w okresie I całkowitej remisji. Badania przeprowadzono w czasie od 2 do 41 
miesięcy od chwili uzyskania całkowitej remisji. Czas trwania całkowitej remisji i typ ostrej białaczki 
według 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 białaczki Leczenie 
(nr) (w miesiącach) wg FAB podtrzymujące 

w chwili badania 

! 41 LI nie 
2 12 LI nie 
3 2 LI tak 

4 14 LI tak 
5 2 | tak 
6 16 | nie 
I 10 L2 tak 

     
 

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

 

   

Pacjent Hb Ht Liczba Limfocytoza Liczba blastów 
, a. leukocytów ; w szpiku (nr) (g/dl) (%0) M BOM (0%) | 

l 14,0 40,1 4,5 1.6 5 | 
2 14,7 43,5 6,5 16 | I | 
3 149 432 4,7 1” 5 | 
4 15,6 50,6 6.3 13 4 I 

5 15,5 48,0 54 1.4 3 | 
6 14,4 45,4 6,ń 13 2 
7 13,3 3,5 39 14 | 2 | 

     
 

W badaniach immunofenotypu komórek szpiku użyto przeciwciał monoklonalnych znakowa- 
nych Nuorochromami: izotiocyjanianem Iuoresceiny (FIFC) + koeryiryną (PEŁ) irmy Ortko 
Diagnostic Systems. Znakowanie komoórck przeprowadzono w pełnym beparznizowanym szpiku 
używając następującego zestawu przeciwctał nrzonoklonalnych: 

1) IgG2a (FTTC) negative control, D IGza (PE) nezatite control, 
2) CD 45 (FITO), 3. CD 14 (PE), 
3) CD Z(FITO), MCD 194PE), 
4) CD IO (FITO), 4 CD 19 (PE). 
5) CD 34 (FITO), S)1CD 19 (PE) 
Przeciwciała monoklonalne (10 l) nkubowano w temp. 4 (przez 30 nun. ze 100 gl szpiku. 

Następnie lizowano erytrocyty przy użyciu © ml płynu lizującego (Łysing Solutton-Ortho Diagnostic 
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Systems). Lizę przeprowadzano w temperaturze pokojowej przeż okres Il najn. Po zakonczeniu lizy 
szpik wirowano w temp. 2-8 € przez 5 min. w 400 xg. Następnie aspirow ano wpernatant. «a komórki 
zawieszano w I ul PBS zdodatkiem 96 surowicy cielęcej 10,1%, „zydkt sodu Analizę znakowanych 
przeciwciałami monoklonalnymi komórek przeprowadzono w cstorzetrze przepi: wowin: Orthon 
Cytoron Absolute (Ortho Diapnosuc Systems) przy użyciu prograriu korzputercago ABS. 

WYNIKI 

Wszyscy chorzy w chwili wykonywania badań posiadali prawidłowy obraz 
szpiku w ocenie morfologicznej. Komórki blastyczne nie przekraczały 5%0 
(wahały się od I do 5% - tab. 2). U większości pacjentów odsetek komórek 
CD 10'/CD I9* był wyższy w porównaniu z liczbą komórek blastycznych 
ocenianych pod mikroskopem. Jedynie u dwóch chorych (nr l i 3) odsetek 
komórek blastycznych przewyższał ilość komórek CD 10 CDI97 fryc. 1). 

35 7 -— - ao : 
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CHORZY 1 
Ryc. 1. Porównanie odsetka blastów i komorek o fenotypie CD 107 CD 197 

Comparison of blast percentage and cell with CD 10” CD 197 pkenotype 

U siedmiu chorych wykazano obecność komórek CD 10, CD 19" wilości 
od 2,7 do 33%, co stanowiło od 40 do 100% limfocytów B CD 19 
stwierdzanych u tych pacjentów (ryc. 2). 

Odsetek limfocytów B CD 19' znakowanych jednym przeciwciałem wahał 
się od 4,6% do 35,5% i u wszystkich chorych był wyższy w porównaniu 
z odsetkiem komórek CD 10';,CD 19, podobnie jak odsetek komórek CD 
10", który wynosił od 3,0 do 33,2% (ryc. 2). Tylko u jednego chorego (nr 5) ilość 
komórek CD 10" była większa od liczby komórek CD 107 CD 197. Odsetek 
komórek CD 34' CD 19" u wszystkch chorych był bardzo niewielki i nie 
przekraczał 0,37%. 
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"komórki resztkowe ?" 

Ryc. 2. Odsetek komórek noszących poszczegolne antygeny 
Percentage of cells bearing particułar antigens 

DYSKUSJA 

Dojrzałe limfocyty B krwi obwodowej wykazują ekspresję antygentów CD 19 
iCD20 przy braku ekspresji CD 10(3)1CD 34 (8) w przeciwieństwie do komórek 
B w prawidłowym szpiku, gdzie można znaleźć niewielką ilość (ok. 0,6%) 
komórek CD 19*/CD ł0*/CD 34" oraz jeszcze mniejszą populację (tylko 0.17%) 
komórek CD 19 ;CD 10 /CD 34' (5) Może to być wykorzystane do 
poszukiwania limfocytów o wyżej wymienionym fenotypie u chorych z B-ALLL. 
Również limfocyty CD 10';C0D 19" występują w niewielkim odsctku, ok. 3,576 
komórck prawidłowego szpiku. i mogą stanowić punkt odniesienia do oceny 
resztkowej choroby białaczkowej u chorych z B-ALL typu common. Wyniki 
przeprowadzonych badań pozwalają stwierdzić, że u większości badanych 
pacjentów odsetek komórek CD 10 CD 19 był podwyższony. natomiast 
odsetek komórek znakowanych tylko anty- CD 10" u trzech charych był niski 
* nie przekraczał 6%, u pozostałych czterech był wyższy od 146 Zaznacza 
należy jednak. ze w dostępnej Hteraturze nie znalcziono norm cewkówych dla 
wyżej wymienionych subpopulach imrocytów w prawidłowym szpiku Wodlow 
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Ryan i wsp. (7) odsetek komórek CD 10* w prawidłowym szpiku u osób 
dorosłych wynosi od 2,9% do 6,1% i jest o wiele mniejszy w porównaniu 
z odsetkiem tych komórek u dzieci (27,4% do 40%). U dwóch z czterech chorych 
(50%) z wysokim odsetkiem CD 10* i CD 10*/CD 19* wystąpił nawrót 
w okresie od 2 miesięcy do 9 miesięcy od uzyskania całkowitej remisji. Natomiast 
u pozostałych chorych remisja utrzymuje się nadal. 

Podsumowując uważamy, że ocena limfocytów CD 10* /CD 19* w cytomet- 
rze przepływowym wydaje się być wartościową metodą poszukiwania resztkowej 
choroby białaczkowej u chorych z B-ALL typu common pod warunkiem 
opracowania norm dla tej subpopulacji dla różnych grup wiekowych. Istotne jest 
również zbadanie odpowiedzi prawidłowych limfocytów B na leki cytostatyczne, 
gdyż zwiększenie ilości komórek CD 10*/CD 19* w szpiku pacjentów 
otrzymujących chemioterapię może być wynikiem szybszego różnicowania się 
komórek macierzystych CD 34* pod wpływem tych leków. 

WNIOSKI 

1. Ocena podwójnie znakowanych komórek CD 10* /CD 19* przy użyciu 
cytometru przepływowego może mieć duże znaczenie prognostyczne u chorych 
z B-ALL. 

2. Podwójne znakowanie komórek przy pomocy przeciwciał monoklona|l- 
nych znacznie zwiększa czułość wykrywania resztkowej choroby białaczkowej. 

3. Stosowana współcześnie w leczeniu B-ALL chemioterapia nie prowadzi do 
całkowitego usunięcia klonu białaczkowego z organizmu. 
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SUMMARY 

In order to evaluate the minimal residual disease in B-celi acute lvmphoblastic leukaemia 
(B-ALL) bone marrow aspirates obtained from seven patients during clinico-haematological 
remission have been analysed by means offlow cytometry. Blasts of all patients expressed antigen CD 
10 (CALLA) during diagnosis time. AII patients achieve complete remission. Morphologicallx 
normal lymphocytes were double-stained with CD 10 (FITC) and CD 15 (PE) monoclonal 
antibodies. All seven patients were positive for CD ŁO” CD 19" cells from 2.7% to 33%o ot 
lymphocytes. Evaluation of CD 10 (FITCO):CD 19 (PE) double-stained cells by low cytometry may 
be of value in the prognostic of B-ALIL.. 


