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ABSTRACT

Background: The most common childhood malignancy is B-cell precursor acute leuke-
mia (BCP-ALL). Leukemic cells remaining in the patient's bone marrow during treatment
are the major cause of relapse; therefore, minimal residual disease monitoring (MRD)
during the induction therapy is predicting factor of treatment outcome. Multicolor flow
cytometry (MFC) is the commonly used technique during follow-up of leukemia in bone
marrow. Materials and methods: MRD was assessed by MFC in 44 patients with BCP-ALL
from the Oncology and Hematology Department, Children's University Hospitalin Krakow
diagnosed between 2011 and 2013. The level of residual leukemic cells and the quality of
antigen expression was assessed on leukemic cell on diagnosis day and 15th day of
induction chemotherapy. Six-color panel of monoclonal antibodies was used. To achieve
expected sensitivity of the method (10-4), at least 300.000 nucleated cells were collected.
Results: CD10 expression was changed in residual leukemic cells of most patients on day
15 of treatment, in comparison to day 0. The most significant decrease of CD10 expres-
sion occurs in standard risk group. CD10 level is correlated with the level of blasts in day
15, which is the most significant in high-risk group. The patients, in whom the level of
CD10 expression increases during treatment, were statistically significantly associated
with worse response to therapy. Conclusions: The immunophenotypic shifts at day 15
were observed in most patients. Not only are the quantitative MRD results important,
but also qualitative changes of immunophenotype of residual leukemic cells might bring

additional clinical information.
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Wprowadzenie

Ostra bialaczka limfoblastyczna (ALL; acute lymphoblastic
leukemia) jest najczestszym nowotworem wieku dzieciecego
(ok. 85% wszystkich nowotworéw u dzieci). Najwyzsza
zachorowalno$¢ na ALL obserwuje sie w przedziale wieko-
wym od 2 do 5 lat. W przebiegu tej choroby obserwuje sie
zaburzong proliferacje oraz akumulacje limfoblastéw, ktdre
lokalizujg sie w szpiku kostnym, krwi obwodowej oraz
weztach chlonnych. Najczestszy podtyp ostrej biataczki
limfoblastycznej stanowi bialaczka z prekursorowych komé-
rek B (BCP-ALL; B-cell prekursor acute leukemia), ktéra charak-
teryzuje sie proliferacjg limfoblastéw zatrzymanych na
wczesnym etapie dojrzewania. Najpowszechniejszg przyczy-
ng niepowodzenia terapii przeciwnowotworowej u pacjen-
téw pediatrycznych z ALL jest wystgpienie wznowy. Pojawia
sie ona u okolo 15-20% pacjentéw, co wynosi okolo 0,7 na
100 000 dzieci w Europie. Przy uzyciu kombinacji intensyw-
nej chemioterapii, radioterapii czy allogenicznego prze-
szczepu szpiku kostnego mozliwe jest wyleczenie ponad
80% pacjentéw, jednakze w niektérych przypadkach
komérki biataczkowe pozostajg w szpiku kostnym pacjen-
téw pomimo zastosowanego leczenia, powodujgc wystapie-
nie wznowy. Z tego powodu bardzo istotng role odgrywa
prawidlowa i rzetelna diagnostyka na poczatkowym etapie
leczenia, a takze monitorowanie minimalnej choroby reszt-
kowej [1-6].

Minimalna choroba resztkowa (MRD; minimal residua
disease) okresla ilo§¢ komoérek biataczkowych, ktére prze-
trwaly proces leczenia chemioterapeutycznego u pacjentéw
w fazie remisji, a ich wykrycie mozliwe jest jedynie przy
uzyciu zaawansowanych technik laboratoryjnych, takich jak
cytometria przeplywowa czy reakcja tancuchowa polime-
razy. MRD jest gléwng przyczyng wystepowania wznowy,
a ryzyko jej wystgpienia jest szacowane wlasnie na podsta-
wie poziomu minimalnej choroby resztkowej. Ocena MRD
stanowi takze jeden z czynnikéw, na podstawie ktérych
dokonuje sie klasyfikacji pacjentéw do poszczegdlnych grup
ryzyka: standardowego, posredniego lub wysokiego. Grupa
ryzyka jest kliniczng oceng zawansowania choroby [7-10].

Wspblczesne metody diagnostyki laboratoryjnej w zakre-
sie ostrych bialaczek dotycza oceny cytologicznej komorek
krwi obwodowej i szpiku kostnego, zaburzen genetycznych,
enzyméw i zwigzkéw chemicznych w komérkach blastycz-
nych, a takze okreslenia immunofenotypu komorek biatacz-
kowych z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Obec-
nie cytometria przeplywowa jest rutynowo wykorzystywana
w diagnostyce choréb hematologicznych. Stuzy miedzy
innymi do réznicowania stadiéw dojrzewania komorek,
monitorowania postepdéw leczenia oraz stwierdzenia remisji
choroby, a takze oceny i kontroli minimalnej choroby
resztkowej. Klasyfikacja immunologiczna ostrych biataczek
na podstawie immunofenotypu jest mozliwa dzieki okreslo-
nym determinantom antygenowym, ktére sg charaktery-
styczne dla poszczegélnych etapéw dojrzewania komorek
danej linii. Analiza immunofenotypu komérek prawidtowo
r6znicujgcych sie oraz komoérek biataczkowych pozwala na
okre$lenie na jakim etapie rdéznicowania i dojrzewania
zatrzymaly sie niekontrolowanie proliferujgce komorki.

Ekspresja poszczegblnych antygenéw powierzchniowych
i cytoplazmatycznych moze sie zmienia¢ w trakcie leczenia
[11-14].

Glikokortykosteroidy stosowane sg jako jedne z pierwszy
lekéw w czasie terapii u pacjentéw z ostrg biataczks
limfoblastyczna, stanowigc jej istotny element. Wykorzysty-
wane jest ich dziatanie limfocytolityczne oraz hamowanie
proceséw podzialowych w limfocytach. Zostalo udowod-
nione, ze zmiana poziomu ekspresji poszczegélnych antyge-
néw moze wystepowac nawet w poczgtkowym etapie lecze-
nia u pacjentéw z ostrg biataczka limfoblastyczng wywo-
dzacg sie z komoérek B. Zmiany w immunofenotypie
komoérek w trakcie chemioterapii u pacjentéw z biataczkg
B- komoérkowg mogg réwniez odzwierciedla¢ wrazliwo$¢ na
zastosowane leczenie [15-18].

CD10 jest antygenem charakterystycznym dla niedojrza-
tych limfocytéw B, réwnocze$nie stanowigc marker ostrej
biataczki limfoblastycznej typu ,common” [19]. Badania
prowadzone w ostatnich latach [18] wykazaly wplyw lecze-
nia prednizonem na modulacje ekspresji CD10. Co ciekawe,
stopien modulacji immunofenotypu in vitro koreluje
z kliniczng odpowiedzig na prednizon (oceniong na podsta-
wie badania morfologicznego krwii obwodowej w dniu 8 che-
mioterapii). Wykazano, ze modulacja CD10, a dokladnie
spadek poziomu ekspresji tego antygenu, jest znaczaco
nizszy w grupie pacjentéw ze zla odpowiedzig na leczenie
prednizonem (PPR; prednisone poor response, >1000 komorek
bialaczkowych we krwi obwodowej po 8 dniach leczenia)
w pordwnaniu z grupg pacjentéw prezentujgcych dobrg
odpowiedz na leczenie prednizonem (PGR; prednisone good
response, <1000 komoérek biataczkowych we krwi obwodowej
po 8 dniach leczenia).

Materialy i metody

Grupe badang stanowilo 44 pacjentéw oddzialu Onkologii
i Hematologii Uniwersyteckiego Szpitala Dzieciecego w Kra-
kowie, u ktérych w latach 2011-2013 zdiagnozowano ostrg
biataczke limfoblastyczng pochodzacg z komorek B i
w czasie leczenia stosowany byl prednizon przez okres
8 dni. U pacjentdéw monitorowano minimalng chorobe
resztkowg (MRD> 0,01% w dniu 15 leczenia) z wykorzysta-
niem cytometru przeplywowego. Poziom resztkowych ko-
morek biataczkowych, a takze ekspresja antygendéw, wyra-
zona jako $rednia intensywno$¢ fluorescencji (MFI, mean
fluorescence intensity) byta oceniana na komoérkach biataczko-
wych w dniu diagnozy oraz w dniu 15. zastosowanego
leczenia chemioterapeutycznego. W trakcie analizy wyko-
rzystywany byl szeSciokolorowy panel przeciwcial monoklo-
nalnych. Aby uzyska¢ oczekiwang wrazliwos¢é metody (10-4),
analizowano zbidér sktadajgcy sie z 300 000 komoérek jgdrza-
stych.

Wyniki

Szpik kostny pobierany byt od pacjentéw w dniu diagnozy
(dzien 0) oraz w 15. dniu leczenia. Nie zaobserwowano
rézni¢ w poziomie ekspresji CD10 (wyrazonym jako MFI)
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