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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zespoty mielodysplastyczne to grupa heterogennych klonalnych zaburzeri komérek krwiotwor-
czych szpiku charakteryzujaca si¢ morfologicznie rozpoznawalnymi zmianami dysplastycznymi,
postepujaca niewydolnoscia szpiku i wysokim ryzykiem transformacji w ostra biataczke szpiko-
wa. Kryteria rozpoznania i klasyfikacji choroby sa sciSle okreslone, jednak u czg¢$ci chorych dia-
gnostyka oparta na standardowych badaniach cytomorfologicznych i cytogenetycznych jest trudna
inie prowadzi do jednoznacznego postawienia rozpoznania. Badanie immunofenotypu komoérek
krwi i szpiku z wykorzystaniem wspétczesnych mozliwosci cytometrii przeptywowej pozwala
wykazac¢ zaburzenia jakosciowe i iloSciowe komérek krwiotwérczych z duza swoistoscia i czu-
toscia. Celem tego badania jest wykrycie zaburzen regulacji ekspresji antygenéw w komérkach
mieloidalnych, ocena odsetka mieloblastéw, a takze wykazanie ich patologicznego immunofe-
notypu. Stwierdzone metoda cytometrii przeptywowej zaburzenia moga stanowi¢ uzupeinienie
powszechnie przyjetego migdzynarodowego systemu rokowniczego.
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Summary

Myelodysplastic syndromes are a heterogeneous group of clonal bone marrow disorders cha-
racterized by dysplasia, progressive bone marrow failure, and increased risk of transformation
to acute myeloid leukemia. Although diagnostic criteria are well established, a diagnosis based
on morphologic and cytogenetic findings is often difficult in a significant number of patients.
Multiparametric flow cytometric immunophenotyping is a highly sensitive and specific method
for quantitative and qualitative evaluation of hematopoietic cells. Flow cytometry is used to iden-
tify dysregulated antigen expression of myeloid cells, estimate the proportion of bone marrow bla-
sts cells, and reveal their abnormal immunophenotype. Recent data suggest that flow cytometry
adds important prognostic information to the widely accepted International Prognostic Scoring
System.
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Zespoty mielodysplastyczne (myelodysplastic syndrome —
MDS) stanowig heterogenna grupe klonalnych zaburzen
komorki macierzystej uktadu krwiotwérczego, ktéra cha-
rakteryzuje si¢ morfologicznie rozpoznawalnymi zmiana-
mi dysplastycznymi w przynajmniej jednej linii komérko-
wej uktadu krwiotwérczego. Zaburzenia te objawiajq si¢
jedno-, dwu- lub tréjuktadowa cytopenia wynikajaca z nie-
efektywnej hematopoezy oraz sktonnoscia do transformacji
w ostra biataczke szpikowa. W badaniu morfologicznym
1 histologicznym cytopenii obwodowej przewaznie towa-
rzyszy obraz bogatokomérkowego szpiku. Jednak u oko-
to 15-25% chorych stwierdza si¢ szpik ubogokomérkowy.
Ustalenie rozpoznania MDS oparte jest w gléwnej mierze
na ocenie morfologicznej komérek krwi i szpiku, histolo-
gicznej analizie komérkowatosci i architektury trepano-
bioptatu szpiku oraz na badaniu cytogenetycznym pozwa-
lajacym wykry¢ zaburzenia chromosomalne. Powszechnie
przyjeta klasyfikacja zespotéw mielodysplastycznych za-
proponowana w 1982 r. przez francusko-amerykansko-bry-
tyjska grupe badaczy (French-American-British classifi-
cation — FAB) wyr6zniata 5 postaci MDS: niedokrwisto$¢
oporng na leczenie (refractory anemia — RA), niedokrwi-
stos¢ oporna na leczenie z obecnos$cia pierscieniowatych
syderoblastéw (refractory anemia with ring sideroblasts —
RARS), niedokrwisto$¢ oporna na leczenie z nadmiarem
blastéw (refractory anemia with excess of blasts — RAEB),
niedokrwisto$¢ oporna na leczenie z nadmiarem blastéw
w transformacji (refractory anemia with excess of blasts in
transformation — RAEB-t) oraz przewleklq biataczke mie-
lomonocytowa [2]. Poszukiwanie czynnikéw prognostycz-
nych u chorych na MDS, ktére umozliwityby oszacowanie
ryzyka szybkiego postgpu choroby zaowocowato w 1997 r.
opracowaniem mig¢dzynarodowego systemu rokownicze-
go (International Prognostic Scoring System — IPSS) [6].
Wartos$¢ punktowa IPSS zalezy od liczby linii komérko-
wych dotknigtych cytopenia, morfologicznie oznaczonego
odsetka blastéw w szpiku oraz wykrytych zaburzen cyto-
genetycznych. W 2001 r. zaproponowano modyfikacje kla-
syfikacji FAB wg WHO [31], w ktdrej poza stwierdzanymi
morfologicznie zaburzeniami dysplastycznymi uwzgled-
niono réwniez aberracje chromosomalne (tabela 1).

Zaburzenia immunofenotypowe wykazywane z uzyciem
cytometrii przeptywowej (flow cytometry — FC) nie zosta-
ly ujete w zadnej z wymienionych powyzej klasyfikacji.
Ostatnia dekada przyniosta jednak szybki rozwdj tej me-
tody badania, dzigki czemu immunofenotypowanie szpi-
ku stato si¢ cennym Zrédtem dodatkowych informacji do-
tyczacych zaburzen dojrzewania komoérek krwiotwdrczych
w zespotach mielodysplastycznych. W opublikowanym ra-
porcie z konferencji roboczej poswigconej opracowaniu

standardéw diagnostyki i leczenia MDS, ktéra odbyta sig
w 2006 r. w Wiedniu z udziatem przedstawicieli waznych
onkologicznych i hematologicznych grup eksperckich,
takich jak NCCN (US National Comprehensive Cancer
Network), IWG (the International Working Group) czy
ELN (European Leukemia Net) okreslono minimalne kry-
teria rozpoznania MDS. Wyrézniono kryteria konieczne,
rozstrzygajace oraz uzupetniajace (tabela 2) [29].

Zaburzenia immunofenotypowe stwierdzane metoda cyto-
metrii przeplywowej zostaty wymienione w kategorii kry-
teriéw uzupelniajacych, tzn. nieuznawanych za standar-
dowe w rutynowej diagnostyce hematologicznej, jednak
pomocnych w ustaleniu rozpoznania MDS. Wedtug auto-
réw raportu, dla potwierdzenia rozpoznania MDS wyma-
gane jest spelnienie kryteriéw koniecznych i przynajmnie;j
jednego z kryteriéw rozstrzygajacych. U chorych, u kté-
rych kryteria rozstrzygajace nie sa spetlnione, a wystgpuja
charakterystyczne dla MDS objawy kliniczne wykazanie
monoklonalnej populacji komérek uktadu czerwonokrwin-
kowego lub komérek mieloidalnych w szpiku metoda FC
pozwala na rozpoznanie klonalnego nowotworu pochodze-
nia mieloidalnego z niewydolnoscia szpiku i postawienie
podejrzenia zespotlu mielodysplastycznego. Cytometria
przeptywowa zostata uznana réwniez za badanie umoz-
liwiajace réznicowanie migdzy wczesnym stadium MDS,
a idiopatyczna cytopenia o nieustalonym znaczeniu kli-
nicznym, zdefiniowana przez autoréw jako cytopenia trwa-
jaca powyzej 6 miesigcy, w sytuacji gdy minimalne kry-
teria diagnostyczne MDS nie sa spetnione i nie zostaty
znalezione inne hematologiczne lub niehematologiczne
przyczyny cytopenii. Wykrycie nieprawidlowej popula-
¢ji blastow i cech nieprawidlowego dojrzewania popula-
¢ji komoérek mieloidalnych za pomoca FC pozwala posta-
wié podejrzenie MDS.

Kompleksowe badanie komoérek szpiku metoda cytometrii
przeptywowej stanowi uzupelnienie standardowych badan
i jest przydatne nie tylko w ustaleniu rozpoznania MDS,
ale moze stuzy¢ okresleniu zaawansowania choroby oraz
whnosi¢ dodatkowe niezalezne od IPSS informacje progno-
styczne. Celem oceny cytometrycznej jest wykazanie za-
burzeri immunofenotypowych zwiazanych ze zmianami
dysplastycznymi w poszczegdlnych liniach uktadu krwio-
tworczego, ocena odsetka mieloblastéw, a takze wykazanie
ich patologicznego immunofenotypu. Dotad najdoktadnie;j
opisano nieprawidtowosci immunofenotypowe zwigzane
z dysplazja komoérek linii granulocytarnej i monocytarne;j.
Ocena zaburzeri immunofenotypowych wskazujacych na
dysplazje uktadu czerwonokrwinkowego jest trudniejsza
ze wzgledow metodycznych, przy jednoczesnie stosunko-
wo fatwo identyfikowanych morfologicznie zaburzeniach.
Jednym z istotnych ograniczen badania immunofenotypowe-
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Tabela 1. Klasyfikacja zespotow mielodysplastycznych (wg WHO [31])

Typ MDS

Krew

Szpik

Niedokrwistos¢ oporna na leczenie
RA (refractory anemia)

niedokrwistos¢
blasty nieobecne lub pojedyncze

izolowana dysplazja uktadu
czerwonokrwinkowego

blasty <5%

pierscieniowate syderoblasty <15%

Niedokrwisto$¢ oporna na leczenie

z pierscieniowatymi syderoblastami
RARS (refractory anemia with ringed
sideroblasts)

niedokrwistos¢
blasty nieobecne

izolowana dysplazja uktadu
czerwonokrwinkowego

blasty <5%

pierscieniowate syderoblasty =15%

(ytopenia z objawami wielouktadowej
dysplazji

RCMD (refractory cytopenia with multilineage
dysplasia)

cytopenia dwu- lub trzyuktadowa
blasty nieobecne lub pojedyncze
pateczki Auera nieobecne
monocyty <1,0 G/L

cechy dysplazji w > 10% komdérek

w 2 lub 3 liniach komdrkowych pochodzenia
mieloidalnego

blasty <5%

pierscieniowate syderoblasty <15%
pateczki Auera nieobecne

Niedokrwistos¢ oporna na leczenie

cytopenia dwu- lub trzyuktadowa

jedno- lub wieloliniowa dysplazja

znadmiarem blastéw podtyp 1 blasty <5% blasty 5-9%

RAEB-1 (refractory anemia with excess of pateczki Auera nieobecne pateczki Auera nieobecne
blasts-1) monocyty <1,0 G/L

Niedokrwistos¢ oporna na leczenie cytopenie jedno- lub wieloliniowa dysplazja

znadmiarem blastow podtyp 2
RAEB-2 (refractory anemia with excess of
blasts- 2)

blasty 5-19%
pateczki Auera +
monocyty <1,0 G/L

blasty 10-19%
pateczki Auera +

Zespot mielodysplastyczny niesklasyfikowany
MDS-U (MDS unclassified)

cytopenie
blasty nieobecne lub pojedyncze,
pateczki Auera nieobecne

jednoliniowa dysplazja w linii granulocytarnej
lub megakariocytarnej

blasty <5%

pateczki Auera nieobecne

MDS skojarzony z izolowana del 5q
MDS (5q)

niedokrwistos¢
blasty < 5%

liczba ptytek w normie lub zwigkszona

prawidtowa lub zwigkszona liczba
megakariocytéw z hipolobulowanymi jadrami
blasty <5%

pateczki Auera nieobecne

izolowana del(5q)

Tabela 2. Kryteria diagnostyczne MDS — raport z konferencji roboczej dot. diagnostyki i leczenia zespotéw mielodysplastycznych, Wieder 2006 [29]

1.Kryteria konieczne

« czerwonokrwinkowej (Hb <11 g/dI)

« granulocytarnej (granulocyty <1,5G/L

- megakariocytarnej (ptytki krwi <100G/L)
2.Wykluczenie innych hematopoetycznych i niehematopoetycznych przyczyn cytopenii/dysplazji

1. Trwata cytopenia w zakresie przynajmniej jednej linii komérkowej:

2.Kryteria rozstrzygajace

1. Dysplazja w przynajmniej 10% komdrek, w przynajmniej jednej linii komdrkowej w szpiku:

czerwonokrwinkowej, granulocytarnej lub megakariocytarnej lub >15% pierscieniowatych syderoblastow

w szpiku

2. Odsetek blastéw w rozmazie szpiku 5-19%
3. Typowe zaburzenia chromosomalne (+8,-7, 5¢-, 20q, inne) stwierdzane w klasycznym kariotypie lub badaniu

FISH

3.Kryteria uzupetniajace

1. Nieprawidtowy fenotyp komdrek szpiku wskazujacy na wystepowanie monoklonalnej populacji w uktadzie

czerwonokrwinkowym lub w populacji komérek mieloidalnych stwierdzany metoda cytometrii przeptywowej

2. Molekularnie wykazana monoklonalna populacja komdrek

3. Znacznie i trwale zmniejszona zdolnos¢ tworzenia kolonii komdrkowych szpiku i/lub stwierdzenie krazacych
komdrek progenitorowych (CFU-assay)
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Tabela 3. Zestawienie zaburzer immunofenotypowych wykazywanych w zespotach mielodysplastycznych

Autor Zaburzgi::‘au:i:;:gr::jye linii Zaburzenia fenotypowe monocytow Zabu;:;:lrl:;; r;ct);a)owe
Wellsiwsp. [33] 1.Zmniejszenie ziarnistosci 1. Zmniejszenie ziarnistosci
115 chorych 2. Ekspresja (D56 2. Ekspresja (D56
3. Nieprawidtowy obraz ekspresji (D13 3. Brak ekspresji (D13 lub (D16
wzgledem (D16 4. Nieprawidtowa ekspresja (D11b lub
4. Nieprawidtowy obraz ekspresji (D11b HLA-DR
wzgledem HLA-DR 5.Brak (D33
5. Brak (D33 6. Brak (D14
6. Obnizona ekspresja (D45 7. Ekspresja antygenéw limfoidalnych
7. Asynchroniczne,,przesuniecie w lewo”:
zaburzone dojrzewanie stwierdzane na
podstawie asynchronicznej ekspresji
antygendw (D34, (D15, (D11b, HLA-DR,
(D13,(D16
8. Ekspresja antygendw limfoidalnych
Maynadieiwsp. 1.Podwyzszona ekspresja HLA-DR, (D36, Nie znaleziono istotnych statystycznie Nie badano

(20]
207 chorych

7

zaburzen

Malcovati i wsp.
[19]
103 chorych

1. Zmniejszony odsetek granulocytéw (D10+
2. Zwiekszony odsetek granulocytéw (D56+
3. Nieprawidtowy stosunek postaci
niedojrzatych do dojrzatych, tj. zwiekszony
stosunek komérek (D33+CD16- do (D33+
(D16++
(D45+CD16- do (D45+CD16++
(D13+CD16- do (D13+(D16++

Nie badano

1. Obnizona ekspresja
(D71 w stosunku do
ekspresji glikoforyny
A (niska ekspresja (D71
na komérkach z ekspresja
glikoforyny A)

(anizo i wsp. [3]

1. Podwyzszona ekspresja (D33, HLA-DR

1. Obnizona ekspresja (D45

1. Zwiekszony odsetek

101 chorych 2. Imniejszony stosunek granulocytéw do 2. Zahamowania dojrzewania stwierdzane erytroblastow
monocytéw na podstawie ekspresji (D34/(D15/
HLA-DR
Stetler- 1. Zmniejszenie ziarnistosci 1. Ekspresja (D56 1. Obnizona ekspresja
-Stevenson 2. Brak (D64 (D71 w stosunku do
i wsp. [28] 3. Nieprawidtowy obraz ekspresji (D13 ekspresji glikoforyny
65 chorych wzgledem (D16 A (niska ekspresja (D71
4. Nieprawidtowa obraz ekspresji (D11b na komérkach z ekspresja
wzgledem (D16 glikoforyny A)
5. Ekspresja (D56
6.Brak (D10

7. Ekspresja antygendw limfoidalnych

go erytroblastéw jest waski panel antygendw swoistych dla
tej linii, co sprawia, ze cytometria przeptywowa jest mniej
czuta od badania cytomorfologicznego [28,29]. Na podob-
ne trudnos$ci napotyka si¢ przy ocenie zaburzen immuno-
fenotypu megakariocytéw, a analiz¢ uzyskanych wynikéw
dodatkowo komplikuje zjawisko agregacji ptytkowo-leuko-
cytarnej [28,29]. Dostgpne w pisSmiennictwie dane, doty-
czace zaburzern immunofenotypowych megakariocytow nie
sg wystarczajace do oceny wartosci ich wykrywania w dia-
gnostyce zespotdw mielodysplastycznych [29].

1. ZABURZENIA IMMUNOFENOTYPOWE WYKRYWANE W DYSPLAZI
KOMOREK LINII GRANULOCYTARNEJ | MONOCYTARNEJ

Zaburzenia immunofenotypowe szeregu granulocytarne-
go i monocytarnego sa wykazywane u okoto 80-98% cho-

rych na zespoty mielodysplastyczne [1,3,28,33], przy czym
w 60-70% przypadkéw jest znajdowana wigcej niz jed-
na aberracja [1,33]. Nalezy podkresli¢, ze nie stwierdzo-
no dotychczas swoistego dla MDS zaburzenia immunofe-
notypowego, ktére pozwalaloby w sposéb jednoznaczny
rozpozna¢ mielodysplazje. W ustaleniu rozpoznania po-
maga znalezienie wielu zaburzeri iloSciowych i jakoscio-
wych w badanym szpiku. Rozwdj metody wiaze si¢ z za-
stosowaniem coraz szerszych paneli przeciwciat, ponadto
nowoczesne cytometry przeptywowe pozwalaja na symul-
taniczng detekcjg Swiatta emisyjnego coraz wigkszej licz-
by flurochroméw przy jednoczesnej czutej detekcji para-
metréw morfologicznych badanych komérek, ocenianych
na podstawie charakteru rozpraszania Swiatta laserowego
przez skanowane komorki. Zastosowanie wielokolorowe-
g0, obecnie rutynowego trzy- lub czterokolorowego bada-
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Ryc. 1. Obraz ekspresji (D45 vs SSC komdrek szpiku z zaznaczonym regionem (R2) populacji dojrzewajacych komarek szeregu granulocytarnego. A — obraz

szpiku zdrowego dawcy, B — obraz szpiku chorego na MDS

nia cytometrycznego, tzn. badania z uzyciem mieszaniny
trzech lub wigcej przeciwciat zwiazanych z réznymi flu-
rochromami, przeprowadzonego na cytometrze przeply-
wowym umozliwiajacym jednoczasowaq detekcj¢ réznych
koloréw fluorescencji emitowanych przez zwiazane z prze-
ciwciatami fluorochromy, zwigksza istotnie czutos¢ i swo-
isto$§¢ metody. Mimo tego postepu, badanie szpiku w ze-
spotach mielodysplastycznych za pomoca FC nie zostato
poddane standaryzacji. Ustalenie wytycznych jest trudne
ze wzgledu na réznorodne zatozenia metodyczne publi-
kowanych prac, dotyczace liczby badanych linii komor-
kowych, rodzaju wykrywanych antygenéw, liczby stoso-
wanych jednoczasowo fluorochromoéw, standardu detekcji
i przetwarzania sygnatu przez r6zne cytometry, sposobu
analizy obrazu czy wreszcie metody opracowania staty-
stycznego uzyskanych danych. Zestawienie stosowanych
metod analizy komoérek mieloidalnych i wykrywanych za-
burzen w wybranych pracach obejmujacych stosunkowo
liczne grupy chorych przedstawiono w tabeli 3.

Uznanym sposobem analizy poszczegdlnych populacji
komorek szpiku w zespotach mielodysplastycznych sto-
sowanym w wigkszosci publikowanych prac jest ocena
ekspresji antygenu panleukocytarnego CD45 (leukocyte
common antigen — LCA) i parametru SSC (side scattered
light), ktéry opiera si¢ na detekcji rozproszenia Swiatta
pod katem 90 stopni do padajacej wiazki §wiatla lase-
rowego. Warto$¢ parametru SSC zalezna jest od stopnia
ziarnistosci cytoplazmy komérek. Cytogramy przedsta-
wiajace te dwa parametry pozwalaja zidentyfikowaé po-
pulacje blastéw, dojrzewajacych komoérek szeregu granu-
locytarnego, limfocytéw, monocytéw oraz erytroblastow.
Taki sposdb analizy, inaczej nazywany bramkowaniem
poszczegdlnych populacji jest zalecany przez ekspertow
W raporcie grupy cytometrycznej dotyczacym diagnosty-
ki MDS [13]. Dodatkowo analiza przesunigcia popula-
¢ji granulocytéw na osi SSC w lewo pozwala rozpoznaé
zmniejszenie ziarnistosci cytoplazmy komérek, co jest jed-
nym z najczesciej wykazywanych cytometrycznie zabu-
rzen w MDS [11,12,13,28,33]. Na rycinie 1 przedstawio-
no cytogram CD45 FITC (0§ Y) vs SSC (0§ X) komérek
pochodzacych od zdrowego dawcy (ryc. 1A) i cytogram
komérek szpiku chorego na MDS (ryc. 1B) z wyraz-
nie przesuni¢ta w lewo na osi X populacja granulocytéw
(badanie z Pracowni Cytometrii Przeptywowej Katedry
i Kliniki Hematologii UM w Poznaniu).

NajczeSciej stwierdzane zaburzenia antygenowe linii gra-
nulocytarnej i monocytéw w analizowanym pismiennic-
twie to stwierdzenie braku ekspresji CD13, CD33, obec-
nos¢ CD34 na dojrzewajacych komoérkach, koekspresja
antygenéw limfoidalnych, obnizona ekspresja CD45 oraz
nieprawidtowy obraz wzajemnej zaleznosci ekspresji r6z-
nych antygendw, ktérych gestos¢ na powierzchni komérek
zmienia si¢ podczas dojrzewania (tabela 3). Do wykrycia
tych zaburzen jest rekomendowane wykonywanie bada-
nia minimum trzykolorowego. Zastosowanie czterokoloro-
wej analizy podnosi dodatkowo warto$¢ badania i pozwala
wykazaé zaburzenia fenotypowe komorek szeregu granu-
locytarnego i monocytéw z czutoscia i swoistoscia prze-
kraczajaca 80%, co wykazano w pracach Kussicka i wsp.

[11,12]. Autorzy retrospektywnie przeanalizowali wyni-

ki badain immunofenotypowych komérek szpiku u 400

chorych, u ktérych poczatkowo podejrzewano przewlekta

chorobe mieloproliferacyjna (z wykluczeniem przewle-
ktej biataczki szpikowej) lub MDS [12]. Zidentyfikowano
prawidiowy, powtarzalny, ztozony obraz zmian ekspresji
antygenéw podczas dojrzewania granulocytéw i monocy-
tow. Wykazano jak wptywaja na ten obraz nienowotworo-
we zmiany reaktywne w przebiegu regeneracji szpiku lub
dziatanie czynnika stymulujacego wzrost kolonii granu-
locytéw (granulocyte-colony stimulating factor — G-CSF)
oraz w jaki spos6b zmiany te r6znig si¢ od zmian w prze-
biegu proliferacji nowotworowej komoérek mieloidalnych.

W pézniejszej pracy autorzy poddali walidacji zastosowa-

na metode do oceny przydatnosci w ustaleniu rozpoznania

MDS [11]. Retrospektywnie poréwnano wyniki uzyskane

metoda cytometrii przeptywowej z wynikami badan mor-

fologicznych i cytogenetycznych u 124 chorych diagnozo-
wanych z powodu cytopenii lub monocytozy. W oparciu

o analize obrazu CD45/SSC oraz analizg ekspresji duzej

liczby antygenéw mieloidalnych (CD11b, CD13, CD14,

CD15, CD16, CD33, CD38, CD56, CD117) i niemielo-

idalnych (HLA-DR, CD5, CD7, CD10, CD34) rozpozna-

no pieé¢ gtéwnych typow zaburzen antygenowych:

(1) odchylenie w intensywnosci ekspresji antygenéw mielo-
idalnych definiowane jako wzrost lub zmniejszenie o przy-
najmniej jedna trzecia dekady na skali logarytmiczne;j
w poréwnaniu z prawidtowa ekspresja, wykazywane na
nie mniej niz 10% komorek badanej populacji,

(2) nieprawidlowa homogenna ekspresja antygenu, bez
zmian intensywnosci charakterystycznych dla popu-
lacji komoérek z prawidlowym dojrzewaniem,
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Tabela 4. Inmunofenotypowe zaburzenia najcze$ciej wykrywane w MDS metoda cytometrii przeptywowe;j - raport z konferengji roboczej dot. diagnostyki

i leczenia zespotdw mielodysplastycznych, Wieden 2006 [29]

Zaburzenia immunofenotypowe
dojrzewajacych komorek linii
granulocytarnej

Zaburzeniaimmunofenotypowe
monocytéw

Zaburzenia immunofenotypowe
erytroblastow

1. Zmniejszona ziarnistos¢

2. Nieprawidtowy obraz wzajemnej zaleznosci
ekspresji antygendw mieloidalnych

3. Asynchroniczne dojrzewanie

4. Brak ekspresji (D13 lub (D33

5. Ekspresja (D34

6. Ekspresja antygendw limfoidalnych

7. 0bnizona ekspresja (D45

3. Ekspresja (D34

zwyjatkiem (D4

1. Nieprawidtowy obraz wzajemnej zaleznosci
ekspresji HLA-DR, (D11b, (D13, (D14, (D33
2. Brak ekspresji (D13, (D14, (D16, (D33

1. Nieprawidtowa ekspresja (D45

2. Ekspresja (D34

3. Nieprawidtowa ekspresja (D71, (D117 lub
(D235a

4. Ekspresja antygendw limfoidalnych

(3) asynchroniczna ekspresja 2 antygenéw zwigzanych z li-
nig mieloidalng na wigkszosci komoérek badanej popu-
lacji,

(4) nieprawidiowa ekspresja niemieloidalnych antygenéw
na nie mniej niz 10% komorek badanej populacji,

(5) nieproporcjonalne obnizenie parametru SSC populacji
granulocytéw (zwiazane ze zmniejszong ziarnistoscia)
w poréwnaniu z parametrem SSC populacji limfocytéw
definiowane jako réznica migdzy mediang SSC granu-
locytéw a mediang SSC limfocytéw mniejsza niz p6t
logarytmu.

Tak doktadna analiza cytometryczna pozwolita na osia-
gnigcie 89% czutosci i 88% swoistosci badan wykonywa-
nych w celu identyfikowania zaburzeii w zespotach mielo-
dysplastycznych spetniajacych standardowe, morfologiczne
lub cytogenetyczne kryteria rozpoznania.

Préba uporzadkowania dotychczas opublikowanych wynikéw
badan jest cytowany wczesniej raport z konferencji robo-
czej [29]. Wymieniono w nim najczg¢sciej opisywane w pis-
miennictwie, powtarzalne zaburzenia fenotypowe w MDS.
Ich wykrywanie metoda FC rekomendowano jako badanie
uzupelniajace w ustaleniu rozpoznania (tabela 4).

W raporcie szczegétowym dotyczacym cytometrii przepty-
wowej oméwiono doktadnie szczegdlng przydatnos¢ analizy
zmian ekspresji CD13 wzgledem CD16 oraz CD11b wzgle-
dem HLA-DR w czteroparametrowym obrazie (odpowiednio
CD45/SSC/CD13/CD16 lub CD45/SSC/CD11b/HLA-DR)
do réznicowania migdzy reaktywnym przesunigciem w lewo
populacji granulocytéw, a zaburzeniami dojrzewania z asyn-
chronicznym przesunigciem w lewo lub dysregulacja eks-
presji antygenéw w przebiegu MDS [13]. Na rycinach 2
i3 przedstawiono przyklady prawidlowych obrazéw zmian
ekspresji CD13 wzglgdem CD16 oraz CD11b wzgledem
HLA-DR u 0s6b zdrowych (ryc. 2A i ryc. 3A) oraz u cho-
rych z ustalonym rozpoznaniem MDS (ryc. 2B i ryc. 3B)
(badania z Pracowni Cytometrii Przeptywowej Katedry
i Kliniki Hematologii UM w Poznaniu).

2. PRzYDATNOSC 0ZNACZANIA KOMOREK BLASTYCZNYCH METODA
CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ W ZESPOLACH MIELODYSPLASTYCZNYCH

Ustalenie odsetka mieloblastéw w szpiku jest niezbed-
ne do rozpoznania podtypu zespoty mielodysplastyczne-
go wg FAB i WHO oraz okreslenia rokowania, poniewaz

stanowi on jeden z parametréw skali IPSS. Badanie immu-
nofenotypowe jest cennym uzupetnieniem badania cyto-
morfologicznego. Dostarcza informacje zaréwno iloscio-
we jak i jakosciowe dotyczace blastow w szpiku lub krwi
chorego na MDS. Opublikowane wyniki wielu prac po-
twierdzaja przydatnos¢ oceny immunofenotypu blastéw
metoda cytometrii przeptywowej do ustalenia rozpozna-
nia i stopnia zaawansowania MDS oraz wskazuja na do-
datkowa jego warto$¢ prognostyczna [3,18,19,22,24,30]
niezalezna od IPSS.

Badania Malcovatiego i wsp. [19] potwierdzily silng do-
datnig korelacj¢ migdzy odsetkiem blastow w szpiku
okreslonym na podstawie badania cytomorfologicznego,
a odsetkiem blastow ocenianym za pomoca cytometrii
przeplywowej z uzyciem analizy cytogramu CD45/SCC.
Stwierdzono ponadto dodatnia korelacj¢ pomigdzy tak usta-
lonym odsetkiem blastéw, a odsetkiem komérek CD34+
i CD34+/CD33+ w szpiku. Wykazano réwniez zaburzo-
ne proporcje w szpiku migdzy niedojrzatymi komérkami
CD34+/CD33- a ukierunkowanymi prekursorowymi ko-
morkami mieloidalnymi CD34+/CD33+ z przewaga na
korzys¢ tych ostatnich u chorych na MDS, w poréwnaniu
z proporcjami stwierdzanymi u zdrowych oséb. Stosunek
komérek CD34+/CD33+ do CD34+/CD33—- dodatnio ko-
relowat z nasileniem ocenianych cytomorfologicznie zmian
dysplastycznych w uktadzie czerwonokrwinkowym i gra-
nuocytarnym. Podobnie zaburzone proporcje w obregbie
populacji komérek CD34+ wykazali Canzini i wsp. [3]
we wszystkich podtypach MDS, z wyjatkiem podtypéw
RARS i RCMD, w ktérych stosunek komérek niedojrza-
tych CD34+ do ukierunkowanych byt zblizony do stwier-
dzanego w szpikach zdrowych os6b. W pracy tej ponadto
potwierdzono réwniez istotng korelacj¢ migdzy odsetkiem
komoérek CD34+ stwierdzanym w badaniu immunofeno-
typowym, a odsetkiem blastow ocenianym na podstawie
badania morfologicznego szpiku.

Ogata i wsp. [24] badali kliniczne znaczenie immunofenoty-
pu blastéw u 116 chorych na MDS lub ostra biataczka szpi-
kowa wtérna do MDS. Autorzy wykorzystali metodg wzbo-
gacenia probek krwi i szpiku w komorki blastyczne metoda
wirowania na gradiencie stg¢zen z uzyciem specyficznego
odczynnika dla komérek blastycznych. Immunofenotyp ko-
morek blastycznych badano metoda cytometrii przeptywo-
wej z uzyciem tréjkolorowego barwienia bramkujac badana
populacje¢ na cytogramie CD45/SSC. U niemal wszystkich
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(D13 PE
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Ryc. 2. Wzajemna zaleznos¢ ekspresji (D13 i (D16 na dojrzewajacych komérkach szeregu granulocytarnego. A — obraz szpiku zdrowego dawcy, B —

obraz szpiku chorego na MDS

(D11 PE

100 10 10 10 10*
HLA-DR FITC

O1bPE 1

10° 0 0 w0
HLA-DR FITC

Ryc. 3. Wzajemna zaleznos¢ ekspresji (D11b i HLA-DR na dojrzewajacych komérkach szerequ granulocytarnego. A — obraz szpiku zdrowego dawcy,

B — obraz szpiku chorego na MDS

chorych stwierdzono wystgpowanie na blastach fenotypu
charakterystycznego dla ukierunkowanych komérek mielo-
idalnych CD34+CD38+HLA-DR+CD13+CD33+. Czestos¢
wystgpowania innych antygenéw na mieloblastach wykaza-
na przez autoréw pracy przedstawiono w tabeli 5.

Poréwnanie immunofenotypu blastow w poszczegdlnych
podtypach MDS wg FAB wykazato istotne réznice eks-
presji czterech antygendw, tj. CD7, CD10, CD15 i CD117.
Ekspresja markeréw niedojrzatych komérek mieloidalnych
(CD7 i CD117) byta czgstsza w zaawansowanych MDS
(CMML, RAEB, RAEB-t) i wtérnych biataczkach, nato-
miast markery dojrzewania komérek mieloidalnych (CD10
i1 CD15) czesciej byly wykrywane we wcezesnych postaciach
MDS (RA i RARS). Warto podkreslié, ze w zadnym przy-
padku wczesnej postaci MDS nie stwierdzono ekspresji
CD7 na blastach. W przeprowadzonej analizie ekspresja
CD7 byta niezaleznym czynnikiem zwigzanym z krétszym
przezyciem catkowitym chorych i przezyciem wolnym od
transformacji. Najdluzsze przezycie catkowite wykazano
w grupie o fenotypie CD7-CD15+. Stwierdzono istotna
statystyczna zaleznos$¢ migdzy wartoscia IPSS a wystepo-
waniem CD7 na blastach.

Tabela 5. Czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych antygendw na blastach
w MDS (wg [24])

(zestos¢ wystepowania na blastach

Antygen w MDS [%]
N7 64
15 64
D11b 18
D4 5
7 34
(D56 27
10 19

Prospektywne badanie grupy GEIL (Grupe d’Etu-
de Immunologique des Leucemies) prowadzone przez
Maynadiego i wsp. [20] obejmujace 207 chorych na ze-
spoty mielodysplastyczne miato na celu oceng przydatno-
$ci badania immunofenotypowego w okresleniu zaréwno
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zaawansowania MDS, jak i rokowania w przebiegu cho-
roby. W tym celu immunofenotyp blastéw poréwnywano
z podtypem zespotu mielodysplastycznego wg FAB, war-
toscia IPSS, odsetkiem blastéw i cytogenetycznymi czyn-
nikami ryzyka. Stwierdzono, ze na podstawie oceny wy-
stgpowania antygenéw CD16, CD34, CD36, CD38, CD71
1 HLA-DR oraz nasilenia ich ekspresji na blastach wyréz-
ni¢ mozna osiem podgrup MDS pozostajacych w zwiazku
z podtypem wg FAB i wartoscia IPSS. Wykazano, ze wy-
soka ekspresja CD36 (CD36") charakterystyczna dla pod-
grupy z obecnoscig blastéow CD36"CD71+ pozwala wyod-
rebni¢ MDS o wysokiej wartosci IPSS.

3. PRzYDATNOSE PROGNOSTYCZNA BADANIA
IMMUNOFENOTYPOWEGO KOMOREK SZPIKU METODA CYTOMETRII
PRZEPLYWOWE) W ZESPOLACH MIELODYSPLASTYCZNYCH

waniem. W pracy Canizo i wsp. stwierdzono znamiennie
nizszy stosunek granulocytéw do monocytéw w podtypie
REAB w poréwnaniu z mniej zaawansowanymi postacia-
mi MDS, a takze czgsciej obserwowano obnizong ekspre-
sj¢ CD45 i obecnos¢ trzech lub wigcej aberracji fenotypo-
wych w tym podtypie [3].

Ocena przydatnosci badania immunofenotypowego w uzu-
petnieniu powszechnie przyjetego systemu rokownicze-
go IPSS wymaga przeprowadzenia prospektywnych ba-
dan klinicznych [13].

4. PrROBY WYJASNIENIA MECHANIZMOW PATOFIZJOLOGICZNYCH
ZWIAZANYCH Z ROZWOJEM ZESPOLOW MIELODYSPLATYCZNYCH
ZA POMOCA BADAN WYKONYWANYCH METODA CYTOMETRII
PRZEPLYWOWE)

Najbardziej rozbudowany i kompleksowy cytometryczny
punktowy system rokowniczy (flow cytometric scoring
system — FCSS) oparty na kompleksowej analizie immu-
nofenotypu komorek szpiku zaproponowali Wells i wsp.
[33]. Autorzy analizowali obrazy u 115 chorych na MDS
i poréwnali z obrazami szpiku os6b zdrowych i chorych
na inne choroby hematologiczne i nowotwory spoza ukta-
du krwiotworczego. Zastosowano trzykolorowe bada-
nie cytometryczne oparte na analizie bramki CD45/SSC.
Zaburzenia oceniano w 3 punktowej skali, odpowiednio
dla linii granulocytarnej i monocytarnej. Wsréd wykazy-
wanych zaburzen w opracowanej skali rokowniczej znala-
zty sig¢ obnizona ziarnisto§¢ komérek linii granulocytarnej
i/lub monocytarnej (obnizony parametr SSC), obnizona eks-
presja CD45, brak antygenéw wystepujacych w warunkach
prawidtowych na badanej linii, ekspresja antygenéw nie-
wystepujacych na danej linii w warunkach prawidlowych,
asynchronia ekspresji antygenéw oznaczajaca koekspresje
antygenow charakterystycznych dla komérek niedojrza-
tych z antygenami wystepujacymi na komoérkach dojrza-
tych danej linii, nieprawidlowa relacja miedzy zmianami
ekspresji réznych antygenéw na badanej linii, zwigkszony
odsetek mieloblastéw, obecnos¢ mieloblastéw o nieprawi-
dlowym immunofenotypie oraz stosunek uktadu limfoidal-
nego do mieloidalnego w szpiku. Uzyskana warto$§¢ FCSS
poréwnano z IPSS i cytogenetycznymi czynnikami ryzyka
wykazujac statystycznie znamienng zalezno$¢ pomigdzy
poréwnywanymi parametrami. Przeanalizowano réwniez
wyniki transplantacji alogenicznych komoérek krwiotwor-
czych u chorych podzielonych wg FCSS na podrupy o ta-
godnych (0-1 punkt), umiarkowanych (2-3 punkty) i cigz-
kich zaburzeniach cytometrycznych (powyzej 4 punktow).
Stwierdzono statystycznie znamienna, niezalezna od IPSS
warto$¢ prognostyczng FCSS w przewidywaniu przezycia
i nawrotu choroby po transplantacji.

Poszukiwanie korelacji zaburzeri immunofenotypowych ko-
morek mieloidalnych szpiku z IPSS byto réwniez celem ba-
dania Maynadiego i wsp. [20]. Wykazali oni, ze ekspresja
antygenéw CD71 i CD36 wyzsza na komdrkach linii gra-
nulocytarnej i monocytach u chorych na MDS w poréw-
naniu z osobami zdrowymi jest powigzana statystycznie
z wartoscia IPSS. Ekspresja CD71 na komoérkach dojrze-
wajacych szeregu granulocytarnego byla zwiazana z gru-
pa dobrego rokowania wg IPSS, a ekspresja CD36 czgsciej
stwierdzana w podtypach RAEB i RAEB-t wykazywa-
1a korelacje z wysokim wskazZnikiem IPSS i ztym roko-

W patogenezie zespoléw mielodysplastycznych istotng role
przypisuje si¢ z jednej strony nadmiernej apoptozie komo-
rek progenitorowych uktadu krwiotworczego, a z drugiej pa-
tologicznej proliferacji nowotworowego klonu. Cytometria
przeptywowa moze stuzy¢ lepszemu poznaniu zjawisk to-
warzyszacych rozwojowi mielodysplazji. Detekcja apop-
tozy za pomoca FC jest stosunkowo prosta i szybka. Jedna
z metod jest barwienie komoérek za pomoca aneksyny V,
ktéra wiaze si¢ z fosfatydyloseryna pojawiajaca si¢ na po-
wierzchni komdrek we wczesnej fazie apoptozy. Proliferacja
komoérek moze by¢ oznaczana za pomoca przeciwciata
przeciw antygenowi Ki67, ujawniajacego komorki w trak-
cie podziatu komérkowego. Parker i wsp. badali odsetek
apoptotycznych komérek CD34+ u chorych na MDS wy-
korzystujac wigzanie aneksyny V [25]. Jednoczesnie ba-
dano nasilenie proliferacji komérek CD34+ oznaczajac
wsrdd nich komérki Ki67 dodatnie. Ponadto w populacji
komérek CD34 oznaczano ekspresje bialek antyapopto-
tycznych zwigzanych z Bcl-2/Bcl-x i proapoptotycznych
Bax/Bad. Stwierdzono, ze w podtypach RA/RARS/RAEB
apoptoza jest zwigkszona w poréwnaniu z grupg kontrolna
zdrowych os6b. Wykazano réwniez, ze zjawisko apoptozy
dominuje nad proliferacja w podtypach RA/RARS, w pod-
typie RAEB dochodzi do zréwnowazenia obu proceséw,
a w RAEB-t do przewagi proliferacji. Podobnie stosunek
biatka Bax/Bad do Bcl-2/Bcl-x byt zwigkszony w podty-
pach RA/RARS, a ulegal odwréceniu wraz z progresja cho-
roby. Wykazano réwniez, ze wystgpowala ujemna korelacja
pomigdzy stosunkiem Bax/Bad: Bcl-2/Bcl-x, a wartoscia
IPSS i cytogenetycznymi grupami ryzyka.

Inne kierunki badan z wykorzystaniem FC dotycza zjawi-
ska skracania telomeréw w populacji komoérek progenito-
rowych uktadu krwiotwérczego [27], a takze ekspresji bia-
tek zwiazanych z opornoscia wielolekowa [26].

Cytometria przeptywowa jest przydatna zwilaszcza do lep-
szego poznania roli uktadu imunologicznego w patoge-
nezie zespotéw mielodysplastycznych. Wiele obserwacji
wskazuje na aktywny udziat w rozwoju choroby swoistej
odpowiedzi immunologicznej. Sugeruje to stwierdzany
u chorych oligoklonalny rozplem limfocytéw T [5,9,17],
zmiany fenotypowe w obrgbie subpopulacji limfocytéw
wskazujace na ich aktywacje [10], a takze nieréwnowaga
rozkladu antygenéw HLA DR u chorych w poréwnaniu
z populacja os6b zdrowych [16]. Rola rozplemu limfocytéw
i ich funkcja w patogenezie zespotéw mielodysplastycz-
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nych nie jest pewna. Wskazuje si¢ jednak na potencjalnie
cytotoksyczny, o podtozu autoimmunizacyjnym charakter
odpowiedzi limfocytéw T. We krwi chorych z zespotami
mielodysplastycznymi i anemig aplastyczna stwierdzano
wyraznie wyzszy odsetek komérek wykazujacych immu-
nofenotyp terminalnie zréznicowanych komérek o poten-
cjale cytotoksycznym (CD8+CD28- i1 CD8+CD28-CD57+)
[10]. Ponadto, zahamowanie hematopoezy i cytopeni¢ ta-
czy si¢ takze z odpowiedzia limfocytow T. Wsréd biatek
rozpatrywanych jako potencjalne immunogeny i element
swoistego rozpoznawania przez limfocyty T wymieniane
sg produkty ekspresji genu WT1 (wilde type Wilms tu-
mor gene), ktdry czesto ulega nadekspresji u chorych na
ostre biataczki szpikowe i zespoly mielodysplastyczne.
Podejmowane sa takze préby stosowania peptydéw tego
biatka jako szczepionki [7,8]. U chorych na MDS obser-
wuje si¢ takze inne zaburzenia odpowiedzi immunolo-
gicznej. Stwierdzano obnizenie funkcji cytolitycznej ko-
morek NK [4] i spadek ich liczby w poréwnaniu z grupa
kontrolng zdrowych o0séb [34]. Wsréd zaburzen odpowie-
dzi immunologicznej wymienia si¢ takze zmiany liczby

PismiENNICTWO

krazacych komoérek dendrytycznych, ich dojrzatosci zwia-
zanej ze zmianami ekspresji czasteczek kostymulujacych
i co si¢ z tym taczy potencjatu do prezentacji antygenéw
przez antygeny HLA [15,32], a takze zaburzenia wytwa-
rzania cytokin [14,21]. Zmiany te moga dotyczy¢ zarow-
no wzrostu, jak i spadku wymienianych parametréw, co
wydaje si¢ m.in. funkcja fazy choroby i moze mie¢ wpltyw
na rokowanie u chorych, a takze determinowaé odpo-
wiedZ na terapig.

Uktad immunologiczny stanowi istotny, coraz lepiej rozu-
miany element patogenezy zespotéw mielodysplastycznych.
Parametry zwiazane z ocena uktadu odpornosci moga sta-
nowi¢ wkrétce nowe narzedzie diagnostyczne, wykorzy-
stywane rowniez w prognozowaniu i planowaniu terapii
u chorych na zespoty mielodysplastyczne. Wykorzystanie
nowoczesnych cyfrowych cytometrow przeptywowych za-
opatrzonych w rozbudowane oprogramowanie, umozliwiaja-
ce jednoczesna detekcje 8—10 parametréw pozwoli zapewne
na lepsze zrozumienie zjawisk decydujacych o powstawa-
niu i progresji tej heterogennej grupy choréb [23].
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