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Ocena cytometryczna komoérek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym
u pacjentdw z rozpoznaniem ostrej biataczki szpikowej i zespotu mielodysplastycznego

W ostatnich latach pojawity sie dowody na istnienie niewielkiego odsetka biataczkowych komédrek
macierzystych (LSC) biorgcych udziat w powstawaniu takich choréb jak AML, czy MDS. Podobnie jak
ich prawidtowy odpowiednik, hematopoetyczne komadrki macierzyste (HSC), LSC posiadajg zdolnos¢
do samoodnawiania, proliferacji oraz réznicowania w bardziej dojrzate komaérki potomne. Uwaza sie,
ze najbardziej odporne na chemioterapie, a zatem odpowiedzialne za niepowodzenie w leczeniu i
nawrét choroby, sg komorki LSC o immunofenotypie CD34+CD38-. Wsrdd komérek CD34+CD38-
znajdujg sie zaréwno komorki LSC, jak i HSC. Dlatego niezwykle wazne jest by doktadnie
zidentyfikowaé cechy odrdzniajgce od siebie obie te populacje. Do dyskryminacji LSC od HSC w
przedziale komérek o fenotypie CD34+CD38- metodg cytometrii przeptywowej wykorzystano marker
CLL-1, ktdry cechuje sie statg nieobecnoscia na komérkach HSC. Zastosowana metoda cytometrii
przeptywowej pozwolita rowniez na zidentyfikowanie réznic w rozproszeniu $wiatta (tj. FSC i SSC)
komoérek ztosliwych wzgledem komérek HSC.

Celem pracy byta ocena odsetka komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym u pacjentéw z
rozpoznaniem AML lub MDS przed leczeniem i w trakcie monitorowania leczenia oraz ocena zwigzku
odsetka ww. komérek w porédwnaniu z rokowaniem, typem morfologicznym i wiekiem. Projekt
niniejszy miat na celu takie wyszukanie najlepszego parametru do monitorowania komérek
CD34+CD38-CLL-1+ technika cytometrii przeptywowej.

Grupe badang stanowito 27 pacjentéw ze zdiagnozowang de nowo AML, 5 pacjentéw na etapie AML
— catkowitej remisji oraz 20 pacjentéw z MDS. Do grupy kontrolnej zaliczono pacjentéw, u ktérych
wykluczono MDS oraz AML z populacjg komdrek CD34+ wieksza niz 1%.

Do badania postuzyt 1 ml szpiku kostnego pobranego do probdéwki z antykoagulantem EDTA. Prébki
szpiku kostnego pobrano jako nadmiar materiatu wykorzystywanego w ramach procesu
diagnostycznego w Zaktadzie Patomorfologii SPSK1 po wczesniejszym uzyskaniu swiadomej zgody
pacjenta na udziat w projekcie. Uzyskany szpik kostny zabarwiono przeciwciatami znakowanymi
fluorochromami celem oznaczenia komoérek CD34+CD38-CLL-1+, a nastepnie analizowano w
cytometrze przeptywowym FASC Canto Il w programie BD FACSDivaTMSoftware.

Przeprowadzone badania potwierdzity obecnos¢ komaérek CD34+CD38-CLL-1+ w$rdd chorych na AML
i MDS, odpowiednio 92% i 80%. Zidentyfikowano wyzszg ekspresje komdrek LSC w AML anizeli w
MDS. Pacjenci z AML, ktérych leczenie doprowadzito do remisji choroby, cechowali sie w trakcie
kolejnych pobran szpiku kostnego statym spadkiem omawianych komérek, az do poziomu zerowego.
Wykazano istnienie ujemnej korelacji miedzy wystepowaniem komérek CD34+CD38-CLL-1+ a remisjg
AML. Jak zaktadano, wsréd oséb w grupie kontrolnej nie zidentyfikowano obecnosci badanych LSC.
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Analiza obecnosci komédrek CD34+CD38-CLL-1+ w kontekécie prezentowanego przypadku 1
obejmujacego diagnoze AML, remisje i nawrdt, okazata sie czutym wskaznikiem monitorujgcym
przebieg choroby. Wszystkie badania szpiku kostnego pochodzace od tego pacjenta
charakteryzowaty sie obecnosciag wspomnianych komorek przy progu 0,03%. Komérki CD34+CD38-
CLL-1+, w odniesieniu do blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+) lub liczby
komorek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego, pozwolity przewidzie¢ wznowe choroby podczas
morfologicznej i molekularnej remisji. Najbardziej przejrzystym i czutym parametrem do
monitorowania obecnosci komérek CD34+CD38-CLL-1+ okazata sie liczba komdérek CD34+CD38-CLL-
1+ w 1 pL szpiku kostnego. W fazie catkowitej remisji opisywana zmienna wskazywata na poziom
komérek ztosliwych bliski poziomowi komdrek ztosliwych z momentu rozpoznania. Dane te moga
wyeliminowa¢ wyniki fatszywie ujemne w czasie kontroli leczenia i przewidywaé¢ wznowe. Srednia
intensywnos¢ fluorescencji czgsteczki CLL-1 komdrek LSC we wszystkich pobraniach badanego szpiku
utrzymywata sie na stabilnym poziomie, co sugeruje stabilnos¢ antygenu CLL-1 jako markera
pomocnego w identyfikacji komdrek LSC w przedziale komdrek CD34+CD38-. Analiza pojedynczych
przypadkéw MDS oraz MPN, z ktérych rozwineta sie AML dowodzi, ze nawet znikomy odsetek
komérek CD34+CD38-CLL-1+ moze poprzedzi¢ rozwdj choroby w AML.

Przeprowadzono analize pordwnawczg obecnosci komérek CD34+CD38-CLL-1+ w obrebie
poszczegdlnych podtypow AML i MDS. Wszystkie zastosowane parametry okreslajgce komérki LSC, tj.
w odniesieniu do catej populacji komdrek szpiku kostnego (% total), w odniesieniu do blastow
wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku
kostnego oraz warto$¢ Sredniej intensywnosci fluorescencji czasteczki CLL-1 w komdrkach
CD34+CD38-CLL-1, wykazaty istotnie wyzszg obecnosé badanych komérek w poszczegdlnych typach
AML tj. AMLNOS, AMLMDS, AMLMPN w poréwnaniu do kontroli. Odsetek komodrek LSC, w stosunku
do catej populacji komérek szpiku kostnego (% total) oraz w odniesieniu do blastéw wykazujacych
ekspresje CD34+ (% blastéw CD34+), ukazaty AMLMPN jako bardziej agresywny typ niz AMLNOS.
Analogicznie do AML, wszystkie podtypy MDS tj. MDSEB1, MDSEB2, MDSRS, MDSU wykazaty istotnie
wiecej komédrek CD34+CD38-CLL-1+ w poréwnaniu z kontrolg, co réwniez dotyczy wszystkich
zmiennych. Rzeczywista liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 plL szpiku kostnego wykazata ze
MDSEB2 ma bardziej agresywny charakter niz MDSU.

Nie wykazano zaleznosci miedzy wystepowaniem komérek CD34+CD38-CLL-1+ a rokowaniem
zarowno w AML jak i MDS. W przypadku odsetka komérek LSC, w stosunku do catej populacji
komérek szpiku kostnego oraz w stosunku do blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+, w AML
zaobserwowano jedynie tendencje wzrostowg. Podobnie w MDS, odsetek komodrek LSC w
odniesieniu do blastow z ekspresjg CD34+ oraz liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 uL szpiku
kostnego wykazat jedynie tendencje wzrostowgq. Badania wtasne nie wykazaty istotnego zwigzku
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miedzy wiekiem, a obecnoscig komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w AML oraz MDS. Zaobserwowano
natomiast, ze pacjenci z AML lub MDS byli starsi od pacjentow ktdérzy osiggneli catkowitg remisje.

Ocena odsetka ztosliwych komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym spetnia waing role w
rutynowej diagnostyce AML i MDS. W przypadku AML ma to znaczenie w definiowaniu jakosci remisji
i przewidywaniu ryzyka nawrotu, natomiast w MDS w ocenie ryzyka wystgpienia AML. Obecnosé



komérek CD34+CD38-CLL-1+ moze przyczynic¢ sie do wyeliminowania wynikéw fatszywie ujemnych
podczas monitorowania MRD.



