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OBJASNIENIA ZASTOSOWANYCH SKROTOW

Skrot Nazwa polska Nazwa angielska

ADCC cytotoksyczno$¢ komodrkowa zalezna od | antibody-dependent cellular cytotoxicity
przeciwciat

allo-HSCT allogeniczny przeszczep krwiotwdérczych allogeneic hematopoietic stem cell
komorek macierzystych transplantation

AML ostra biataczka szpikowa acute myeloid leukemia

AML-CR AML na etapie catkowitej remisji AML complete remission

AMLnos AML blizej nieokreslona AML not otherwise specified

AMLg AML z nieprawidtowosciami cytogenetycznymi | AML with genetic abnormalities

AMLmds AML na podtozu zespotu mielodysplastycznego | AML with myelodysplasia changes

AMLmpn AML na podtozu choroby mieloproliferacyjnej AML with myeloproliferative changes

AMLk AML o rokowaniu korzystnym

AMLp AML o rokowaniu posrednim

AMLnk AML o rokowaniu niekorzystnym

APL ostra biataczka promielocytowa acute promyelocytic leukemia

CcDC cytotokasycznos¢ zalezna od dopetniacza complement—dependent cytotoxicity

CLL-1 czasteczka podobna do lektyny typu C-1 c-type lectin-like molecule 1

DLBCL chtoniak z duzych limfocytow B diffuse large B-cell lymphoma

ELN Europejska Grupa Biataczkowa European Leukemia Net

FSC rozproszenie $swiatta do przodu forward scatter

grk grupa kontrolna

HSC krwiotwércze komorki macierzyste hematopoetic stem cells

IPSS miedzynarodowy system prognostyczny International Prognostic Scoring System

LSC biataczkowe komorki macierzyste leukaemic steam cell
(CD34+CD38-CLL-1+)

MDS zespot mielodysplastyczny myelodysplastic syndrome

MDS-EB1 MDS z nadmiarem blastow 5-9% MDS with excess of blasts 5-9%

MDS-EB2 MDS z nadmiarem blastéw 10-19% MDS with excess of blasts 10-19%

MDS-RS MDS z obecnoscig pierscieniowatych MDS with ring sideroblast
syderoblastow

MDS-RS-SLD MDS z obecnoscig pierscieniowatych MDS with ring sideroblast and single
syderoblastow z jednoliniowg dysplazjg lineage dysplasia

MDS-RS- MLD MDS z obecnoscig pierscieniowatych MDS with ring sideroblast and
syderoblastow z wieloliniowg dysplazjg multilineage dysplasia

MDSu zespot mielodysplastyczny nieklasyfikowany MDS unclassifiable

MDSn MDS o niskim rokowaniu

MDSp1 MDS o posrednim 1 rokowaniu

MDSp2 MDS o posrednim 2 rokowaniu




MFI

srednia intensywnos¢ fluorescencji

median fluorescein intensity

MFC

wieloparametrowa cytometria przeptywowa

multiparameter flow cytometry

Mice (NOD/SCID)

myszy o ostabionej odpornosci

nonobese diabetic/severe combined
immunodeficient mice

n.s. nieistotne statystycznie non significant

SSC rozproszenie $wiatta w bok side scatter

RT-PCR tancuchowa reakcja polimerazy w czasie real-time polymerase chain reaction
rzeczywistym

WBC biate krwinki white blood cells




ZASTOSOWANE ALGORYTMY OBLICZEN

okreslenie

algorytm

wyjasnienie

MFI CLL-1 komadrek
CD34+CD38-CLL-1+

MPFI CLL-1 w komdrkach o
fenotypie CD34+CD38-CLL-1+, bez
tta

Srednia intensywnos¢ fluorescencji CLL-1
komérek CD34+CD38-CLL-1+ podzielona
przez Srednig intensywnos¢ fluorescencji
CLL-1 limfocytow

Roéznica wielkosci

(FSC/limf CD34+CD38-CLL-1+) —
(FSC/limf CD34+CD38-CLL-1-)

roznica wzglednej wielkosci komarek niszy
szpikowej CLL-1+ wzgledem CLL-1-, w
porownaniu do wielkosci limfocytow

Réznica ziarnistosci

(SSC/limf CD34+CD38-CLL-1+) —
(SSC/limf CD34+CD38-CLL-1-)

roznica wzglednej ziarnistosci komorek niszy
szpikowej CLL-1+ wzgledem CLL-1-, w
poréwnaniu do ziarnistosci limfocytéw

FSC/limf 34+38-CLL-1+

FSC CD34+CD38-CLL-1+/
FSC limfocytow

wielkos$¢ komérek z ekspresjg CD34+CD38-
CLL-1+, w poréwnaniu do wielkosci
limfocytow

FSC/limf 34+38-CLL-1-

FSC CD34+CD38-CLL-1-/
FSC limfocytow

wielkos¢ komérek z ekspresjg CD34+CD38-
CLL-1-, w poréwnaniu do wielkosci
limfocytéw

SSC/limf 34+38-CLL-1+

SSC CD34+CD38-CLL-1+/
SSC limfocytéw

ziarnistos¢ komérek z ekspresja
CD34+CD38-CLL-1+, w poréwnaniu do
ziarnistosci limfocytéw

SSC/limf 34+38-CLL-1-

SSC CD34+CD38-CLL-1-/
SSC limfocytéow

ziarnistos¢ komérek z ekspresja
CD34+CD38-CLL-1-, w pordéwnaniu do
ziarnistosci limfocytéw

% total odsetek badanych komadrek, w odniesieniu
do catej populacji komoérek szpiku kostnego
% blastéw CD34+ odsetek badanych komérek, w odniesieniu

do populacji blastow wykazujacych
ekspresje CD34+

CD34+CD38-CLL-1+/ WBC

iloraz komoérek CD34+CD38-CLL-1+
do wszystkich badanych komérek
szpiku kostnego pomnozony przez
WBC

rzeczywista liczba komarek z ekspresja
CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pl szpiku kostnego

CD34+CLL-1+
(% blastow CD34+)

odsetek komorek CD34+CLL-1+, w
odniesieniu do populacji blastow
wykazujacych ekspresje CD34+




1 WSTEP

1.1 Ostra biataczka szpikowa (AML)

Ostra biataczka szpikowa (acute myeloid leukemia; AML) to heterogenna grupa nowotwordw.

W 2016 roku i obecnie w czerwcu 2022 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health

Organization; WHO), biorgc pod uwage: obraz kliniczny, morfologiczny, immunofenotypowy oraz

profil cytogenetyczno - molekularny, uaktualnita klasyfikacje AML wyrdzniajgc rézne podjednostki

chorobowe, wymagajgce odmiennego leczenia (1,2,3,4) (Tabela 1,2).

Tabela 1. Klasyfikacja AML wg WHO 2016 (3)

1. AML z powtarzalnymi nieprawidtowosciami
cytogenetycznymi

Nowotwor mielodysplastyczno — mieloproliferacyjny
zalezny od terapii (t-MDS/MPN)

AML z t(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1

5. AML blizej nieokreslona

AML z inv(16)(p13.1922) lub t(16;16)(p13.1;922);
CBFB-MYH11

AML z minimalnym réznicowaniem

APL z PML-RARA

AML z cechami dojrzewania

AML z t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A

Ostra biataczka mielomonocytowa

AML z t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

Ostra biataczka monoblastyczna/monocytowa

AML z inv(3)(q21.3926.2) lub t(3;3)(q21.3;926.2)
GATA2, MECOM(EVI1)

Biataczka czystoczerwonokrwinkowa

AML megakarioblastyczna z t(1;22)(p13.3;q13.3);
RBM15-MKL1

Ostra biataczka megakarioblastyczna

AML z rearanzacjg BCR-ABL1

Ostra biataczka bazofilowa

2. AML z mutacjami genowymi

Ostra panmieloza z mielofibroza

AML z mutacjg NPM1

6. Miesak mieloidalny

AML z bialleliczng mutacja CEBPA

7. Mieloproliferacje zwigzane z zespotem Downa

AML z mutacjg RUNX1

3. AML z cechami zaleznymi od mielodysplazji

8. Nowotwar blastyczny z plazmacytoidnych
kom.dendrytycznych

Z wieloliniowa dysplazja

9. Ostra biataczka o nieokreslonym pochodzeniu
liniowym

Poprzedzona zespotem mielodyspastycznym

Ostra biataczka niezréznicowana

Wspaistniejgce nieprawidtowosci genetyczne
zwigzane z mielodysplazjg

Ostra biataczka o mieszanym fenotypie z
t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1

4. Nowotwory mieloidalne zalezne od terapii

Ostra biataczka o mieszanym fenotypie z
t(v;11923.3); rearanzacja KMT2A

Ostra biataczka szpikowa zalezna od terapii (t-AML)

Ostra biataczka o mieszanym fenotypie, B/szpikowa,
blizej nieokreslona

Zespot mielodysplastyczny zalezny od terapii (t-MDS)

Ostra biataczka o mieszanym fenotypie, T/szpikowa,
blizej nieokreslona




Tabela 2. Klasyfikacja AML wg WHO czerwiec 2022 (2)

1. AML z powtarzalnymi nieprawidtowosciami cytogenetycznymi

AML z fuzjg RUNX1-RUNX1T1

AML z fuzjg CBFB-MYH11

APL z fuzjg PML-RARA

AML z fuzja DEK-NUP214

AML z fuzjg BCR-ABL1

AML z fuzja RBM15-MRTFA

AML z rearanzacjg KMT2A

AML z rearanzacjag MECOM

AML z rearanzacjg NUP98

AML z mutacjg NPM1

AML z mutacjg CEBPA

AML zwigzane z mielodysplazjg

AML z innymi zdefiniowanymi zmianami genetycznymi

2. AML okreslona przez zréznicowanie

AML z minimalnym réznicowaniem

AML bez cech dojrzewania

AML z cechami dojrzewania

Ostra biataczka mielomonocytowa

Ostra biataczka monocytowa

Biataczka czerwonokrwinkowa

Ostra biataczka megakarioblastyczna

Ostra biataczka bazofilowa

Uwaza sie, ze u podtoza AML lezy kumulacja nabytych zaburzen genetycznych (6,7,8)
powstatych w wyniku ekspozycji na czynniki takie jak: promieniowanie jonizujgce, niektdre zwigzki
chemiczne (np. beznen), leki alkilujgce lub palenie tytoniu. Role w zainicjowaniu choroby odgrywaja
rowniez czynniki genetyczne. Choroby charakteryzujace sie uposledzeniem mechanizmdéw naprawy
DNA lub niestabilnoscig DNA (np. zesp6t Downa), wigzg sie z wyzszym ryzykiem rozwoju w AML (8).

Zgodnie z ustaleniami Polskiej Grupy ds. Leczenia Biataczek u Dorostych, ponad 80%
wszystkich  ostrych biataczek u dorostych stanowi AML (9,10,11,12,13). Wspdtczynnik
zachorowalnosci na AML wynosi $rednio 3,7/100 000 mieszkancow/rok i zwieksza sie znaczaco wraz z
wiekiem. Mezczyzni chorujg nieznacznie czesciej niz kobiety (8). Piecioletnie przezycie pacjentow z
nawrotowg AML, oporng na leczenie lub niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi wynosi mniej niz
30%, niezaleznie od przeszczepu komorek krwiotwérczych (13,14,15). Dane z piSmiennictwa
wskazujg, ze za wznowe choroby odpowiadajg ukryte w niszy szpikowej komérki LSC (leukemic stem
cells; LSC) o nieograniczonym potencjale samoodnowy, proliferacji i réznicowania (16,17,18). AML

jest chorobg rozrostowa uktadu krwiotwérczego, w ktérej dochodzi do niekontrolowanej proliferacji



i gromadzenia sie niedojrzatych morfologicznie i czynnosciowo komadrek biataczkowych. Komoérki te
naciekajg szpik kostny prowadzac do zaburzenia prawidtowej hematopoezy, a w rezultacie do
niedokrwistosci, matoptytkowosci i neutropenii (8).

Rokowanie w AML zalezy od wieku pacjenta, ogdlnego stanu chorego oraz od czynnikéw
zwigzanych z samg chorobg, m.in. obecnosci zmian cytogenetyczno — molekularnych w komdrkach
biataczkowych, liczby leukocytéw w krwi obwodowej w momencie rozpoznania, obecnosci zespotu
mielodysplastycznego lub mieloproliferacyjnego poprzedzajgcego wystgpienie AML (19,20,21,22,23).
W praktyce klinicznej do oceny ryzyka zwigzanego z leczeniem wykorzystuje sie klasyfikacje
cytogenetyczno — molekularng opracowang przez ELN (European Leukemia Net). Zgodnie z
wytycznymi ELN, w AML wyrdznia sie trzy grupy rokownicze (korzystng, posrednig i niekorzystna)

(Tabela 3), co ma wptyw na decyzje klinicysty w doborze odpowiedniej terapii (24).

Tabela 3. Klasyfikacja cytogenetyczno — molekularna w AML wg European Leukemia Net (24)

Rokowanie Zaburzenia genetyczne

Korzystne 1(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.122) lub t(16;16)(p13.1;22); CBFB-MYH11
MPN1™¢/FLT3-ITD" lub z FLT3-ITD"%

Bialleliczna CEBPA™

Posrednie NPM1mut/FLT3-ITDhiEN

WENPM1/FLT3-ITD lub z FLT3-ITD'%

t(9;12)(p21.3;23.3); MLLT3-KMT2A

Zaburzenia cytogenetyczne nie sklasyfikowane jako korzystne lub
niekorzystne

Niekorzystne t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214; t(v;11q23.3); rearanzacja KMT2A
t(9;22)(934.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3926.2) lub t(3;3)(q21.3;026.2); GATA2, MECOM(EVI1)

-5 lub del(5q); -7; -17/abn(17p); ztozony kariotyp; monosomalny kariotyp
wtNPM1 i FLT3-ITDM&", RUNX1™Ut, ASXL1™!t, TP53™ut

10



1.2 Zespét mielodysplastyczny (MDS)

MDS to niejednorodna grupa klonalnych zaburzen hematologicznych charakteryzujaca sie
nieskuteczng hematopoeza, dysplazjg prowadzacg do cytopenii oraz ryzykiem progresji do AML (1).
AML jest ostatecznie diagnozowana w ponad 40% przypadkéw MDS (87,131). Opierajac sie na
morfologii szpiku kostnego, procentowej zawartosci blastéw, obecnosci zmian chromosomalnych
oraz objawach klinicznych w 2016 roku i w czerwcu 2022 roku WHO uaktualnita klasyfikacje MDS
(Tabela 4,5).

Tabela 4. Klasyfikacja MDS wg WHO 2016 (1)

Zespoty Mielodysplastyczne

MDS z jednoliniowg dysplazjg (MDS-SLD)

MDS z obecnoscig pierscieniowatych syderoblastow (MDS-RS)
- MDS z jednoliniowa dysplazjg (MDS-RS-SLD)
- MDS z wieloliniowa dysplazjg (MDS-RS-MLD)

MDS z wieloliniowg dysplazjg (MDS-MLD)

MDS z nadmiarem blastow (MDS-EB)
- MDS-EB1 (5 — 9% blastéw)
- MDS-EB2 (10 — 19% blastéw)

MDS z izolowanga delecjg chromosomu 5q

Nieklasyfikowany zesp6t mielodysplastyczny (MDS-U)

Tabela 5. Klasyfikacja MDS wg WHO czerwiec 2022 (2)

MDS z okresleniem nieprawidtowosci genetycznych

MDS z niskim odsetkiem blastéw <5% i izolowang delecjg 5¢q (MDS-5q)

MDS z niskim odsetkiem blastéw i mutacjg SF3B1 (MDS-SF3B1)

MDS z inaktywacja bialleliczng TP53 <20% (MDS-biTP53)

MDS zdefiniowana morfologicznie

MDS z niskim odsetkiem blastow <5% (MDS-LB)

MDS hypoplastyczny (MDS-h)

MDS ze zwiekszonym odsetkiem blastéw (MDS-IB)

MDS-1B1 5-9% blastow

MDS-1B2 10-19% blastow

MDS ze zwtdknieniem  10-19% blastow

Proces rozwoju MDS jest procesem wieloetapowym, ktéry dotyczy krwiotwdrczych komarek
macierzystych (HSC) oraz mikrosrodowiska szpiku kostnego. MDS jest zaburzeniem HSC, w obrebie

ktorych  wystgpity ztosliwe zmiany genetyczne odpowiadajgce za dysregulacje uktadu
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immunologicznego, prowadzac do zaburzen regulacji cyklu komérkowego i zahamowania
réznicowania (26,27,28).

Dane dotyczace zapadalnosci na te chorobe w Polsce w latach 2009 — 2015 wskazujg, ze
wspodtczynnik zachorowalnosci na MDS wynosi $rednio 3,8/100000 mieszkarncow/rok i zwieksza sie
znaczgco wraz z wiekiem (13). U oséb powyzej 70 roku zycia zachorowalno$¢ wzrasta do 50/100000
mieszkancow/rok (26). Mezczyzni chorujg o 50% czesciej niz kobiety (29). W najblizszym czasie z
powodu starzenia sie spoteczenstwa nalezy spodziewad sie wzrostu zachorowan na MDS. Wzrosnie
rowniez liczba zachorowan na wtérny MDS, zwigzany z radio- lub chemioterapig wsréd oséb
leczonych na inne schorzenia (25). Do rozwoju MDS predysponujg rowniez: wrodzone zaburzenia
genetyczne, pochodne benzenu oraz palenie tytoniu (8). Prawdopodobienstwo 3-letniego przezycia
chorych na MDS wynosi 45,8% za$ 5-letnie przezycie wynosi 36,1% (13). Czynniki rokownicze
pacjentéw z MDS obejmujg: analize cytopenii obwodowej, odsetka blastow w szpiku kostnym i cechy
cytogenetyczne. W wyborze terapii stosuje sie najczesciej system International Prognostic Scoring

System (IPSS) (Tabela 6) (30). IPSS zostat zmodyfikowany do IPSS-R (IPSS — revised) (30,31,32).

Tabela 6. Miedzynarodowy Indeks Prognostyczny dla MDS (IPSS) (30)

Punktacja
0 0,5 1,0 1,5 2
Blasty (%) <5 5-10 - 11-20 | 21-30
(szpik)
Kariotyp Prawidtowy Inne Ztozony - -
-Y zmiany | (23nieprawidtowosci)
del(5q) Zaburzenia
del(20q) chromosomu 7
Cytopenie 0-1 2-3 - - -
Ryzyko Punktacja
Niskie 0
Posrednie-1 0,5-1,0
Posrednie-2 1,5-2,0
Wysokie > 2,5

1.3 Czasteczka CLL-1

Biatko CLL-1 (C-type lectin-like molecule 1) to czgsteczka podobna do lektyny typu C-1, ktéra
jest obecna wytacznie na powierzchni komérek mieloidalnych w szpiku kostnym i w monocytach krwi
obwodowej. W AML stwierdza sie nadekspresje biatka CLL-1. Biatko to zidentyfikowano w czesci
komorek LSC (leukemic stem cells; LSC) zdolnych do zainicjowania AML (17,18).

Komoérki LSC w szpiku kostnym mogg posiada¢ immunofenotyp: CD34+CD38- lub CD34+CD38+ lub
CD34- (33,34). Najbardziej oporne na chemioterapie sg komérki LSC o immunofenotypie

CD34+CD38-, a ich odsetek w momencie rozpoznania koreluje z wystgpieniem minimalnej choroby
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resztkowej (minimal residual disease; MRD) i przezyciem. Wykazano jednak, ze wsrod komorek niszy
szpikowej CD34+CD38- znajduja sie zaréowno komorki LSC jak i prawidtowe hematopoetyczne
komaorki macierzyste (hematopoetic stem cells; HSC), dlatego z klinicznego punktu widzenia waznym
jest, by odrdznié obie te populacje (18,35). Ekspresji CLL-1 praktycznie nie stwierdza sie w komdrkach
HSC CD34+CD38- (36). Ekspresja CLL-1 w znikomym odsetku moze wystepowa¢ na komdrkach
progenitorowych w obszarze HSC CD34+CD38+, a badania wskazujg, ze relatywnie niski odsetek
wspomnianych komdrek nie ma znaczacego wptywu na spadek poziomu granulocytéw w terapii
przeciwciatem anty-CLL-1 (33,37,38,39).

Biatko CLL-1 zwigzane jest z subpopulacja komédrek, odpowiedzialng za nawrdt choroby.
Ztosdliwg nature subpopulacji CD34+CD38-CLL-1+ potwierdzono badaniami polegajagcymi na
przeszczepieniu biataczkowych komérek CD34+CD38-CLL-1+ pochodzenia ludzkiego myszom z
NOD/SCID, co spowodowato wystgpienie biataczki u tych zwierzat. Ekspresja CLL-1 okazata sie
specyficzna dla komdrek biataczki CD34+CD38-. W prawidiowej subpopulacji komodrek HSC
CD34+CD38- nie stwierdza sie ekspresji CLL-1, dlatego ocene ekspresji tego biatka mozna zastosowac
do diagnostyki MRD. Obecnos¢ CLL-1 na komdrkach AML jest prawdopodobnie stata, stwierdza sie jg
przed leczeniem (badanie diagnostyczne) jak i w pdZniejszych badaniach MRD (18,36,37,39,40,41).

Budowa i funkcja CLL-1 nie zostaty do korica wyjasnione (42). Stwierdzono, ze w regionach
cytoplazmatycznych CLL-1 znajdujg sie rézne moduty sygnalizacji, tj. modut hamowania oparty na
immunotyrozynie oraz motyw YXXM petnigcy role receptora sygnalizacyjnego odpowiedzialnego za
internalizacje po potaczeniu sie z ligandem. Oparty na tyrozynie modut hamujgcy odpowiada za
zahamowanie szlakéw aktywacji komadrek poprzez rekrutacje biatkowych fosfataz tyrozynowych t;.
SHP-1, SHP-2, SHIP. Za mechanizmem wywierania efektu hamujgcego przemawia fakt, ze wraz
z dojrzewaniem monocytow poziom CLL-1 ulega obnizeniu, dzieki czemu mogg one zostac
aktywowane. Wyjasnia to dlaczego nie zaobserwowano obecnosci CLL-1 na makrofagach tkankowych
i komdrkach dendrytycznych tkanek w czasie, gdy niestymulowane monocyty i komérki dendrytyczne

w krwi wykazujg obecno$é CLL-1 (43,44).

1. 4 Minimalna choroba resztkowa (minimal residual disease; MRD)

MRD definiuje sie jako obecnos$¢ komorek biataczkowych, ktére pozostaty po leczeniu i nie
wykazujg zadnych klinicznych lub hematologicznych objawdw choroby. Liczne badania donoszg o
znaczacej wartosci MRD w AML, ktéra stuzy do oceny stanu remisji, okre$lenia kinetyki odpowiedzi
na zastosowane terapie lub do identyfikacji potencjalnego nawrotu (38,45,46,47,48). Obecnie trwajg
badania nad zastosowaniem MRD w leczeniu AML (49). Czestos¢ wystepowania MRD wykazuje silng

korelacje ze wskaznikami nawrotéw i z przezyciem (38,48,50) .
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Do wykrywania MRD stosuje sie dwa gtéwne podejscia tj. techniki molekularne oparte na ilosciowej
reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time polymerase chain reaction; RT-PCR)
oraz immunofenotypowanie, czyli wieloparametrowa cytometrie przeptywowg (multiparameter flow
cytometry; MFC) (45,51,52,53). Sposrdd tych metod, techniki molekularne uwazane sg za bardziej
czute (54,55). Celem monitorowania MRD metodg PCR mogg by¢ m.in. geny fuzyjne lub mutacje
gendéw. Badania wykazaty, iz mutacja NPM1 w AML stanowi najbardziej odpowiedni cel, poniewaz
jest bardzo specyficzna, czuta i stabilna (56). Jednak tylko okoto potowa pacjentéw z AML posiada
specyficzne aberracje molekularne nadajgce sie do potencjalnej detekcji MRD (46,55).

Immunofenotypowa metoda wykrywania MRD z wykorzystaniem wieloparametrowej cytometrii
przeptywowej ma zastosowanie u ponad 90% pacjentow z AML (52,57). Zaletg MFC w porédwnaniu z
technikami molekularnymi jest szybki czas analizy (54). Zasada immunofenotypowania polega na
wykorzystaniu wiedzy o dojrzewaniu i réznicowaniu prawidtowych komoérek krwiotwdrczych ze
spdjng ekspresjg czasteczek powierzchniowych/cytoplazmatycznych na okreslonym etapie
dojrzewania. Detekcja MRD w MFC opiera sie na dwdch koncepcjach:

e (LAIP) immunofenotyp zwigzany z biataczkg — definiuje indywidualng specyfike markerow
powierzchniowych i/lub cytoplazmatycznych na komdrkach biataczkowych, a nastepnie
monitoruje je w pdzniejszych badaniach (58,59,60),

e (DfN) rdézny od prawidtowego — okresla nieprawidtowe profile markerow
powierzchniowych i/lub cytoplazmatycznych podczas obserwacji i jest w stanie
zréznicowad ewentualne przesuniecia immunofenotypowe (18,58,61).

Jako punkt odciecia miedzy przypadkiem MRD dodatnim, a MRD ujemnym uznaje sie prég 0,1%
komoérek biataczkowych. Jednak kwantyfikacja MRD ponizej 0,1% nadal moze oznaczaé¢ obecnos$é
komoérek biataczkowych, co ttumaczy iz u okoto 25% pacjentéw z MRD ponizej 0,1% moze nastgpic

nawroét choroby (54,62).

1.4.1 Identyfikacja cytometryczna biataczkowych komérek macierzystych (leukemic stem cell; LSC)
w MRD

Niewielka populacja LSC moze by¢ odpowiedzialna za nawrét AML i opornos$¢ na
chemioterapie. Wiekszos¢ obecnych lekéw stosowanych w chemioterapii eliminuje szybko dzielgce
sie blasty biataczkowe, ktére stanowig giéwng mase podmuchu biataczkowego, pozostawiajgc
nienaruszone komorki LSC bedace w fazie GO cyklu komdrkowego ukryte w niszy szpikowej
(63,64,65). Uwaza sie, ze aby wyleczy¢ biataczke, populacja LSC musi zosta¢ wyeliminowana (51).
LSC majg bowiem zdolno$¢ do nieograniczonego samoodnawiania sie oraz produkcji duzej liczby

komoérek blastycznych (66). Identyfikacja i monitorowanie LSC w MRD poprawia prognostyczne
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znaczenie wptywu MRD zaréwno przy uzyciu metody MFC jak i PCR (18,57). Badania poréwnujgce
czutos¢ miedzy MFC a metodami molekularnymi stwierdzity zgodnos¢ na poziomie okoto 70%
(48,67,68,69). Aktualne zalecenia ELN podajg, aby stosowaé¢ MFC jako metode z wyboru w przypadku,
gdy brak jest znormalizowanego celu molekularnego. (67,68,70).

Jak podaje literatura zidentyfikowanie komdérek MRD-LSC u pacjentdw z AML uprzedza jawny
nawrét kliniczny do 3 miesiecy, co daje potencjalnie czas na przygotowanie sie do allogenicznego
przeszczepu lub wigczenia pacjenta do badania klinicznego (17). Identyfikacja komérek CD34+CD38-
CLL-1+ ma sens réwniez wsréd pacjentéw MDS, postrzegajac ich jako grupe szczegdlnie narazong na
rozwéj w AML.

W niniejszym projekcie, do wykrywania LSC o immunofenotypie: CD34+CD38-CLL-1+ zostafa
zastosowana metoda MFC. Identyfikacja komédrek LSC opierata sie na dodatniej ekspresji markera
powierzchniowego CLL-1, ktéry nie wystepuje w przedziale CD34+CD38- na zdrowych komdrkach
szpiku kostnego. Zastosowano jednoczesnie podejscie DfN, polegajgce na zatozeniu, iz atypowe
komorki réznig sie od prawidtowych pod wzgledem wielkosci (FSC) i ziarnistosci (SSC).

Poréwnano wzgledng wielkos¢ i ziarnisto$é populacji komérek CD34+CD38-CLL-1+ w stosunku do

populacji ujemnej dla CLL-1 tj. CD34+CD38-CLL-1- (71).

1.5 Leczenie celowane anty-CLL-1

Unikalny wzor ekspresji CLL-1 wynikajgcy z obecnosci tego biatka na komodrkach AML, przy
jednoczesnym braku jego ekspresji w populacji komoérek macierzystych, wzbudzit zainteresowanie
tym biatkiem jako potencjalnym obiektem dla terapii celowanej. Podjeto préby opracowania terapii
zdolnych do celowania w komérki posiadajgce CLL-1 na swoich btonach (72).

Zhao i wsp. opracowali dwa monoklonalne przeciwciata anty-CLL-1, ktdre posredniczg w
zaleznej od dawki: cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza (CDC, complement — dependent
cytotoxicity) oraz cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat (ADCC, antibody — dependent cellular
cytotoxicity) przeciwko liniom komdrkowym AML. Przeciwciata te zostaty skutecznie internalizowane
po zwigzaniu sie z CLL-1 w komdrkach HL-60, co spowodowato zmniejszenie rozmiaru guza u myszy
implantowanych komérkami HL-60 (40,73).

Lu i wsp. opracowali bispecyficzne przeciwciato o« CLL —1—x CD3, ktdre rekrutuje
cytotoksyczne limfocyty T przeciw komérkom CLL-1 dodatnim i wykazuje w warunkach in vitro i
in vivo silng, selektywng cytotoksycznosé wobec rdéznych linii komdérkowych AML, jak réwniez
cytotoksyczno$¢ ex vivo wobec pierwotnych prébek pacjenta (74). Podobnie Leong i wsp. (36)
opracowali bispecyficzne przeciwciato (TDB, T cel - dependent bispecific) anty-CD3/anty-CLL-1, ktére

wykazato eliminacje komdrek biataczkowych CLL-1 dodatnich. Obecnie najbardziej zaawansowane s3
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prace nad bispecyficznym przeciwciatem MCLA-117, ktéry charakteryzuje sie 60-krotnie wiekszym
powinowactwem do CLL-1 niz do CD3. W testach cytotoksycznosci z wykorzystaniem komérek T od
zdrowych dawcéw oraz komérek nowotworowych AML, MCLA-117 indukowato zalezng od antygenu
CLL-1 aktywacje komoérek T, proliferacje limfocytéw T lize komérek docelowych (75,76).

Hutten i wsp. (77) natomiast, aby zapobiec postepowi choroby przyjeli strategie zwiekszania
obrony przeciwnowotworowej uktadu odpornosciowego. Dowiedli, ze CLL-1 na komdrkach
dendrytycznych moze stuzy¢ jako wydajny nosnik do prezentacji antygenu w celu zwiekszenia
swoistej odpowiedzi immunologicznej limfocytdw pomocniczych i cytotoksycznych przeciwko
komérkom nowotworowym. Dla odmiany, Jiang i wsp. (78) stworzyli koniugat przeciwciato — lek,
ktdry wykorzystuje swoisto$é przeciwciata CLL-1, aby dostarczy¢ lek do komédrek docelowych.
Kompleks przeciwciato — lek (CLTO30) wykazat silng skutecznos¢ in vivo w modelach komérek AML
oraz hamowat wzrost guza w modelu heteroprzeszczepu pochodzgcego od pacjenta AML.

Jednym z nowych podejs¢ terapeutycznych o najwyzszej skutecznosci w leczeniu AML jest
wykorzystanie transdukowanych limfocytéw T w tzw. metodzie CAR-T. W celu wytworzenia
chimerowego receptora antygenu (CAR), limfocyty T pacjenta modyfikuje sie technikami inzynierii
genetycznej, w efekcie czego powstaje transdukt, ktéry umozliwia, niezaleznie od gtéwnego
kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC), celowanie w ztosliwe komérki. Wiele grup badawczych
(79,80,81,82) opracowato juz i zoptymalizowato CLL-1 CAR-T dla AML wykazujgc skuteczng i swoistg
aktywnos¢ przeciwbiataczkowa wobec linii komdrkowych AML oraz wobec blastéw pochodzacych od
pacjentéw AML. CAR-T specyficzne dla CLL-1 selektywnie celuje w komodrki nowotworowe
zawierajgce na swej powierzchni epitop CLL-1.

Majgc na wzgledzie niejednorodno$¢ pacjentéow z AML i MDS, niemozliwe jest, aby
pojedyncze przeciwciato skierowane przeciw pojedynczemu antygenowi powierzchniowemu
wyeliminowato LSC i aby osiggnieto ostateczny cel jakim jest wyleczenie AML lub w przypadku MDS
zahamowanie progresji w AML (83,84,85). Tworzy sie konstrukty CAR ukierunkowane jednoczesnie
na CLL-1 i CD33, w ktérych to CLL-1 nakierowuje modyfikowane limfocyty T na komadrki LSC, zas CD33
na gtéwna mase komoérek biataczkowych w AML. Zachecajgce sq wyniki badania klinicznego u ludzi
nad komdrkami TCLEC12A-CD33 CAR (ICG136), w ktérym u 44-letniej pacjentki z oporng na leczenie
AML, zastosowano konstrukty limfocytow T. Chora osiggneta ujemny wynik MRD, a nastepnie
przeszta allogeniczny przeszczep krwiotwdrczych komorek macierzystych (allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation; allo-HSCT) pozostajgc w catkowitej remisji (75,86).

Nowatorskie terapie mogg by¢ pomocne jako pomost przed przeszczepem, uzupetnienie
chemioterapii lub jako samodzielna terapia, szczegdlnie dla pacjentéw z oporng na leczenie AML

(65,88).
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2 CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byty:

a) identyfikacja parametréw do monitorowania komérek CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym
metodg MFC

b) ocena zwigzku komdrek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym pacjentéw
z AML i MDS z:
- wybranymi danymi morfologiczno — klinicznymi

- rokowaniem
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3 MATERIAL | METODY

Grupe badang stanowito 52 pacjentéw leczonych w Klinice Hematologii Dorostych z
Oddziatem Transplantacji Szpiku SPSK1 PUM w Szczecinie, u ktérych w okresie od marca 2018 r.
do marca 2020 r. rozpoznano AML lub MDS. Rozpoznanie ustalono na podstawie badan:
morfologicznych, cytochemicznych, immunofenotypowych, cytogenetycznych i/lub molekularnych,
zgodnie z klasyfikacjag WHO 2016. Badanie przeprowadzono na prébkach szpiku kostnego, ktdre
stanowity nadmiar materiatu wykorzystywanego w ramach procesu diagnostycznego w Zakfadzie
Patomorfologii SPSK1 PUM w Szczecinie w latach 2018 - 2020. W kazdym przypadku, materiat badany
stanowit 1 mL szpiku kostnego pobranego do probéwki z antykoagulantem EDTA. Prébki do analizy
metodg MFC przetworzono w ciggu 24 godzin po pobraniu. Wszyscy pacjenci zostali poinformowani
o charakterze badawczym projektu i wyrazili pisemng Swiadomga zgode na udziat w badaniu. Projekt
badania zostat zatwierdzony przez Komitet ds. Etyki Badan w Pomorskim Uniwersytecie Medycznym
w dniu 18.12.2017 r.

Grupe badang stanowifo 52 pacjentow. Podstawowe dane kliniczne catej grupy badanej

przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Podstawowe dane kliniczne catej grupy badanej

liczba pacjentéw 52
ptec
kobieta/mezczyzna 25/35
wiek
srednia (zakres) 70 (33 -89)
WBC 10°L
srednia (zakres) 58 (1,5 —394)

Sposrdd 52 prospektywnie zebranych préb szpiku kostnego zidentyfikowano 27 pacjentéw z
AML de novo, 5 pacjentdw na etapie AML catkowitej remisji oraz 20 pacjentéw z MDS. W Tabeli 8

przedstawiono dane kliniczne w odniesieniu do poszczegdlnych podgrup grupy badane;.

Tabela 8. Podstawowe dane kliniczne poszczegdlnych podgrup grupy badanej

AML AML-CR MDS
liczba pacjentéw 27 5 20
ptec
kobieta/mezczyzna 13/14 4/1 8/20
wiek
srednia (zakres) 70 (42 -88) 54 (33- 74) 73 (64 —89)
WBC 10°L
srednia (zakres) 55(1,5-251) 55 (5,1 -129) 68 (5—394)
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Charakterystyke pacjentéow z AML przedstawiono w Tabeli 9, pacjentéw z AML — CR w Tabeli 10,

pacjentéw z MDS w Tabeli 11.

Tabela 9. Charakterystyka pacjentéw AML grupy badanej

Liczba pacjentow 27
Cytogenetyczne grupy ryzyka wg ELN 2017 n (%)

korzystne 2(7,4)

posrednie 13 (48,1)

niekorzystne 12 (44,4)
Klasyfikacja AML n (%)
AML z powtarzalnymi nieprawidtowosciami cytogenetycznymi

AML t(8,21) 1(3,7)
AML z cechami zaleznymi od mielodysplazji

AML poprzedzona zespotem MDS 14(51,8)
Nowotwory mieloidalne zalezne od terapii

Nowotwdér MDS/MPN 5(18,5)
AML, NOS

AML bez cech dojrzewania 1(3,7)

AML z cechami dojrzewania 3(11,1)

AML mielomonocytowa 2 (7,4)

AML monoblastyczno-monocytowa 1(3,7)

Tabela 10. Charakterystyka pacjentow AML-CR grupy badane;j

Liczba pacjentéw 5
Cytogenetyczne grupy ryzyka wg ELN 2017 n (%)

korzystne 4 (80)

posrednie 1(20)
Klasyfikacja AML n (%)
AML z powtarzalnymi nieprawidtowosciami cytogenetycznymi

AML t(8,21) 1(20)

APL 1(20)
AML z cechami zaleznymi od mielodysplazji

AML poprzedzona zespotem MDS 1(20)
AML, NOS

AML z cechami dojrzewania 1(20)

AML mielomonocytowa 1(20)

19



Tabela 11. Charakterystyka pacjentéw MDS grupy badane;j

Liczba pacjentow 20
Grupy ryzyka wg IPSS n (%)
niskie 7 (35)
posrednie-1 4 (20)
posrednie-2 9 (45)
Klasyfikacja MDS n (%)
MDS-RS-SLD 3(15)
MDS-RS-MLD 5 (25)
MDS-EB1, MDS z obecnoscig blastéw 5-9% 4 (20)
MDS-EB2, MDS z obecnoscig blastéw 10-19% 5(25)
MDSu, MDS nieklasyfikowany 3 (15)

Zestawienie podstawowych danych klinicznych grupy kontrolnej przedstawia Tabela 12.

Tabela 12. Podstawowe dane kliniczne grupy kontrolnej

liczba pacjentéw 13
ptec 6/7
kobieta/mezczyzna
wiek 65 (38-83)
srednia (zakres)
WBC 10°L 70 (6-261)
srednia (zakres)

Grupe kontrolng stanowito 13 pacjentéw, wsrdd ktérych u 11 pacjentédw na podstawie badan

(cytologicznych, cytogenetycznych, histopatologicznych i immunofenotypowych) wykluczono MDS i

AML oraz 2 pacjentéw z rozpoznanym AML, u ktérych populacja komérek o fenotypie CD34+

stanowita mniej niz 1%. Literatura podaje, iz w AML o poziomie ekspresji CD34+ <1%, populacja

komoérek o fenotypie CD34+ ma nienowotworowe pochodzenie i moze stuzy¢ jako kontrola do

oznaczania komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (35). Charakterystyke
Tabela 13.

Tabela 13. Charakterystyka grupy kontrolne;j

grupy kontrolnej

przedstawia

Liczba pacjentéw 13

Rozpoznanie: n(%)
Wykluczono MDS i AML>1% CD34 6 (46)
Matoptytkowosé 2 (15)
Chtoniak T bez naciekania szpiku 1 (8)
Chtoniak DLBCL bez naciekania szpiku 2 (15)
AML <1% CD34 2 (15)
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3.1 Obliczanie liczby WBC

Liczbe biatych krwinek w badanych prébach obliczono manualnie z uzyciem komory Biirkera
po wczesniejszym wybarwieniu komodrek odczynnikiem Tirka. W celu wybarwienia leukocytow
zastosowano mieszanine: 50 uL badanego szpiku z 950 upL odczynnika Tiirka. Po wymieszaniu
i 3-minutowej inkubacji naniesiono 10 uL uzyskanej mieszaniny do komory Birkera, a nastepnie
zliczano wybarwione komérki w mikroskopie $wietlnym. Uzyskany wynik mnozono przez

zastosowane rozcienczenie uzyskujgc pozadang liczbe WBC w 1 ulL szpiku (49).

3.2 Konfiguracja cytometru

Powtarzalng konfiguracje cytometru FACSCanto™ Il Becton Dickinson (rok produkcji 2011),
uzyskano postepujac zgodnie z procedurg BD OneFlow™ Assays zalecang przez konsorcjum EuroFlow
(89,90). Do ustawienia linii bazowej cytometru, a nastepnie do wykonywania codziennej kontroli
jakosci cytometru, postuzyty kulki CS&T IVD (#656047, Becton Dickinson). Napiecia na
fotopowielaczach oraz docelowe wartosci MFI dla kazdego z fluorochroméw uzyskano stosujgc kulki
BD OneFlow™ Setup Beads (#658620, Becton Dickinson). Konsorcium EuroFlow okreslito zestaw
docelowych zakreséw MFI dla kazdego fluorochromu. Gtéwne piki fluorescencji dla kazdego z uzytych
fluorochromdw ustawiono przy zastosowaniu BD™FC Beads 8-Color Kit for BDOneFlow™ Assays
(#658621, Becton Dickinson). Do ustawienia napiec¢ dla rozpraszania Swiatta forward scatter (FSC)

i side scatter (SSC) uzyto zlizowana, przeptukang krew obwodowsa.
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3.3 Procedura barwienia

Pobrany szpik kostny ptukano dwukrotnie w buforze BD CellWASH (#349524, Becton Dickinson),
odwirowano 10 min w temp. pokojowe]j przy 550 obrotéw/min, po czym odrzucono supernatant.
Zgodnie z zaleceniami grupy EuroFlow (90) w celu identyfikacji AML zastosowano czteroprobdwkowy
panel przeciwciat skoniugowanych z fluorochromami (w kazdej probéwce osiem réznych przeciwciat
skoniugowanych z osmioma réznymi fluorochromami: FITC, PE, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC, APC-H7,
Pacyfic Blue, Pacyfic Orange) (Tabela 14). Do przygotowanych probéwek dodano po 30 uL materiatu
badanego (tj. przeptukanego szpiku kostnego), po czym inkubowano z przeciwciatami (w ciemnosci,
w temp. pokojowej). Po uptywie 20 min kazdg probdwke dopetniono do 2 mL buforu lizujgcego FACS
Lysing Solution (#349202, Becton Dickinson) i ponownie inkubowano 10 min (w ciemnosci, w temp.
pokojowej). Kolejno materiat odwirowano (550 obrotéw/min przez 10 min w temp. pokojowej),
usunieto supernatant i dodano 1,5 mL buforu Cell Wash. Materiat odwirowano (10 min, 550
obrotéw/min, temp. pokojowa) odsgczono supernatant i dodano 0,5 mL FACSFlow (#342003, Becton
Dickinson). Komérki tak przygotowanego szpiku kostnego analizowano w cytometrze przeptywowym
BD FACS Canto Il wyposazonym w trzy lasery: L1-Solid State o dtugosci fali 488 nm, L2-HeNe o
dtugosci fali 633 nm oraz L3-Solid State o dtugosci fali 405 nm.

Tabela 14. Panel przeciwciat wykorzystany do diagnostyki AML*

Przeciwciata

FITC PE PerCP- PE-Cy7 APC APC-H7 PB PO
Cy5.5
1 anty - anty - anty - anty - anty - anty - anty - anty -
CD16 CD13 CD34 CD117 CD11b CD10 HLADR CD45
2 anty- anty - anty - anty - anty - anty - anty - anty -
CD35 CD64 CD34 CD117 IREM CD14 HLADR CD45
3 anty- anty - anty - anty - anty - anty - anty - anty -
CD36 CD105 CD34 CD117 CD33 CD71 HLADR CD45
4 anty - anty - anty - anty - anty - anty - anty - anty -
CD15 CD56 CD34 CD117 CcD7 CcD19 HLADR CD45

Po przeanalizowaniu powyzszych prob w programie BDFASCDiva™Software version 8.0. i
ustaleniu rozpoznania AML lub MDS w celu dalszego oznaczenia komdrek LSC przystgpiono do
barwienia i pomiaru dwéch dodatkowych prébéwek. W probdwce 5 umieszczono przeciwciata
skierowane przeciw badanym antygenom CLL-1, CD34 i CD38, natomiast w probdwce 6 umieszczono

odpowiadajgce im kontrole izotypowe (Tabela 15). Zastosowane w probdowce 6 przeciwciata miaty
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identyczne izotypy oraz skoniugowane byty z identycznymi fluorochromami, co przeciwciata w
probdéwce badanej. Komérki wykazujgce silniejszg fluorescencje od kontroli izotypowej to znaczy

ujemnej, zostaty sklasyfikowane jako dodatnie.

Tabela 15. Panel przeciwciat wykorzystany do detekcji komdrek LSC!

FITC PE PerCP- PE- APC APC-H7 PB PO
Cy5.5 Cy7
5 SYTO1l6 anty-CLL-1 anty-CD34 - - anty - CD38 - anty - CD45
6 SYTO1l6 anty-lgG2a anty-IgGl - - anty - IgGl - anty - CD45

1 Przeciwciata skoniugowane z fluorochromem FITC w zakresie fali lasera L1: anty - CD16 (klon CLBFcRgm/15D2, #M 1604,
Sanquin Plesmanlaan Amsterdam) oraz anty - CD36 (klon CLB-IVC7, #M1613, Sanquin Plesmanlaan Amsterdam), anty -
CD35 (klon E1,1 #555452, Becton Dickinson) oraz anty - CD15 (klon MMA, #332778, Becton Dickinson) i SYTO16 (FITC,
#S7578, Thermo Fisher). Przeciwciata skoniugowane z fluorochromem PE w zakresie fali lasera L1: anty - CD13 (klon L138,
#347406, Becton Dickinson), anty - CD64 (klon 10,1, #4276682, Becton Dickinson), anty - CD105 (klon1G2, Beckman
Coulter), anty - CD56 (klon C5.9, #MBS396540, MyBioSource), anty - CD371(CLL-1) (klon 50C1 562566, Becton Dickinson),
Isotype control anty - 1gG2a,K (klon G155-178 #554648 Becton Dickinson).

Przeciwciata skoniugowane z fluorochromem PerCP-Cy5,5 w zakresie fali lasera L1: anty - CD34 (klon 8G12, #347222,
Becton Dickinson), Isotype control anty - 1gG1, K (klon X40, #347202, Beckman Dickinson).

Przeciwciata skoniugowane z fluorochromem PE-Cy7 w zakresie fali lasera L1: anty - CD117 (klon 104D2D1, #B49221
Beckman Coulter). Przeciwciata skoniugowane z fluorochromem APC w zakresie fali lasera L2: anty - CD11b (klon D12,
#333143, Becton Dickinson), anty - CD33 (klon P67.6, #345800, Becton Dickinson), anty - IREM (klon UP-H2, #656158,
Becton Dickinson), anty - CD7 (klon BIO124-1D1, #17-0079-42, eBioscience).

Przeciwciata skoniugowane z fluorochromem APC-H7 w zakresie fali lasera L2: anty - CD10 (klon HI10a, #655404, Becton
Dickinson), anty - CD14 (klon Mp9, #641394, Becton Dickinson), anty - CD71 (klon M-A712, #655408, Becton Dickinson),
anty - CD19( klon SJ25C1, #641395, Becton Dickinson), Isotype control anty - 1gG1,K (klon X40, #561427, Becton Dickinson).
Przeciwciata skoniugowane z fluorochromem Pacyfic Blue w zakresie fali lasera L3: anty - HLA-DR (klon L243, #307633,
BioLegend). Przeciwciata skoniugowane z fluorochromem Pacyfic Orange/V500C w zakresie fali lasera L3: anty - CD45 (klon
2D1, #655873, Becton Dickinson).
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3.4 MFI antygenu CLL-1

Celem okreslenia, w ktdérych populacjach komdrek szpiku kostnego wystepuje ekspresja
antygenu CLL-1, oraz ktdore komorki szpiku kostnego mogg postuzy¢ jako negatywna kontrola
wewnetrzna dla badanego antygenu CLL-1, uzywajgc cytogramu SSC/CDA45, zabramkowano gtéwne
populacje komérek (91), po czym obliczono ich wartos¢ MFI (mean fluorescence intensity; MFI)
wzgledem antygenu CLL-1 przyréwnujac je do wartosci MFI kontroli izotypowej CLL-1 (92). Nastepnie
zilustrowano MFI antygenu CLL-1 badanych populacji w poréwnaniu do MFI izotypu CLL-1 (kolor

szary) dla tych samych populacji (Rycina 1).
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Rycina 1. MFl antygenu CLL-1 gtéwnych populacji komoérek szpiku kostnego przyrownane do MFI antygenu CLL-
1 kontroli izotypowe;j

Zaréwno populacja limfocytéw, jak i populacja komdrek CD45- moze postuzy¢ jako ujemna kontrola
wewnetrzna dla antygenu CLL-1. Dane te nawigzujg do testow hodowli komdrkowych
przeprowadzonych przez grupe van Rhenen i wsp. (39), w ktérych z populacji CLL-1+ wyhodowano
kolonie monocytowe i granulocytowe. W przeciwienstwie do nich z komdrek CLL-1- wyhodowano
kolonie erytroidalne i megakariocytowe. Larsen i wsp. (92) dowiedli natomiast, iz ekspresja CLL-1 nie
wystepuje na komérkach limfatycznych. W niniejszej pracy z powoddw technicznych (tatwiejszego
wyodrebnienia populacji limfocytow niz rejonu CD45- w populacji komérek szpiku z AML)

zdecydowano, iz limfocyty bedg stuzy¢ jako kontrola ujemna wzgledem populacji CLL-1+.
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3.5 Strategia bramkowania komoérek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+

W celu identyfikacji komérek o profilu CD34+CD38-CLL-1+ zastosowano strategie
bramkowania pokazang na Rycinie 2 (A—L).
A. W bramce P1 na wykresie FSC-H i FSC-A (odpowiednio: wysokos¢ piku i pole powierzchni pod
pikiem dla detektora rozproszenia swiatta pod niewielkim katem tzw. ,w przdd”) zaznaczono grupe
komoérek najbardziej jednorodng dzieki czemu wykluczono czesciowo, tzw. debris oraz zlepki
komorek (49).
B. W celu wyodrebnienia komdrek zywych od pozostatych zastosowano barwnik fluorescencyjny
Sytol6, jako wrazliwy dyskryminator zywych i martwych leukocytéw. Sytol6 nalezy do barwnikéw
witalnych, ktére tacza sie z nieuszkodzonymi kwasami nukleinowymi komoérki wykazujgc wéweczas
silng fluorescencje (93). Zgodnie z powyzszym, komorki o wysokiej ekspresji SYTO16 zdefiniowano
jako zywe (bramka P2).
C. Na wykresie rozproszenia SSC/FSC zaznaczono populacje komdrek P3 wykluczajgcg komorki
jednoczesnie ziarniste i bardzo mate (SSC wysokie/FSC niskie) celem wyeliminowania pozostatych
szczatkdw i martwych komorek (49).
D. Na wykresie rozproszenia SSC do CD38 wykluczono z dalszej analizy komérki o bardzo wysokiej
ekspresji antygenu CD38, identyfikujac je jako plazmocyty (komorki poza bramka P4) (94,95).
E. Wykres SSC do CD45 postuzyt do zidentyfikowania limfocytéow (kolor zielony). Limfocyty stuzyty
jako negatywna kontrola wewnetrzna wzgledem ekspresji CLL-1 (92,96).
F. F1. Zgodnie z kontrolg izotypowga dla przeciwciata CD34 (F1), zaznaczono bramke z dodatnimi
zdarzeniami CD34 (F), klasyfikujac je jako blasty.
G. Komérki populacji CD34+ wstecznie bramkowano na wykresie rozproszenia FSC/SSC, aby zapewnic
jednorodng wtasciwos$¢ rozproszenia swiatta zdefiniowanej populacji. Wzieto pod uwage, iz FSC/SSC
dla komérek CD34+ jest nieznacznie wyzszy od matych limfocytéw — bramke ustawiono biorac pod
uwage utozenie limfocytéw (bramka P5) przesuwajac nieco w przéd (97,98).
H. H1. W wyselekcjonowanej populacji CD34+/CD45dim/niskie-SSC przy uzyciu odpowiedniej dla
przeciwciata kontroli izotypowej (H1), bramkowano komorki wzgledem CLL-1 (H).
I. 11. W populacji CD34+/CD45dim/niskie-SSC/CLL-1+ wyselekcjonowano komorki CD38-. W zwigzku z
tym, iz nie ma wiarygodnej kontroli negatywnej dla przeciwciata CD38, w projekcie zastosowano staty
punkt odciecia rowny 103 (49,89).
J. K. Ponownie zastosowano wsteczne bramkowanie dla wykreséw SSC/CD45 i SSC/FSC, celem
sprawdzenia  potozenia interesujacej populacji:  CD34+/CD45dim/niskie-SSC/CLL-1+/CD38-

i ewentualnego skorygowania rozproszonych komarek (59).
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L. L1. Wz6r ekspresji komoérek CD34+/CD45dim/niskie-SSC na wykresie CD38/CLL-1 oraz analogicznie
wzOr izotypow dla tych przeciwciat. Prawy dolny kwadrant (kolor czerwony) stanowig komorki

CD34+CD38-CLL-1+.
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Rycina 2. Strategia bramkowania komdrek CD34+CD38-CLL-1+
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Przyktadowe wzory ekspresji komérek CD34+CD38-CLL-1+, w odniesieniu do liczby badanych

komodrek w 1 uL szpiku kostnego, w badanych jednostkach chorobowych przedstawiono na Rycinie 3.
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Rycina 3. Przyktadowe wzory ekspresji komoérek CD34+CD38-CLL-1+, w odniesieniu do liczby badanych komdrek
w 1 pL szpiku kostnego. Prawy dolny kwadrant (kolor czerwony) stanowig komérki CD34+CD38-CLL-1+. A.
Przypadek AML B. Przypadek MDS, C. Przypadek AML-CR, brak komérek CD34+CD38-CLL-1+, D. Przypadek
kontrolny, brak komdrek CD34+CD38-CLL-1+
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3.6 Analiza statystyczna

Analize statystyczng oraz opracowanie graficzne uzyskanych wynikéw wykonano przy uzyciu
programu statystycznego STATA 11 nr licencji 30110532736 oraz Microsoft Excel. Analize
przypadkéw oparto na klasyfikacji WHO z 2016 roku.

Do oceny normalnosci rozktadéw postuzyt test Kotmogorowa - Smirnowa. Z uwagi na fakt, iz rozktad
danych nie byt zgodny z rozktadem normalnym, zastosowano nieparametryczne analizy statystyczne.
Do poréwnan miedzy dwiema zmiennymi w zakresie badanych grup: AML, MDS, AML-CR i grupy
kontrolnej uzyto testu Manna - Whitney’a. Poniewaz w grupie AML podgrupa badana AMLg
wystgpita w pojedynczym przypadku, nie uwzgledniono jej w analizie statystycznej i na wykresach
graficznych. AMLg zanalizowano natomiast jako odrebnie prezentowany przypadek, poniewaz
dysponowano wystarczajacg liczbg badan szpiku kostnego. W prébach powtarzajgcych sie obliczono
korelacje danego parametru z przebiegiem choroby za pomocg testu Korelacji rang Spearmana.
Test Chi*2 Pearsona postuzyt do sprawdzenia réznic wieku pacjentdw w catej grupie badanej. Za
roznice istotne statystycznie we wszystkich przeprowadzonych testach uznano te, dla ktérych
prawdopodobienstwo wyniosto p<0,05. Poziom istotnosci p=0,051 — 0,099 oznaczono jako trend na

granicy istotnosci statystycznej.
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4 WYNIKI

4.1 Analiza cytometryczna grupy kontrolnej pod wzgledem badanych parametréw

Do grupy kontrolnej (n=13) zakwalifikowano pacjentéw, u ktérych zostaty wykluczone AML lub
MDS (n=11) oraz pacjentow z AML z odsetkiem blastow CD34+ <1% (n=2). Wartosci mediany, dolny
(Q25) i gorny (Q75) kwartyl oraz istotnos¢ statystyczng dla poszczegélnych zmiennych przedstawiono

w Tabeli 16.

Tabela 16. Poréwnanie podgrup w grupie kontrolnej

Zmienna N | Q25 |Mediana| Q75 p
grk Wiek 11| 55 63 80 |0,7669
grk AML CD34+ <1% 2 66,5
grk WBC 11 | 31400 | 45330 |60440|0,0484
grK AML CD34+ <1% 2 176600
grk CD34+ (% total) 11| 0,44 0,50 0,81 |0,0299
grK AML CD34+ <1% 2 0,08
grk CD34+CD38- (% total) 11| 0,04 0,07 0,08 |0,6930
grk AML CD34+ <1% 2 0,05
grk CD34+CD38- (% blastéw CD34+) 11| 6,55 10,75 | 12,05 | 0,0299
grk AML CD34+ <1% 2 70,61
grk CD34+CD38-CLL-1+/WBC 11 0 0 0 -
grK AML CD34+ <1% 2 0
grk CD34+CD38-CLL-1+ (% total) 11 0 0 0 -
grK AML CD34+ <1% 2 0
grk CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) |11 | 0 0 0 -
grk AML CD34+ <1% 2 0
grk MFI CLL-1 komodrek CD34+CD38-CLL-1+ | 11 0 0 0 -
grk AML CD34+ <1% 2 0
grk MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38- 11| 1,37 1,56 2,54 (10,4298
grK AML CD34+ <1% 2 1,71
grK MFI CLL-1 komodrek CD34+CD38+ 11| 3,94 8,62 9,74 10,1671
grK AML CD34+ <1% 2 20,72
grk FSC/limf CD34+CD38-CLL-1+ 11 0 0 0 -
grk AML CD34+ <1% 2 0
grk SSC/limf CD34+3CD8-CLL-1+ 11 0 0 0 -
grK AML CD34+ <1% 2 0
grk FSC/limf CD34+CD38-CLL-1- 11| 1,27 1,32 1,53 |1,0000
grK AML CD34+ <1% 2 1,37
grk SSC/limf CD34+CD38-CLL-1- 11| 1,55 1,77 1,99 [0,6930
grK AML CD34+ <1% 2 1,84
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Opis wynikéw dla kazdego z parametrow:

Wiek: pacjenci w grupie kontrolnej wykazujg jednorodnosé w zakresie analizowanego parametru.
WBC: pacjenci z AML CD34+ <1% wykazujg statystycznie istotnie wyzszy poziom WBC w poréwnaniu
do pacjentéw, u ktérych wykluczono MDS oraz AML z CD34+ >1%.

CD34+ (% total): pacjenci z AML CD34+ <1% posiadajg statystycznie istotnie nizszy poziom ekspresji
CD34+ (% total) w poréwnaniu do pacjentéw, u ktérych wykluczono MDS oraz AML CD34+ >1%.
CD34+CD38- (% total): pacjenci w grupie kontrolnej wykazujg jednorodnos$¢ w zakresie
analizowanego parametru.

CD34+/CD38- (% blastow CD34+): pacjenci z AML CD34+ <1% posiadajg statystycznie istotnie wyzszy
poziom CD34+CD38- (% blastow CD34+) w poréwnaniu z pacjentami, u ktérych wykluczono MDS oraz
AML CD34+ >1%.

CD34+CD38-CLL-1+/WBC: u pacjentow z grup kontrolnych wykazano brak komdérek CD34+CD38-CLL-
1+, co uniemozliwito obliczenie analizowanego parametru.

CD34+CD38-CLL-1+ (% total): pacjenci z grup kontrolnych wykazywali brak komadrek CD34+CD38-CLL-
1+, co uniemozliwito obliczenie analizowanego parametru.

CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+): pacjenci z grup kontrolnych wykazywali brak komodrek
CD34+CD38-CLL-1+, co uniemozliwito obliczenie analizowanego parametru.

MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+: pacjenci z grup kontrolnych wykazywali brak komérek
CD34+CD38-CLL-1+, co uniemozliwito obliczenie analizowanego parametru.

MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-: pacjenci w grupie kontrolnej wykazywali jednorodnos¢ w zakresie
analizowanego parametru.

MFI CLL-1 komorek CD34+CD38+: pacjenci w grupie kontrolnej wykazywali jednorodnos$é w zakresie
analizowanego parametru.

FSC/limf CD34+CD38-CLL-1+: pacjenci z grup kontrolnych wykazywali brak komérek CD34+CD38-CLL-
1+, co uniemozliwito obliczenie analizowanego parametru.

SSC/limf CD34+CD38-CLL-1+: pacjenci z grup kontrolnych wykazywali brak komérek CD34+CD38-CLL-
1+, co uniemozliwito obliczenie analizowanego parametru.

FSC/limf CD34+CD38-CLL-1-: pacjenci w grupie kontrolnej wykazywali jednorodno$¢ w zakresie
analizowanego parametru.

SSC/limf CD34+CD38-CLL-1-: pacjenci w grupie kontrolnej wykazywali jednorodno$é w zakresie

analizowanego parametru
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Whiosek:

Ze wzgledu na brak rdéznic istotnych statystycznie w wiekszosci analizowanych parametréow, a w
szczegolnosci ze wzgledu na brak komdrek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ w obrebie
podgrup w grupie kontrolnej, do rozwazan nad populacjg komdérek CD34+CD38-CLL-1+ postanowiono
zakwalifikowad przypadki z AML CD34+ <1%, tacznie z przypadkami, wsrdd ktérych wykluczono MDS i
AML. Réznice istotne statystyczne, dotyczgce odsetka komdrek CD34+ (% total) wynikajg z istoty
choroby AML CD34+ <1%. U pacjentéw z grupy kontrolnej AML CD34+ <1%, wyzszy odsetek komérek
niszowych z ekspresjg CD34+CD38- (ktdre znajdujg sie wsréd 1% blastéw CD34+) wynika z istoty
choroby — AML jest chorobg agresywng, podobny obraz uzyskali Plesa i wsp. 2017 (99). Liczba WBC
moze by¢ zmienna, jednak znacznie czesciej jest wyzsza u pacjentéw z AML, w poréwnaniu z

pacjentami u ktérych wyklucza sie AML (8).

4.2 Obecnos¢ komérek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ a wiek pacjentow

W celu sprawdzenia czy pacjenci z grupy badanej oraz grupy kontrolnej réznig sie pod
wzgledem wieku przeprowadzono test Chi*2 Pearsona. Pacjentdow podzielono na dwie grupy gdzie

wartoscig odciecia byt wiek 65 lat. Tabela 17, Rycina 4 przedstawiajg uzyskane wyniki.

Tabela 17. Udziat procentowy poszczegdlnych grup wiekowych w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR)
i grupie kontrolnej

WIEK < 65 WIEK > 65 Razem
AML 7 25,93% 20 74,07% 27
MDS 4 20,00% 16 80,00% 20
AML-CR 4 80,00% 1 20,00% 5
grk 6 46,15% 7 53,85% 13
Razem 21 44 65
Chir2
Pearsona 8,23 df=3 p=0,0415
100,00%
E=
3 S 80,00%
c 2
@ 2 60,00%
o
S T 40,00% |
'T;" 5 20,00% |
T o sl
S 0[00% —J J
AML MDS AML-CR grk

mWIEK<65 m WIEK>65

Rycina 4. Udziat procentowy poszczegdlnych grup wiekowych w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie
kontrolnej
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Whiosek: w grupie badanej z AML oraz z MDS stwierdza sie statystycznie wyziszy odsetek oséb

starszych niz w grupie z AML-CR i grupie kontrolnej.

e Odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+, w odniesieniu do catej populacji komérek szpiku

kostnego (% total), a wiek pacjentéw

Tabela 18, Rycina 5 przedstawiajg rozktad komadrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w odniesieniu do

wieku w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 18. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR)
i grupie kontrolnej a wiek pacjentow

CD34+CD38-CLL-1+ (% total)
WIEK N Q25 Mediana Q75 p
AML <65 7 0,00 0,02 6,73 n.s.
AML > 65 20 0,04 0,22 1,55
MDS <65 4 0,00 0,00 0,01 n.s.
MDS > 65 16 0,00 0,00 0,01
AML-CR <65 4 0,00 0,00 0,00 -
AML-CR > 65 1 0,00 0,00 0,00
grk <65 6 0,00 0,00 0,00 -
grk > 65 7 0,00 0,00 0,00
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Rycina 5. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie
kontrolnej a wiek pacjentéw

Whiosek: nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci miedzy wiekiem pacjentéw a odsetkiem
komédrek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ (% total) zaréwno w grupie badanej jak i grupie

kontrolnej.
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e Odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+,

w odniesieniu do odsetka blastow

wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), a wiek pacjentéw

Tabela 19, Rycina 6 przedstawiajg odsetek komorek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+)

wzgledem wieku w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 19. Odsetek komodrek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) w grupie badanej (AML, MDS,
AML-CR) i grupie kontrolnej a wiek

CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+)
WIEK N Q25 Mediana Q75 p
AML <65 7 0,00 0,19 25,24 n.s.
AML > 65 20 0,25 1,01 6,71
MDS <65 4 0,02 0,08 0,40 n.s.
MDS > 65 16 0,02 0,20 0,42
AML-CR <65 4 0,00 0,00 0,00 -
AML-CR > 65 1 0,00 0,00 0,00
grk <65 6 0,00 0,00 0,00 -
grK > 65 7 0,00 0,00 0,00
L 30
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Rycina 6. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR)
i grupie kontrolnej a wiek

Whiosek: nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci odsetka komérek CD34+CD38-CLL-1+

(% blastow CD34+) od wieku pacjentow, zaréwno w grupie badanej jak i w grupie kontrolnej.

e Liczba komdrek z ekspresjg CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego (CD34+CD38-

CLL-1+/WBC), a wiek pacjentéw

Tabela 20, Rycina 7 przedstawiajg liczbe komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w zaleznosci od

wieku w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.
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Tabela 20. Liczba

kontrolnej a wiek

komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie

CD34+CD38-CLL-1+/WBC
WIEK N Q25 Mediana Q75 p
AML <65 7 0,00 2,02 1173,73 n.s.
AML > 65 20 11,09 34,13 322,75
MDS <65 4 0,03 0,87 4,73 n.s.
MDS > 65 16 0,09 0,81 4,71
AML-CR <65 4 0,00 0,00 0,00 --
AML-CR > 65 1 0,00 0,00 0,00
grk <65 6 0,00 0,00 0,00 --
grk > 65 7 0,00 0,00 0,00
1500
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3 , 1000
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Rycina 7. Liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie kontrolnej

a wiek

Whiosek: nie stwierdzono znamiennych réznic w liczbie komdérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC wzgledem

wieku zaréwno w grupie badanej jak i grupie kontrolnej.

e Wartos$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+

(MFI CLL-1 komoérek CD34+CD38-CLL-1+), a wiek pacjentow

Tabela 21, Rycina 8 przedstawiajg rozktad wartosci MFI CLL-1 komdérek CD34+CD38-CLL-1+

wzgledem wieku w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolne;j.

Tabela 21. MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+ w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie
kontrolnej a wiek

MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+
WIEK N Q25 Mediana Q75 p
AML <65 7 0,00 6,86 14,33 n.s.
AML > 65 20 8,18 11,15 28,77
MDS <65 4 7,83 16,08 19,93 n.s.
MDS > 65 16 3,93 10,43 14,84
AML-CR <65 4 0,00 0,00 0,00 --
AML-CR > 65 1 0,00 0,00 0,00
grk <65 6 0,00 0,00 0,00 --
grk > 65 7 0,00 0,00 0,00
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Rycina 8. MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+ w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie kontrolnej

a wiek

Whiosek: nie stwierdzono znamiennych zwigzkédw miedzy wartoscig MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-

CLL-1+ a wiekiem pacjentow.

4.3 Obecnos¢ komoérek CD34+CD38-CLL-1+ a ptec pacjentow

e Odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+, w populacji wszystkich komorek szpiku

kostnego (% total), a pte¢ pacjentow

Tabela 22, Rycina 9 przedstawiajg odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w zaleznosci

od ptci w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 22. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR)
i grupie kontrolnej a pte¢ pacjentow

CD34+CD38-CLL-1+ (% total)
PLEC N Q25 Mediana Q75 p
AML K 13 0,02 0,05 1,59 n.s.
AML M 14 0,04 0,22 2,30
MDS K 8 0,00 0,00 0,05 n.s.
MDS M 12 0,00 0,00 0,01
AML-CR K 4 0,00 0,00 0,00 -
AML-CR M 1 0,00 0,00 0,00
grk K 6 0,00 0,00 0,00 -
grk M 7 0,00 0,00 0,00
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Rycina 9. Odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie
kontrolnej a pte¢ pacjentéw

Whiosek: w obrebie badanych grup stwierdzono, ze pte¢ nie wptywa istotnie na wysokos$¢ odsetka

komorek CD34+CD38-CLL-1+ (% total).

e Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+, w odniesieniu do odsetka blastéow

wykazujacych ekspresje CD34+ (% blasty CD34+), a pte¢ pacjentéow

Tabela 23, Rycina 10 przedstawiajg odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+)

wzgledem ptci w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 23. Odsetek komodrek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) w grupie badanej (AML, MDS,
AML-CR) i grupie kontrolnej a pte¢ pacjentéw

CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+)
PLEC N Q25 Mediana Q75 p
AML k 13 0,07 0,61 7,78 n.s.
AML m 14 0,26 1,01 8,03
MDS k 8 0,12 0,25 2,50 n.s.
MDS m 12 0,00 0,09 0,34
AML-CR k 4 0,00 0,00 0,00 --
AML-CR m 1 0,00 0,00 0,00
grKk k 6 0,00 0,00 0,00 -
grKk m 7 0,00 0,00 0,00
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Rycina 10. Odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR)
i grupie kontrolnej a pte¢ pacjentow
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Whiosek: w obrebie badanych grup stwierdzono, ze odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw

CD34+) nie ma zwigzku z pfcig pacjentéw.

e Liczba komodrek z ekspresja CD34+CD38-CLL-1+, w 1 pL szpiku kostnego
(CD34+CD38-CLL-1+/WBC), a pte¢ pacjentow

Tabela 24, Rycina 11 przedstawiajg liczbe komdrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC wzgledem ptci w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 24. Liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie
kontrolnej a pteé pacjentéow

CD34+CD38-CLL-1+/WBC
PLEC N Q25 Mediana Q75 p

AML k 13 2,00 15,27 162,62 n.s.
AML m 14 14,22 133,00 1173,73

MDS k 8 0,23 1,08 5,13 n.s.
MDS m 12 0,00 0,81 4,01
AML-CR k 4 0,00 0,00 0,00 -
AML-CR m 1 0,00 0,00 0,00

grk k 6 0,00 0,00 0,00 -
grk m 7 0,00 0,00 0,00
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Rycina 11. Liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie kontrolnej
a ptec¢ pacjentéw

Whniosek: w obrebie badanych grup stwierdzono, ze liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC

nie ma zwigzku z ptcig pacjentéw.

e Wartos¢ S$redniej intensywnosci fluorescencji czasteczki CLL-1 w komdrkach

CD34+CD38-CLL-1+ a pteé pacjentéow
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Tabela 25, Rycina 12 przedstawiajg rozktad wartosci MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+

wzgledem ptci w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolne;.

Tabela 25. Wartos¢ MFI CLL-1 komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR)
i grupie kontrolnej a pte¢ pacjentow

MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+ ‘
PLeC N Q25 Mediana Q75 p
AML k 13 7,72 9,50 14,33 n.s.
AML m 14 6,86 12,74 30,72
MDS k 8 9,21 13,28 16,80 n.s.
MDS m 12 0,00 10,12 16,08
AML-CR k 4 0,00 0,00 0,00 -
AML-CR m 1 0,00 0,00 0,00
grKk k 6 0,00 0,00 0,00 -
grk m 7 0,00 0,00 0,00
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Rycina 12. Warto$¢ MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+ w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie
kontrolnej a ptec¢

Whiosek: w obrebie badanych grup stwierdzono, ze wartosé¢ MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+

nie ma istotnego zwigzku z ptcig pacjentow.

4.4 Odsetek komoérek wykazujacych ekspresje CD34+CD38-CLL-1+, a liczba WBC

Tabela 26, Rycina 13 przedstawiajg liczbe WBC w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 26. Liczba WBC w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie kontrolnej

Liczba WBC
Q25 Mediana Q75 p
AML 10600 23450 79330 n.s.
MDS 27475 35500 99355 n.s.
AML-CR 12450 64220 66600 n.s.
Kontrola 35600 49000 86290 -
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Rycina 13. Liczba WBC w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie kontrolne;j
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Whiosek: miedzy podgrupami grup badanych AML, AML-CR, MDS a grupa kontrolng nie wykazano

statystycznie istotnych réznic w zakresie liczby WBC.

e Obecnos¢ komorek CD34+CD38-CLL-1+ a liczba WBC pacjentéow

Podgrupy grupy badanej podzielono pod wzgledem obecnosci komérek CD34+CD38-CLL-1+

na populacje dodatnig i ujemna. Tabela 27, Rycina 14 przedstawiajg uzyskane w badaniu wyniki

Tabela 27. Obecno$¢ komoérek CD38+CD38-CLL-1+ w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie
kontrolnej a liczba WBC

Liczba WBC
CD38+CD38-CLL-1+ | N Q25 Mediana Q75 p

AML - 2 1570 11585 21600

AML + 25 15550 25000 79330 n.s
MDS - 5 24440 35400 37300

MDS + 15 27550 35600 102660 n.s
AML-CR - 5 12450 64220 66600 --

grk - 13 35600 49000 86290 --
- 120000

S 100000

E Q80000 [

© - 60000

29

£ o : ]
s ppg,  CIH

S AML MDs AML-CR grk

mLSC+ mLSC-

Rycina 14. Obecnos¢ komorek CD38+CD38-CLL-1+ w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie kontrolnej

a liczba WBC
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Whiosek: w podgrupach badanych nie wykazano istotnych statystycznie réznic. Nie zidentyfikowano

zwigzku obecnosci komoérek CD34+CD38-CLL-1+ z liczbg WBC.

4.5 Identyfikacja komérek CD34+CLL-1+, w grupie blastéw wykazujacych ekspresje CD34+
(% blastéw CD34+), w podgrupach pacjentéw: AML, MDS, AML-CR

Tabela 28, Rycina 15 przedstawiajg odsetek komodrek CD34+CLL-1+ (% blastéow CD34+) w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 28. Odsetek komdrek CD34+CLL-1+ (% blastéw CD34+) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie
kontrolnej

CD34+CLL-1+ (% blastow CD34+)

Q25 Mediana Q75 p
AML 20,68 66,68 88,08 0,0418
MDS 30,23 43,59 50,77 0,0014
AML-CR 32,41 45,55 48,12 0,0205
Kontrola 21,47 23,74 29,94 -
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Rycina 15. Odsetek komdrek CD34+CLL-1+ (% blastow CD34+) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie
kontrolnej

Whiosek: stwierdzono statystycznie istotnie wyzszy odsetek komoérek CD34+CLL-1+ (% blastéw
CD34+) u pacjentéw w grupie badanej z AML (p=0,0418), MDS (p=0,0014), AML-CR (p=0,0205) w

porownaniu z grupg kontrolna.
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4.6 ldentyfikacja komérek niszy szpikowej CD34+CD38- w podgrupach pacjentéw AML,
MDS, AML-CR

Odsetek komérek CD34+CD38- w odniesieniu do catej populacji komérek szpiku

kostnego (% total), w podgrupach: AML, MDS, AML-CR

Tabela 29, Rycina 16 przedstawiajg odsetek komérek CD34+CD38- (% total) w podgrupach grupy

badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 29. Odsetek komdérek CD34+CD38- (% total) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie kontrolnej

CD34+CD38- (% total)
Q25 Mediana Q75 p

AML 0,50 3,35 10,50 0,0000
MDS 0,03 0,18 0,39 n.s.
AML-CR 0,03 0,06 0,08 n.s.
Kontrola 0,04 0,07 0,08 -
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Rycina 16. Odsetek komdrek CD34+CD38- (% total) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie kontrolnej

Whiosek: stwierdzono statystycznie istotnie nizszy odsetek komérek CD34+CD38- (% total) w grupie

kontrolnej w poréwnaniu do AML (p=0,0000). Miedzy podgrupami grupy badanej: AML i AML-CR

wykazano istotne statystycznie rdéznice. Grupa AML-CR charakteryzuje sie nizszym odsetkiem

komodrek CD34+CD38- (% total) w porédwnaniu do: AML (p=0,0010). Pacjenci z MDS wykazali

statystycznie istotnie nizszy odsetek komdrek CD34+CD38- (% total) w poréwnaniu do pacjentow z

AML (p=0,0000).
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o Komérki CD34+CD38- w odniesieniu do odsetka blastéow wykazujgcych ekspresje

CD34+ (% blastow CD34+), w podgrupach: AML, MDS, AML-CR

Tabela 30, Rycina 17 przedstawiajg odsetek komdrek CD34+CD38- (% blastéw CD34+) w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 30. Odsetek komérek CD34+CD38- (% blastéw CD34+) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie

kontrolnej
CD34+CD38- (% blastéw CD34+)
Q25 Mediana Q75 p
AML 4,19 13,85 52,98 n.s.
MDS 6,92 10,93 15,34 n.s.
AML-CR 3,56 5,97 6,76 n.s.
Kontrola 9,82 11,02 13,56 -
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Rycina 17. Odsetek komorek CD34+CD38- (% blastow CD34+) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie

kontrolnej

Whiosek: miedzy podgrupami grupy badanej AML, AML-CR, MDS a grupg kontrolng nie wykazano

statystycznie istotnych réznic. Pacjenci w grupie badanej réwniez nie rdznig sie miedzy sobg pod

wzgledem odsetka komérek niszy szpikowej CD34+CD38- (% blastow CD34+).
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e Komdrki niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji blastéw CD34+, w stosunku do

wszystkich komérek szpiku kostnego (% total), w podgrupach pacjentéw: AML,

MDS, AML-CR

Tabela 31, Rycina 18 przedstawiajg odsetek komdrek CD34+CD38- wsrdd blastow CD34+

(% total) w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolne;j.

Tabela 31. Odsetek komérek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie

kontrolnej
CD34+CD38-/CD34+ (% total)
Q25 Mediana Q75 p
AML 0,042 0,138 0,530 n.s.
MDS 0,069 0,109 0,153 n.s.
AML-CR 0,036 0,060 0,068 n.s.
Kontrola 0,100 0,121 0,136 -
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Rycina 18. Odsetek komérek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w grupie badanej (AML, MDS, AML-CR) i grupie

kontrolnej

Whiosek: miedzy podgrupami grupy badanej AML, AML-CR, MDS a grupg kontrolng nie wykazano

statystycznie istotnych rdznic. Pacjenci z pogrup grupy badanej nie rdznig sie miedzy sobg pod

wzgledem liczebnosci komérek niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji blastow CD34+ (% total).
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4.7 ldentyfikacja komérek niszy szpikowej CD34+CD38-w AML

e Komodrki niszy szpikowej CD34+CD38- u pacjentow z AML, w odniesieniu do catej

populacji komorek szpiku kostnego (% total)

Tabela 32, Rycina 19 przedstawiajg odsetek komédrek niszy szpikowej CD34+CD38- (% total)

w AML w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 32. Odsetek komoérek CD34+CD38- (% total) w podgrupach AML (AMLnos, AMLmds, AMLmpn,

AML-CR) i grupie kontrolnej

AML CD34+CD38- (% total)
Q25 Mediana Q75 p

AMLnos 0,08 0,52 5,74 0,0063
AMLmds 0,58 3,31 10,50 0,0000
AMLmpn 2,44 10,07 12,58 0,0014
AML-CR 0,03 0,06 0,08 n.s.
grk 0,04 0,07 0,08 -
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Rycina 19. Odsetek komérek CD34+CD38- (% total) w podgrupach AML (AMLnhos, AMLmds, AMLmpn, AML-CR)

i grupie kontrolnej

Whiosek: grupa kontrolna charakteryzuje sie statystycznie istotnie nizszym odsetkiem komodrek

CD34+CD38- (% total) w poréwnaniu do podgrup grupy badanej: AMLnos (p=0,0063), AMLmds

(p=0,0000), AMLmpn (p=0,0014). Podobnie AML-CR charakteryzuje sie istotnie nizszym odsetkiem

badanych komodrek niz: AMLnos (p=0,0284), AMLmds (p=0,0012), AMLmpn (p=0,0090).

e Komdrki niszy szpikowej CD34+CD38- u pacjentow z AML, w odniesieniu do odsetka

blastow wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastéw CD34+)

Tabela 33, Rycina 20 przedstawiajg odsetek komérek CD34+CD38- (% blastow CD34+) w AML

w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.
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Tabela 33. Odsetek komdérek CD34+CD38- (% blastéow CD34+) w podgrupach AML (AMLnos, AMLmds,

AMLmpn, AML-CR) i grupie kontrolnej

AML CD34+CD38- (% blastéw CD34+)
Q25 Mediana Q75 p
AMLnos 1,24 5,92 8,67 0,0293
AMLmds 6,59 27,17 52,98 n.s.
AMLmpn 17,91 29,28 71,10 n.s.
AML-CR 3,56 5,97 6,76 0,0341
grk 9,82 11,02 13,56 -
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Rycina 20. Odsetek komérek CD34+CD38- (% blastéw CD34+) w podgrupach AML (AMLnos, AMLmds, AMLmpn,
AML-CR) i grupie kontrolnej

Whiosek: stwierdzono statystycznie istotnie wyzszy odsetek komérek niszy szpikowej CD34+CD38-

% blastow CD34+) w grupie kontrolnej w poréwnaniu z podgrupami: AMLnos (p=0,0293) i AML-CR
( grup j wp podgrup p=0,

(p=0,0341).

e Komodrki niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji blastow CD34+ u pacjentéw z

AML, w odniesieniu do wszystkich komorek szpiku kostnego (% total)

Tabela 34, Rycina 21 przedstawiajg odsetek komodrek niszy szpikowej CD34+CD38- wsréd

blastéw CD34+ (% total) w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 34. Odsetek komdrek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos,
AMLmds, AMLmpn, AML-CR) i grupie kontrolnej

AML CD34+CD38-/CD34+ (% total)
Q25 Mediana Q75 p
AMLnos 0,012 0,059 0,087 0,0126
AMLmds 0,066 0,272 0,530 n.s.
AMLmMpn 0,179 0,293 0,711 n.s.
AML-CR 0,036 0,060 0,068 0,0090
grk 0,100 0,121 0,136 -
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Rycina 21. Odsetek komdrek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos,
AMLmds, AMLmpn, AML-CR) i grupie kontrolnej

Whiosek: stwierdzono statystycznie istotnie wyzszy odsetek komdrek CD34+CD38-/CD34+ (% total)
w grupie kontrolnej w poréwnaniu z AMLnos (p=0,0126), AML-CR (p=0,0090). U pacjentéw z AMLnos
stwierdzono statystycznie istotnie nizszy odsetek komérek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w
porownaniu do pacjentdow z: AMLmds (p=0,0044), AMLmpn (p=0,0424).

4.7.1 Komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w AML a rokowanie

e Komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji wszystkich komorek szpiku

kostnego (% total) w AML, a rokowanie

Tabela 35, Rycina 22 przedstawiajg odsetek komérek niszy szpikowej CD34+CD38- (% total)

w trzech grupach rokowniczych pacjentéw z AML.

Tabela 35. Odsetek komérek CD34+CD38- (% total) w AML w trzech grupach rokowniczych

AML - Rokowanie CD34+CD38- (% total)
Q25 Mediana Q75 p
Korzystne 0,07 0,18 0,29 n.s.
Posrednie 3,35 6,67 10,50 0,0273
Niekorzystne 0,54 2,75 10,98 0,0446
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Rycina 22. Odsetek komdrek CD34+CD38- (% total) w AML w trzech grupach rokowniczych
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Whiosek: pacjenci z AML o korzystnym rokowaniu wykazali statystycznie istotnie nizszy odsetek
komarek CD34+CD38- (% total) w poréwnaniu do pacjentow AML o rokowaniu posrednim (p=0,0273)

oraz niekorzystnym (p=0,0446).

o Komérki niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji blastow wykazujacych ekspresje
CD34+ (% blastow CD34+) w AML, a rokowanie

Tabela 36, Rycina 23 przedstawiajg odsetek komadrek niszy szpikowej CD34+CD38- (% blastéw

CD34+) w trzech grupach rokowniczych pacjentéw z AML.

Tabela 36. Odsetek komdérek CD34+CD38- (% blastéw CD34+) w AML w trzech grupach rokowniczych

AML - Rokowanie CD34+CD38- (% blastéw CD34+)
Q25 Mediana Q75 p
Korzystne 1,24 4,72 8,20 n.s.
Posrednie 7,66 13,85 32,84 n.s.
Niekorzystne 2,34 22,65 67,83 n.s.
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Rycina 23. Odsetek komorek CD34+CD38- (% blastow CD34+) w trzech grupach rokowniczych

Whiosek: miedzy podgrupami: AMLk, AMLp, AMLnk nie wykazano statystycznie istotnych rdéznic.
Zauwazono tendencje wzrostowa tj. odnotowano wzrost odsetka komodrek niszy szpikowej o profilu

CD34+CD38- (% blastow CD34+), wraz z pogorszeniem rokowania.

e Komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji blastéow CD34+, w stosunku do

wszystkich komorek szpiku kostnego (% total) w AML, a rokowanie

Tabela 37, Rycina 24 przedstawiajg odsetek komodrek niszy szpikowej CD34+CD38- wsrdd

blastéw CD34+ (% total), w trzech grupach rokowniczych pacjentow z AML
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Tabela 37. Odsetek komdrek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w AML w trzech grupach rokowniczych

AML - Rokowanie CD34+CD38-/CD34+ (% total)
Q25 Mediana Q75 p
Korzystne 0,012 0,047 0,082 n.s.
Posrednie 0,077 0,138 0,328 n.s.
Niekorzystne 0,023 0,226 0,678 n.s.
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Rycina 24. Odsetek komodrek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w AML w trzech grupach rokowniczych

Whiosek: miedzy podgrupami: AMLk, AMLp, AMLnk nie wykazano statystycznie istotnych rdznic.
Stwierdzono, ze odsetek komodrek niszy szpikowej CD34+CD38- wsrdd blastéw CD34+ (% total) nie ma
zwigzku z rokowaniem pacjentéow AML. Zauwazono tendencje wzrostowg tj. odnotowano wzrost

odsetka komdrek niszy szpikowej wraz z pogorszeniem rokowania.

4.8 Identyfikacja komoérek niszy szpikowej CD34+CD38- w MDS

e Komodrki niszy szpikowej CD34+CD38- u pacjentow z MDS, w odniesieniu do catej

populacji komérek szpiku kostnego (% total)

Tabela 38, Rycina 25 przedstawiajg odsetek komorek niszy szpikowej CD34+CD38- (% total) w
MDS w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolne;j.

Tabela 38. Odsetek komdrek CD34+CD38- (% total) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS,
MDSu) i grupie kontrolnej

MDS CD34+CD38- (% total)
Q25 Mediana Q75 p
MDS-EB1 0,02 0,19 0,43 n.s.
MDS-EB2 0,10 0,42 1,58 n.s.
MDS-RS 0,10 0,22 0,31 0,0426
MDSu 0,03 0,04 0,09 n.s.
grK 0,04 0,07 0,08 -
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Rycina 25. Odsetek komérek CD34+CD38- (% total) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS, MDSu)
i grupie kontrolnej

Whiosek: odsetek badanych komdrek CD34+CD38- (% total) w grupie kontrolnej byt statystycznie

istotnie nizszy w poréwnaniu do podgrupy z MDS-RS (p=0,0426).

e Komdrki niszy szpikowej CD34+CD38- u pacjentow z MDS, w odniesieniu do

blastéw wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+)

Tabela 39, Rycina 26 przedstawiajg odsetek komaérek niszy szpikowej CD34+CD38- (% blastow

CD34+) w MDS w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 39. Odsetek komorek CD34+CD38- (% blastow CD34+) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2,
MDS-RS, MDSu) i grupie kontrolnej

MDS CD34+CD38- (% blastéw CD34+)
Q25 Mediana Q75 p
MDS-EB1 5,48 12,20 16,25 n.s.
MDS-EB2 7,20 8,86 9,80 n.s.
MDS-RS 8,96 12,72 15,94 n.s.
MDSu 6,64 9,27 15,97 n.s.
grk 9,82 11,02 13,56 -
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Rycina 26. Odsetek komodrek CD34+CD38- (% blastow CD34+) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2,

MDS-RS, MDSu) i grupie kontrolnej
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Whiosek: miedzy podgrupami grup badanych MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS, MDSu a grupa kontrolna
nie stwierdzono statystycznie istotnych rdznic. Pacjenci z grup badanych réwniez nie rdznig sie

miedzy sobg pod wzgledem odsetka komorek niszy szpikowej CD34+CD38- (% blastow CD34+).

e Komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji blastow CD34+ u pacjentéow z

MDS, w stosunku do wszystkich komorek szpiku kostnego (% total)

Tabela 40, Rycina 27 przedstawiajg odsetek komodrek niszy szpikowej CD34+CD38- wsréd
blastéw CD34+ (% total), w MDS w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 40. Odsetek komoérek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2,
MDS-RS, MDSu) i grupie kontrolnej

MDS CD34+CD38-/CD34+ (% total)
Q25 Mediana Q75 p
MDS-EB1 0,055 0,122 0,163 n.s.
MDS-EB2 0,072 0,089 0,098 n.s.
MDS-RS 0,090 0,127 0,159 n.s.
MDSu 0,066 0,093 0,160 n.s.
grK 0,100 0,121 0,136 -
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Rycina 27. Odsetek komdrek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS,
MDSu) i grupie kontrolnej

Whiosek: miedzy podgrupami grupy badanej MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS, MDSu a grupa kontrolng
nie stwierdzono statystycznie istotnych rdznic. Pacjenci w obrebie grupy badanej réwniez nie réznig

sie miedzy sobg pod wzgledem odsetka komdrek CD34+CD38-/CD34+ (% total).
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4.8.1 Komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w MDS a rokowanie

e Komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji wszystkich komorek szpiku

kostnego (% total) w MDS, a rokowanie

Tabela 41, Rycina 28 przedstawiajg odsetek komdrek CD34+CD38- (% total) w trzech grupach

rokowniczych pacjentéow z MDS.

Tabela 41. Odsetek komdrek CD34+CD38- (% total) w MDS w trzech grupach rokowniczych

MDS - Rokowanie CD34+CD38- (% total)
Q25 Mediana Q75 p

Niskie 0,03 0,05 0,22 n.s.
Posrednie 1 0,08 0,26 0,43 n.s.
Posrednie 2 0,10 0,31 0,47 n.s.
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Rycina 28. Odsetek komdrek CD34+CD38- (% total) w MDS w trzech grupach rokowniczych

Whiosek: miedzy podgrupami: MDSn, MDSp1, MDSp2 nie wykazano statystycznie istotnych réznic.
Stwierdzono, ze odsetek komorek niszy szpikowej CD34+CD38- (% total) u pacjentéw z MDS nie ma
nie ma zwigzku z rokowaniem. Zauwazono tendencje wzrostowa, tj. odnotowano wzrost liczby tych

komoérek wraz z pogorszeniem rokowania.

e Komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji blastow wykazujacych ekspresje
CD34+ (% blastow CD34+) w MDS, a rokowanie

Tabela 42, Rycina 29 przedstawiaja odsetek komdrek CD34+CD38- (% blastow CD34+) w
trzech grupach rokowniczych pacjentéw z MDS.

Tabela 42. Odsetek komoérek CD34+CD38- (% blastéw CD34+) w MDS w trzech grupach rokowniczych

MDS - Rokowanie CD34+CD38- (% blastow CD34+)
Q25 Mediana Q75 p
Niskie 6,10 9,27 17,19 n.s.
Posrednie 1 11,60 13,75 16,25 n.s.
Posrednie 2 7,20 9,80 12,29 n.s.
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Rycina 29. Odsetek komodrek CD34+CD38- (% blastéw CD34+) w MDS w trzech grupach rokowniczych

Whiosek: miedzy podgrupami: MDSn, MDSp1, MDSp2 nie wykazano statystycznie istotnych rdznic.

Stwierdzono ze, odsetek komdrek niszy szpikowej CD34+CD38- (% blastow CD34+) nie ma zwigzku z

rokowaniem u pacjentéw MDS.

e Komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w populacji blastéw CD34+ w stosunku do

wszystkich komoérek szpiku kostnego (% total) w MDS, a rokowanie

Tabela 43, Rycina 30 przedstawiajg odsetek komdrek CD34+CD38- wsréd blastow CD34+

(% total), w trzech grupach rokowniczych grupy badanej pacjentéw z MDS.

Tabela 43. Odsetek komdrek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w MDS w trzech grupach rokowniczych

MDS - Rokowanie CD34+CD38-/CD34+ (% total)
Q25 Mediana Q75 p
Niskie 0,061 0,093 0,172 n.s.
Posrednie 1 0,116 0,138 0,163 n.s.
Posrednie 2 0,072 0,098 0,123 n.s.
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Rycina 30. Odsetek komdrek CD34+CD38-/CD34+ (% total) w MDS w trzech grupach rokowniczych

Whiosek: miedzy podgrupami: MDSn, MDSp1, MDSp2 nie wykazano statystycznie istotnych rdznic.
Stwierdzono ze, odsetek komdrek CD34+CD38-/CD34+ (% total) nie ma zwigzku z rokowaniem u

pacjentéw MDS.
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4.9 Identyfikacja komdrek progenitorowych CD34+CD38+CLL-1+, w odniesieniu do odsetka
blastéw wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), w podgrupach pacjentow AML,
MDS, AML-CR

Tabela 44, Rycina 31 przedstawiajg odsetek komérek progenitorowych CD34+CD38+CLL-1+

% blastow CD34+) w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.
( ) w podgrupach grupy jiwgrup ]

Tabela 44. Odsetek komédrek CD34+CD38+CLL-1+ (% blastéw CD34+) w podgrupach: AML, MDS, AML-CR
i grupie kontrolnej

CD34+CD38+CLL-1+ (% blastow CD34+)

Q25 Mediana Q75 p
AML 17,36 56,08 76,37 n.s.
MDS 30,19 42,00 49,68 0,0015
AML-CR 32,41 45,55 48,12 0,0205
Kontrola 21,47 23,74 29,94 -
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Rycina 31. Odsetek komérek CD34+CD38+CLL-1+ (% blastow CD34+) w podgrupach: AML, MDS, AML-CR
i grupie kontrolnej

Whioski: w grupie kontrolnej stwierdzono statystycznie istotnie nizszy odsetek komérek
CD34+CD38+CLL-1+ (% blastow CD34+) w poréwnaniu do pacjentéw z MDS (p=0,0015) czy z AML-CR
(p=0,0205). Nie wykazano istotnych réznic miedzy pacjentami z AML, a pacjentami z MDS (p=0,6056)
oraz miedzy pacjentami AML a AML-CR (p=0,6591).

54




4.10 Identyfikacja komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w podgrupach pacjentow AML, MDS, AML-
CR

e Komodrki CD34+CD38-CLL-1+ w odniesieniu do catej populacji komodrek szpiku

kostnego (% total), w podgrupach AML, MDS, AML-CR

Tabela 45, Rycina 32 przedstawiajg odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 45. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w podgrupach grupy badanej: AML, MDS, AML-CR
i grupie kontrolnej

CD34+CD38-CLL-1+ (% total)

Q25 Mediana Q75 p
AML 0,02 0,20 1,67 0,0000
MDS 0,00 0,00 0,01 0,0001
AML-CR 0,00 0,00 0,00 -
Kontrola 0,00 0,00 0,00 -
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Rycina 32. Odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w podgrupach grupy badanej: AML, MDS, AML-CR
i grupie kontrolnej

Wyniki: grupa kontrolna charakteryzuje sie istotnie nizszym odsetkiem komérek CD34+CD38-CLL-1+
(% total) w poréwnaniu do pacjentéw z AML (p=0,0000) oraz MDS (p=0,0001), podobnie pacjenci z
AML-CR charakteryzujg sie nizszym odsetkiem badanych komoérek niz z AML (p=0,0011). Pacjenci z
AML charakteryzujg sie wyzszym odsetkiem komaérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w poréwnaniu do
pacjentéw z MDS (p=0,0001).
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o Komérki CD34+CD38-CLL-1+ w odniesieniu do odsetka blastéw wykazujgcych
ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), w podgrupach AML, MDS, AML-CR

Tabela 46, Rycina 33 przedstawiajg odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+)

w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolne;.

Tabela 46. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) w podgrupach grupy badanej: AML, MDS,
AML-CR i grupie kontrolnej

CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+)

Q25 Mediana Q75 p

AML 0,07 0,95 8,03 0,0000
MDS 0,02 0,16 0,42 0.0001
AML-CR 0,00 0,00 0,00 -
Kontrola 0,00 0,00 0,00 -

9

8 ——
g7
B
3 6t p=0,0011
s < >
o
g 4r p=0,0158
Z3 ‘ ’
S 2]
S

ol L —_m —_—— —_—

‘ ‘ ' ' ' ' B Mediana
AML MDS AML-CR gI’K I 25%-75%
grupy

Rycina 33. Odsetek komdérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) w podgrupach grupy badanej: AML, MDS,
AML-CR i grupie kontrolnej

Whioski: grupa kontrolna charakteryzuje sie istotnie nizszym odsetkiem komérek CD34+CD38-CLL-1+
(% blastow CD34+) w poréwnaniu do pacjentow z: AML (p=0,0000), MDS (p=0,0001). Pacjenci AML
charakteryzujg sie istotnie wyzszym odsetkiem badanych komdrek w poréwnaniu do pacjentéw z

AML-CR (p=0,0011) czy z MDS (p=0,0158).
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e Warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji CLL-1 w komérkach CD34+CD38-CLL-1+, w

podgrupach AML, MDS, AML-CR

grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 47, Rycina 34 przedstawiajg warto$¢ MFI CLL-1 komérek 34+38-CLL-1+ w podgrupach

Tabela 47. Wartosci MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+ w podgrupach grupy badanej: AML, MDS, AML-CR

i grupie kontrolnej

MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+

Q25 Mediana Q75 p
AML 7,07 10,19 26,82 0,0000
MDS 3,93 12,22 16,08 0,0001
AML-CR 0,00 0,00 0,00 -
Kontrola 0,00 0,00 0,00
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Rycina 34. Wartosci MFI CLL-1 komdérek CD34+CD38-CLL-1+ w podgrupach grupy badanej: AML, MDS, AML-CR

i grupie kontrolnej

Whioski: w grupie kontrolnej stwierdzono statystycznie istotnie nizszg warto$¢ MFI CLL-1 komorek

CD34+CD38-CLL-1+ niz u pacjentow z AML (p=0,0000) czy z MDS (p=0,0001). Pacjenci z AML-CR

charakteryzujg sie istotnie nizszg wartoscig MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ niz pacjenci z AML

(p=0,0011).
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e Liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego (CD34+CD38-CLL-

1+/WBC), w podgrupach AML, MDS, AML-CR

Tabela 48, Rycina 35 przedstawiajq liczbe komoérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w podgrupach

grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 48. Liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w podgrupach grupy badanej: AML, MDS, AML-CR i grupie

kontrolnej
CD34+CD38-CLL-1+/WBC
Q25 Mediana Q75 p
AML 3,34 33,40 783,84 0,0000
MDS 0,03 0,81 4,71 0,0001
AML-CR 0,00 0,00 0,00 -
Kontrola 0,00 0,00 0,00
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Rycina 35. Liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w podgrupach grupy badanej: AML, MDS, AML-CR i grupie

kontrolnej

Whioski: w grupie kontrolnej stwierdzono statystycznie istotnie mniej komdrek CD34+CD38-CLL-

1+/WBC w pordwnaniu do pacjentéw z AML (p=0,0000) czy z MDS (p=0,0001). Pacjenci z AML

charakteryzujg sie istotnie wyzszg liczbg tych komadrek w poréwnaniu z pacjentami z AML-CR

(p=0,0011) czy z MDS (p=0,0002).
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4.10.1 Poréwnanie ziarnistosci i wielkosci komérek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-
1-, w podgrupach AML, MDS

e Ziarnistos¢ komorek: CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w
podgrupach AML, MDS

Tabela 49, Rycina 36 przedstawiajg rdznice ziarnistosci komérek w podgrupach grupy badanej.

Tabela 49. Ziarnisto$¢ komorek w podgrupach grupy badanej: AML, MDS
Rdznica ziarnistosci komérek

Q25 Mediana Q75 p

AML 0,26 0,41 0,72
MDS 1,26 0,04 0,23 0,0012
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Rycina 36. Ziarnistos¢ komérek w podgrupach grupy badanej: AML, MDS

Whioski: wsrdd pacjentéw z AML stwierdzono komarki bardziej ziarniste niz u pacjentéw z MDS

(p=0,0012).

e Wielkos¢ komérek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w podgrupach
AML, MDS

Tabela 50, Rycina 37 przedstawiajg rdznice wielkosci komdrek w podgrupach grupy badane;.

Tabela 50. Wielko$¢ komoérek w podgrupach grupy badanej: AML, MDS

Réznica wielkosci komarek

Q25 Mediana Q75 p
AML 0,03 0,14 0,27
MDS -1,02 -0,23 -0,01 0,0004
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Rycina 37. Wielko$¢ komérek w podgrupach grupy badanej: AML, MDS

Whioski: pacjenci z AML wykazujg wieksze komérki z ekspresjg CD34+CD38-CLL-1+ niz pacjenci z
MDS (p=0,0004).

4.11 Identyfikacja komérek CD34+CD38-CLL-1+ w podgrupie AML

e Komdrki CD34+CD38-CLL-1+, u pacjentow z AML, w odniesieniu do catej populacji

komorek szpiku kostnego (% total)

Tabela 51, Rycina 38 przedstawiajg odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 51. Odsetek komérek CD34+CD38+CLL-1+ (% total) w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos,
AMLmds, AMLmpn) i grupie kontrolnej

AML CD34+CD38-CLL-1+ (% total)
Q25 Mediana Q75 p
AMLnos 0,01 0,02 2,30 0,0001
AMLmds 0,04 0,12 0,79 0,0000
AMLmpn 0,33 3,34 7,72 0,0001
grk 0,00 0,00 0,00 -
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Rycina 38. Odsetek komérek CD34+CD38+CLL-1+ (% total) w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos,
AMLmds, AMLmpn) i grupie kontrolnej
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Whioski: stwierdzono statystycznie istotnie nizszy odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w
grupie kontrolnej w poréwnaniu do pacjentéw z AMLnos (p=0,0001), z AMLmds (p=0,0000),
z AMLmpn (p=0,0001). Pacjenci z AMLmpn charakteryzujg sie wyiszym odsetkiem komérek
CD34+CD38+CLL-1+ (% total) w pordwnaniu do pacjentow z AMLnos (p=0,0424) czy z AMLmds
(p=0,0206).

e Komérki CD34+CD38-CLL-1+, u pacjentéw z AML, w odniesieniu do odsetka blastéw

wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+)

Tabela 52, Rycina 39 przedstawiajg odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw

CD34+) w podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Rycina 52. Odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) w podgrupach grupy badanej AML
(AMLnos, AMLmds, AMLmpn) i grupie kontrolnej

AML CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+)
Q25 Mediana Q75 p

AMLnos 0,03 0,19 2,38 0,0001
AMLmds 0,07 0,52 8,03 0,0000
AMLmpn 2,46 7,78 54,74 0,0001
grk 0,00 0,00 0,00 -
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Rycina 39. Odsetek komérek CD34+CD38+CLL-1+ (% blastéw CD34+) w podgrupach grupy badanej AML
(AMLnos, AMLmds, AMLmpn) i grupie kontrolnej

Wyniki: stwierdzono statystycznie istotnie nizszy odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow
CD34+) u pacjentéw w grupie kontrolnej w poréwnaniu do pacjentéw grup badanych: AMLnos
(p=0,0001), AMLmds (p=0,0000), AMLmpn (p=0,0001). Pacjenci z AMLmpn charakteryzujg sie
wyzszym odsetkiem komorek CD34+CD38+CLL-1+ (% blastoéw CD34+) w poréwnaniu do pacjentéw z

AMLnos (p=0,0284).
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e Warto$¢ S$redniej intensywnosci fluorescencji czasteczki CLL-1 w komodrkach

CD34+CD38-CLL-1+, u pacjentow z AML

Tabela 53, Rycina 40 przedstawiajg wartosci MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 53. Wartosci MFI CLL-1 komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos,
AMLmds, AMLmpn) i w grupie kontrolne;j

AML MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+
Q25 Mediana Q75 p

AMLnos 6,14 10,19 26,82 0,0001
AMLmds 7,67 9,37 20,08 0,0000
AMLmMpn 7,72 10,79 32,06 0,0001
grk 0,00 0,00 0,00 -
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Rycina 40. Wartosci MFI CLL-1 komédrek CD34+CD38-CLL-1+ w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos,
AMLmds, AMLmpn) i w grupie kontrolnej

Wyniki: w grupie kontrolnej stwierdzono statystycznie istotnie nizszg intensywnos¢ fluorescencji
czasteczki CLL-1 komodrek CD34+CD38-CLL-1+ w pordéwnaniu z pacjentami: AMLnos (p=0,0001),
AMLmds (p=0,0000), AMLmpn (p=0,0001).

e Liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego (CD34+CD38-CLL-1+/WBC)

u pacjentéw z AML

Tabela 54, Rycina 41 przedstawiajg liczbe komdrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w podgrupach

grupy badanej i w grupie kontrolne;.
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Tabela 54. Liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos, AMLmds,
AMLmpn) i w grupie kontrolnej

AML CD34+CD38-CLL-1+/WBC
Q25 Mediana Q75 p
AMLnos 2,00 3,34 3759,03 0,0001
AMLmds 7,49 51,27 294,44 0,0000
AMLmMpn 33,40 783,84 4692,62 0,0001
grK 0,00 0,00 0,00 -
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Rycina 41. Liczba CD34+CD38-CLL-14/WBC w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos, AMLmds, AMLmpn)
i w grupie kontrolnej

Whniosek: w grupie kontrolnej stwierdzono statystycznie istotnie nizszy odsetek komorek
CD34+CD38-CLL-1+/WBC w pordéwnaniu z pacjentami z: AMLnos (p=0,0001), AMLmds (p=0,0000),
AMLmpn (p=0,0001).

4.11.1 Ziarnistos$¢ i wielkos¢ komérek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w AML

e Ziarnistos¢ komorek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w AML

Tabela 55, Rycina 42 przedstawiajg ziarnistos¢ komdrek w podgrupach grupy badane;.

Tabela 55. Ziarnisto$¢ komoérek w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos, AMLmds, AMLmpn)

AML Rdznica ziarnistosci komodrek
Q25 Mediana Q75 p
AMLnos 0,05 0,31 0,80 n.s.
AMLmds 0,38 0,48 0,85 n.s.
AMLmpn 0,14 0,50 0,62 n.s.
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Rycina 42. Ziarnistos¢ komodrek w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos, AMLmds, AMLmpn)

Wyniki: miedzy podgrupami pacjentéw z: AMLnos, AMLmds, AMLmpn nie wykazano statystycznie

istotnych réznic w zakresie ziarnistosci komérek.

e Wielkos¢ komoérek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w AML

Tabela 56, Rycina 43 przedstawiajg wielkos¢ komérek w podgrupach grupy badane;.

Tabela 56. Wielko$¢ komodrek w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos, AMLmds, AMLmpn)

AML Réznica wielkosci komorek
Q25 Mediana Q75 p
AMLnos -0,27 0,14 0,21 n.s.
AMLmds 0,03 0,15 0,39 n.s.
AMLmpn 0,10 0,19 0,27 n.s.
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Rycina 43. Wielko$¢ komérek w podgrupach grupy badanej AML (AMLnos, AMLmds, AMLmpn)

Wyniki: miedzy podgrupami pacjentéw z: AMLnos, AMLmds, AMLmpn nie wykazano statystycznie

istotnych réznic w zakresie wielkosci komoérek.
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4.11.2 Komorki CD34+CD38-CLL-1+ w AML a rokowanie

e Komorki CD34+CD38-CLL-1+ w populacji wszystkich komarek szpiku kostnego (%

total) w AML, a rokowanie

Tabela 57, Rycina 44 przedstawiajg odsetek komorek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w trzech

grupach rokowniczych pacjentéw z AML.

Tabela 57. Odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w AML w trzech grupach rokowniczych

AML - Rokowanie

CD34+CD38-CLL-1+ (% total)

Q25 Mediana Q75 p
Korzystne 0,00 0,02 0,04 n.s.
Posrednie 0,04 0,20 3,34 n.s.
Niekorzystne 0,01 0,27 1,15 n.s.
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Rycina 44. Odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w AML w trzech grupach rokowniczych

Whiosek: stwierdzono ze, odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) nie ma zwigzku z

rokowaniem pacjentéw z AML.

e Komérki CD34+CD38-CLL-1+ w populacji blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+

(% blastéw CD34+) w AML, a rokowanie

Tabela 58, Rycina 45 przedstawiajg odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+)

w trzech grupach rokowniczych grupy badanej pacjentéw z AML.

Tabela 58. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) w AML w trzech grupach

rokowniczych

AML - Rokowanie

CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+)

Q25 Mediana Q75 p

Korzystne 0,00 0,54 1,08 n.s.
Posrednie 0,24 0,76 12,50 n.s.
Niekorzystne 0,04 1,70 6,71 n.s.
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Rycina 45. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) w AML w trzech grupach rokowniczych

Whiosek: miedzy podgrupami grupy badanej pacjentéw z AML: AMLk, AMLp, AMLnk nie wykazano
statystycznie istotnych rdznic. Stwierdzono ze, odsetek komodrek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow
CD34+) u pacjentéw z AML nie ma zwigzku z rokowaniem. Zaobserwowano tendencje wzrostowg
tj. odnotowano wzrost liczby komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) wraz z pogorszeniem

rokowania.

e Wartos$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji czasteczki CLL-1 w komdrkach

CD34+CD38-CLL-1+ u pacjentow z AML, a rokowanie

Tabela 59, Rycina 46 przedstawiajg warto$ci MFI czgsteczki CLL-1 w komdrkach CD34+CD38-

CLL-1+ w trzech grupach rokowniczych grupy badanej pacjentéw z AML

Tabela 59. Wartosci MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+ w AML w trzech grupach rokowniczych

AML - Rokowanie MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+

Q25 Mediana Q75 p

Korzystne 0,00 5,75 11,50 n.s.

Posrednie 8,60 13,98 26,82 n.s.

Niekorzystne 6,23 8,45 25,40 n.s.
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Rycina 46. Wartosci MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w AML w trzech grupach rokowniczych
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Whiosek: miedzy podgrupami grupy badanej pacjentéw z AML: AMLk, AMLp, AMLnk nie wykazano
statystycznie istotnych rdznic. Stwierdzono ze, wartos¢ MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ nie

wykazuje zwigzku z rokowaniem u pacjentéw AML.

e Liczba komédrek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego (CD34+CD38-CLL-

1+/WBC) u pacjentéw z AML, a rokowanie

Tabela 60, Rycina 47 przedstawiajg liczbe komoérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w trzech

grupach rokowniczych grupy badanej pacjentéw z AML.

Tabela 60. Liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w AML w trzech grupach rokowniczych

AML - Rokowanie CD34+CD38-CLL-1+/WBC
Q25 Mediana Q75 p
Korzystne 0,00 33,84 67,68 n.s.
Posrednie 7,95 351,06 3759,03 n.s.
Niekorzystne 2,55 31,90 180,47 n.s.
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Rycina 47. Liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w AML w trzech grupach rokowniczych

Whiosek: miedzy podgrupami grup badanych pacjentéw z AML: AMLk, AMLp, AMLnk nie wykazano
statystycznie istotnych réznic. Stwierdzono ze, liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC nie wykazuje

zwigzku z rokowaniem pacjentow AML.

4.12 Identyfikacja komérek CD34+CD38-CLL-1+ u pacjentow z MDS

e Komoérki CD34+CD38-CLL-1+, u pacjentow z MDS, w odniesieniu do catej

populacji komérek szpiku kostnego (% total)

Tabela 61, Rycina 48 przedstawiajg odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.
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Tabela 61. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS,
MDSu) i w grupie kontrolnej

MDS CD34+CD38-CLL-1+ (% total)
Q25 Mediana Q75 p
MDS-EB1 0,00 0,00 0,01 0,0009
MDS-EB2 0,00 0,01 0,19 0,0001
MDS-RS 0,00 0,00 0,02 0,0004
MDSu 0,00 0,00 0,00 0,0374
grk 0,00 0,00 0,00 -
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Rycina 48. Odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS,
MDSu) i w grupie kontrolnej

Wyniki: grupa kontrolna charakteryzuje sie istotnie nizszym odsetkiem komérek CD34+CD38-CLL-1+
(% total) w poréwnaniu do pacjentéw grup badanych z: MDS-EB1 (p=0,0009), MDS-EB2 (p=0,0001),
MDS-RS (p=0,0004) oraz MDSu (p=0,0374).

e Komdrki CD34+CD38-CLL-1+, u pacjentéw z MDS, w odniesieniu do odsetka

blastow wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+)

Tabela 62, Rycina 49 przedstawiajg wartosci CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 62. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-
EB2, MDS-RS, MDSu) i grupie kontrolnej

MDS CD34+CD38-CLL+ (% blastow CD34+)
Q25 Mediana Q75 p
MDS-EB1 0,06 0,21 0,39 0,0009
MDS-EB2 0,12 0,37 1,04 0,0001
MDS-RS 0,02 0,12 0,49 0,0004
MDSu 0,00 0,00 0,19 0,0374
grk 0,00 0,00 0,00 -
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Rycina 49. Odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2,
MDS-RS, MDSu) i grupie kontrolnej

Wyniki: grupa kontrolna charakteryzuje sie istotnie nizszym odsetkiem komérek CD34+CD38-CLL-1+

w populacji blastow CD34+ w poréwnaniu do pacjentéw z grup badanych: MDS-EB1 (p=0,0009),
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MDS-EB2 (p=0,0001), MDS-RS (p=0,0004) oraz MDSu (p=0,0374).

e Warto$¢ S$redniej intensywnosci fluorescencji czasteczki CLL-1 w komdrkach

CD34+CD38-CLL-1+, u pacjentéow z MDS

Tabela 63, Rycina 50 przedstawiajg wartosci MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w

podgrupach grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 63. Wartosci MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+ w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-

RS, MDSu) i grupie kontrolnej

grk

MDS MFI CLL komérek CD34+CD38-CLL-1+
Q25 Mediana Q75 p
MDS-EB1 4,58 11,00 18,10 0,0009
MDS-EB2 11,58 14,14 18,06 0,0001
MDS-RS 3,93 12,41 16,08 0,0004
MDSu 0,00 0,00 13,71 0,0374
grk 0,00 0,00 0,00 -
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Rycina 50. Wartosci MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS,

MDSu) i grupie kontrolnej
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Wyniki: w grupie kontrolnej stwierdzono statystycznie istotnie nizszg wartos¢ MFI CLL-1 komdrek

CD34+CD38-CLL-1+ w pordwnaniu z pacjentami z grup badanych z: MDS-EB1 (p=0,0009), MDS-EB2

(p=0,0001), MDS-RS (p=0,0004), MDSu (p=0,0374).

e Liczba komédrek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 puL szpiku kostnego (CD34+CD38-CLL-

1+/WBC), u pacjentéw z MDS

Tabela 64, Rycina 51 przedstawiajq liczbe komoérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w podgrupach

grupy badanej i w grupie kontrolnej.

Tabela 64. Liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS,
MDSu) i grupie kontrolnej

MDS CD34+CD38-CLL-1+/WBC
Q25 Mediana Q75 p
MDS-EB1 0,03 0,89 3,71 0,0009
MDS-EB2 1,02 4,84 187,54 0,0001
MDS-RS 0,09 1,06 3,88 0,0004
MDSu 0,00 0,00 0,30 0,0374
grk 0,00 0,00 0,00 -
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Rycina 51. Liczba komérek CD34+CD38-CLL+/WBC w podgrupach MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS, MDSu)

i grupie kontrolnej

Whiosek: grupa kontrolna charakteryzuje sie istotnie nizszg liczbg komdérek CD34+CD38-CLL-1+ w

porownaniu do pacjentéow grupy badanej z MDS-EB1 (p=0,0009), z MDS-EB2 (p=0,0001), z MDS-RS

(p=0,0004) oraz MDSu (p=0,0374). Wsrdd pacjentéw MDS-EB2 stwierdzono istotnie wyzszg liczbe

komodrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC niz u MDSu (p=0,0245).
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4.12.1 Ziarnistos¢ i wielkosci komorek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w MDS

e Ziarnistos¢ komorek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w MDS

Tabela 65, Rycina 52 przedstawiajg ziarnisto$¢ komorek w podgrupach grupy badanej z MDS.

Tabela 65. Ziarnistos¢ komoérek w podgrupach grupy badanej MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS, MDSu)

MDS Réznica ziarnistosci komorek
Q25 Mediana Q75 p
MDS-EB1 -1,83 -0,66 0,13 n.s.
MDS-EB2 0,05 0,26 0,57 p=0,0254
MDS-RS -0,63 0,08 0,15 p=0,0412
MDSu -2,02 -1,60 -0,07 n.s.
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Rycina 52. Ziarnisto$¢ komoérek w podgrupach grupy badanej MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS, MDSu)

Wyniki: wykazano statystycznie istotng rdznice co do ziarnisto$ci komérek. Pacjenci z MDSu wykazujg
istotnie nizsza ziarnisto$¢ komdrek w poréwnaniu z pacjentami z MDS-EB2 (p=0,0254) czy MDS-RS

(p=0,0412).

e Wielkos¢ komérek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w MDS

Tabela 66, Rycina 53 przedstawiajg wielkos¢ komdérek w podgrupach grupy badanej.

Tabela 66. Wielko$¢ komorek w podgrupach grupy badanej MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS, MDSu)

MDS Roznica wielkosci komédrek
Q25 Mediana Q75 p
MDS-EB1 -1,02 -0,63 -0,08 n.s.
MDS-EB2 -0,21 -0,01 0,00 n.s.
MDS-RS -0,72 -0,23 -0,06 n.s
MDSu -1,27 -1,22 -0,21 n.s
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Rycina 53. Wielko$¢ komérek w podgrupach grupy badanej MDS (MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS, MDSu)

Wyniki: miedzy podgrupami pacjentéw z: MDS-EB1, MDS-EB2, MDS-RS, MDSu nie wykazano

statystycznie istotnych réznic w zakresie wielkos$ci komérek.

4.12.2 Komorki CD34+CD38-CLL-1+ w MDS a rokowanie

e Komorki CD34+CD38-CLL-1+ w populacji wszystkich komaérek szpiku kostnego (%

total) w MDS, a rokowanie

Tabela 67, Rycina 54 przedstawiajg odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total), w trzech

grupach rokowniczych grupy badanej pacjentéw z MDS.

Tabela 67. Odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w MDS w trzech grupach rokowniczych

MDS - Rokowanie CD34+CD38-CLL-1+ (% total)
Q25 Mediana Q75 p
Niskie 0,00 0,00 0,00 n.s.
Posrednie 1 0,00 0,00 0,01 n.s.
Posrednie 2 0,00 0,01 0,02 n.s.
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Rycina 54. Odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w MDS w trzech grupach rokowniczych

Wynik: miedzy podgrupami pacjentéw z: MDSn, MDSpl, MDSp2 nie wykazano statystycznie
istotnych rdznic. Stwierdzono, ze odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) nie ma zwigzku z

rokowaniem pacjentéw MDS.
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e Komérki CD34+CD38-CLL-1+ w populacji blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+
(% blastéow CD34+) w MDS, a rokowanie

Tabela 68, Rycina 55 przedstawiajg odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+)

w trzech grupach rokowniczych grupy badanej pacjentéw z MDS.

Tabela 68. Odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) w MDS w trzech grupach
rokowniczych

MDS - Rokowanie CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+)
Q25 Mediana Q75 p
Niskie 0,00 0,04 0,20 n.s.
Posrednie 1 0,08 0,21 0,39 n.s.
Posrednie 2 0,07 0,30 0,69 n.s.
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Rycina 55. Odsetek komorek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) w MDS w trzech grupach rokowniczych

Wynik: miedzy podgrupami grupy badanej MDS: MDSn, MDSp1, MDSp2 nie wykazano statystycznie
istotnych rdéznic. Zauwazono tendencje wzrostows tj. odnotowano wzrost odsetka komérek o profilu

CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) wraz z pogorszeniem rokowania.

e Warto$¢ sredniej intensywnosci fluorescencji czasteczki CLL-1 w przedziale

CD34+CD38-CLL-1+ w MDS, a rokowanie

Tabela 69, Rycina 56 przedstawiajg warto$¢ MFI komdrek CLL-1+ w przedziale CD34+CD38-
CLL-1+, w podgrupach grupy badanej pacjentéw z MDS.

Tabela 69. Warto$ci MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w MDS w trzech grupach rokowniczych

MDS - Rokowanie MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+
Q25 Mediana Q75 p
Niskie 0,00 9,28 16,51 n.s.
Posrednie 1 11,00 14,20 19,45 n.s.
Posrednie 2 7,85 11,58 15,65 n.s.
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Rycina 56. Wartosci MFI CLL-1 komorek CD34+CD38-CLL-1+ w MDS w trzech grupach rokowniczych

Wynik: miedzy podgrupami grupy badanej pacjentéw z MDS: MDSn, MDSp1, MDSp2 nie wykazano
statystycznie istotnych rdznic. Stwierdzono ze, wartos¢ MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ nie

wykazuje zwigzku z rokowaniem u pacjentéw z MDS.

e Liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego (CD34+CD38-CLL-

1+/WBC) u pacjentéw z MDS, a rokowanie

Tabela 70, Rycina 57 przedstawiajg liczbe komoérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w trzech

grupach rokowniczych grupy badanej pacjentéw z MDS.

Tabela 70. Liczba komdérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w MDS w trzech grupach rokowniczych

MDS - Rokowanie CD34+CD38-CLL-1+/WBC
Q25 Mediana Q75 p
Niskie 0,00 0,17 1,68 n.s.
Posrednie 1 0,25 1,08 3,71 n.s.
Posrednie 2 0,60 3,18 7,77 n.s.
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Rycina 57. Liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w MDS w trzech grupach rokowniczych

Wynik: miedzy podgrupami MDSn, MDSp1, MDSp2 nie wykazano statystycznie istotnych rdznic.

Stwierdzono ze, liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC nie ma wptywu na rokowanie pacjentow
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MDS. Zaobserwowano tendencje wzrostowg tj. odnotowano wzrost liczby komodrek o profilu

CD34+CD38-CLL-1+/WBC wraz z pogorszeniem rokowania.

4.13 Korelacja analizowanych parametrow u pacjentow ktorzy osiagneli catkowitg remisje
AML-CR

4.13.1 Obecnos¢ komoérek LSC o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+, w podgrupie AML-CR

W celu obliczenia odsetka komdrek LSC u pacjentéw z AML, ktérzy osiggneli catkowita
remisje, a posiadali pozytywny status komérek LSC na poczatku leczenia, obliczono wspdtczynnik

korelacji rang Spearmana. Tabela 71 przedstawia uzyskane w badaniu wyniki.

Tabela 71. Obecnos¢ komérek LSC u pacjentéw z AML-CR w trakcie kolejnych badan kontrolnych

LSC-negatywne LSC-pozytywne Razem
Liczba badan 0 0,00% 5 100,00% 5
1 badanie 0 0,00% 5 100,00% 5
2 badanie 1 33,33% 2 66,67% 3
3 badanie 1 100,00% 0 0,00% 1
Razem 2 12 14
R rang Spearman -0,59 t=-2,506 p=0,0276

Whiosek: wspotczynnik korelacji rang Spearmana wynidst -0,59, co oznacza ze odsetek komérek LSC

istotnie statystycznie obnizat sie (p = 0,0276) w trakcie kolejnych badan szpiku kostnego. Pacjenci z

AML-CR w ostatnim badaniu kontrolnym szpiku kostnego nie wykazywali obecnosci komérek LSC.

4.13.2 Blasty CD34+, w odniesieniu do catej populacji komoérek szpiku kostnego (% total), w

podgrupie AML-CR

W celu sprawdzenia odsetka blastéw CD34+ (% total) w trakcie kolejnych badan kontrolnych

szpiku kostnego u pacjentéw z AML-CR, obliczono wspéfczynnik korelacji rang Spearmana. Tabela 72.

Rycina 58 przedstawiajg uzyskane w badaniu wyniki.

Tabela 72. Odsetek blastéw CD34+ (% total) u pacjentéw z AML-CR w trakcie kolejnych badan kontrolnych

Nr bad CD34+ (% total) Rang Spearman
N Q25 Mediana Q75 R p
Liczba badan 5 19,14 26,68 27,89
1 badanie 5 1,20 1,63 2,22 -0,86 0,0001
2 badanie 3 0,41 0,71 2,40
3 badanie 1 0,28 0,28 0,28
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Rycina 58. Odsetek blastéw CD34+ (% total) u pacjentow AML-CR w trakcie kolejnych badan kontrolnych

Whiosek: wspodtczynnik korelacji rang Spearmana wynidst -0,86, co oznacza, ze odsetek komédrek

CD34+ (% total) istotnie statystycznie obnizat sie (p = 0,0001) w trakcie kolejnych badan szpiku

kostnego. Pacjenci, ktdrzy osiggneli catkowitg remisje wykazali nizszy poziom komérek CD34+ niz na

poczatku leczenia.

4.13.3 Komorki niszy szpikowej CD34+CD38- w podgrupie AML-CR

o Komdrki niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do catej populacji komérek

szpiku kostnego (% total), w podgrupie AML-CR

W celu oceny réznic odsetka komérek niszy szpikowej CD34+CD38- (% total) w trakcie kolejnych

badan kontrolnych u pacjentéw z AML-CR obliczono wspdtczynnik korelacji rang Spearmana. Tabela

73, Rycina 59 przedstawiajg uzyskane w badaniu wyniki.

Tabela 73. Odsetek komoérek CD34+CD38- (% total) pacjentdow AML-CR w trakcie kolejnych badan
kontrolnych

Nr bad CD34+ (% total) Rang Spearman
N Q25 Mediana Q75 R p
Liczba badan 5 3,35 7,19 8,40
1 badanie 5 0,11 0,19 0,29| -0,83 0,0003
2 badanie 3 0,01 0,05 0,53
3 badanie 1 0,01 0,01 0,01
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Rycina 59. Odsetek komdrek CD34+CD38- (% total) pacjentow AML-CR w trakcie kolejnych badan kontrolnych

Whiosek: Wspotczynnik korelacji rang Spearmana wyniést -0,83, co oznacza, ze odsetek komdrek

CD34+CD38- (% total) istotnie statystycznie obnizat sie (p = 0,0003) w trakcie kolejnych badan.

Pacjenci, ktorzy osiggneli catkowitg remisje wykazali nizszy odsetek komdrek CD34+CD38- (% total)

niz na poczatku leczenia.

e Komorki niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do odsetka blastow

wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), w podgrupie AML-CR

W celu sprawdzenia odsetka komodrek niszy szpikowej CD34+CD38- (% blastéw CD34+) w trakcie

kolejnych badan kontrolnych szpiku kostnego wsréd pacjentéw AML-CR obliczono wspétczynnik

korelacji rang Spearmana. Tabela 74 przedstawia uzyskane w badaniu wyniki.

Tabela 74. Odsetek komérek CD34+CD38- (% blastéow CD34+) pacjentéw AML-CR w trakcie kolejnych badan

Nr bad CD34+CD38- (% blastéw CD34+) Rang Spearm
N Q25 Mediana Q75 R p
Liczba badarh | 5 13,85 26,94 32,84
1 badanie 5 11,38 13,03 18,35 -0,48 0,0800
2 badanie 3 2,47 6,52 22,06
3 badanie 1 3,75 3,75 3,75

Whiosek: wspodfczynnik korelacji rang Spearmana wynést -0,48, co oznacza, ze odsetek komdrek

CD34+CD38- (% blastow CD34+) obnizat sie w trakcie kolejnych badan kontrolnych. Nie uzyskano

istotnosci statystycznej (p = 0,0800) jednak wykazano jako trend malejacy.
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4.13.4 Komorki CD34+CD38-CLL-1+ w podgrupie AML-CR

e Odsetek komorek CD34+CD38-CLL-1+, w odniesieniu do catej populacji komoérek

szpiku kostnego (% total), w podgrupie AML-CR

W celu oceny odsetka komoérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) w trakcie kolejnych badan

kontrolnych u pacjentéw z AML-CR obliczono wspétczynnik korelacji rang Spearmana. Tabela 75,

Rycina 60 przedstawiajg uzyskane w badaniu wyniki.

Tabela 75. Odsetek komodrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) pacjentéw AML-CR w trakcie badan kontrolnych

Nr bad CD34+CD38-CLL-1+ (% total) Rang Spearm
N Q25 Mediana Q75 R p
Liczba =5 1,51 1,67 6,73
badan
1 badanie | 5 0,00 0,00 0,01 -0,66 0,0105
2 badanie | 3 0,00 0,00 0,39
3 badanie 0,00 0,00 0,00
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Rycina 60. Odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) pacjentéw AML-CR w trakcie badan kontrolnych

Whiosek: wspodtczynnik korelacji rang Spearmana wynidst -0,66 co oznacza, ze odsetek komodrek

CD34+CD38-CLL-1+ (% total) istotnie obnizat sie (p = 0,0105) w trakcie kolejnych badan kontrolnych.

Pacjenci, ktdrzy osiagneli catkowita remisje nie wykazywali obecnosci komérek CD34+CD38-CLL-1+

(% total).
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e Komérki CD34+CD38-CLL-1+, w odniesieniu do odsetka blastéw wykazujacych

ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), w podgrupie AML-CR

W celu oceny odsetka komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) w trakcie kolejnych badan

kontrolnych u pacjentéw z AML-CR obliczono wspdtczynnik korelacji rang Spearmana. Tabela 76,

Rycina 61 przedstawiajg uzyskane w badaniu wyniki.

Tabela 76. Odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) pacjentéow AML-CR w trakcie kolejnych

badan kontrolnych

Nr bad CD34+CD38-CLL+ (% blastéow CD34+) Rang Spearm
N Q25 Mediana Q75 R p
Liczba badan | 5 5,40 12,50 16,39
1 badanie 5 0,06 0,08 2,30 -0,49 0,0732
2 badanie 3 0,00 0,33 16,03
3 badanie 1 0,00 0,00 0,00
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Rycina 61. Odsetek komorek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) pacjentéw AML-CR w trakcie kolejnych

badan kontrolnych

Whiosek: wspoétczynnik korelacji rang Spearmana wynidst -0,48 co oznacza, ze odsetek komodrek

CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) obnizat sie w czasie kolejnych badan kontrolnych szpiku

kostnego. Nie uzyskano istotnosci statystycznej (p = 0,0732) jednak zmiany te stanowig trend

malejacy.
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e Wartosc¢ sredniej intensywnosci fluorescencji czgsteczki CLL-1 w komérkach

CD34+CD38-CLL-1+, w podgrupie AML-CR

W celu sprawdzenia poziomu MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+ w trakcie kolejnych

badan kontrolnych u pacjentéw z AML-CR, obliczono wspdtczynnik korelacji rang Spearmana. Tabela

77, Rycina 62 przedstawiajg uzyskane w badaniu wyniki.

Tabela 77. Wartosci MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ pacjentow AML-CR w trakcie kolejnych badan

kontrolnych

Nr bad MFI CLL-1 komérek CD34+CD38-CLL-1+ Rang Spearm
N Q25 Mediana Q75 R p
Liczba - 5 20,73 35,21 36,41
badan
1 badanie | 5 15,74 21,73 22,99 -0,72 0,0034
2 badanie | 3 0,00 11,37 19,89
3 badanie | 1 0,00 0,00 0,00
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Rycina 62. Wartosci MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ pacjentow AML-CR w trakcie kolejnych badan
kontrolnych

Whiosek: wspodtczynnik korelacji rang Spearmana wynidst -0,72 co oznacza, ze intensywnosc
fluorescencji czasteczki CLL-1 w komdrkach CD34+CD38-CLL-1+ istotnie statystycznie obnizat sie

(p = 0,0034) w trakcie kolejnych badan kontrolnych.
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e Liczba komérek z ekspresja CD34+CD38-CLL-1+ w 1 plL szpiku kostnego

(CD34+CD38-CLL-1+/WBC), w podgrupie AML-CR

W celu oceny jak ksztattowata sie liczba komodrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC w trakcie

kolejnych badan kontrolnych u pacjentéw z AML-CR obliczono wspdtczynnik korelacji rang

Spearmana. Tabela 78, Rycina 63 przedstawiajg uzyskane w badaniu wyniki.

Tabela 78. Liczba komoérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC pacjentéw z AML-CR w trakcie kolejnych badan

kontrolnych

Nr bad CD34+CD38-CLL-1+/WBC Rang Spearm
N Q25 Mediana Q75 R p
Liczba ) 30 1174 3775
badan
1 badanie 5 0 1 1 -0,74 0,0023
2 badanie | 3 0 0 27
3 badanie 1 0 0 0
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Rycina 63. Liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+/WBC pacjentéw z AML-CR w trakcie kolejnych badan

kontrolnych

Whiosek: wspdtczynnik korelacji rang Spearmana wyndst -0,74, co oznacza, ze liczba komaérek

CD34+CD38-CLL-1+/WBC istotnie statystycznie obnizata sie (p = 0,0023) w trakcie kolejnych badan

kontrolnych. Pacjenci, ktorzy osiggneli catkowitg remisje nie wykazywali obecnosci komorek

CD34+CD38-CLL-1+/WBC.
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4.13.5 Poréwnanie ziarnistosci i wielkosci komérek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-
1-, w podrupie AML-CR

e Ziarnistos¢ komérek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w AML-
CR

W celu oceny rdéznic w ziarnistosci komorek u pacjentéw z AML-CR, w trakcie kolejnych badan,
obliczono wspdtczynnik korelacji rang Spearmana. Tabela 79, Rycina 64 przedstawiajg uzyskane w

badaniu wyniki.

Tabela 79. Ziarnistos¢ komadrek u pacjentow AML-CR w trakcie kolejnych badan kontrolnych

Nr bad Réinice ziarnistosci komoérek Rang Spearm
N Q25 Mediana Q75 R p
T
iczba - g 0,26 0,27 0,40
badan
1 badanie | 5 -0,09 0,27 0,50 -0,65 0,0119
2 badanie | 3 -1,88 -0,31 0,10
3 badanie | 1 -1,72 -1,72 -1,72
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Rycina 64. Ziarnistos¢ komérek u pacjentow z AML-CR w trakcie kolejnych badan kontrolnych

Whiosek: wspdtczynnik korelacji rang Spearmana wyndst -0,65 co oznacza, ze komérki stawaty sie

mniej ziarniste w trakcie kolejnych badan kontrolnych szpiku kostnego (p = 0,0119).
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e Wielko$¢ komérek CD34+CD38-CLL-1+ wzgledem CD34+CD38-CLL-1-, w AML-CR

W celu oceny rdznicy wielkosci komérek u pacjentéw z AML-CR, w trakcie kolejnych badan

kontrolnych, obliczono wspétczynnik korelacji rang Spearmana. Tabela 80, Rycina 65 przedstawiajg

uzyskane w badaniu wyniki.

Tabela 80. Wielko$¢ komodrek u pacjentéw AML-CR w trakcie kolejnych badan kontrolnych

Nr bad

Rézinica

wielkosci komérek

Rang

Spearm

2

Q25

Mediana

Q75

R

Liczba
badan

1 badanie

2 badanie

3 badanie

= w u un

0,07

-0,01
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-0,94
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Rycina 65. Wielko$¢ komérek u pacjentow z AML-CR w trakcie kolejnych badan kontrolnych

Whiosek: wspodfczynnik korelacji rang Spearmana wynidst -0,79, co oznacza ze komérki stawaty sie

mniejsze w trakcie kolejnych badan kontrolnych szpiku kostnego (p = 0,0008).
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4.14 Korelacja parametrow cytometrycznych w diagnostyce prezentowanych przypadkéw

4.14.1 PRZYPADEK 1

W celu prezentacji praktycznego wykorzystania poszczegdlnych parametrow cytometrycznych do
oceny nawrotu choroby postuzyt przypadek z grupy badanej 71 letniego pacjenta z rozpoznang AML
z nieprawidtowosciami cytogenetycznymi AML t(8,21) (g21;922,1), o niekorzystnym rokowaniu.
Dysponowano szescioma probkami szpiku kostnego pobranymi w okresie od kwietnia 2018 r. do
stycznia 2019 r. w Klinice Hematologii Dorostych z Oddziatem Transplantacji Szpiku PUM w
Szczecinie, celem monitorowania rozwoju choroby. Wszystkie proby szpiku kostnego przebadano w
Zaktadzie Patomorfologii SPSK1 pod katem obecnosci komérek ztosliwych CD34+CD38-CLL-1+.
Na Rycinach od 66 do 72 przedstawiono poziom ekspresji analizowanych parametréow. 0$ X
przedstawia analizowany parametr, o$ Y czas w ktéorym wykonano badanie szpiku kostnego. Pierwsze
badanie szpiku kostnego, w ktérym rozpoznano AMLg uznano za punkt zero, kazdy kolejny punkt
oznacza liczbe dni, do kolejnego badania. Na Rycinach tj. 66, 67, 70 naniesiono czerwong linieg,

odcinajacy odsetek blastéw ponizej 5%, co oznacza remisje morfologiczna.

CD34+ (% total)

5%

5 r \/(

0
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Rycina 66. Odsetek blastow CD34+ (% total) u pacjenta z AML w trakcie kolejnych badan

Whiosek: odsetek blastéow CD34+, w odniesieniu do catej populacji komérek szpiku kostnego, w
pierwszym badaniu wskazat na rozpoznanie AML (odsetek blastow powyzej 20%). Drugie i trzecie
badanie sugeruje remisje morfologiczng (odsetek blastéw ponizej 5%). Pozostate badania wskazaty

wysokie wartoSci CD34+ (% total) oznaczajgce wznowe AML.
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Rycina 67. Odsetek komarek niszy szpikowej CD34+CD38- (% total) u pacjenta z AML w trakcie kolejnych badan

Whiosek: odsetek komadrek niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do catej populacji komérek
szpiku kostnego, w pierwszym badaniu pozwolit rozpozna¢ AML (odsetek blastéw powyzej 20%).
Drugie i trzecie badanie sugeruje remisje morfoloficzng (odsetek blastow ponizej 5%), pozostate

badania wskazaty wysokie wartosci CD34+CD38- (% total) oznaczajagce wznowe choroby.
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Rycina 68. Poziom ekspresji komdrek niszy szpikowej CD34+CD38- (% blastéw CD34+) u pacjenta z AML w
trakcie kolejnych badan

Whiosek: podczas rozpoznania AMLg (w pierwszym badaniu) odnotowano wysoki odsetek komérek
niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+. W drugim
badaniu (uznanym za morfologiczng remisje) nastgpit znaczny spadek odsetka analizowanych
komoérek. Kolejne badania szpiku kostnego sugerujg wzrost odsetka analizowanych komodrek,

powyzej poziomu z rozpoznania, co sugeruje wznowe AML.
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Rycina 69. Poziom ekspresji komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+) u pacjenta z AML w trakcie
kolejnych badan

Whiosek: odsetek komérek CD34+CD38-CLL-1+, w odniesieniu do blastéw wykazujgcych ekspresje
CD34+, w momencie rozpoznania AML wyndst ~5%. Podczas drugiego badania (uznanym za
morfologiczng remisje), odnotowano dwukrotnie nizszy odsetek analizowanych komérek. W trzecim,
czwartym i pigtym badaniu odnotowano dwukrotnie wyzszy poziom komdrek CD34+CD38-CLL-1+

(% blastow CD34+) niz w momencie rozpoznania, co sugeruje wznowe AML.
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Rycina 70. Poziom ekspresji komdrek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) u pacjenta z AML w trakcie kolejnych badan

Whiosek: wszystkie badania szpiku kostnego tego pacjenta potwierdzity obecnos¢ komodrek
CD34+CD38-CLL-1+ (% total), ktorych odsetek znajdowat sie ponizej 5%, co wskazuje na ich niska

wartos¢ diagnostyczng w ocenie remisji przy progu odciecia blastéw wynoszacym 5%.
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Rycina 71. Poziom ekspresji komérek CD34+CD38-CLL-1+/WBC u pacjenta z AML w trakcie kolejnych badan

Whiosek: liczcba komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego, wyrazona jako parametr
CD34+CD38-CLL-1+/WBC, w pierwszym badaniu wynosita ~30 komédrek/1 pL. W drugim badaniu
(uznanym za remisje morfologiczng) spadta do poziomu 1 komérki/1 pL. Trzecie badanie (réwniez
uznane za remisje morfologiczng) wskazato ponowny wzrost liczby analizowanych komérek do
poziomu zblizonego rozpoznaniu ~28 komoérek/ 1uL, co sugerowato wznowe AML. Kazde kolejne

badanie wskazato wysokie wartosci analizowanego parametru, tym samym brak remisji.

140
120
100

80 r

40 |

20 t \ \/\/,—

0 48 84 148 220 275

MFI CLL-1 komdek
CD34+CD38-CLL-1+

e |.SC CD34+CD38- CD34+CD38+

Rycina 72. Poziom MFI CLL-1 komorek CD34+CD38-CLL-1+ u pacjenta z AML w trakcie kolejnych badan

Whiosek: wartosci MFI CLL-1 komdrek CD34+CD38-CLL-1+ sg na podobnym poziomie intensywnosci

jak komaorki CD34+CD38+, co sugeruje stabilnos¢ antygenu CLL-1 na kazdym etapie badania.
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e Omodwienie przypadku 1

Pacjent z AMLg, po chemioterapii osiggnat morfologiczng remisje z odsetkiem blastéow
CD34+, w odniesieniu do catej populacji komoérek szpiku kostnego (% total) ponizej progu 5%,
w drugim i trzecim badaniu. W kazdym kolejnym badaniu szpiku kostnego odsetek komdrek CD34+
(% total) przekroczyt prég 5%, co swiadczyto o wznowie choroby. Odsetek komadrek niszy szpikowej
CD34+CD38- (% total) byt réownolegly do populacji CD34+ (% total) we wszystkich dostepnych
badaniach szpiku kostnego.

W badaniu wtasnym skupiono szczegdlng uwage na drugim i trzecim badaniu szpiku
kostnego, w ktérym rozpoznano remisje morfologiczng. W momencie trzeciego badania oznaczono
rowniez molekularnie MRD na poziomie 0,01% co potwierdzito catkowitg remisje, mimo to,
po okresie miesigca nastgpita wznowa choroby.

W trzecim badaniu kontrolnym odsetek komérek niszy szpikowej o immunofenotypie
CD34+CD38-, w odniesieniu do odsetka blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blastéw CD34+)
wzrést czterokrotnie wzgledem badania drugiego i osiggnat poziom zblizony do rozpoznania AMLg
€O oznacza, ze znacznie wzrost poziom komérek niszy szpikowe]. Podobnie, odsetek komdrek LSC
okreslony jako CD34+CD38-CLL-1+ (% blastéw CD34+) w trzecim badaniu wzrést zauwazalnie w
poréwnaniu do odsetka tych komérek w momencie rozpoznania. Pozwala to zaobserwowac wzrost
odsetka komérek nowotworowych CD34+CD38-CLL-1+ w badaniu trzecim — uznanym w badaniu
molekularnym za catkowita remisje.

Komodrki LSC stanowig znikoma populacje w badaniach MRD, interpretacja populacji
CD34+CD38-CLL-1+, w odniesieniu do catej populacji komodrek szpiku kostnego (% total) biorac pod
uwage prog 5% (morfologicznej remisji) jest utrudniona. W trzecim badaniu szpiku kostnego odsetek
komérek CD34+CD38-CLL-1+ (% total) nie przekroczyt progu morfologicznej remisji, zatem nie
wskazat jednoznacznie na wznowe.

Dopiero poziom LSC wyrazony jako liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 plL szpiku
kostnego przy przyjetym progu odciecia 0,03% ukazuje, iz w trzecim pobraniu szpiku kostnego
(uznawanym za remisje) liczba komérek LSC osiggneta poziom sprzed rozpoznania. Oznacza to,
ze liczba komérek ztosliwych wzrosta do momentu rozpoznania AML, co wskazuje na zte rokowanie
choroby mimo braku objawéw morfologicznych. W kolejnych badaniach (badanie 4, 5, 6) nie udato
sie wyeliminowa¢ ztosliwych komérek, LSC byty nadal obecne.

Srednia intensywno$¢ fluorescencji czasteczki CLL-1 komérek LSC, we wszystkich badaniach
szpiku kostnego byta podobna do MFI czgsteczki CLL-1 komédrek progenitorowych CD34+CD38+
i utrzymywata sie na wzglednie stabilnym poziomie co sugeruje stabilnos$¢ antygenu CLL-1 (85,92,100)

na wszystkich etapach choroby.
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Cytometryczny wzér ekspresji komorek CD34+CD38-CLL-1+ na rdéznych etapach choroby
opisywanego pacjenta AMLg, u ktérego nastgpita remisja choroby, a nastepnie wznowa AMLg,

przedstawiono na Rycinie 73.
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Rycina 73. Wzér ekspresji blastow CD34+ na réznych etapach choroby AML pacjenta ze wznowg. Prawy dolny
kwadrant (kolor czerwony) stanowig komoérki CD34+CD38-CLL-1+. A. Al diagnoza AML, B.B1 remisja
morfologiczna, C. C1 remisja molekularna, D. D1 wznowa AML. Na wszystkich etapach choroby widoczne sg
komorki CD34+CD38-CLL-1+
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4.14.2 PRZYPADEK 2

W celu sprawdzenia jak ksztattujg sie poszczegdlne parametry cytometryczne w trakcie
kolejnych pobran szpiku kostnego u 63 letniego pacjenta z grupy badanej z rozpoznanym MPN, u
ktdrego po okresie dwéch lat, rozwineta sie AML, przeanalizowano dwie probki szpiku kostnego
pobrane w okresie od lipca 2018 r. do wrzesnia 2019 r. w Klinice Hematologii Dorostych z Oddziatem
Transplantacji Szpiku PUM w Szczecinie, celem monitorowania rozwoju choroby. Préby przebadano
pod katem obecnosci komérek ztosliwych CD34+CD38-CLL-1+ w Zaktadzie Patomorfologii SPSK1 PUM
w Szczecinie. Rycina 74 przedstawia uzyskane w badaniu wyniki. O$ X przedstawia analizowany
parametr, o$ Y rok w ktérym wykonano badanie szpiku kostnego. Na wykresach odnoszacych sie do

catosci leukocytéw wartosci ponizej czerwonej linii oznaczajg remisje morfologiczna.
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Rycina 74. Wartosci: CD34+ (% total), CD34+CD38- (% total), CD34+CD38- (% blastow CD34+), CD34+CD38-CLL-
1+ (% total), CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+), CD34+CD38-CLL-1+/WBC u pacjenta z MPN.
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Whiosek:

Odsetek blastéw CD34+ oraz odsetek komoérek niszy szpikowej CD34+CD38-, w stosunku do
wszystkich komorek szpiku kostnego, oraz komoérki niszy szpikowej CD34+CD38-, w stosunku do
komoérek wykazujgcych ekspresje CD34+, wyraznie wzrdst miedzy rozpoznaniem MPN a AML.
Podobnie, odnotowano znaczny wzrost odsetka komodrek ztosliwych CD34+CD38-CLL-1+, w stosunku
do: wszystkich komoérek szpiku kostnego, komodrek wykazujgcych ekspresje CD34+ oraz liczby

komoérek LSC w 1 pL szpiku kostnego, w momencie AML.

Cytometryczny wzér ekspresji komoérek CD34+CD38-CLL-1+ na rdznych etapach choroby pacjenta z

MPN, u ktérego rozwineto sie AML przedstawiono na Rycinie 75.
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Rycina 75. Wzor ekspresji blastow CD34+ na réznych etapach choroby, pacjenta z MPN. Prawy dolny kwadrant
(kolor czerwony) stanowig komérki CD34+CD38-CLL-1+. A. Al rozpoznanie MPN, B.B1 rozpoznanie AML (po
dwach latach).
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4.14.3 PRZYPADEK 3

W celu sprawdzenia jak ksztattujg sie poszczegdlne parametry cytometryczne w trakcie
kolejnych pobran szpiku kostnego u 71 letniego pacjenta z grupy badanej z rozpoznanym MDS-RS,
z progresja do AML, po jedenastu miesigcach przeanalizowano dwie prébki szpiku kostnego
pobranymi w okresie od sierpnia 2018 r. do lipca 2019 r. w Klinice Hematologii Dorostych z
Oddziatem Transplantacji Szpiku PUM w Szczecinie, celem monitorowania rozwoju choroby. Préby
przebadano pod katem obecnosci komadrek ztosliwych CD34+CD38-CLL-1+ w Zaktadzie Patomorfologii
SPSK1 PUM w Szczecinie. Rycina 76 przedstawia uzyskane w badaniu wyniki. O$ X przedstawia
analizowany parametr, oS Y rok, w ktéorym wykonano badanie szpiku kostnego. Na wykresach
odnoszacych sie do catosci leukocytéow (% total) wartosci ponizej czerwonej linii oznaczajg remisje

morfologiczna.
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Rycina 76. Wartosci: CD34+ (% total), CD34+CD38- (% total), CD34+CD38- (% blastow CD34+), CD34+CD38-CLL-
1+ (% total), CD34+CD38-CLL-1+ (% blastow CD34+), CD34+CD38-CLL-1+/WBC u pacjenta z MDS-RS.
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Whiosek:

Odsetek blastéw CD34+ oraz odsetek komoérek niszy szpikowej CD34+CD38-, wyraznie wzrdst miedzy
rozpoznaniem MDS a AML, w stosunku do wszystkich komérek szpiku kostnego. Odsetek komdrek
niszy szpikowej CD34+CD38- takze wzrdst, w stosunku do komérek wykazujacych ekspresje CD34+.
Odnotowano wzrost odsetka komérek ztosliwych CD34+CD38-CLL-1+, w stosunku do: wszystkich
komoérek szpiku kostnego oraz rzeczywistej liczby komdrek LSC w 1 pL szpiku kostnego, w MDS zanim
rozwineta sie posta¢ AML. Jedynie odsetek CD34+CD38-CLL-1+, w stosunku do komérek
wykazujgcych ekspresje CD34+, nieznacznie obnizyt sie w AML wzgledem MDS.

Cytometryczny wzor ekspresji komdérek CD34+CD38-CLL-1+ na rdznych etapach choroby opisywanego

pacjenta z MDS-RS z progresjg do AML przedstawiono na Rycinie 77.
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Rycina 77. Wzér ekspresji blastéw CD34+ u pacjenta z MDS-RS. Prawy dolny kwadrant (kolor czerwony)
stanowig komorki CD34+CD38-CLL-1+. A. Al rozpoznanie MDS-RS, B.B1 rozpoznanie AML.
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5 PODSUMOWANIE WYNIKOW

A. Stwierdzono nastepujace zwigzki miedzy parametrami morfologiczno - klinicznymi a badanymi
komérkami CD34+CD38-CLL-1+:

1. Wysokos$¢ odsetka komdrek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ nie ma zwigzku z wiekiem,
zaréwno u pacjentéw z AML jak i z MDS.

2. Wysokos¢ odsetka komdrek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ nie ma zwigzku z ptcig ani
liczbg WBC, zaréwno u pacjentéw z AML jak i z MDS.

3. Komérki o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ w AML i MDS sg wzglednie wieksze i bardziej
ziarniste anizeli komérki CD34+CD38-CLL-1-. Ponad to, komérki CD34+CD38-CLL-1+ wystepujgce u

pacjentéw z AML sg wieksze i bardziej ziarniste niz u pacjentéw z MDS.

B. Ocena zwigzku komérek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ z rokowaniem:

1. Pacjenci z AML o korzystnym rokowaniu wykazali nizszy odsetek komdrek niszy szpikowej
CD34+CD38-, w odniesieniu do catej populacji komdrek szpiku kostnego (% total), niz pacjenci o
rokowaniu posrednim i niekorzystnym. Grupy rokownicze w AML nie wykazaty réznic co do odsetka:
komodrek niszy szpikowej CD34+CD38-, wsrdd populacji blastdow wykazujgcych ekspresje CD34+
(% blastow CD34+) oraz komodrek niszy szpikowej w populacji CD34+ w odniesieniu do catej populacji
komorek szpiku kostnego CD34+CD38-/CD34+ (% total). Odsetek tych komdrek nie ma tez zwigzku z
rokowaniem u pacjentéw z MDS.

2. Odsetek komorek LSC tj. CD34+CD38-CLL-1+ w odniesieniu do: catej populacji komadrek szpiku
kostnego (% total), blastéw wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastéw CD34+), liczby badanych
komérek w 1 plL szpiku kostnego oraz wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji CLL-1 w
komérkach CD34+CD38-CLL-1+, nie ma zwigzku z rokowaniem w AML i w MDS. Zaobserwowano

jednak tendencje wzrostowg, to znaczy, im wyzszy jest odsetek tych komérek tym gorsze rokowanie.

C. Identyfikacja komoérek o immunofenotypie CD34+CD38-CLL-1+ metodg MFC w catej grupie
badanej:

1. Odsetek komoérek o immunofenotypie CD34+CLL-1+, w odniesieniu do blastow wykazujgcych
ekspresje CD34+ (% blastéw CD34+), jest wyzszy we wszystkich podgrupach grupy badanej niz w
grupie kontrolnej. Odsetek tych komdérek nie rézni sie miedzy podgrupami AML i MDS.

2. Odsetek komoérek niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do catej populacji komdrek szpiku
kostnego (% total), jest wyzszy w AML niz u pacjentdéw z MDS, AML-CR i w grupie kontrolnej.

3. Odsetek komoérek LSC CD34+CD38-CLL-1+ w odniesieniu do: catej populacji komorek szpiku
kostnego (% total), blastéw wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastéw CD34+), liczby badanych
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komérek w 1 pL szpiku kostnego oraz wartosci $redniej intensywnosci fluorescencji CLL-1 w
komérkach CD34+CD38-CLL-1+, jest wyzszy w podgrupie AML i MDS niz w podgrupie AML-CR i grupie
kontrolnej. Pacjenci z AML cechujg sie wyzszym odsetkiem badanych komédrek niz pacjenci z MDS.

4. Odsetek komérek progenitorowych CD34+CD38+CLL-1+, w odniesieniu do blastéw wykazujgcych
ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), nie rdzni sie miedzy pacjentami z AML i z MDS. Odsetek tych

komorek nie rézni sie rowniez miedzy pacjentami z AML a grupg kontrolna.

D. Identyfikacja komérek CD34+CD38-CLL-1+ metodg MFC w podgrupie pacjentéw AML

1. Odsetek komdrek niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do catej populacji komdrek szpiku
kostnego (% total), jest wyzszy w kazdej z podgrup grupy badanej AML, w poréwnaniu z pacjentami z
AML-CR czy grupg kontrolna.

2. Odsetek komodrek LSC tj. CD34+CD38-CLL-1+ w odniesieniu do: catej populacji komdrek szpiku
kostnego (% total), blastéow wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blasty CD34+), liczby badanych
komoérek w 1 uL szpiku kostnego oraz wartosci sredniej intensywnosci fluorescencji CLL-1 w
komérkach CD34+CD38-CLL-1+, sg wyzsze we wszystkich podgrupach grupy badanej w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Pacjenci z AMLmpn majg wyzszy odsetek LSC niz pacjenci z AMLnos w
odniesieniu do: wszystkich komérek szpiku kostnego (% total) oraz blastéw wykazujacych ekspresje

CD34+ (% blastow CD34+).

E. Identyfikacja komérek CD34+CD38-CLL-1+ metoda MFC w podgrupie pacjentéw MDS

1. Odsetek komérek niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do wszystkich komdrek szpiku
kostnego (% total), jest wyzszy u pacjentéw z MDS-RS niz w grupie kontrolnej.

2. Odsetek komorek LSC tj. CD34+CD38-CLL-1+ w odniesieniu do: catej populacji komérek szpiku
kostnego (% total), blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blastéw CD34+), liczby badanych
komérek w 1 upL szpiku kostnego oraz wartosci Sredniej intensywnosci fluorescencji CLL-1 w
komodrkach CD34+CD38-CLL-1+, jest wyzszy we wszystkich podgrupach grupy badanej niz w grupie
kontrolnej. Pacjenci z MDS-EB2 majg wiecej komérek LSC w przeliczeniu na 1 plL szpiku kostnego niz

pacjenci z MDSu.

F. Analiza przypadku 1 obejmujacego: rozpoznanie AML, remisje i nawrot, pozwolita stwierdzic:

- Odsetek blastéw CD34+ oraz odsetek komorek niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do catej
populacji komadrek szpiku kostnego (% total), na etapie remisji morfologicznej (CR) jest ponizej progu
5%, natomiast na etapie wznowy AML, poziom badanych komodrek jest wyziszy niz w momencie

rozpoznania.
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- Odsetek komoérek niszy szpikowej CD34+CD38- w odniesieniu do blastow wykazujacych ekspresje
CD34+ (% blastéow CD34+), w jednym z badan szpiku kostnego podczas CR wzrasta do poziomu z
okresu pierwotnego rozpoznania AML, natomiast na etapie wznowy AML obecny jest stale
utrzymujacy sie wysoki poziom badanych komorek.

- Odsetek komodrek LSC CD34+CD38-CLL-1+ w odniesieniu do blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+
(% blastéw CD34+), w jednym z badan szpiku kostnego podczas CR wzrasta do poziomu dwukrotnie
wyzszego w porownaniu do poziomu pierwotnego rozpoznania AML, natomiast na etapie wznowy
AML obecny jest stale utrzymujacy sie wysoki poziom badanych komarek.

- Odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w stosunku do wszystkich komodrek szpiku kostnego (% total),
na etapie CR jest na poziomie nizszym, niz w momencie rozpoznania, za$ na etapie wznowy AML
wyzszym.

- Liczba komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL badanego materiatu, w jednym z badan kontrolnych
szpiku kostnego podczas CR jest na poziomie z czasu rozpoznania AML, natomiast na etapie wznowy

rosnie.

G. Analiza przypadkow 2,3 obejmujacych rozpoznanie AML poprzedzone MPN lub MDS, pozwolita
stwierdzié¢:

- Odsetek blastow CD34+ w odniesieniu do catej populacji komérek szpiku kostnego (% total),
na etapie rozpoznania AML jest powyzej progu 5% blastéw.

- Odsetek komdrek niszy szpikowej CD34+CD38- w odniesieniu do: catej populacji komdrek szpiku
kostnego (% total), blastow wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), na etapie rozpoznania
AML jest znacznie powyzej wartosci obecnych podczas rozpoznania pierwotnego.

- Odsetek komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w stosunku do catej populacji komérek szpiku kostnego
(% total) oraz liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego, jest znacznie powyzej

wartosci obecnych w momencie progresji do AML.

H. W grupie pacjentow AML, ktdrzy osiggneli AML-CR, w trakcie kolejno wystepujacych po sobie
badan szpiku kostnego, stwierdzono nastepujgce zwigzki:

- Spadek odsetka blastéw CD34+, w stosunku do catej populacji komérek szpiku kostnego (% total).

- Spadek odsetka komorek niszy szpikowej CD34+CD38-, w stosunku do: catej populacji komdrek
szpiku kostnego (% total) oraz komorek wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+).

- Spadek odsetka komdrek LSC tj. CD34+CD38-CLL-1+ do catkowitego ich zaniku, w stosunku do: catej
populacji komdrek szpiku kostnego (% total), blastéw wykazujacych ekspresje CD34+ (% blastow
CD34+), liczby badanych komdrek w 1 pL szpiku kostnego oraz wartosci Sredniej intensywnosci

fluorescencji CLL-1 w komdrkach CD34+CD38-CLL-1+.

96



-Mniejszg wzgledng ziarnistosc i wielkos¢ komorek o fenotypie CD34+CD38-CLL-1 wzgledem komadrek

o fenotypie CD34+CD38-CLL-1-.
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6 DYSKUSIJA

Rdéznice morfologiczne komérek biataczkowych u pacjentéw z AML nasuwajg przypuszczenie
o ich heterogennosci. Juz ponad 50 lat temu w eksperymencie in vivo z trytowang tymidyna
zidentyfikowano istnienie rzadkiej populacji komédrek, ktéra wykazywata rozlegta zdolnos¢
proliferacyjng oraz opornos¢ na terapie antyproliferacyjng (101). Wbrew oczekiwaniom, komdérki
AML nie rozmnazaty sie intensywniej od prawidtowych komodrek krwiotwdrczych i mozna byto
wyodrebnic spdjng populacje komdrek spoczynkowych. Dalsze badania dowiodty, iz AML zachowuje
pozory normalnej hematopoetycznej struktury hierarchicznej, gdzie rzadkie komérki biataczkowe
zdolne s3 do samoodnawiania sie i dajg poczatek czesciowo zrdznicowanemu potomstwu, ktére
stanowi wiekszos¢ komorek populacji nowotworowej (102,103,104). Podstawg wzrostu klonalnego
w AML sg komérki LSC, ktére odpowiadajg za rozprzestrzenianie sie biataczkowych blastéw,
ostatecznie utrzymujac populacje komérek biataczkowych (34,64,105).

W 1994 roku Lapidot i wsp. wykryli zdolnos¢ komdérek CD34+CD38- do indukcji biataczki po
przeszczepie u myszy z obnizong odpornoscig jako ztoty standard w identyfikacji LSC (106). Badania
Kreso i Dick w 2014 roku potwierdzity, ze praktycznie wszystkie LSC znajdujg sie we frakcji
CD34+CD38- (107,108). Inni badacze jednak odkryli, ze komérki AML o fenotypach CD34+CD38+ lub
CD34- réwniez sg zdolne do wszczepienia sie u myszy z obnizong odpornoscig, nawet w obrebie tego
samego osobnika (37,60,109,110).

Fenotyp LSC moze swiadczyé o stopniu zréznicowania krwiotwdrczego, w ktérym rozwija sie
mutacja biataczkowa. Ekspresja mechanizmoéw opornosci (m.in enzymy detoksykujace) spada wraz z
réznicowaniem komodrek w kierunku bardziej dojrzatego fenotypu, zatem najbardziej oporne na
czynniki zewnetrzne (np. leki) bedg komérki najmniej dojrzate (47,103,111,112). Wedtug literatury,
najmniej korzystne rokowniczo AML majg fenotyp CD34+CD38- i wywodzg sie z prymitywnych HSC,
podczas gdy najkorzystniejsze rokowniczo AML wywodzg sie z wyzej zréznicowanych prekursoréw
(CD34-) (35,57,111). Pacjenci z komérkami AML o fenotypie CD34+CD38- wykazujg nizsze wskazniki
catkowitej remisji oraz gorsze przezycie w zestawieniu z pacjentami, u ktérych najbardziej
prymitywne komorki AML cechujg bardziej dojrzate fenotypy (107). Wazng obserwacje poczynili
Terwijn i wsp. (18), ktorzy poréwnali wptyw prognostyczny atypowych komérek AML w przedziatach:
CD34+CD38-, CD34+CD38+, CD34- podczas diagnozy i udowodnili brak wptywu prognostycznego
populacji CD34+CD38+, CD34- w przypadku obecnosci komérek CD34+CD38-. Uzasadnionym wydaje
sie wiec skupi¢ uwage na najmniej dojrzatym fenotypie komérek biataczkowych CD34+CD38-, jako na
najgorzej rokujgcym (18,113,114). Komorki z ekspresja CD34+CD38-, u ktorych doszto do
nagromadzenia odpowiedniej liczby mutacji leukemicznych uwazane sg za frakcje o najwiekszej

zdolnosci leukemogennej i najwiekszej opornosci na leczenie (34,65,115).
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Badania wtasne dotyczgce komérek o fenotypie CD34+CD38- w AML potwierdzajg, iz odsetek
komodrek niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do wszystkich komérek szpiku kostnego,
u pacjentdw z rokowaniem korzystnym jest statystycznie istotnie nizszy niz u pacjentéw z
rokowaniem posrednim (p=0,0273) i niekorzystnym (p=0,0446). W niniejszej pracy, co jest zgodne
z literaturg (119), u pacjentéow z AML odnotowano wyzszy procent badanych komérek we wszystkich
podgrupach AML, tj. AMLnos (p=0,0063), AMLumsp (p=0,0000), AMLwmen (p=0,0014) w poréwnaniu z
grupg kontrolna.

Majgc na uwadze fakt, iz MDS jest chorobg predysponujacg do rozwoju w AML, nalezy
przypuszczaé, iz u czesci chorych na MDS obecne bedg komérki o potencjale ztosliwym w przedziale
komorek o fenotypie CD34+CD38-. W badaniu wiasnym nie odnotowano rdéznic w zakresie rokowania
w grupie chorych z MDS, a jedynie tendencje wzrostowg liczebnosci komérek CD34+CD38- do
wszystkich komérek szpiku kostnego, tj. im wyzszy odsetek badanych komodrek tym gorsze
rokowanie. Pordwnujgc podtypy chorych z MDS, odnotowano istotnie wiecej komérek CD34+CD38-
w grupie MDSgs (p=0,0426) oraz w grupie MDSgs> (p=0,0546) w porédwnaniu do grupy kontrolne;.
Analizujgc MDSgs; oraz MDSy nie uzyskano istotnosci w zakresie badanego parametru, co moze
zgodnie z literaturg wynika¢ ze stosunkowo niskiej liczebnosci tych podgrup. Uzyskano natomiast
istotnie wyzszy odsetek komdrek CD34+CD38- w AML w poréwnaniu z MDS (p=0,0000) i grupa
kontrolng (p=0,0000).

Wiadomo, iz nie wszystkie komorki w przedziale niszy szpikowej CD34+CD38- to blasty
biataczkowe dlatego, wzorujgc sie na pracy Hwangi i wsp (116), w badaniu wtasnym poréwnano
proporcje komdrek CD34+CD38- do wszystkich blastéw CD34+ (CD34+CD38-/CD34+), aby posrednio
odzwierciedli¢ liczbe komérek LSC. Mediana odsetka analizowanych komadrek wsrdd chorych na AML
(0,138) jest wyzsza niz w AML-CR (0,060) czy MDS (0,109). Wyniki te sg podobne do uzyskanych przez
Hwang i wsp. (116), ktérzy porownali grupy AML i stwierdzili, ze odsetek LSC byt nizszy w grupie
AML-CR. Autorom tym nie udato sie znalei¢ zaleznosci miedzy wiekszym odsetkiem komdrek
CD34+CD38- w poréwnaniu do wszystkich blastéw CD34+, a grupami ryzyka w AML. W niniejszej
pracy zmienna ta réwniez nie uzyskata istotnosci statystycznej w zakresie grup ryzyka, jednak u
chorych AML odnotowano wyzszy odsetek badanych komérek wraz z pogarszajagcym sie rokowaniem.
Przygladajac sie poszczegdlnym podgrupom AML, stwierdzono istotnie wiekszy odsetek proporcji
komorek niszy szpikowej CD34+CD38- w stosunku do wszystkich blastéw CD34+ u pacjentéw z
AMLmgs (p=0,0440) i AMLwen (p=0,0424) w pordwnaniu z pacjentami AMLyos.

W badaniach wtasnych podjeto prébe sprawdzenia obecnosci komoérek niszy szpikowej CD34+CD38-
w obrebie populacji blastéw CD34+ (CD34+CD38-/CD34+) wsrdd chorych na MDS. Analizujgc grupy
rokownicze w MDS, nie uzyskano jednak ani istotnosci statystycznej, ani nie zauwazono tendencji

wzrostowej. Odsetek komérek CD34+CD38-/CD34+ u pacjentéw z MDS o rokowaniu korzystnym
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(mediana 0,093) oraz niekorzystnym (mediana 0,098) ksztattuje sie mniej wiecej na tym samym
poziomie, przy czym pacjenci z MDS o rokowaniu posrednim wykazujg wyzszy odsetek badanych
komoérek (mediana 0,138). Wyjasnieniem tego moze by¢ wysoka réznorodnos¢ chorych na MDS.
Badane grupy pacjentéw z MDS réwniez nie rdznig sie miedzy sobg istotnie pod wzgledem tego
parametru.

W celu prawidtowej identyfikacji LSC, ustalenia ich prognostycznego znaczenia oraz
precyzyjnego okreslenia odsetka tych komérek w momencie rozpoznania i w trakcie monitorowania
leczenia, niezwykle wazne jest aby doktadnie zidentyfikowaé cechy odrdzniajgce LSC od HSC. Celem
wykrycia komdrek LSC w przedstawionej pracy postuzono sie przeciwciatem przeciw biatku CLL-1.
Biatko CLL-1 jest nieobecne na HSC oraz w regenerujgcym szpiku kostnym po chemioterapii. Ta
wiasciwosé jest bardzo przydatna w identyfikowaniu komérek MRD za pomocg tego pojedynczego
markera.

W grupie kontrolnej CLL-1 wykazato ekspresje na komérkach CD34+, w odniesieniu do
blastéw z ekspresjg CD34+, $rednio 26,43% (mediana 23,74), w AML srednia ekspresja wynosita
55,31% (mediana 66,68) za§ w MDS 42,57% (mediana 43,59). Ekspresja komodrek o fenotypie
CD34+CLL-1+ rdzni sie miedzy grupa kontrolng, a AML (p=0,0418) czy MDS (p=0,0014) co nie zmienia
faktu, ze CLL-1 obecne jest we wszystkich badanych grupach. Podobne spostrzezenia mieli inni
autorzy (92), ktérzy poréwnali poziom ekspresji CLL-1 miedzy blastami CD34+ u pacjentéw z AML,
a blastami CD34+ grupy kontrolnej i stwierdzili znacznie wyzszy poziom ekspresji CLL-1 na blastach
CD34+ wsrod pacjentéow z AML. W sSwietle tego, iz AML rozwija sie blisko u 40% pacjentéw z MDS
(87,131), nie dziwi fakt, ze w badaniu wtasnym ekspresja CLL-1 na blastach CD34+, nie rdézni sie
miedzy pacjentami AML a MDS (p=0,1494).

W dalszych rozwazaniach wzieto pod uwage poziom rozktadu ekspresji CLL-1 w grupach
komoérek CD34+CD38+ oraz CD34+CD38-, w porédwnaniu do blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+.
W populacji komérek CD34+CD38+ ekspresja CLL-1 w AML ksztattowata sie Srednio na poziomie
47,02% (mediana=56,08) i nie roznita sie wzgledem grupy kontrolnej (p=0,1028). W MDS natomiast
poziom ekspresji CLL-1 wynosit Srednio 41,55% (mediana 42,00) i tu réznit sie istotnie statystycznie
wzgledem kontroli (p=0,0015). Nie wykazano znaczgcych réznic w odsetku komdrek CD34+CD38+CLL-
1+ miedzy pacjentami z AML a MDS (p=0,6056). Dla poréwnania, w populacji CD34+CD38- ekspresja
CLL-1 w AML wynosita Srednio 8,30 (mediana 0,95) réznigc sie istotnie wzgledem grupy kontrolnej
(p=0,0000), za$ w MDS poziom ekspresji wynosit 0,72 (mediana 0,16), co rowniez istotnie rdznito
MDS od grupy kontrolnej (p=0,0001). Odsetek komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w AML byt istotnie
statystycznie wyzszy anizeli w MDS (p=0,0158). Oznacza to, ze pacjenci z AML cechujg sie znacznie
wyzszym odsetkiem badanych komadrek niz pacjenci z MDS. Uzyskane wyniki sg zgodne z danymi

literaturowymi i potwierdzajg fakt, ze komadrki z ekspresjg CLL-1 nie wystepujg w przedziale
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CD34+CD38- u 0s6b zdrowych natomiast s3 obecne u tych oséb w przedziale CD34+CD38+. W tym
wzgledzie nalezy wspomnieé, iz analizy ekspresji CLL-1 nie mozna stosowac¢ do wykrywania MRD
,Ccatego podmuchu CD34+”, poniewaz CLL-1 wystepuje w czesci prawidtowego przedziatu
progenitorowego CD34+CD38+ (18,50).

Obecnos$¢ komérek CLL-1 w przedziale CD34+CD38- zidentyfikowano w 25/27 przypadkach

AML (92%) z ogdlng mediang ekspresji 33,4% (wartosci te dotyczg liczb badanych komdérek
CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego) we wszystkich badanych podtypach AML, co odpowiada
danym uzyskanym przez Linde i wsp. (37,39,54,75) przy ogdlnej medianie 790 zdarzen. Wszystkie
badane podgrupy pacjentdw z AML wykazaty istotnie wiekszg ilos¢ komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, w zakresie wszystkich analizowanych parametréw.
Przeprowadzone badania wskazujg, ze pacjenci z AMLwen charakteryzujg sie istotnie wyzszym
odsetkiem komorek CD34+CD38-CLL-1+ (w odniesieniu do catej populacji komérek szpiku kostnego)
anizeli pacjenci z AMLwps, czy AMLyos. Dane te pokrywajg sie z danymi Han i wsp. (119), ktérzy
wskazujg podgrupe AMLwven jako grupe o bardziej agresywnym przebiegu choroby. Podobnie do
Toft-Peterson i wsp. (96), wykazano obecnos¢ komodrek CD34+CD38-CLL-1+ u pacjentéow z MDS we
wszystkich grupach ryzyka, jednak o znacznie nizszej medianie zdarzen niz w AML (96). Zgodnie z
przewidywaniami, nie znaleziono ekspresji CLL-1 na komdrkach CD34+CD38- w AML ujemnej pod
katem ekspresji CD34 (n=2) ani w grupach chorych na inne schorzenia niz AML czy MDS (39,57,117).
Mediana liczby zdarzen komoérek o fenotypie CD34+CD38-CLL-1+, co dotyczy rzeczywistej liczby
komérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL badanego materiatu, w grupie kontrolnej oraz w grupie AML-CR
wyniosta zero.

W niniejszej pracy, podobnie jak w badaniu Wang i wsp. (118), nie wykazano istotnego
zwigzku miedzy obecnoscia rzeczywistej liczby komdérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pl szpiku kostnego a
ptcia, zaréwno u pacjentéw z AML (p=0,1742), jak i MDS (p=0,5340). Nie znaleziono zaleznosci
miedzy obecnoscig LSC a wiekiem u pacjentéw z AML (p=0,3760) oraz MDS (p=0,7752) chociaz
zaobserwowano, iz pacjenci z AML i MDS byli starsi od pacjentéw z AML-CR czy grupy kontrolnej. Nie
odnotowano zaleznosci wystepowania komérek LSC tj. CD34+CD38-CLL-1+ od wartosci WBC zaréwno
wsrdd pacjentow z AML (p=0,1949), jak i MDS (p=0,4070).

W niniejszym badaniu jako jeden ze sposobdw identyfikacji komdrek LSC metoda
wieloparametrowej cytometrii przeptywowej (MFC) w obszarze komodrek niszy szpikowej
CD34+CD38- poréwnano witasciwosci rozpraszania Swiatta wzgledem komadrek o dodatniej i ujemnej
ekspresji CLL-1. Uzyskane dane nawigzujg do wynikéw Terwijn i wsp. 2014 (18), ktdrzy oznaczyli
(metodg FISH) komérki ze znanymi mutacjami leukenogennymi i porownali ich wielkos¢ i ziarnistos$¢
(metodg MFC) wzgledem komdrek ujemnych. Podobnie jak w badaniu Terwijn i wsp. (18)

zidentyfikowane w badaniach wtasnych atypowe komoérki zaréwno u pacjentéow z AML, jak i z MDS
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charakteryzujg sie silniejszym rozproszeniem Swiatta tzn. sg wzglednie wieksze i bardziej ziarniste od
populacji negatywnej wzgledem CLL-1.

Van Rhenen i wsp. (39,60,64), za pomocg techniki FISH, wykazali istotne zaburzenia
cytogenetyczne w posortowanych komérkach CD34+CD38-CLL-1+, podczas gdy komdrki CD34+CD38-
CLL-1- nie wykazaty nieprawidtowosci cytogenetycznych specyficznych dla AML. Podobnie Toft-
Peterson i wsp. (96) opisali, iz komdrki CD34+CD38-CLL-1+ s3 w 100% atypowe, gdy sg oceniane
technika FISH pod katem znanych nieprawidtowosci cytogenetycznych w MDS.

W badaniach wtasnych nie wykazano zwigzku ekspresji komérek CD34+CD38-CLL-1+

z pogarszajgcym sie rokowaniem w AML. Zaobserwowano jedynie tendencje wzrostowg ich odsetka
w przypadku gdy pordwnywano je do wszystkich komérek szpiku kostnego czy tez tylko do blastéw
wykazujacych ekspresje CD34+, co mozna posrednio interpretowaé jako wzrost liczby tych komérek
wraz z pogarszajgcym sie rokowaniem. Co ciekawe, rzeczywista liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+
w 1 plL szpiku kostnego oraz wartos¢ sredniej intensywnosci fluorescencji CLL-1 w komérkach
CD34+CD38-CLL-1+, u pacjentow z AML o $rednim rokowaniu posiada wyzszg wartos¢ niz wsréd
pacjentéw AML o rokowaniu niekorzystnym. Moze to sugerowaé potrzebe doktadniejszej stratyfikacji
grup ryzyka w AML. Wyniki leczenia pacjentéow AML z posredniej grupy ryzyka sg bardzo
zrdznicowane (48), zatem istnieje zapotrzebowanie na dodatkowe czynniki prognostyczne, np. takie
ktore obejma czynniki zwigzane z leczeniem (MRD) (48).
Kiedy analizowano obecnos¢ komoérek CD34+CD38-CLL-1+ pod wzgledem rokowania w MDS,
stwierdzono podobnie do Toft-Petersen i wsp. (96), ze s3 one obecne we wszystkich badanych
podgrupach, a zatem nie sg ograniczone jedynie do przypadkdow wysokiego ryzyka. W przypadku
parametréw odnoszacych sie do blastow wykazujgcych ekspresje CD34+ lub liczby komérek
CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego, zaobserwowano tendencje wzrostowa, tj. wzrost odsetka
badanych komérek wraz z gorszym rokowaniem. Odnotowano istotnie wyzszy odsetek komédrek
CD34+CD38-CLL-1+ we wszystkich podgrupach MDS w porédwnaniu z grupg kontrolng. Wsrdd
pacjentdw z MDSgg; stwierdzono istotnie wiecej komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pl szpiku kostnego
wzgledem MDSy (p=0,0245), wskazujgc jednoznacznie MDSes; jako bardziej agresywny typ MDS.

Rola biatka CLL-1 w MDS nie jest w petni wyjasniona. W jednym z badan dotyczacym
identyfikacji komoérek CLL-1 w przedziale CD34+CD38- u pacjentéw z MDS, stwierdzono ich obecnos¢
w 71% we wszystkich podtypach MDS i we wszystkich grupach ryzyka IPSS-R (96). Wyniki
dtugotrwatych testow komodrkowych inicjujgcych kolonie w badaniu tym wykazaty, ze komorki
CD34+CD38-CLL-1+ wprawdzie miaty zdolno$¢ do samoodnowy i byly atypowe, jednak analiza
ekspresji CLL-1 nie pomogta odrdzini¢c HSC od ztosliwych komérek macierzystych, poniewaz
nieprawidtowosci klonalne zwigzane z MDS wykryto réwniez w subpopulacji CD34+CD38-CLL-1-.

Réznice miedzy MDS a AML dotyczace identyfikacji komdrek LSC przy wykorzystaniu biatka CLL-1
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w grupie komoérek CD34+CD38-, mogg wynika¢ z rdéinic w biologii tych dwdch jednostek
chorobowych. Woll i wsp. (120) wykazali, iz MDS pochodzi z najwczesniejszej komoérki macierzystej
(Lin-CD34+CD38-CD90+), co réwniez opisywali inni badacze (120,121,122). Tymczasem ostatnie
dowody sugerujg, ze wiekszos¢ przypadkéw z AML pochodzi z bardziej dojrzatych komérek
progenitorowych (123,124), ktére nabyty zdolnosci do samoodnowy. W innym badaniu
przeprowadzonym przez Morsink i wsp. (75) ogdlna ekspresja CLL-1 na komodrkach CD34+CD38-
wsréd chorych na MDS EB1/EB; nie rdznita sie w stosunku do grupy kontrolnej (p=0,50). Co ciekawe,
ekspresja CLL-1 na komodrkach CD34+CD38- byta podobna w przypadku MDS wysokiego ryzyka
i przypadkédw MDS niskiego ryzyka. Dane te wskazujg, ze CLL-1 jako marker diagnostyczny jest mniej
przydatny w analizie MDS niz w AML i w wiekszosci przypadkéw MDS nie jest istotny w odrdznianiu
prawidtowych od nieprawidtowych komérek CD34+CD38-. Przypuszczalnie komdrki CD34+CD38-CLL-
1+ w MDS moga reprezentowaé proliferacyjny subklon w puli komdrek ztosliwych, a teoretyczne
celowanie lekami w komorki CD34+CD38-CLL-1+ w MDS nie wyeliminowatoby wszystkich ztosliwych
klonéw a jedynie bardziej agresywny klon (96). W badaniu wtasnym zidentyfikowano pacjenta z MDS,
u ktérego obecne byty pojedyncze komérki CD34+CD38-CLL-1+ i u ktérego rozwineta sie postaé¢ AML
po uptywie okoto roku. Monitorowanie obecnosci komérek CD34+CD38-CLL-1+ u takich pacjentow
mogtoby utatwi¢ podjecie decyzji o odpowiednie]j strategii leczenia. Stratyfikacja ryzyka oparta na
obecnosci komérek CD34+CD38-CLL-1+ mogtaby okazaé sie szczegélnie przydatna do
zidentyfikowania pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka progresji choroby.

Obecnos¢ w populacji LSC unikalnego markera CLL-1 w grupie komdrek CD34+CD38- przy
braku jego obecnosci na HSC wzbudzit ogromny entuzjazm w dziedzinie hematologii i onkologii.
Wysitek wielu badaczy zostat skierowany na stworzenie leku, ktérego celem sg komodrki CLL-1
dodatnie. Obecnie najbardziej zaawansowane prace nad bispecyficznymi przeciwciatami MCLA-117
oraz komdrkami T-CAR, sg na etapie wczesnych badan klinicznych (75,76,125). Nowatorskie terapie
sg szansg dla pacjentéw z bardzo ztym rokowaniem, ktére prawdopodobnie Zle tolerujg leczenie
(kondycjonowanie) wysokodawkowe. Komdrki CLL-1 CART mozna potencjalnie zastosowaé jako
schemat konsolidacji po chemioterapii w celu wyeliminowania MRD przed przeszczepem all-HSCT
(80) lub jako dodatek do chemioterapii (88). Niezwykle wazne jest, aby wyselekcjonowac pacjentow,
ktérzy moga osiggnac korzysé z tego typu leczenia. Wielu autoréow (39,85,113,126) donosi iz w
przypadku terapii ukierunkowanej na CLL-1, moze by¢ konieczna selekcja pacjentéw CLL-1 dodatnich
(51,127).

Wielu badaczy potwierdzito uzytecznos¢ przeciwciata CLL-1 do wykrywania komoérek LSC w
AML zaréwno w czasie diagnozy, jak i w trakcie leczenia (18,33,54,92). Identyfikacja komadrek
CD34+CD38-CLL-1+ metodg MFC w badaniach wtasnych wykazata wysokg czutos¢ i doktadnosé

porownywalng do techniki PCR. Analiza przypadku AML obejmujgcego diagnoze, remisje i nawrét
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metodg MFC ujawnita obecno$¢ komérek LSC na etapie catkowitej remisji, potwierdzonej badaniami
PCR. Podczas gdy badania molekularne nie potwierdzity obecnosci komérek LSC, metoda MFC
okazata sie by¢ wystarczajgca. Wykazano, ze komorki CD34+CD38-CLL-1+ sg rzeczywiscie agresywne
i pozwalajg przewidzie¢ wznowe choroby w fazie remisji. Niniejsze badania podobnie jak inne
doniesienia (66) wykazujg, iz komdrki CD34+CD38-CLL-1+ u pacjentéw z AML mogg stuzy¢ jako
biomarker do przewidywania agresywnosci choroby. Ekspresja CLL-1 obecna na komdrkach AML bez
znaczacych réznic w gestosci antygenu, kwalifikuje CLL-1 jako stabilny marker do monitorowania
choroby (39,118). Gtéwnym ograniczeniem obecnych badan jest niezadawalajgca liczba przypadkéw
badanych. Uzyskane dane nawigzujg jednak do danych literaturowych, co pozwala wzorem innych
wysungé przypuszczenie, iz obecno$é¢ CLL-1 na blastach biataczkowych dostarcza informacji
prognostycznych niezaleznych od innych markeréw takich jak: wiek, WBC, zmiany cytogenetyczne czy
status mutacji (33,70,100). Zgodnie z zaleceniami ELN AML MRD 2018 (33,70), CLL-1 jest
odpowiednim markerem diagnostycznym do monitorowania i prognozowania ryzyka w leczeniu AML.

Zgodnie z raportami innych grup, wyniki badarn wtasnych jednoznacznie wskazujg, iz brak
komoérek CLL-1 w grupie CD34+CD38- u pacjentéw z AML, ktdrzy osiggneli remisje a posiadali
wczesniej pozytywny status komdrek CD34+CD38-CLL-1+ prognozuje dobry wynik leczenia,
tj. catkowitg remisje. W badaniach wtasnych przeanalizowano obecnos¢ komdrek LSC u pacjentow,
ktorzy ostatecznie osiggneli catkowity remisje i wspdtczynnik korelacji rang Spearmana wynidst -0,59,
€O oznacza, ze istnieje silna ujemna zalezno$¢ miedzy tymi zmiennymi. Obserwacje potwierdzity te
zaleznosé, gdyz wykazano, ze zmienna LSC istotnie statystycznie zmalata (p=0,0276) w trakcie
kolejnych badan. Analizujgc parametry dotyczgce fenotypu komérek LSC, czyli CD34+CD38-CLL-1+ w
odniesieniu do catej populacji komodrek szpiku kostnego, wartosci Sredniej intensywnosci
fluorescencji CLL-1 w komodrkach CD34+CD38-CLL-1, lub tez liczby komérek CD34+CD38-CLL-1+ w
1 uL szpiku kostnego, wszystkie wykazaty istotny spadek w trakcie kolejnych badan. Rzeczywista
liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 plL szpiku kostnego okazata sie najlepszym z badanych
parametréw (wspotczynnik korelacji rang Spearmana -0,74, p=0,0023). Podobnie do wynikéw Therwij
i wsp. (18,128,129), ktérzy wskazali réznice wzglednej wielkosci i ziarnistosci komorek LSC w grupie
CD34+CD38- w pordéwnaniu do HSC, komorki w badaniach wtasnych (pacjenci ktérzy uzyskali AML-
CR) charakteryzowaty sie rowniez spadkiem wzglednej ziarnistosci (wspoétczynnik rang Spearmana -
0,65, p=0,0119) i wielkosci (wspodtczynnik rang Spearmana -0,79, p=0,0008) w trakcie kolejnych
badan. Odsetek blastéw CD34+, w poréwnaniu do wszystkich komorek szpiku kostnego, oraz odsetek
komorek niszy szpikowej CD34+CD38-, w odniesieniu do catej populacji komérek szpiku kostnego,
wykazat istotny spadek w czasie leczenia. Jedynie parametry CD34+CD38- oraz CD34+CD38-CLL-1+

dotyczace odsetka badanych komdrek w odniesieniu do blastow wykazujgcych ekspresje CD34+,

104



okazaty sie mniej przydatne, tj. wykazaty tendencje spadkowg lecz nie osiggnety istotnosci
statystycznej mieszczac sie w tzw. trendzie.

Wiedza na temat biologii nowotworéw nieustannie sie rozwija zmieniajgc podejscie nie tylko
do diagnostyki tych chordb, ale przede wszystkim do ich leczenia. Scista wspdtpraca miedzy
hematologami, patologami, onkologami, biologami molekularnymi i farmakologami sprawia, ze
pacjenci z chorobami hematologicznymi mogg liczy¢ na coraz lepsze metody diagnozowania i leczenia
tych schorzen. Celem niniejszej pracy byta ocena w warunkach Scisle diagnostycznych poziomu
ekspresji biatka CLL-1 na komoérkach niszy szpikowej CD34+CD38- w AML i w MDS w momencie
diagnozy i w trakcie monitorowania choroby oraz przeanalizowanie ich obecnosci w réznych grupach
ryzyka. Badanie objeto stosunkowo nieliczng populacje pacjentéw przy duzym zrdznicowaniu na
podgrupy. Obiektem zainteresowania byta unikalna populacja komérek biataczkowych (LSC), ktorej
szacowana czestotliwo$¢ wynosi 1 na milion (83,130). Przy tak nielicznej populacji badanej nalezy
zmierzy¢ maksymalnie duzo komodrek badanego szpiku kostnego. Nalezy podkresdli¢, ze do badan
wykorzystywano nadmiar szpiku kostnego, ktdry pozostat po rutynowej ocenie immunofenotypu —
zatem nie zawsze dysponowano zadowalajgcy liczbg komodrek. Wptyw na badanie miata tez jakos¢
otrzymanej prébki lub obecnos¢ hemodylucji, ktérej nie mozna wykluczyé. Mimo napotkanych
utrudnien, uzyskane wyniki pozostajg w zgodzie z danymi z pisSmiennictwa, co potwierdza wysoka
jakos¢ techniczng wykonywanych badan oraz ich uzyteczno$¢ diagnostyczng. Uzyskane wyniki
uzupetniajg dane literaturowe pod katem przydatnosci oceny ekspresji CLL-1 w monitorowaniu
pacjentéw z AML lub MDS ukazujac, ze jest to bardzo obiecujacy marker cytometryczny. Dodanie
CLL-1 do standardowego panelu diagnostycznego oraz monitorowanie jego ekspresji w trakcie
leczenia mogtoby zwiekszy¢ doktadnos¢ diagnostyczng oraz prawdopodobienstwo identyfikacji MRD

w przedziale komérek CD34+CD38-.
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7 WNIOSKI

1. Biatko CLL-1 jest pomocne w odréznieniu komérek LSC, w przedziale komodrek o fenotypie
CD34+CD38-, od prawidtowych hematopoetycznych komdrek macierzystych (HSC), co moze
stuzy¢ wyeliminowaniu wynikdéw fatszywie ujemnych podczas monitorowania MRD w AMIL.

2. Ocena odsetka ztosliwych komérek CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym powinna zostac
wtgczona do rutynowe] diagnostyki AML/lub MDS. W przypadku AML ma to znaczenie w
definiowaniu jakosci remisji i przewidywaniu ryzyka nawrotu, zas w MDS w ocenie ryzyka
wystgpienia AML.

3. Rzeczywista liczba komérek CD34+CD38-CLL-1+ w przeliczeniu na WBC w 1plL szpiku
kostnego (CD34+CD38-CLL+/WBC) okazuje sie najbardziej czutum parametrem do
monitorowania obecnosci komérek CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym.

4. Nie wykazano zwigzku wystepowania komérek CD34+CD38-CLL-1+ z wiekiem, pfcig czy WBC
oraz typem morfologicznym AML czy w MDS. W zakresie rokowania w obu jednostkach

chorobowych zaobserwowano trend wzrostowy.

106



8 STRESZCZENIE

W ostatnich latach pojawity sie dowody na istnienie niewielkiego odsetka biataczkowych
komoérek macierzystych (LSC) biorgcych udziat w powstawaniu takich choréb jak AML, czy MDS.
Podobnie jak ich prawidtowy odpowiednik, hematopoetyczne komodrki macierzyste (HSC), LSC
posiadajg zdolnos¢ do samoodnawiania, proliferacji oraz réznicowania w bardziej dojrzate komérki
potomne. Uwaza sie, ze najbardziej odporne na chemioterapie, a zatem odpowiedzialne za
niepowodzenie w leczeniu i nawrdt choroby, sg komérki LSC o immunofenotypie CD34+CD38-. Wéréd
komodrek 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, ktéry cechuje sie stata nieobecnoscia na komdrkach HSC. Zastosowana metoda
cytometrii przeptywowe] pozwolita réwniez na zidentyfikowanie rdznic w rozproszeniu Swiatta
(tj. FSC i SSC) komorek ztosliwych wzgledem komadrek 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. komdrek w poréwnaniu z rokowaniem, typem morfologicznym i wiekiem.
Projekt niniejszy miat na celu takze wyszukanie najlepszego parametru do monitorowania komaérek
CD34+CD38-CLL-1+ technika cytometrii przeptywowej.

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

Do badania postuzyt 1 ml szpiku kostnego pobranego do probdwki z antykoagulantem EDTA.
Probki 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 komérek CD34+CD38-CLL-1+, a nastepnie analizowano w
cytometrze przeptywowym FASC Canto |l w programie BD FACSDiva™Software.

Przeprowadzone badania potwierdzity obecno$¢ komérek CD34+CD38-CLL-1+ wsrdd chorych
na AML i MDS, odpowiednio 92% i 80%. Zidentyfikowano wyzszg ekspresje komoérek LSC w AML
anizeli w MDS. Pacjenci z AML, ktorych leczenie doprowadzito do remisji choroby, cechowali sie w
trakcie kolejnych pobrani szpiku kostnego statym spadkiem omawianych komodrek, az do poziomu
zerowego. Wykazano istnienie ujemnej korelacji miedzy wystepowaniem komérek CD34+CD38-CLL-
1+ a remisjg AML. Jak zaktadano, wsrdd osdb w grupie kontrolnej nie zidentyfikowano obecnosci

badanych LSC.
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Analiza obecnosci komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w kontekscie prezentowanego przypadku 1
obejmujgcego diagnoze AML, remisje i nawrédt, okazata sie czutym wskaznikiem monitorujgcym
przebieg choroby. Wszystkie badania szpiku kostnego pochodzace od tego pacjenta
charakteryzowaty sie obecnoscig wspomnianych komérek przy progu 0,03%. Komérki CD34+CD38-
CLL-1+, w odniesieniu do blastéw wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+) lub liczby
komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 uL szpiku kostnego, pozwolity przewidzie¢ wznowe choroby podczas
morfologicznej i molekularnej remisji. Najbardziej przejrzystym i czutym parametrem do
monitorowania obecnosci komdérek CD34+CD38-CLL-1+ okazata sie liczba komdrek CD34+CD38-CLL-
1+ w 1 pL szpiku kostnego. W fazie catkowitej remisji opisywana zmienna wskazywata na poziom
komoérek ztosliwych bliski poziomowi komdrek ztosliwych z momentu rozpoznania. Dane te mogg
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 stabilno$¢ antygenu CLL-1 jako markera
pomocnego w identyfikacji komérek LSC w przedziale komdrek CD34+CD38-. Analiza pojedynczych
przypadkéw MDS oraz MPN, z ktérych rozwineta sie AML dowodzi, ze nawet znikomy odsetek
komoérek CD34+CD38-CLL-1+ moze poprzedzié rozwdj choroby w AML.

Przeprowadzono analize poréwnawczg obecnosci komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w obrebie
poszczegblnych podtypow AML i MDS. Wszystkie zastosowane parametry okreslajgce komérki LSC,
tj. w odniesieniu do catej populacji komdrek szpiku kostnego (% total), w odniesieniu do blastéw
wykazujgcych ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku
kostnego oraz warto$¢ S$redniej intensywnosci fluorescencji czgsteczki CLL-1 w komdrkach
CD34+CD38-CLL-1, wykazaty istotnie wyzszg obecnos¢ badanych komdrek w poszczegdlnych typach
AML tj. AMLnos, AMLmps, AMLuen W poréwnaniu do kontroli. Odsetek komérek LSC, w stosunku do
catej populacji komdrek szpiku kostnego (% total) oraz w odniesieniu do blastéw wykazujgcych
ekspresje CD34+ (% blastow CD34+), ukazaty AMLwven jako bardziej agresywny typ niz AMLnos.
Analogicznie do AML, wszystkie podtypy MDS tj. MDSgs1, MDSesz, MDSgs, MDSy wykazaty istotnie
wiecej komérek CD34+CD38-CLL-1+ w pordéwnaniu z kontrolg, co réwniez dotyczy wszystkich
zmiennych. Rzeczywista liczba komdérek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku kostnego wykazata ze
MDSes2 ma bardziej agresywny charakter niz MDSy.

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
komoérek 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 blastéw z ekspresjg CD34+ oraz liczba komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w 1 pL szpiku

kostnego wykazat jedynie tendencje wzrostowa. Badania wtasne nie wykazaty istotnego zwigzku

108



miedzy wiekiem, a obecnosciag komoérek CD34+CD38-CLL-1+ w AML oraz MDS. Zaobserwowano
natomiast, ze pacjenci z AML lub MDS byli starsi od pacjentow ktdérzy osiggneli catkowita remisje.
Ocena odsetka ztosliwych komdrek CD34+CD38-CLL-1+ w szpiku kostnym spetnia wazng 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.
Obecnos¢ komoérek CD34+CD38-CLL-1+ moze przyczyni¢ sie do wyeliminowania wynikéw fatszywie

ujemnych podczas monitorowania MRD.
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9 SUMMARY

In recent years, there has been evidence of a small percentage of leukemia stem cells (LSCs)
involved in the development of diseases such as AML and MDS. Like their normal counterpart,
hematopoietic stem cells (HSCs), LSCs have the ability to self - renew, proliferate and differentiate
into more mature daughter cells. The LSC cells with the immunophenotype CD34+CD38- are believed
to be the most resistant to chemotherapy, and therefore responsible for treatment failure and
relapse. Among the CD34+CD38- cells are both LSC and HSC cells. Therefore, it is extremely
important to accurately identify the features that distinguish these two populations. The CLL-1
marker, which is permanently absent on HSC cells, was used to discriminate between LSC and HSC in
the cell compartment with the CD34+CD38- phenotype by flow cytometry. The flow cytometry
method used also allowed to identify the differences in light scattering (ie FSC and SSC) of malignant
cells compared to HSC cells.

The aim of the study was to assess the percentage of CD34+CD38-CLL-1+ cells in the bone
marrow in patients diagnosed with AML or MDS before treatment and during treatment monitoring,
and to assess the relationship between the above — mentioned percentage cells compared with
prognosis, morphological type and age. This project also aim to find the best parameter for
monitoring CD34+CD38-CLL-1+ cells by flow cytometry.

The study group consisted of 27 patiens with newly diagnosed AML, 5 patients in the stage of
AML — complete remission, and 20 patients with MDS. The control group included patients who were
excluded from MDS and AML with a CD34+ cell population greater than 1%.

1 ml of bone marrow collected in a test tube with EDTA anticoagulant was used for the study.
Bone marrow samples were collected as an excess of material used as the diagnostic process at the
Department of Pathomorphology of the SPSK1, after obtaining the patient’s informed consent to
participate in the project. The resulting bone marrow was stained with fluorochrome labeled
antobodies to label CD34+CD38-CLL-1+ cells and then analyzed on a FASC Canto Il flow cytometer
inthe BD FACSDiva™Software software.

The perfomed tests confirmed the presence of CD34+CD38-CLL-1+ cells in AML and MDS
patients, 92% and 80% respectively. Higher expression of LSC cells in AML than in MDS was
identified. Patients with AML whose treatment led to disease remission were characterized by a
constant decrease of these cells, down to the level of zero, in the course of subsequent bone marrow
samples. There is a negative correlation between the presence of CD34+CD38-CLL-1+ cells and AML
remission. As assumed, the presence of the LSCS under study was not identified in the control group.

The analysis of the presence of CD34+CD38-CLL-1+ cells in the context of the presented case

1, including the diagnosis of AML, remission and relapse, turned out to be a sensitive indicator
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monitoring the course of the disease. All bone marrow tests from this patient had these cells at a
threshold of 0,03%. CD34+CD38-CLL-1+ cells, in relations to CD34+ expressing blasts
(% of CD34+ blasts) of the numer of CD34+CD38-CLL-1+ cells in 1 pL bone marrow, predicted disease
recurrence during morphological and molecular remission. The most transparent and sensitive
parameter for monitoring the persence of CD34+CD38-CLL-1+ cells was the numer of CD34+CD38-
CLL-1+ cells in 1 uL bone marrow. In the phase of complete remission, the described variable
indicated a level of malignant cells close to that of malignant cells at the time of diagnosis. These
data can eliminate false negatives during treatment control and predict recurrence. The mean
fluorescence intensity of the CLL-1 molecule of LSC cells in all the marrow harvested samples was
stable, suggesting the stability of the antygen as a marker helpful in the identification of LSC cells in
the CD34+CD38- cell compartment. The analysis of single MDS and MPN cases from which AML
developed proves that even a negligible percentage of CD34+CD38-CLL-1+ cells may precede the
development of the disease in AML.

A comparative analysis of the presence of CD34+CD38-CLL-1+ cells within individual AML and
MDS subtypes was performer. All LSC — determining parameters used, ie for the whole population of
bone marrow cells (% total), for blasts expressing CD34+ (% of CD34+ blasts) numer of CD34+CD48-
CLL-1+ cells in 1 pL of bone marrow and the value of the mean fluorescence intensity of the CLL-1
molecule in CD34+CD38-CLL-1+ cells, showed a significantly higher presence of the tested cells in
particular types of AML, ie AMLnos, AMLmps, AMLwuen as compared to the control. The percentage of
LSCcells, relative to the total bone marrow cell population (% total) and relative to CD34+ expressing
blasts (% of CD34+ blasts), showed AMLwen to be a more aggressive type than AMLyes. Similarly to
AML, all MDS subtypes, ie MDSgs1, MDSgs2, MDSgs, MDSy showed significantly more CD34+CD38-CLL-
1+ cells compared to the control, which also applies to all variables. The actual numer of CD34+CD38-
CLL-1+ cells in 1 pL bone marrow showed that MDSgs; was more aggressive than MDSy.

There was no correlation between the presence of CD34+CD38-CLL-1+ cells and prognosis in
both AML and MDS. In the case of the percentage of LSC cells, in relations to the total population of
bone marrow cells and in relations to the blasts expressing CD34+, only an upward trend was
observed in AML. Similarly, in MDS, the percentage of LSCs versus blasts expressing CD34+ and the
numer of CD34+CD38-CLL-1+ cells in 1 pL of bone marrow showed only an upward trend. Our own
studies did not show any significant relationship between age and the presence of CD34+CD38-CLL-
1+ cells in AML and MDS. However, it was observed that patients with AML or MDS were older than
patients who achieved complete remission.

Assessment of the percentage of malignant CD34+CD38-CLL-1+ cells in bone marrow plays an
important role in the routine diagnosis of AML of MDS. In the case of AML, this is important in

defining the quality of remission and predicting the risk of recurrence, and in MDS, in assessing the
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risk of AML. The presence of CD34+CD38-CLL-1+ cells can help to eliminate false negatives when

monitoring MRD.
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z poddaniem sie eksperymentowi,
4. zagwarantowano w badaniu obowiazek uzyskania $wiadomej zgody od wszystkich badanych oséb lub ich

przedstawiciell ustawowych, ochrone danych osobowych uczestnikow badania oraz mozliwosci
odstapienia od udzialu w eksperymencie w kazdym jego stadium.

W zwiazku z powy2szym Komisja Bicetyczna PUM wyraza pozytywna opinig o zaprezentowanym badaniu.
§2
Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku i przedstawionego projekiu; kazda zmiana
i modyfikacja projekiu badawczego wymaga uzyskania odrgbnej opinil. Wnioskodawca zobowigzany jest
do informowania 0 wszelkich poprawkach, ktore moglyby mie¢ wplyw na opinie Komisji, o cigzkich
lub niespodziewanych zdarzeniach niepozadanych i nieprzewidzianych okolicznosciach, o zakoriczeniu badania
i 0 jego wynikach.

§3

Uchwala wchodzi w Zycle z dniem podjecia i obowiazuje na okres badania.

PRZEWCONICZACY
) ooty
Fomorstiego w Saesioe
fof. o niab. n. med. Marek Drozozik
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Lista obecnoéci czlonkéw Komisji Bioetyczne] Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie
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UPOWAZNIENIE

do przetwarzania danych osobowych
w Pomorskim Uniwersytecie Medycznym w Szczecinie
nr 381/2017

Na podstawie art. 37 ustawy z dnia 29 sierpnia 1997 r. o ochronie danych osobowych
(Dz. U. z 2016r. poz. 922), Rektor PUM upowaznia

Ewa Dobak

(Imig 1 Nazwisko)

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
(nazwa jednostki organizacyjne))

do przetwarzania danych w zbiorze: Dokumentacja zwigzana z dydaktyks, zgodnie z przepisami
ustawy z dnia 29 sierpnia 1997 r. o0 ochronie danych osobowych, wydanych na jej podstawie aktow
wykonawczych oraz obowiazujacych przepisow wewnetrznych:

Upowaznienie wygasa z chwilg wykonywania przez Pani czynnosci na rzecz PUM lub z chwila
jego odwolania.

Z up. REKTORA
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie

T

KIEROWNIK ZAKEADU
PAT(?ORFOLOGH
Famarskd Usiw }M&:p:zm w Sterecme

Beznia ; ATOR prof. d hab, n. med! Elzdistz Urasifsks
P oy
m E

(ds § podpis ABI) BN g /‘DJ‘W,{ ¢
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UPOWAZNIENIE 7/2017

do przebywania w obszarze przetwarzania danych osobowych
w Pomorskim Uniwersytecie Medycznym w Szczecinie

Upowazniam

Ewe Dobak - mlodszego specjalist¢ inZynieryjno-technicznego Katedry i Zakladu
Patomorfologii

do przebywania w obszarze ochrony danych osobowych w pomieszczeniach:
Katedry i Zakladu Patomorfologii przy ul. Unii Lubelskiej 1, 71-252 Szczecin

Upowaznienie wygasa z chwilg ustania Pani zatrudnienia w PUM lub z chwila jego odwolania.

Z up. REKTORA
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie
PRCREKTOR
C ]

oo o PGS BTTID, O, Ol DU G S DOV s s s s 00 aannns

s Lal ZAK!_:’«DU
ATEMORFOLOGH
pomarskd Ut wacrgiiledycrny ' Sac1ennz

G
crol. dr hab. . med) Elzbieta Urasifssz

IS TRATOR
g AT, g OTIR}
: ﬁ’ Jlliae
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(daea i podpis ABI) :‘v':,‘( oY '~
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