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a b s t r a c t

Background: The most common childhood malignancy is B-cell precursor acute leuke-

mia (BCP-ALL). Leukemic cells remaining in the patient's bone marrow during treatment

are the major cause of relapse; therefore, minimal residual disease monitoring (MRD)

during the induction therapy is predicting factor of treatment outcome. Multicolor flow

cytometry (MFC) is the commonly used technique during follow-up of leukemia in bone

marrow. Materials and methods: MRD was assessed by MFC in 44 patients with BCP-ALL

from the Oncology and Hematology Department, Children's University Hospitalin Krakow

diagnosed between 2011 and 2013. The level of residual leukemic cells and the quality of

antigen expression was assessed on leukemic cell on diagnosis day and 15th day of

induction chemotherapy. Six-color panel of monoclonal antibodies was used. To achieve

expected sensitivity of the method (10-4), at least 300.000 nucleated cells were collected.

Results: CD10 expression was changed in residual leukemic cells of most patients on day

15 of treatment, in comparison to day 0. The most significant decrease of CD10 expres-

sion occurs in standard risk group. CD10 level is correlated with the level of blasts in day

15, which is the most significant in high-risk group. The patients, in whom the level of

CD10 expression increases during treatment, were statistically significantly associated

with worse response to therapy. Conclusions: The immunophenotypic shifts at day 15

were observed in most patients. Not only are the quantitative MRD results important,

but also qualitative changes of immunophenotype of residual leukemic cells might bring

additional clinical information.
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Wprowadzenie

Ostra białaczka limfoblastyczna (ALL; acute lymphoblastic
leukemia) jest najczęstszym nowotworem wieku dziecięcego
(ok. 85% wszystkich nowotworów u dzieci). Najwyższą
zachorowalność na ALL obserwuje się w przedziale wieko-
wym od 2 do 5 lat. W przebiegu tej choroby obserwuje się
zaburzoną proliferację oraz akumulację limfoblastów, które
lokalizują się w szpiku kostnym, krwi obwodowej oraz
węzłach chłonnych. Najczęstszy podtyp ostrej białaczki
limfoblastycznej stanowi białaczka z prekursorowych komó-
rek B (BCP-ALL; B-cell prekursor acute leukemia), która charak-
teryzuje się proliferacją limfoblastów zatrzymanych na
wczesnym etapie dojrzewania. Najpowszechniejszą przyczy-
ną niepowodzenia terapii przeciwnowotworowej u pacjen-
tów pediatrycznych z ALL jest wystąpienie wznowy. Pojawia
się ona u około 15–20% pacjentów, co wynosi około 0,7 na
100 000 dzieci w Europie. Przy użyciu kombinacji intensyw-
nej chemioterapii, radioterapii czy allogenicznego prze-
szczepu szpiku kostnego możliwe jest wyleczenie ponad
80% pacjentów, jednakże w niektórych przypadkach
komórki białaczkowe pozostają w szpiku kostnym pacjen-
tów pomimo zastosowanego leczenia, powodując wystąpie-
nie wznowy. Z tego powodu bardzo istotną rolę odgrywa
prawidłowa i rzetelna diagnostyka na początkowym etapie
leczenia, a także monitorowanie minimalnej choroby reszt-
kowej [1–6].

Minimalna choroba resztkowa (MRD; minimal residua
disease) określa ilość komórek białaczkowych, które prze-
trwały proces leczenia chemioterapeutycznego u pacjentów
w fazie remisji, a ich wykrycie możliwe jest jedynie przy
użyciu zaawansowanych technik laboratoryjnych, takich jak
cytometria przepływowa czy reakcja łańcuchowa polime-
razy. MRD jest główną przyczyną występowania wznowy,
a ryzyko jej wystąpienia jest szacowane właśnie na podsta-
wie poziomu minimalnej choroby resztkowej. Ocena MRD
stanowi także jeden z czynników, na podstawie których
dokonuje się klasyfikacji pacjentów do poszczególnych grup
ryzyka: standardowego, pośredniego lub wysokiego. Grupa
ryzyka jest kliniczną oceną zawansowania choroby [7–10].

Współczesne metody diagnostyki laboratoryjnej w zakre-
sie ostrych białaczek dotyczą oceny cytologicznej komórek
krwi obwodowej i szpiku kostnego, zaburzeń genetycznych,
enzymów i związków chemicznych w komórkach blastycz-
nych, a także określenia immunofenotypu komórek białacz-
kowych z wykorzystaniem cytometrii przepływowej. Obec-
nie cytometria przepływowa jest rutynowo wykorzystywana
w diagnostyce chorób hematologicznych. Służy między
innymi do różnicowania stadiów dojrzewania komórek,
monitorowania postępów leczenia oraz stwierdzenia remisji
choroby, a także oceny i kontroli minimalnej choroby
resztkowej. Klasyfikacja immunologiczna ostrych białaczek
na podstawie immunofenotypu jest możliwa dzięki określo-
nym determinantom antygenowym, które są charaktery-
styczne dla poszczególnych etapów dojrzewania komórek
danej linii. Analiza immunofenotypu komórek prawidłowo
różnicujących się oraz komórek białaczkowych pozwala na
określenie na jakim etapie różnicowania i dojrzewania
zatrzymały się niekontrolowanie proliferujące komórki.
Ekspresja poszczególnych antygenów powierzchniowych
i cytoplazmatycznych może się zmieniać w trakcie leczenia
[11–14].

Glikokortykosteroidy stosowane są jako jedne z pierwszy
leków w czasie terapii u pacjentów z ostrą białaczką
limfoblastyczną, stanowiąc jej istotny element. Wykorzysty-
wane jest ich działanie limfocytolityczne oraz hamowanie
procesów podziałowych w limfocytach. Zostało udowod-
nione, że zmiana poziomu ekspresji poszczególnych antyge-
nów może występować nawet w początkowym etapie lecze-
nia u pacjentów z ostrą białaczką limfoblastyczną wywo-
dzącą się z komórek B. Zmiany w immunofenotypie
komórek w trakcie chemioterapii u pacjentów z białaczką
B- komórkową mogą również odzwierciedlać wrażliwość na
zastosowane leczenie [15–18].

CD10 jest antygenem charakterystycznym dla niedojrza-
łych limfocytów B, równocześnie stanowiąc marker ostrej
białaczki limfoblastycznej typu „common” [19]. Badania
prowadzone w ostatnich latach [18] wykazały wpływ lecze-
nia prednizonem na modulację ekspresji CD10. Co ciekawe,
stopień modulacji immunofenotypu in vitro koreluje
z kliniczną odpowiedzią na prednizon (ocenioną na podsta-
wie badania morfologicznego krwii obwodowej w dniu 8 che-
mioterapii). Wykazano, że modulacja CD10, a dokładnie
spadek poziomu ekspresji tego antygenu, jest znacząco
niższy w grupie pacjentów ze złą odpowiedzią na leczenie
prednizonem (PPR; prednisone poor response, >1000 komórek
białaczkowych we krwi obwodowej po 8 dniach leczenia)
w porównaniu z grupą pacjentów prezentujących dobrą
odpowiedz na leczenie prednizonem (PGR; prednisone good
response, <1000 komórek białaczkowych we krwi obwodowej
po 8 dniach leczenia).

Materiały i metody

Grupę badaną stanowiło 44 pacjentów oddziału Onkologii
i Hematologii Uniwersyteckiego Szpitala Dziecięcego w Kra-
kowie, u których w latach 2011–2013 zdiagnozowano ostrą
białaczkę limfoblastyczną pochodzącą z komórek B i
w czasie leczenia stosowany był prednizon przez okres
8 dni. U pacjentów monitorowano minimalną chorobę
resztkową (MRD> 0,01% w dniu 15 leczenia) z wykorzysta-
niem cytometru przepływowego. Poziom resztkowych ko-
mórek białaczkowych, a także ekspresja antygenów, wyra-
żona jako średnia intensywność fluorescencji (MFI; mean
fluorescence intensity) była oceniana na komórkach białaczko-
wych w dniu diagnozy oraz w dniu 15. zastosowanego
leczenia chemioterapeutycznego. W trakcie analizy wyko-
rzystywany był sześciokolorowy panel przeciwciał monoklo-
nalnych. Aby uzyskać oczekiwaną wrażliwość metody (10-4),
analizowano zbiór składający się z 300 000 komórek jądrza-
stych.

Wyniki

Szpik kostny pobierany był od pacjentów w dniu diagnozy
(dzień 0) oraz w 15. dniu leczenia. Nie zaobserwowano
różnić w poziomie ekspresji CD10 (wyrażonym jako MFI)



Ryc. 1 – Poziom ekspresji CD10 w dniu zerowym
w zależności od grupy ryzyka: standardowego (SR),
pośredniego (IR) i wysokiego (HR)
Fig. 1 – The level of CD10 expression at day 0 in standard risk
(SR), intermediate (IR) risk, and high-risk (HR) groups

Ryc. 3 – Stosunek ekspresji CD10 w dniu zerowym i dniu
piętnastym w zależności od grupy ryzyka: standardowego
(SR), pośredniego (IR) i wysokiego (HR)
Fig. 3 – Ratio of CD10 expression at day 0 and 15 in standard
risk (SR), intermediate (IR) risk, and high-risk (HR) groups

Ryc. 4 – Rozróżnienie pacjentów na dwie grupy: dobrze (GR;
good response) i źle (BR; bad response) odpowiadających na
zastosowane leczenie prednizonem z uwzględnieniem
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pomiędzy grupą standardowego, pośredniego i wysokiego
ryzyka w dniu zerowym (początek leczenia) (Ryc. 1). Zaob-
serwowano różnicę w poziomie ekspresji CD10 w dniu 15
w zależności od grupy ryzyka (Ryc. 2). Zmiana poziomu
ekspresji CD10 w dniu zerowym w stosunku do dnia
piętnastego była najbardziej znacząca w grupie standardo-
wego ryzyka (Ryc. 3).

Aby ocenić stopień zmiany poziomu ekspresji CD10 po
zastosowaniu prednizonu (podanie przez 8 dni), pacjenci
zostali podzieleni na dwie grupy, pod względem stosunku
poziomu ekspresji CD10 wyrażonego jako MFI w dniu zero-
wym i dniu piętnastym. W grupie pacjentów, u których
stosunek ten wynosił mniej niż 1, nie zaobserwowano
znaczących różnic w odpowiedzi na prednizon. W przypad-
ku pacjentów, u których stosunek wynosił więcej niż 1,
zaobserwowano znacząco lepszą odpowiedź na prednizon
(Ryc. 4).
Ryc. 2 – Poziom ekspresji CD10 w dniu piętnastym
w zależności od grupy ryzyka: standardowego (SR),
pośredniego (IR) i wysokiego (HR)
Fig. 2 – The level of CD10 expression at day 15 in standard risk
(SR), intermediate (IR) risk, and high-risk (HR) groups

stosunku ekspresji CD10 w dniu 0 i 15
Fig. 4 – Two groups: GR – good response to prednisone and BR –

bad response to prednisone (with ratio of CD10 expression
between day 0 and 15)
W trakcie leczenia najczęściej obserwuje się spadek
poziomu ekspresji CD10 (Ryc. 5.1). W niektórych przypad-
kach poziom ekspresji pozostaje niezmienny (Ryc. 5.2) lub
wzrasta w stosunku do dnia zerowego (Ryc. 5.3). Występuje
istotna statystycznie korelacja (Ryc. 6) pomiędzy poziomem
MRD w dniu 15 oraz poziomem ekspresji CD10 wyrażonym
jako MFI. Dalsza analiza wskazuje jednak, iż zależność ta
zachodzi w największym stopniu w grupie wysokiego ryzyka
(Ryc. 7).

Omówienie

Analiza przedstawionych wyników wskazała, że w dniu
diagnozy nie występowały istotne różnice w poziomie



Ryc. 5 – Przykładowy schemat przesunięć w poziomie
ekspresji CD10 w czasie leczenia
Fig. 5 – Exemplary scheme of expression shifts of CD10 during
treatment

Ryc. 6 – Korelacja poziomu MRD (minimal residual disease)
w dniu 15. oraz poziomu ekspresji CD10
Fig. 6 – Correlation of MRD (minimal residual disease) level at
day 15 and CD10 expression level

Ryc. 7 – Korelacja poziomu MRD (minimal residual disease)
w dniu 15. oraz poziomu ekspresji CD10 w zależności od
grupy ryzyka
Fig. 7 – Correlation of MRD (minimal residual disease) level at
day 15 and CD10 expression level depends on risk group
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ekspresji CD10, wyrażonej jako MFI pomiędzy grupami
ryzyka: niskiego, pośredniego i wysokiego. W dniu 15.
leczenia w grupie standardowego i pośredniego ryzyka
obserwowano spadek poziomu ekspresji, co jest związane
z odpowiedzią na zastosowane leczenie, natomiast w grupie
wysokiego ryzyka nie obserwowano zmian w poziomie eks-
presji CD10, a w niektórych przypadkach, wręcz przeciwnie,
obserwowano wzrost ekspresji. Poziom CD10 korelował
z poziomem blastów w szpiku kostnym w dniu 15. leczenia.
Zależność ta była najbardziej znacząca u pacjentów należą-
cych do grupy wysokiego ryzyka. U pacjentów, u których
poziom ekspresji CD10 wzrósł w czasie terapii (stosunek
CD10 wyrażonego jako MFI pomiędzy dniem 0 a 15 niższy
od 1), był znacząco statystycznie powiązany ze złą odpowie-
dzią na zastosowane leczenie z użyciem prednizonu.

Wnioski

W trakcie leczenia u większości pacjentów obserwuje się
zmiany w immunofenotypie komórek białaczkowych. Te
modyfikacje często widoczne są już w czasie badań kontrol-
nych w dniu 15. leczenia. Modulacje w ekspresji CD10
znacząco korelowały z poziomem MRD w dniu 15. Szczegól-
nie było to zauważalne w grupie wysokiego ryzyka. Brak
zmian w poziomie ekspresji CD10 był związany z gorszą
odpowiedzią na leczenie z zastosowaniem prednizonu
(w dniu 8.). Podsumowując, nie tylko ilościowy wynik MRD,
ale także jakościowe zmiany w immunofenotypie komórek
białaczkowych mogą przynosić dodatkowe klinicznie istotne
informacje.
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