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Pregled
Review

IMUNOFENOTIPIZACIJA AKUTNIH LEUKEMIJA I MINIMALNA

OSTATNA BOLEST

KLARA DUBRAVCIC!, DRAGO BATINIC!-2

Imunofenotipizacija je etablirana laboratorijska metoda za karakterizaciju neoplazmi krvotvornog sustava i predstavlja jedan
od temelja suvremene klasifikacije tih bolesti. U ¢lanku se sazeto raspravija o mogucnostima i dometima protoc¢nocitometrijske imu-
nofenotipizacije leukemijskih stanica u kontekstu suvremene laboratorijske dijagnostike akutnih leukemija. Posebno se naglasava
uloga te metode u odredivanju stanicne loze i stupnja maturacije (subklasfikaciji) malignih stanica ¢ime znacajno doprinosi dife-
rencijalnoj dijagnostici akutnih leukemija. Drugo, ona usmjerava citogenetsku i molekularnu analizu u cilju Sto tocnije definicije
klinickog entiteta. Nadalje, ta je metoda vazna za otkrivanje biljega s potencijalnim prognostickim ili terapijskim znacenjem, kao
i za otkrivanje specificnih leukemijskih aberacije imunofenotipa na temelju kojih se moze pratiti odgovor na terapiju, minimalna
ostatna bolest i dijagnosticirati povrat bolesti.

Deskriptori: AKUTNA LEUKEMIJA, IMUNOFENOTIPIZACIJA, MINIMALNA OSTATNA BOLEST

Uvod

Akutne leukemije su izrazito hete-
rogena skupina malignih hematoloskih
neoplazmi koje karakterizira klonska
ekspanzija nezrelih krvotvornih stani-
ca. Stoga je pravovremena i tocna dija-
gnostika vazna za odabir adekvatnog
terapijskog pristupa i pracenje bolesni-
ka. Nedavna klasifikacija tumora he-
matopoetskog i limfoidnog sustava od
strane Svjetske zdravstvene organiza-
cije (WHO, 2008.) inkorporira razlicite
bioloske parametre malignih stanica, od
citomorfologije i citokemije preko imu-
nofenotipa do specifi¢nih citogenetskih 1
molekularnih aberacija, a u cilju §to pre-
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ciznije definicije klinicki relevantnih en-
titeta. Klasifikacija definira gotovo 108
hematopatoloskih entiteta, a glavni kri-
teriji za klasifikaciju akutnih leukemija
jesu stani¢no podrijetlo (stani¢na loza)
te rekurentne citogenetske i molekularne
aberacije malignih stanica (1, 2). Bez ob-
zira na tu ¢injenicu, imunofenotipizacija
ima i dalje vazno mjesto u dijagnostici
i praéenju hematoloskih neoplazmi, tim
viSe $to i sami autori klasifikacije navo-
de da je proto¢nocitometrijska imuno-
fenotipizacija metoda izbora za odredi-
vanje stani¢nog podrijetla (loze) blasta
u akutnim leukemijama i analizu imu-
nofenotipskih aberacija u cilju pracenja
rezidualne bolesti (2). U ovom kratkom
pregledu iznose se najvazniji aspekti
proto¢nocitometrijske imunofenotipiza-
cije u rutinskoj dijagnostici i pracenju
akutnih leukemija.

Imunofenotipizacija

Imunofenotipizacija je etablirana
laboratorijska metoda za dijagnostiku,
karakterizaciju 1 pracéenje neoplazmi
krvotvornog sustava i ¢ini jedan od te-
melja suvremene klasifikacije tih bolesti
(1, 3-8). Tom se imunoloskom metodom

na membrani ili unutar stanica otkrivaju
specificni biljezi iz skupine leukocitnih
diferencijacijskih antigena (LDA), po-
znatih i pod nazivom CD-biljega (Ta-
blica 1, Slika 1) (3, 9). U nacelu, imu-
nofenotipska karakterizacija leukemija
i limfoma temelji se na usporedbi imu-
nofenotipa leukemijskih stanica s imu-
nofenotipskim znacajkama normalnih
krvotvornih stanica (3). Na taj je nacin
omogucena identifikacija stani¢ne loze,
odnosno podrijetla malignih stanica,
njihov stadij diferencijacije i maturacije,
ali 1 otkrivanje aberacije fenotipa speci-
ficnih za leukemiju/limfom (engl. leu-
kemia-associated immunophenotypes,
LAIP) (8, 10-11).

Znacenje proto¢nocitometrijske
imunofenotipizacije u akutnim
leukemijama

Suvremena  proto¢nocitometrijska
imunofenotipizacija stanica u uzorcima
suspektnih na akutnu leukemiju ima jed-
no od srediSnjih mjesta u dijagnostici i
pra¢enju akutnih leukemija (1). Uloga
proto¢nocitometrijske imunofenotipiza-
cije u dijagnostici i pra¢enju akutnih leu-
kemija jest viSetruka:
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Tablica 1. A

Mjesovite ili bifenotiopske akutne leukemije (BAL) prema EGIL-u (15)

Bodovi* B-loza T-loza Mijeloidna loza
citCh7%a cit. CD3 ¢it. MPO
2 cit. CD22 L
cit. IgM TCR (lizozim)
CDI10 CD2 232157
1 CDI19 CD5 CD33
CD20 CD8 CDI3
TdT CD14
0,5 2(11)1;4 CD7 CD15
CDla CD64

*unutar loze zbroj bodova mora biti >2, za definiciju BAL-a zbroj bodova >4

Tablica 1. B

Definicija mjesovitih akutnih leukemija (MPAL) prema WHO-klasifikaciji (2)

B-loza T-loza

Mijeloidna loza

CD19#™+ 1 od sljedecih (jako+):
cit.CD22, CD79a, CDI10 ili
CD19#""* s najmanje 2 sljedeca
(jako+): cit.CD22, CD79a, CD10

cit. CD3 ili mCD?3 (rijetko)

MPO ili monocitna loza s najmanje 2 od sljedec¢ih: CD1lc, CD14, CD64,
lizozim, nespecifi¢na esteraza

e dijagnostika i diferencijalna dijagno-
stika neoplazme definiranjem stanic¢-
nog podrijetla (loze) i odredivanja
stupnja maturacije (tj. subklasfikaci-
je) malignih stanica (1-10);

e korelacija imunofenotipskih profila s
rekurentnim citogenetskim ili mole-
kularnim aberacijama u cilju usmje-
ravanja citogenetskih i molekularnih
analiza za preciznu diferencijalnu di-
jagnostiku (5, 8, 10);

e identifikacija biljega s potencijalnim
prognostickim ili terapijskim znace-
njem (12);

e identifikacija imunofenotipskih abe-
racija karakteristicnih za leukemijske
stanice koje ¢ine temelj za odrediva-
nje minimalne ostatne bolesti tijekom
terapije, kao i za dijagnostiku relapsa
bolesti (8, 11-14).

Dijagnosti¢ko znacenje

Prema WHO, akutne leukemije se
dijele u tri osnovne vrste: 1. akutnu mi-
jelo¢nu leukemiju (AML) i srodne pre-
kursorske neoplazme; 2. limfoblasti¢ne
leukemije/limfome (odnosno akutne
limfoblasticne leukemije - ALL pre-
ma staroj terminologiji) koji se prema
podrijetlu dodatno razvrstavaju u T- i

B-limfoblasti¢ne oblike; i 3. akutne le-
ukemije neodredenog, odnosno neja-
snog (engl. ambiguous) podrijetla koje
¢ine <5% svih akutnih leukemija (Slika
1) (1-2). Ove zadnje se dodatno dijele u
tri podvrste: a) akutnu nediferenciranu
leukemiju (engl. acute undifferentiated
leukemia, AUL), b) akutne leukemije u
kojem stanica izrazavaju mjeSoviti feno-
tip (engl. mixed phenotype acute leuke-
mia, MPAL), i ¢) mjesovitu MPAL s dva
fenotipski razlicita klona.

Citomorfoloske znacajke i imunofe-
notip blasta klju¢ su za brzu i pouzdanu
dijagnostiku akutnih leukemija koja se
u vecini slu¢ajeva moze postaviti unutar
nekoliko sati po primitku uzorka (ko-
Stane srzi ili periferne krvi ili drugog
bioloskog materijal). Medutim, treba na-
pomenuti da prilikom obrade uzoraka za
proto¢nocitoimetrijsku imunofenotipiza-
ciju moze doc¢i do oStecenja i/ili gubitka
pojedinih vrsta stanica pa ne treba uvijek
ocekivati visoku podudarnost rezultata
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citomorfoloske i imunofenotipske anali-
ze. To se posebice odnosi na neke tipova
stanica, ponajprije na megakariocite i
plazma-stanice.

Imunofenotipizacija ima veliku ulo-
gu u razlikovanju akutne mijeloidne leu-
kemije od limfoblasti¢ne leukemije/lim-
foma i leukemija nejasnog podrijetla, po-
tom u razlikovanju T- i B-limfoblasti¢ne
leukemije/limfoma i ina¢ica AML (mije-
loblastna, monocitna, megakariocitna i
eritroblastna). Posebno je vazno mjesto
imunofenotipizacije u dijagnostici akut-
nih mjeSovitih leukemija koje jos uvijek
predstavljaju slozen klinic¢ki entite bez
jasnih terapijskih smjernica (Tablica 1)
(1, 2, 15-17). Na kraju, iako u dijagnostici
akutnih leukemija WHO-klasifikacija ne
zahtijeva detaljnu imunofenotipsku ana-
lizu (dovoljno je utvrditi npr. radi li se o
B- ili T-limfoblasti¢noj leukemiji), velik
broj centara i dalje dodatno klasificira
akutne leukemije prema smjernicama
struénih udruga, npr. Europske skupine
za imunolosku fenotipizaciju leukemija
(EGIL), odnosno European Leukemi-
aNet-a (4, 7, 15). Limfoblasti¢ne leuke-
mije/limfomi se dodatno razvrstavaju na
nekoliko podvrsta: u B-lozi to su pro-B,
common, pre-B i B-ALL, a u T-lozi pro-
T, pre-T, kortikalna i zrela T-ALL. Bu-
du¢i da te imunofenotipske kategorije
nemaju veéi prognosticki znacaj, to ih
nova WHO-klasifikacija hematoloskih
tumora posebno ne spominje. Ipak, de-
taljan imunofenotipski profil vazan je za
utvrdivanje povezanosti s rekurentnim
ciotogenetskim i molekularnim abera-
cijama, kao i za odredivanje panela za
odredivanje minimalne ostatne bolesti
(v. dolje).

Povezanost su s rekurentnim
citogenetskim i molekularnim
aberacijama

Pored dijagnostickog znacaja, imu-
nofenotipizacija je vazna za usmjera-
vanje daljnje dijagnostike. Dosadasnja
iskustva govore u prilog povezanosti
imunofenotipa s odredenim citogenet-
skim i molekularnim aberacijama leuke-
mijskog klona, §to moze imati nekoliko
implikacija. Nalaz protoc¢ne citometrije
unutar nekoliko sati od primitka uzor-
ka moze sugerirati daljnje citogenetske
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i molekularne pretrage i na taj naéin
sudjelovati u §to to¢noj diferencijalnoj
dijagnostici bolesti te istodobno raciona-
lizirati laboratorijske pretrage. Klasi¢an
primjer za jest tipican mijeloidni imu-
nofenotip bez izrazaja CD34 i HLA-DR
§to sugerira dijagnozu akutne promijelo-
citne leukemije i indicira daljnje citoge-
netske pretrage na translokaciju t(15;17) i
molekularne analize (PML-RARa) (5, 8,
10) Ostali "klasi¢ni" primjeri ukljucuju
izrazaj mijeloidnih biljega CD13 i CD33
te jak izrazaj CD34 u BCR-ABL+ B-lim-
foblasti¢noj leukemiji, preuredbu gena
MLL u B-limfoblasti¢noj leukemiji fe-
notipa TdT+/CD34+/CD10-/CD15+, kao
i preuredbu gena E2A-PBX1 u B-lim-
foblasti¢noj leukemiji fenotipa CD34-/
CD10+/cit.IgM(pw+/mIgM-/CD20-/+ (5,
8). lako se sli¢ni primjeri mogu naci i u
AML, jos jednom treba istaknuti da spe-
cifiéni imunofenotipski profili nikako ne
predstavljaju surogatne markere genet-
skih abnormalnosti (5, 10). Uloga imun-
fenotipa kao pokazatelja (cito)genetskih
aberacija morat ¢e se definirati velikim
multicnetricnim studijama s definiranim
panelima reagencija.

Prognosticko i terapijsko
znacéenje

Povijesno gledano, imunofenotip
je prije 2-3 desetljea imao vaznu pro-
gnosti¢ku ulogu i predstavljao jedan od
kriterija za odabir odgovarajuée terapije.
Primjerice, u prognosticki nepovoljne
entitete ubrajani su pro-B ALL i nezrela
T-ALL, dok su ostali oblici (izuzev prave
B-ALL) bili prognosti¢ki povoljniji (18).
Medutim, ti su podaci dobiveni u eri
kada citogenetski i molekularni nalazi
nisu koriSteni za stratifikacju bolesnika
i odabir terapije. Rezultati istrazivanja
tijekom zadnjeg desetljeCa nesumnjivo
govore u prilog ¢injenice da imunofeno-
tip nije nezavisni prognosticki ¢imbenik,
ali u zbog povezanosti s odredenim ci-
togenetskim aberacijama pojedinim slu-
¢ajevima moze biti indirektno ukazivati
na prognozu (npr. imunofenotip pro-B u
dojenackoj leukemiji) (12).

Unato¢ gubitku atributa nezavisnog
prognostickog pokazatelja, imunofenotip
i danas ima relativni prognosticki znacaj
koji se moze sagledati iz dva aspekta.

Prvo, imunofenotip ¢e ostati vazan za
odabir specifi¢ne terapije, posebice u
razvoju novih strategija "ciljanog" lije-
¢enja. Primjer za to jest primjena mo-
noklonskih protutijela na antigene CD20
i CD22 u B-limfoblasti¢noj i nelarabina
(purinskog nukleozida) u T-limfoblastic-
noj leukemiji. Sli¢no, u oko 50% bole-
snika s T-limfoblastiénom leukemijom/
limfomom nalazi se aktivacijska mutaci-
ja NOTCHI ¢ije se djelovanje mozZe za-
koditi specifi¢cnim inhibitorima pa stoga
imunofenotip ima "prognosticki" znacaj
u selekciji bolesnika s T-ALL (19). S tim
u svezi jest nedavno otkrice prognosticki
vrlo nepovoljnog oblika T-limfoblasti¢ne
leukemije vrlo nezrelog prekursorskog
imunofenotipa (engl. early T precursor,
ETP) kojeg karakterizira izrazaj T-, mi-
jeloidnih i nezrelih biljega (20). Detaljna
molekularna analiza tog oblika leuke-
mije pokazala je cijeli niz aktivacijskih
mutacija 1 inaktivacijskih lezija u stani-
cama odgovornih za agresivno biolosko
ponasanje te leukemije (21).

Drugi aspekt prognostickog znace-
nja imunofenotipizacije lezi u otkrivanju
specificnih imunofenotipskih aberacija
leukemijskog klona (LAIP) koje se ka-
snije mogu koristiti u pracenju bolesnika
tijekom terapije. O tom prognostickom
aspektu temeljenom na terapijskom od-
govoru raspravlja se u sljede¢em odjelj-
ku.

Praéenje odgovora na terapiju -
minimalna ostatna bolest

Odredivanje MRD tijekom lijeenja
limfoblasticne leukemije prepoznato je
prije vise od 15 godina, najprije mole-
kularnim, a potom i proto¢nocitometrij-
skim pristupom (22, 23). Mjerenje razine
MRD tijekom lijecenja de facto pred-
stavlja procjenu bioloSkog potencijala
leukemijskog klona, a time i vazan pro-
gnosticki faktor za tijek i ishod bolesti.
Nalaz minimalne ostatne bolesti (MRD)
ima sli¢ne implikacije bez obzira na vrst
akutne leukemije. Drugim rije¢ima, na-
laz MRD tijekom lijecenja, a posebice na
kraju konsolidacije korelira s relapsom
bolesti i loSijom prognozom (Bene). Po-
red toga, mjerenje ranog odgovora na li-
je€enje (tzv. redukcija blasta) moze pred-
vidjeti status remisije nakon indukcije 1
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relaps bolesti nakon terapije (24). Upravo
su pedijatrijske studije MRD-a pokazale
da ne samo prisutnost blasta, ve¢ i njihov
udio predstavlja jedan od najvaznijih ri-
zi¢nih ¢imbenika za relaps bolesti.

Odredivanje MRD proto¢nom cito-
metrijom temelji se na otkrivanju spe-
cificnih "leukemijskih" aberacija mali-
gnih stanica (engl. leukemia-associated
immunphenotypes, LAIP). Radi se o
promjeni izrazaja CD-biljega od strane
malignih stanica u odnosu na normalne
stanice slicnog maturacijskog statusa, a
ukljucuju sljedece aberacije: a) manjak
ili prekomjernu ekspresiju odredenog
biljega; b) asinkroni izrazaj dvaju bilje-
ga (npr. istovremeno nezrelog i zrelog);
c) izrazaj biljega drugih loza (npr. biljeg
limfocita u AML). Iako se studije done-
kle razlikuju (ovisno da li se radi o AML
iili limfoblasti¢noj leukemiji), svi se sla-
zu da napredak tehnologije omogucava
mjerenje MRD na razini >0,01%, odno-
sno 1x10-* §to predstavlja subklini¢ku ra-
zinu (bolesti) (25).

U tijeku su brojne studije koje istra-
zuju ulogu MRD u vodenju bolesni-
ka s akutnom leukemijom, a u slucaju
limfoblasticne leukemija sve ih se vise
fokusira na rani odgovor na terapiju
(redukcija blasta). Republika Hrvatska
takoder sudjeluje u kolaborativnom pro-
jektu interkontinentalne radne skupine
ALL-IC u okviru pedijatrijske skupine
BFM za dijagnostiku i lijeCenje ALL u
djece. Klinicka studija zahtijeva procje-
nu terapijskog odgovora 8. dana lijece-
nja analizom blasta u perifernoj krvi,
a 15. dana u kostanoj srzi kao dodatna
informaciju za stratifikaciju bolesnika u
rizi¢ne skupine s razliCitim terapijskim
pristupom. Primarni cilj laboratorijske
kolaborativne studije FC-MRD bila je
standardizacija postupka mjerenja MRD
proto¢nom citometrijom u nacionalnim
centrima u cilju primijene analize MRD
u praksi. Tocnije, udio blasta ukostanoj
srzi 15. dana lijecenja (<0,1%, >0,1%-
10% 1>10%) sastavni je dio algoritma za
stratifikaciju bolesnika u rizi¢ne skupine
s razli¢itim terapijskim opcijama (26).
Klinicka vrijednost FC-MRD mo¢i ¢e se
procijeniti nakon zavrSetka studije.

Metodoloski aspekti

Imunofenotipizacija je metoda za
otkrivanje specificnih stani¢nih biljega
iz skupine leukocitnih diferencijacijskih
antigena (LDA), poznatih i pod nazivom
CD-biljega. U tu se svrhu rabe zivotinj-
ska (obi¢no misja) anti-CD monoklonska
protutijela koja se vezu za odgovarajuéi
biljeg na stani¢noj membrani ili u unu-
tra$njosti stanice. U proto¢noj citometriji
su protutijela obiljezena razli¢itim fluo-
rescentnim bojama pa je moguca isto-
dobna analiza izrazaja nekoliko (danas
cak 6-10) razlicitih biljega na istoj stanici
27).

U cilju $to tocnije dijagnostike i
klasifikacije hematoloskih neoplazmi
predloZeni su brojni dijagnosticki pane-
li CD-biljega (4-8). Medutim, temeljno
nacelo dijagnostike je manje-vise isto i
sastoji se od nekoliko koraka (Slika 1) (8,
9, 28). Opcenito, u prvom se koraku pri-
mjenjuje ogranien set reagencija kako
bi se odredila stani¢no loza leukemijskih
stanica, dok se u sljede¢im koracima
to¢nije odreduje njihov diferencijacijski
1 maturacijski status te imunofenotipske
aberacije za kasnije pra¢enje minimalne
ostatne bolesti. U prvom se koraku (pro-
biru) ponajcesce rabi detekcija stani¢nih
biljega koji su manje-vise specificni za
lozu, a to ovisno o panelu i moguéno-
stima laboratorija ukljucuje odredivanje
odredenog broja citoplazmatskih i mem-
branskih biljega.

Na temelju rezultata probira (prvog
panela) nastavlja se detaljnija imuno-
fenotipizacija sekunadarnim panelom.
Osim biljega loze, ti paneli sadrzavaju i
odredeni broj biljega drugih loza za koje
se pokazalo da se ucestalije pojavljuju na
blastima, kao npr. biljezi T-i NK-stanica
CD2 i CD56 u AML ili mijeloidni biljezi
CD13 i CD33 u BP-ALL. Sekundarnim
panelom se odreduje maturacijski status
leukemijskih stanica vazan za subkla-
sifikaciju bolesti, otkrivaju leukemijski
imunofenotipovi (LAIP) vazni za odre-
divanje MRD tijekom lijeCenja i eventu-
alnu terapijsku stratifikaciju bolesnika
(posebice u ALL), utvrduju imunofeno-
tipske aberacije udruzene s rekurentnim
citogenetskim ili molekularnim abera-
cijama malignog klona i, kona¢no, daje
prognosticka informacija.
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IMMUNOPHENOTYPING OF ACUTE LEUKEMIA AND MINIMAL RESIDUAL DISEASE

K. Dubravcié, D. Batini¢

Immunophenotyping is established laboratory methods for the characterization of hematopoietic neoplasms and represents
one of the cornerstones of modern classification of these diseases. The article briefly discusses the capabilities and achievements
of flow cytometry immunophenotyping of leukemic cells in the context of contemporary laboratory diagnosis of acute leukemia.
Particularly emphasizes the role of the method in determining the cell lineage and stage of maturation (i.e. subclassification) of
malignant cells, which contributes significantly to the differential diagnosis of acute leukemia. Second, it directs the cytogenetic
and molecular analyses in order to achieve more precise definition of the clinical entity. Furthermore, this method is important for
detecting markers with potential prognostic and therapeutic significance, as well as for the detection of specific immunophenotypic
aberrations of leukemic useful for monitoring response to therapy, minimal residual disease and disease recurrence.
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