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Aberantni imunofenotipovi u prognozi

akutne mijeloicne leukemije

Prognostic value of aberrant phenotypes in acute myeloid leukemia

Mirta Mikuli¢*’, Vedran Hosti¢?, Drago Batini¢?, Ranka Serventi-Seiwerth?, Renata Zadro?,

Sanja Davidovic?, Klara Dubravci¢®, Pavle Roncevié!, Damir Nemet?, Boris Labar?

Sazetak. Cilj: Dijagnoza akutne mijeloi¢ne leukemije (AML) temelji se na nalazu citomorfologi-
je, imunofenotipizacije i citogenetike. Osnovna uloga imunofenotipizacije jest odredivanje krv-
ne loze te prepoznavanje aberantnih fenotipova. U ovom ¢lanku odredena je ucestalost i pro-
gnosticka vrijednost aberantnih fenotipova u bolesnika s AML-om. Metode: U retrospektivnom
istrazivanju prikupljeni su podaci o dijagnozi i lije¢enju 123 odrasla bolesnika s novodijagnosti-
ciranom akutnom mijeloi¢nom leukemijom, koji su lijeceni u Zavodu za hematologiju Klinike za
unutarnje bolesti KBC-a Zagreb u razdoblju od 2000. do 2007. godine. Rezultati: Ucestalost
aberantnih imunofenotipova iznosila je 74.8 %. Naj¢esca je bila asinkrona ekspresija biljega,
nadena u 70 % bolesnika, zatim koekspresija limfocitnih biljega u 35 % bolesnika, te neizrazaj
biljega specificnih za lozu u 24 % bolesnika. U procjeni odgovora na lije¢enje nadeno je da bo-
lesnici s aberantnim fenotipom po tipu neizrazaja biljega specificnog za lozu: CD33-CD13+
imaju losiji odgovor na uvodno lijecenje; u analizi preZivljenja bolesnici s aberantnim fenoti-
pom po tipu asinkroniciteta: CD117+C34+CD15+/CD14+/CD11b+ imaju krace ukupno preziv-
lienje i preZivljenje bez znakova bolesti. Rasprava i zakljucak: Uz dijagnosticku, imunofenoti-
pizacija procjenom prisustva aberantnih imunofenotipova ima i prognosticku vrijednost u
bolesnika s AML-om.

Kljuéne rijeci: aberantni imunofenotip, akutna mijeloi¢na leukemija, imunofenotipizacija

Abstract. Aim: Diagnosis of acute myeloid leukemia (AML) is based on cytomorphological,
immunophenotypic and cytogenetic findings. The main role of immunophenotyping is line-
age assignement and detection of aberrant phenotypes. The objective of this study was to
analyze the incidence and the prognostic value of aberrant phenotypes in AML. Methods:
Data on diagnosis and treatment of 123 patients with newly diagnosed AML, treated in the
University Hospital Center Zagreb in the period from 2000-2007, was retrospectively ana-
lyzed. Results: The incidence of aberrant phenotypes was 74.8 %. The most frequent aber-
rant phenotype was asynchronous expression which was found in 70 % of patients, followed
by co-expression of lymphoid markers in 35 % of patients and loss of lineage-specific mark-
ers in 24 % of patients. The aberrant phenotype CD33-CD13+ correlates with lower com-
plete remission rate, while the aberrant phenotype CD117+C34+CD15+/CD14+/CD11b+ cor-
relates with shorter overall and disease-free survival. Discussion and conclusion: In addition
to its diagnostic role, immunophenotyping of AML offers information about patient progno-
sis through the detection of aberrant phenotypes.
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Akutne mijeloi¢ne leukemije (AML) morfoloski i
geneticki heterogena su skupina klonalnih bolesti
krvotvornih mati¢nih stanica. Temeljne znacajke
AML-a jesu zastoj u sazrijevanju i nekontrolirana
proliferacija leukemijskih mati¢nih stanica uz isto-
dobno potiskivanje zdravih mati¢nih stanica.
Zbog toga se nakupljaju nefunkcionalne nezrele
stanice koje se nazivaju blastil. Prema klasifikaciji
zlo¢udnih krvotvornih tumora Svjetske zdravstve-

(iv) izraZaj biljega koji se normalno ne nalaze na
tom tipu stanica ili stani¢noj lozi (tzv. koekspresija);
(v) neuobicajena ekspresija biljega u odnosu na
vrijednosti vezane uz rasprsenje svjetlosti (FSC i
SSC).

Navedeni se poremedaji u izrazaju biljega naziva-
ju aberantnim ili leukemijskim imunofenotipovi-
ma (eng. leukemia-associated phenotype)*°.

U AML-u se imunofenotipizacija koristi za prepo-
znavanje populacije blasta i njezino svrstavanje u
mijeloidnu lozu, a posebno je vazna u dijagnostici
minimalno diferenciranog AML-a i akutne mega-
karioblastne leukemije. Dijagnoza AML-a temelji

Imunofenotipizacija proto¢nom citometrijom neizostav-
na je metoda u dijagnostici akutne mijeloicne leukemije,
no ona ima i nedovoljno ispitanu prognosticku vrijednost.

se na nalazu ekspresije biljega rane mijelomono-
citne diferencijacije, ukljucujué¢i CD13, CD15,
CD33, CD64 CD117 i citoplazmatsku mijeloperok-

ne organizacije (5Z0) iz 2001. i 2008. godine??, za
postavljanje dijagnoze i ispravnu karakterizaciju
AML-a nuzno je primijeniti viSe komplementarnih
metoda analize aspirata koStane srzi: citomorfo-
logiju, imunofenotipizaciju protocnom citometri-
jom, kariotipizaciju te molekularnu dijagnostiku.
Imunofenotipizacijom zdravih krvotvornih stanica
moguce je odrediti diferencijacijske putove razli-
c¢itih krvnih loza i to identifikacijom promjena u
izrazaju citoplazmatskih i membranskih biljega
koji su povezani s odredenom lozom ili specifi¢ni
za nju. Imunofenotipizacija proto¢nom citometri-
jom rutinski se koristi u dijagnostici zlo¢udnih he-
matoloskih bolesti ponajprije u razlikovanju mije-
loidne od limfoidne loze, razlikovanju B- i
T-stani¢nih akutnih leukemija i u prepoznavanju
mjesSovitih leukemija. Dijagnosticka vrijednost
polazi od procjene zrelosti stanica i odredivanja
broja blasta, te procjene odstupanja u ekspresiji
biljega koja se u hematoloskim zlo¢udnim tumo-
rima mogu podijeliti u pet kategorija:

(i) neuobicajeno povisena ili snizena razina bilje-
ga normalno izraZzenih kod pojedinoga stani¢nog
tipa u odredenome razvojnom stadiju, Sto u poje-
dinim slucajevima ukljucuje potpuni gubitak nor-
malnih antigena;

(ii) asinkrona ekspresija biljega (izrazaj biljega
koji se normalno nalaze na odredenom tipu stani-
ce, ali u pogresnom stadiju sazrijevanja);

(iii) neuobicajeno homogena ekspresija jednog
biljega ili viSe njih na populaciji koja normalno
ima vise heterogenu ekspresiju;
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sidazu (MPQ), a Cesta je i aberantna ekspresija
limfocitnih biljega®7°.

Osim dijagnosticke vrijednosti imunofenotipizaci-
je u AML-u, u brojnim je studijama prepoznata i
njezina prognosticka vrijednost, u smislu korelaci-
je ekspresije pojedinih biljega ili kombinacije bi-
ljega s odgovorom na lijecenje i prezivljenjem bo-
lesnika*™3, i u smislu korelacije ekspresije biljega
s drugim laboratorijskim nalazima, ponajprije ci-
togenetickim promjenama?.

Uz navedena ispitivanja prognosticke vrijednosti
pojedinih antigena, u posljednje se vrijeme poku-
Salo istraziti i prognosticku vrijednost aberantnih
imunofenotipova®¢, ili kombinacija biljega'’*,
kao i moguénost njihove upotrebe u pracenju mi-
nimalne ostatne bolesti**2,

Cilj ovog ispitivanja bio je procijeniti uCestalost i
znacaj prisustva aberantnih imunofenotipova u
bolesnika s akutnom mijeloi¢cnom leukemijom.

BOLESNICI | METODE

U ovom retrospektivnom istrazivanju prikupljeni
su podaci o dijagnozi i lije¢enju 123 odrasla bole-
snika s novodijagnosticiranom akutnom mijeloic-
nom leukemijom, koji su lijeeni u Zavodu za he-
matologiju Klinike za unutarnje bolesti KBC-a
Zagreb, u razdoblju od 2000. do 2007. godine.
Ukljuceni su bolesnici u kojih je prema klasifikaciji
SZ0-a® postavljena dijagnoza AML-a sa specificnim
genetickim promjenama (bez akutne promijelocit-
ne leukemije) ili AML-a neklasificirana drukdije.
Bolesnici s AML-om s promjenama pridruzenim
mijelodisplaziji nisu bili ukljuceni u ispitivanje.
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Istrazivanje su odobrila eticka povjerenstva Medi-
cinskog fakulteta u Zagrebu i Klinickog bolnickog
centra Zagreb.

Dijagnoza AML-a postavljena je prema podjeli
S70-a. Citoloska dijagnostika ukljucivala je cito-
morfolosku i citokemijsku analizu. Citogeneticke
tehnike G-pruganja i fluorescentna in situ hibridi-
zacija (FISH) koristene su u dijagnostici kromo-
somskih promjena. Tehnikom FISH ispitane su
sliede¢e  kromosomske promjene: inv(16),
t(15;17), t(8;21), abn. 11g23. Molekularna tehni-
ka PCR primijenjena je za dokaz promjena gena
MLL, te dokaz fuzijskih gena PML/RARA, AML/
ETO, CBFB-MYH11 i BCR/ABL. Ovisno o citogene-
tickom nalazu, te PCR, ispitanici su podijeljeni u
skupine dobrog, srednjeg i loSeg rizika, prema
smjernicama Europske mreze za leukemiju (engl.
European LeukemiaNet)?*.

Imunofenotipizacija se provodila standardnim
postupkom prema EGIL-u®. Nakon lize eritrocita,
leukociti koStane srzi analizirani su na izrazaj spe-
cificnih leukocitnih biljega koristeéi panel mono-
klonskih protutijela i proto¢nu citometriju (FACS-
can i FACSCalibur tvrtke BD Bioscienses, SAD).
Koristena su sljedeca protutijela konjugirana s
FITC, (R)PE, RP-CY5, PerCP i APC fluorokromima,
u procedurama dvostrukog, trostrukog te Cetve-
rostrukog bojenja: CD1la, CD2, CD3, CD4,CD5,
CD7, CD8, CD10, CD11b, CD13, CD14, CD15,
CD16, CD19, CD20, CD22, CD33, CD34, CD41,
CD45, CD56, CD64, CD65w, CD71, CD79a, c-kit/
CD117, anti-glycophorin A, anti-MPO, anti-Tdt,
anti-lyzozyme i anti-HLA DR. Kao granica pozitiv-
nosti odredena je razina ekspresije u vise od 20 %
blasta za sve mijeloi¢ne te B/T limfocitne biljege,
osim za MPO, gdje je granica pozitivnosti na 10 %.
Aberantni su imunofenotipovi definirani prisut-
noséu > 10 % blasta na kojima su istodobno izra-
Zeni  biljezi prema tipu:  asinkroniciteta
(CD117+CD34+CD15+/CD14+/CD11b+; CD117-
CD34+CD15+/CD14+/CD11b+;
CD117+CD34+CD56+), izostanka biljega specific-
nog za lozu (CD33+CD13-, CD33-CD13+) ili koek-
spresije limfocitnih biljega CD7, CD2, CD19, CD10.
Bolesnici su lije¢eni intenzivnom kemoterapijom
prema protokolima AML10% ili AML12%* Europske
organizacije za

istrazivanje i lijeCenje raka

(EORTC), koji uklju¢uju i autolognu ili alogeni¢nu

transplantaciju  krvotvornih mati¢nih stanica
(TKMS), ovisno o postojanju srodnoga podudar-
nog davatelja. U pripremi za transplantaciju pri-
mjenjivan je standardni mijeloablativni program s
busulfanom u kombinaciji s ciklofosfamidom?.

U statistickoj analizi koriSten je program SPSS15
(SPSS Inc., USA). U analizi vjerojatnosti povezano-
sti izrazaja pojedinih biljega ili prisustva aberan-
tnog fenotipa s citogenetickim svojstvima i isho-
dom lijeCenja koriSten je x* i Fisherov egzaktni
test; a u univarijatnoj analizi preZivljenja Kaplan-

Akutne mijeloic¢ne leukemije u velikog se dijela bolesni-
ka odlikuju prisustvom aberantnih imunofenotipova,
Sto oznacava istovremeni izrazaj biljega na nacin na koji

se na zdravim stanicama ne moze nadi.

Tablica 1. Karakteristike bolesnika
Table 1. Patient characteristics

N

Dob

Godine, medijan (raspon)

Spol m/z

Leukociti, x10°/L
Hemoglobin, g/dL
Trombociti, x10°/L
Blasti u kostanoj srzi (%)
FAB podtip

MO

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

Nepoznato
Kemoterapija
Standardne doze Ara-C
Visoke doze Ara-C
“Mini-ICE”

Ostalo®
Transplantacija krvotvornih maticnih stanica
Autologna

Alogenicna

2palijativno ili suportivno lijecenje

123
46 (20-59)

57/66
Medijan (raspon)
64 (0,8-455,6)
94 (36-157)
52 (5-548)
64 (20-99)
N (%)

8 (6,5)
16 (13,0)
55 (44,7)
0
20 (16,3)
19 (15,4)
1(0,8)

0
4(3,3)

N (%)
75 (61,0)
45 (36,6)
1(0,8)
2(1,6)

66 (53,7)
15 (13,8)
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Tablica 2. Zastupljenost aberantnih fenotipova
Table 2. Aberrant phenotype distribution

izmedu prisustva aberacije po tipu asinkronije ili
neizrazaja biljega specifitnog za lozu s citogene-

2postotak od broja testiranih bolesnika

Odredivanjem prisustva aberantnih imunofenotipova
pri dijagnozi i tijekom lijeCenja moZe se procjenjivati mi-
nimalna ostatna bolest, a neki tipovi aberantnih imuno-
fenotipova imaju utjecaj na prognozu.

-Meierove krivulje te log-rank test za usporedbu
prezivljenja pojedinih skupina bolesnika.

REZULTATI

Klinicke i laboratorijske znacajke 123 bolesnika
ukljucenih u ispitivanje navedene su u tablici 1.
Ucestalost pojedinih tipova aberantnih imunofe-
notipova navedena je u tablici 2. Pojavnost abe-
rantnih imunofenotipova bila je 74,8 %. Asinkro-
na ekspresija biljega nadena je u 70 % bolesnika,
neizrazaj biljega specificnih za lozu u 24 % bole-
snika, a koekspresija limfocitnih biljega u 35 %
bolesnika. U 22 bolesnika (17,9 %) nadena su
istovremeno dva tipa aberacije, a u 3 bolesnika
(2,4 %) istovremeno tri tipa aberacije.

U analizi povezanosti koekspresije limfocitnih bi-
ljega s citogentskim promjenama nadeno je da
blasti bolesnika kod kojih je identificirana pro-
mjena t(8;21) znacajno ceSce izraZzavaju biljeg
CD19 (33 naspram 3 %, P = 0,028) i CD56 (57 na-
prama 11 %, P = 0,028). Nije nadena povezanost
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Svi bol. N=123 tickim promjenama dobrog, loSeg ili srednjeg rizi-
Test. Poz ka (P=0,058,iP=0,796).

N N %2 Kompletna remisija nakon uvodne terapije posti-
Koekspresija limfocitnih biljega gnuta je u 72 % bolesnika. Bolesnici s aberantnim
CD7 109 27 24,8 fenotipom CD33-CD13+ teZe postizu kompletnu
CD10 53 3 5,7 remisiju u usporedbi s bolesnicima s aberantnim
D19 114 1 9,6 fenotipom CD33+CD13- (47,4 % naspram 81,5 %,
CPVZ » 66 > 7,6 P =0.017). Nije nadena povezanost izmedu prisu-
Vls_e bllje_g? o > stva aberacije po tipu asinkroniciteta i postizanja
Asinkroni izraZaj biljega
CD117+CD34+CD15/CD14/CD11b+ 19 284 kompletne remisije (P = 0,862).
CD117+CD34-CD15/CD14/CD11b+ 67 14 20,9 Srednje preZivljenje svih bolesnika iznosi 47,6 mje-
CD117+CD34+CD56+ 14 20,9 seci (95 % Cl, 39,4 — 55,7), a srednje prezivljenje
Gubitak biljega specifiénog za lozu bez znakova bolesti 55,9 mjeseci (95 % Cl, 46,7 —
CD33+CD13- 6 17 14,8 65,2). Srednje preZivljenje ispitanika bez asinkrone
CD33-CD13+ 11 9,6 ekspresije iznosi 50,7 mjeseci (95 % Cl, 28,7 —
Istovremeno 2 tipa aberacije 22 72,9), bolesnika s CD117+CD34-CD15+/CD14+/
Istovremeno 3 tipa aberacije 3

CD11b+ 51,6 mjeseci (95 % Cl, 33 — 70,2), a bole-
snika s CD117+C34+CD15+/CD14+/CD11b+ 25,2
mjeseca (95 % Cl, 10,5 — 40). Razlika u preZivljenju
izmedu potonje dvije skupine aberantnih fenoti-
pova statisticki je znacajna (P = 0,031) (slika 1).
Bolesnici s fenotipom CD117+C34+CD15+/
CD14+/CD11b+ imaju znacajno losije prezivljenje
bez znakova bolesti — 21,8 mjeseci (95 % Cl, 5,3 —
38,2), nego bolesnici bez asinkrone ekspresije —
54,4 mjeseca (95 % Cl, 30,5 — 78,1) i ispitanici s
CD117+CD34-CD15+/CD14+/CD11b+ fenotipom
— 53,1 mjesec (95 % Cl, 9,8 — 72,4), te ispitanici s
fenotipom CD117+CD34+CD56+ — 44,1 mijesec
(95 % Cl, 21,9 - 66,3) (P =0,037) (slika 2).

Srednje prezivljenje bolesnika bez izostanka izra-
Zaja biljega specificnog za lozu iznosi 53,1 mjese-
ca (95 % Cl, 43,3 — 62,9), ispitanika s CD33+CD13-
32 mjeseca (95 % Cl, 15,2 — 48,8), a ispitanika s
CD33-CD13+ 18,1 mjeseci (95 % Cl, 8,1 — 27,3),
no razlika nije statisti¢ki znacajna (P = 0,082). Ta-
koder nije nadena statisticki znacajna razlika u
prezivljenju bez znakova bolesti u bolesnika s izo-
stankom biljega specifi¢nih za lozu (P = 0.278).

U analizi preZivljenja i preZivljenja bez znakova bo-
lesti nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu
bolesnika s i bez koekspresije limfofocitnih biljega.

RASPRAVA

Incidencija aberantnih fenotipova od 74.8 % u na-
$0j skupini ispitanika sukladna je s podacima u lite-
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raturi, gdje se krece od 64 — 94 %, ovisno o broju
zadanih fenotipova, broju koristenih biljega i po-
stupcima viSestrukog bojenja®!%?%, Stopa pojav-
nosti pojedinih tipova, pri ¢emu je najceséa asin-
krona ekspresija, zatim koekspresija limfocitnih
biljega te izostanak biljega specificnog za lozu, ta-
koder odgovara podacima u literaturi. U svom smo
istrazivanju pokusali procijeniti znacaj pojedinih ti-
pova aberantnih fenotpova. Analizom korelacije
prisustva aberantnih fenotipova s citogenetickim
promjenama nasli smo da je koekspresija limfocit-
nog biljega CD19, te biljega CD56, ¢esca u t(8;21),
$to je sukladno podacima u literaturit®. U analizi
utjecaja prisustva aberantnog fenotipa na odgovor
na lijeCenje nasli smo da bolesnici Ciji su blasti
CD33-CD13+ teze postizu remisiju bolesti, a buduci
da smo pronasli trend losijeg preZivljenja u bole-
snika s tim fenotipom, moglo bi se ovu aberaciju
svrstati u nepovoljne, sto do sada nije bilo pokaza-
no. U analizi utjecaja prisutnosti aberantnog feno-
tipa na ishod lijecenja takoder smo pokazali da je
asinkroni  fenotip CD117+C34+CD15+/CD14+/
CD11b+ prognosticki nepovoljan u odnosu na ne-
postojanje asinkronog fenotipa ili njihove druge
oblike: CD117+C34-CD15+/CD14+/CD11b+ ili
CD117+C34+CD56+. Povoljan prognosticki znacaj
fenotipa CD117+CD34-CD15+ poznat je od rani-
je'®, no ovaj bi se nalaz mogao objasniti i prisutno-
$¢u, odnosno odsutnoséu ekspresije biljega CD34,
koji je do sada u vise radova identificiran kao ne-
povoljan prognosticki biljeg?®. Od ranije je poznato
da koekspresija limfocitnih biljega nema utjecaj na
prognozu bolesnika, kao $to smo i pokazali u ovom
ispitivanju®, no u pojedinim je radovima pokazan
negativan utjecaj ekspresije biljega CD7%, sto ni-
smo uspjeli potvrditi.

Relativno visok udio aberantnih fenotipova u bo-
lesnika s AML-om ¢ini ih pogodnima za pracenje
minimalne ostatne bolesti i odgovora na lijeenje
kao Sto je veé pokazano u vise studija’®?. Usto,
ovim smo rezultatima potvrdili da uz dijagnostic-
ku vrijednost, imunofenoitpizacija ima i progno-
sticki znacaj. lako se danas bolesnici s AML-om
stratificiraju u skupine rizika ovisno o genskim
promjenama??, kod odredenog broja bolesnika
nalaz citogenetike pri dijagnozi nije informativan,
kao npr. nalaz normalnog kariotipa ili tehnicke
neadekvatnosti. U tih bolesnika imunofenotipiza-
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Slika 1. Prezivljenje ispitanika s akutnom mijeloicnom leukemijom u
odnosu na prisutnost asinkronog aberantnog imunofenotipa

Figure 1. Survival of patients with AML in relation to the presence of
asynchronous aberrant immunophenotype
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Slika 2. PreZivljenje bez znakova bolesti ispitanika s akutnom mijeloicnom
leukemijom u odnosu na prisutnost asinkronog aberantnog
imunofenotipa

Figure 2. Survival of patients with AML without symptoms in relation to
the presence of asynchronous aberrant inmunophenotype

cija bi se mogla koristiti kao komplementarna
metoda, kako za odredivanje stupnja rizika, tako i
za odluku o intenzivitetu postremisijskog lijece-
nja, Sto je potrebno prethodno istraziti i u pros-

pektivnim multicentri¢nim studijama.
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ZAKLJUCAK

Imunofenotipizacija je danas rutinska i standar-

dna dijagnosticka metoda u bolesnika s AML-om.

Njenom se primjenom uz ostale dijagnosticke po-

stupke mogu bolje odrediti pojedini podtipovi
AML-a. Cini se da aberantni fenotipovi imaju zna-
¢aj u prognozi AML-a, §to je potrebno u budué¢im
klinickim istrazivanjima potvrditi. Usto, aberantni
fenotipovi AML-a vjerojatno su pogodni za prade-

nje i procjenu minimalne ostatne bolesti, kao i za

procjenu odgovora na lijecenje.
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