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Suhrn: Leukémie tvoria heterogénnu skupinu ochoreni a postihuju deti aj dospelych. Diagnostiku vo velkej miere ulah¢uje prietoko-
vé cytometria, avSak relaps ochorenia zostava velkym problémom aj v sicasnosti. Stanovenie minimalnej rezidudlnej choroby a hla-
danie novych terapeutickych stratégii zakonite musi byt zaloZené na dokladnom poznani biologickych vlastnosti jednotlivych typov
buniek. V tomto bode m4 velky vyznam prave prietokova cytometria s moZnostami viacfarebného znacenia ro6znych znakov stcasne,
DNA analyzy, alebo kombindcie sortovania/separacie buniek na podklade imunofenotypu s naslednou komplexnou analyzou jednot-
livych bunkovych populdcii.
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Summary: Leukemias create/represent a heterogenous group of diseases affecting both children and adults. Diagnosis is to a large
extent facilitated by flow cytometry but the relapse of the disease remains a big problem also at present. Detection of minimal residual
disease and finding new therapeutic strategies must be regularly based on consistent knowledge of biological characteristics of
individual cell types. In this point, the great significance belongs to flow cytometry with the possibilities of multicolor staining of
different markers simultaneously, DNA analysis, or combination of cell sorting on the basis of immunophenotype followed by the

complete analysis of individual cell populations.
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Fyziologicky hematopoeticky vyvoj je Specificky regulovany
proces, ktory zahriiuje sebaobnovu kmenovych buniek, expan-
ziu triedovo-Specifickej progenitorovej populécie a dozrieva-
nie do kone¢nych krvnych elementov (1). Pochopenie proli-
feracie a diferencidcie buniek sa uzZ nezaobide bez znalosti ich
imunofenotypového profilu, ktory je tvoreny mozaikou mem-
branovych i vnitrobunkovych molekil. V poslednom obdobi
prebehla ich rozsiahla charakterizcia z hladiska genetickej
determinécie, chemickej Struktdry a funkcie; ziskané poznat-
ky sa vo velkej miere vyuZivaji aj v suvislosti s diagnostikou
leukémii a lymfémov (2, 31, 32).

Aplikacia metody prietokovej cytometrie v diagnostike leu-
kémii

Prinosom pouZitia monoklondlnych protilatok a prietokovej
cytometrie je urCenie triedy akdtnych alebo chronickych leu-
kémii, najmé v pripadoch nejednoznaéného morfologického
nilezu, stanovenie prognézy na podklade imunofenotypu
a vyuzitie v detekcii minimalnej rezidudlnej choroby. Najskor
pouzivanou bola jednofarebna imunofluorescencia, prostred-
nictvom ktorej sa znaky analyzovali jednotlivo. Porovndvacia
analyza imunofenotypovych charakteristik leukemickych
buniek a zdravych buniek je doleZitd pre exaktné odliSenie
zdravych buniek od naddorovych (6, 36). V znac¢nej miere pou-
Zivané jednofarebnd imunofluorescen¢nd analyza vSak neu-
moZiiuje presnt detekciu aberantnych populécii najmi z toho
hladiska, Ze leukemické bunky exprimuju prevazne rovnaké
znaky ako zdravé bunky (42). LiSia sa v8ak v urcitych cha-
rakteristikdch (intenzita expresie, pocet molekil daného zna-
ku) (33, 34, 41). Vyvoj monoklonélnych protil4tok spojenych
s rozli¢nymi typmi fluorochrémov umoznil pouZitie a analy-
zu kvantitativnych a kvalitativnych zmien viacerych znakov
naraz, ¢o presnejSie definuje fenotyp jedinej bunky (3, 37).
Preto sa v sucasnosti pristupuje k definicii populécii pritom-
nych v zdravej kostnej dreni a periférnej krvi pomocou troj-

a Stvorfarebnej analyzy, a k Standardizacii tychto technik vo
viacerych laboratériach (4, 5, 7).

Viacfarebnd imunofluorescenénd analyza populdcii zdravej
kostnej drene a periférnej krvi

PouZitim kombindcii priamo znacenych protildtok s nésled-
nou lyzou erytrocytov vo vzorke a citlivého merania sa ziska-
li detailné informdcie o bunkovych subpopulaciich pritom-
nych v zdravej kostnej dreni a periférnej krvi aj vo velmi
nizkych frekvenciach, ktoré predtym nebolo mozné detekovat
klasickymi metédami. Zvolené kombindcie protilatok proti
povrchovym a vnitrobunkovym znakom a techniky znacenia
vychddzaju z doteraz ziskanych poznatkov o imunofenotype
roznych populécii leukocytov (4, 7, 8).

Pomocou prietokovo-cytometrickej analyzy sa podarilo iden-
tifikovat zakladné imunologické podtypy vCasnych progeni-
torov exprimujtcich znaky asociované s B-bunkovou triedou
v kostnej dreni. Na zdklade pouZitia piatich trojkombi-
nicii znakov (CD10/CD20/CD19, CD34/CD38/CD19,
CD34/CD22/CD19, CD19/CD34/CD45, TdT/CD10/CD19)
saidentifikovali dve subpopulacie CD19~ progenitorov, z kto-
rych jedna exprimovala znaky CD34*/CD22*/CD19~ a dru-
ha TdT*/CD10*/CD19. Tieto subpopuléacie vsak predstavuji
velmi malé percento (0,1110,09% a 0,0410,05%) z celkové-
la znak CD19 a podlIa intenzity expresie (bright = silnd inten-
zita expresie, dim = slabd intenzita expresie) dal§ich znakov
sa charakterizovali tri nasledovné podskupiny: velmi nezre-
1é B-bunky, s imunofenotypom CD10Pright CD34, TdT,
CD19dim CD22dim Cp3gbright CD45-/dim 3 CD20-; bunky
prechodného B-bunkového $tidia dozrievania charakterizo-
vané imunofenotypom CD19, CD10, CD22, CD45, CD34-,
TdT-, CD38Pright” cD22dim  CD20%™; zreliu B-bunkovi
populéciu definovali znaky CD19*, CD22bright, CD45bright,
CD20bright, CD384im CD10-, CD34-, TdT . Prvé dve subpo-
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pulicie prevladaja u deti do 15 rokov (v KD maji az 70%
zastipenie), poCet buniek v tretej subpopulacii je vzhladom
k veku relativne stabilny (4).

Podobna Stidia bola zamerand na charakterizdciu buniek
s T-asociovanymi znakmi, nachddzajicimi sa v zdravej kost-
nej dreni. Opidt bolo pouZitych pédt kombindcii zna-
kov (CD7/CD5/CD3, CD7/CD4/CD8, CD7/CD2/CD3,
CD7/CD38/CD34 a TdT/CD7/cCD3). V zdravej KD sa nezis-
tili Ziadne populécie buniek, ktoré by neexprimovali znak CD7,
pripadne by jeho expresia bola slab4, taktieZ ani populédcie
s koexpresiou znakov CD34*CD7* a TAT*CD7*cCD3*. Pre-
to sa analyzovali ostatné znaky na populdcii CD7* buniek.
Dolezitym poznatkom je, Ze v zdravej kostnej dreni sa nena-
chadzaju populécie buniek, ktoré silne exprimujti znaky CD4*
a CD8*. V analyzovanych vzorkach KD sa sledovala aj moz-
nost koexpresie znakov CD19, CD13 a CD33 v zdravej popu-
lacii CD7* buniek, pretoZe u leukémii T-bunkového typu sa
ich expresia vyskytuje nezriedka (6, 40). Ziadna koexpresia
CD7+CD19* sa nezistila vo frekvencii vy$$ej nez 10, aviak
bunky CD7*CD13* a CD7*CD33" boli detekované v 10 %
vzoriek KD vo frekvencii vy$Sej ako 104 (0,06+0,03 %
a0,05+0,04 %) (7).

Vo vzorkach zdravej periférnej krvi sa analyzovali subpopu-
lacie lymfocytov Stvorfarebnym znacenim s rtoznymi CD mar-
kermi. Najviac zastipenymi populdciami boli lymfocyty
s fenotypom CD3*CD8*CD2*CD4~ (25%), CD3*CD8"
CD2*CD4* (42%), CD3 CD8*CD2*CD4~ (4%), CD3~
CD8*CD2 CD4~ (1%), tieto populiacie CD3~CD8* exprimo-
vali znaky CD16*CD56%, lymfocyty negativne pre vSetky
T-znaky boli CD19* (11%) (8).

Na zéiklade tychto poznatkov o fenotypovych vlastnostiach
buniek zdravych populacii mozZno vymedzit tzv. ,,empty spa-
ces* (oblasti na bodovych histogramoch — ,,dot plots*, kde sa
zdravé bunky KD nenachadzaju, ale maligne bunky st lokali-
zované v tychto oblastiach kvoli ich aberantnej antigénnej
expresii) (5). Takymto spdsobom prichddza do tvahy defini-
cia ektopického povodu leukémie, ako je to asto pozorované
u akuatnych leukémii pochddzajicich z T-buniek, predovset-
kym z tymusu.

Podobné charakterizacia myeloidnych bunkovych subpopula-
cii v zdravej KD alebo PK eSte nebola publikovand, i ked su
znidme prace s pouZitim multiparametrovej analyzy a trojfa-
rebného znacenia na definovanie aberantnych fenotypov
a detekciu MRD u pacientov s akttnou myeloidnou leukémi-
ou (9, 10, 35).

Detekcia MRD a jej prognosticky vyznam pri viacfarebnej
analyze

Detekcia malignych buniek v ,.empty spaces” ma uplatnenie
nielen na zaciatku ochorenia pri stanoveni diagndzy, ale aj
v priebehu ochorenia na stanovenie efektivity liecby pri eli-
minécii leukemického klonu a dokaze MRD (5, 7).

Detekcia MRD pomocou imunofenotypizécie s vysokou citli-
vostou (10 az 1073 pri pouziti $pecifickych s leukémiou-aso-
ciovanych imunofenotypovych vlastnosti) umoZiiuje takto
odliSit aj skupiny pacientov s vy$Sim rizikom relapsu. Na pod-
klade hodnotenia minimélnej zvySkovej choroby po konsoli-
dacnej liecbe je moZné rozdelit pacientov do dvoch skupin.
Deliacou hranicou je pocet 3,5 x 10" rezidudlnych leukemic-
kych buniek a u pacientov s niz§im po¢tom rezidulnych buni-
ek sa zistila menSia pravdepodobnost relapsu, priaznivejsi
cytogeneticky ndlez a dlhodobejSie preZivanie (9). K podob-
nym zdverom mozno dospiet pri analyze hladiny zvySkovych
buniek s aberantnym fenotypom uZ po induk¢nej liecCbe u paci-
entov s AML. U pacientov zaradenych do skupiny s najvic-
Sim rizikom sa zistila MRD vo vicsej frekvencii nezZ 107~ abe-
rantnych buniek a vyskyt relapsu 85£9% v priebehu 3 rokov.
Skupina pacientov v strednej rizikovej skupine mala pocet
zvyskovych buniek 102 az 1073 a riziko relapsu 45+8%. Paci-
enti s obsahom aberantnych buniek v men$om poéte nez 103
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boli zaradeni do skupiny s najniZ$im rizikom névratu ochore-
nia, 14+6%. U tych, ktori mali pocet aberantnych buniek men-
§1 ako 10 sa v priebehu 3 rokov nevyskytol relaps (10).

Definicia vlastnosti buniek spojenych s procesom vzniku
leukémie

Mechanizmy zodpovedné za nekontrolovatelnti expanziu leu-
kemickych buniek st tzko viazané s regulacnymi mechaniz-
mami zdravych hematopoetickych buniek, najmi s regulaci-
ou bunkového cyklu, proliferdciou a prezivanim buniek. Je
vSeobecne akceptovany fakt, Ze leukemické bunky proliferuja
vdaka zmendm v aktivacii proto-onkogénov a/alebo inaktiva-
cii nddorovych supresorovych génov. Traduje sa ndzor, Ze leu-
kemicky fenotyp je odrazom trovne hematopoetickej hierar-
chie, v ktorej sa geneticky defekt vyskytuje (43). Najnovsie
prace dokazuju, Ze genetickd udalost spustajica leukémiu sa
vyskytuje na drovni kmetiovej bunky, bez ohladu na fenotyp
celkovej populdcie leukemickych blastov. Tento geneticky
defekt pravdepodobne sdm determinuje diferenciatny program
postihnutého bunkového klonu (11).

Sortovanie leukemickych buniek prietokovym cytometrom
Priimunofenotypizacii patologickych buniek v PK a KD paci-
enta mozno analyzovat stupei heterogenity v abnormélnej bun-
kovej populdcii, sposobeny existenciou roznych patologickych
klonov alebo pritomnostou buniek v rozliénych dozrievacich
Stadiach (12). Prietokovd cytometria uZ v su¢asnosti poskytu-
je viac ako len charakterizovanie imunofenotypu buniek. Sepa-
rovanie bunkovych populécii s naslednou analyzou buniek flu-
orescencnou in-situ hybridizaciou (FISH) alebo simultdnna
analyza fenotypu a obsahu DNA maju velki vypovedni hod-
notu o vlastnostiach tychto buniek (12, 13, 14).
Separovanie/sortovanie buniek prietokovou cytometriou
umoZiluje ziskat suspenziu buniek, ktord obsahuje viac ako
95% buniek s pozadovanym fenotypom. Principom je rozde-
lenie pradu unéd$ajiceho bunky kmitanim piezoelektrického
kryStalu na jednotlivé kvapky, ktoré obsahuju len jednu bun-
ku. Bunky st potom vychylované elektrickym nadbojom do jed-
notlivych skumaviek podla zvolenych parametrov (15).

Vela prac sa zaobera detekciou leukemickych buniek v sub-
populécii hematopoetickych progenitorovych buniek kostnej
drene alebo periférnej krvi, predovSetkym na zaklade Speci-
fickych imunologickych znakov a ich kombinécii a charakte-
ristickych chromozomalnych odchylok.

Sledovanim pacientov v chronickej fize CML sa zistilo, Ze
v periférnej krvi sa u nich nachddza zvySené mnoZstvo proge-
nitorovych buniek, ktoré sa od seba fenotypovo velmi neodli-
Sovali. Priich skiimani zistili pritomnost ako normalnych (Ph-),
tak aj Ph* progenitorov (16). Paralelné Stidie buniek CML
ukézali, Ze mnohé leukemické kmetiové a progenitorové bun-
ky sa delia, je zaujimavé, Ze u vSetkych sledovanych pacien-
tov aj bunky v G, faze bunkového cyklu obsahovali BCR-ABL
mRNA (17).

Podobne ako u CML aj u AML boli detekované leukemické
a zdravé progenitorové bunky. Ich fenotyp je velmi podobny
z hladiska expresie CD34 a nizkej expresie CD38, moZu sa
lisit stratou expresie Thy-1 (18). K tplne opacnym zaverom
dospeli autori v inej praci, ktori demonstrovali, Ze pripady so
silnou expresiou CD34 na leukemickych kludovych kmertio-
vych bunkdch mdZu reprezentovat neoplasticki dysregulaciu
medzi CD34 negativitou a schopnostou pre rychlu eliminaciu
(eflux) lipofilnych molekul (19). Separovanie nezrelych buni-
ek AML periférnej krvi pacientov preukazalo, Ze progenitory
schopné obnovovania exprimujui fenotyp CD34*CD71 "HLA-
DR~CD38", teda podobne ako zdravé progenitory. Vysledky
naznacili, Ze u tychto pacientov sa leukemicka transformacia
mohla vyskytnit v primitivnych bunkéch, ktoré exprimuju
CD34 s naslednou klonalnou evoluciou, ale napriek tomu si
zachovali schopnost proliferovat a obnovit hematopoézu
NOD/SCID mysi (20).



Zistilo sa, Ze pacienti s AML a translokéciou t(8;21) maju doké-
zatelne aj dva mesiace po dosiahnuti klinickej remisie pri-
tomnych aZz 80% CD34* buniek s touto translokaciou (13).
Demonstrovalo sa tiez, Ze t(8;21)-Specifickdi AMLI1/ETO
mRNA je exprimovana v zrelych monocytoch a B-bunkéch,
ako aj HSC (hematopoietic stem cell), lymfoidnych progeni-
toroch a myeloidnych progenitoroch aj pocas remisie pacien-
ta, takZe t(8;21)+ HSC v remisii si schopné diferencovat do
zrelych krvnych buniek in vivo (21).

Na podklade predchidzajicich $tudii ktoré ukazali, Ze viac ako
95% detskych B-ALL exprimuje znak CD38, sa predpokla-
dalo, Ze je moZné izolovat v KD deti s B-ALL normalne
CD34*CD38 progenitory v Case remisie. CD34* bunky boli
separované do CD34*CD38* a CD34*CD38~ populdcii.
Naslednd analyza u 10 deti ukdzala, Ze u Styroch z nich
sa vyskytujua pre tento typ leukémie netypické leukemické pre-
skupenia TCR, charakteristické pre daného pacienta, aj
v CD34+*CD38™ populacii (22).

Zaujimava Stidia bola urobend s izolovanymi Ph* progenito-
rovymi bunkami ALL s roznym fenotypom (CD34*CD38",
CD34*CD38*, CD34-, CD34%) od pacienta, ktorymi trans-
plantovali NOD/SCID mysi. NajlepSiu proliferacnii schopnost
mali bunky CD34**CD38", schopné vytvorit velké mnoZstvo
leukemickych blastov, ktoré exprimovali rovnaké aberantné
kombindcie povrchovych antigénov ako mal pacient (11).

Je pozoruhodné, Ze poCas remisie sa HSC s translokéciou doka-
7u diferencovat do zrelych krvnych buniek. ,,Klonalna remi-
sia“ u pacientov s AML naznacuje, Ze dominantné ,,pre-leu-
kemické* kmetiové bunky schopné normélnej diferenciécie
moZu existovat a Ze dalSia mutacna udalost/udalosti moZu
transformovat tieto pre-leukemické kmeniové bunky do sku-
to¢nych leukemickych kmenovych buniek ako vysledok viac-

stuptiovej leukemogenézy. V praci sa demonstruje, Ze t(8;21)
nemusi Specificky znacit leukemické bunky. Na druhej strane
je doleZité vediet, ¢i rezidudlne bunky pritomné u roznych
hematologickych malignit si potomkami malignych alebo
nemalignych kmeniovych buniek s leukemickymi Specificky-
mi génmi (21).

Hodnotenie proliferacnych markerov, bunkového cyklu,
apoptozy a rezistencie pomocou prietokovej cytometrie

Definovanie leukemickych buniek v populdcii hematopoetic-
kych prekurzorov m4 teda vyznam nielen z hladiska definova-
nia minimalnej rezidudlnej choroby, ale aj z hladiska objasne-
nia mechanizmov vzniku leukémie. Sucasna analyza
povrchovych, vnutrobunkovych znakov a obsahu DNA umoz-
fluje presnejSiu charakterizaciu vlastnosti leukemickych buni-
ek (23). Odpoved leukemickych buniek na induk¢nt terapiu,
pritomnost MRD a prognéza ochorenia st do zna¢nej miery
determinované prave schopnostou proliferdcie a apoptozy leu-
kemickych buniek v pritomnosti podanych lie¢iv. Metdda pri-
etokovej cytometrie vyuZiva rozne metddy fixacie a permeabi-
lizacie na dokaz poliferacnych znakov v spojeni s detekciou
obsahu DNA na stanovenie proliferacného indexu leukemic-
kych buniek (23, 24,25). Detekcia zmien v expresii nddorovych
supresorovych génov (p53, p21), anti- a pro-apoptotickych
molekul (Bcl-2, Bax, CD95), mnohopocetnej liekovej rezisten-
cie (MDR) u hematologickych malignit je zriedkava v ¢ase dia-
gndzy, mé viak Specificky vyznam pre detekciu mechanizmov
progresie leukemického procesu u niektorych diagnéz, ako sa
potvrdilo napriklad u CML ¢i AML (26, 27, 28, 29, 30, 38, 39).

Praca bola podporena Grantom c. 2/1109/21 Slovenskej
grantovej agentury.
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