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Rolul imunofenotiparii in diagnosticul si prognosticul leucemiilor
acute limfoblastice (LAL) la copil

Diagnosticul LAL se bazeaza pe caracteristicile morfologice, imunolo-
gice, citochimice si de biologie moleculard a limfoblastilor. In perioada
2001-2007, am analizat la 42 bolnavi LAL 0-18 ani imunofenotipul
blastilor (n=29) corelat cu factorii de prognostic. LAL precursor-B am
gésit in 22, T in 5 §i B matur in 2 cazuri. Leucocitoza > 20.000/mm” la
debut a fost prezenta la 54,5% dintre LAL precursor-B §i 100% la LAL-T.
Raspunsul precoce la corticoterapie a fost favorabil in 81% al LAL pre-
cursor-B si in 20% a LAL-T. Maduva osoasa la 33 zile a fost M1 la 23 si
M2 la 3 bolnavi. 55% a pacientilor LAL precursor-B si 100% a celor cu
LAL-T au fost de risc inalt. Supravietuirea generald a prezentat variatii
semnificative (p<0,001) in functie de imunofenotip. Imunofenotiparea
este esentiald in stabilirea diagnosticului complet i evaluarea corecta a
prognosticului LAL la copiii mici.
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Az akut lymphoblastos leukaemia (ALL) a leggyakoribb
gyermekkori malignus megbetegedés. A gyermekkori rossz-
indulatd megbetegedések kozel 25%-at valamint a gyermek-
kori leukémidk 75%-4t az ALL teszi ki. Az ALL diagndzisa-
ban a csontvel6i malignus sejtek morfologiai, immunoldgiai,
cytogenetikai és molekuldris bioldgiai tulajdonsagait veszik
figyelembe, amelyekkel a kiillonben nagyon heterogén ALL
csoport kiilonféle kdrjoslata tipusait lehet megkiilonboztetni.
Alymphoblastok immunolégiai vizsgalatat a marosvasarhelyi
1. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika beteganyagaban 2001-t61
végzik, 2 ml EDTA-ra levett csontvel6 aspiratumbdl Becton-
Dickinson FACScan miszerrel.

A dolgozat célja a lymphoblastok immunoldgiai jellem-
zése és Osszefiiggések keresése az immunofenotipus és a
betegség lefolyasa kozott.

Anyag és modszer

A 2001-2007 kozott diagnosztizalt 0-18 éves korcsoportu
ALL-es betegeknél retrospektiven, a kérlapok adatai alapjan
vizsgéltuk a lymphoblastok immunoldgiai tulajdonsagait és
olyan prognosztikai tényezdket, mint életkor, nem, kezdeti
fehérvérsejtszam, a lymphoblastok FAB (French-American-
British) morfoldgidja, korai cortizon valasz, a 33. napi csont-
vel6i kép, illetve Osszefliggések feltarasat a vizsgalt tényezdk
és a relapszusok valamint tulélés kozott. Az adatokat a SPSS
statisztikai program segitségével dolgoztuk fel.

Dr. Horvath Adrienne

540091 Marosvasarhely — Targu Mures
str. Avram lancu 49/2

E-mail: adigyer1@yahoo.com

102

The role of immunophenotyping in the diagnosis and prognosis of
childhood acute lymphoblastic leukemias (ALL)

The diagnosis of ALL is based upon the morphological, cytochemical,
immunological and molecular analysis of lymphoblasts. We performed
immunophenotyping in 29 out of 42 ALL patients aged 0 to 18 years
during 2001-2007 and made some correlations with prognostic factors.
Precursor-B ALL was found in 22, T-cell in 5 and mature B cell-ALL in 2
patients. Leucocytosis > 20.000/mm3 appeared in 54,5% of precursor-B
and in 100% of T cell ALL. Early cortisone response was good in 81% of
precursor-B and 20% of T cell ALL. Bone marrow at 33 day was of M1 in
23 and M2 type in 3 cases. 55% of precursor-B ALL and 100% of T-cell
ALL were of high risc. Overall survival presented significant variations
related to immunopohenotype. Inmunophenotyping is essential in the
establishment of a complete diagnosis and assessment of correct progno-
sis in childhood ALL.
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Eredmények

A 42 tjonnan diagnosztizalt ALL-es beteg (23 fiu és 19
lany) koziil Gsszesen 29 esetben (69%) sikertilt a csontveldi
lymphoblastok immunofenotipizaldsat elvégezni, ebbél 22
esetben precursor-B sejtes (76%), 5 esetben T-sejtes (17,2%)
és 2 esetben érett B-sejtes (6,8%) volt az ALL. Két évesnél
fiatalabb betegekben csak precursor-B sejtes ALL fordult
el6, az életkor elérehaladdsaval megjelentek és gyakoribba
valtak a T-sejtes és érett B-sejtes formak (1. abra). 20.000/
mm?® feletti kezdeti fehérvérsejtszim a precursor-B ALL
54,5%-ban, mig a T-sejtes ALL 100%-ban fordult el6. A
korai cortizon valaszt a 7 napi Prednison kezelés utan alla-
pitottuk meg a periférids vér abszolut lymphoblast szama
alapjdn, az 1000/mm? alatti értékeket tartva kedvezd ered-
ménynek. A precursor-B ALL (n=21) 4 esetében (19%)
és a T-sejtes ALL (n=>5) kozil 4 esetben (80%) talaltunk
1000/mm?*-nél magasabb abszolut lymphoblast szdmot. A
chemoterdpia 33. napjan végzett kontroll csontveld vizs-
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1. abra. Az életkor és lymphoblast immunofenotipusa kizotti dsszefiiggés



Az immunofenotipizalas szerepe a gyermekkori akut lymphoblastos leukaemiak diagndzisaban és kérjoslataban

1. tablazat. Atlagos talélési idd azimmunofenotipus fiiggvényében

Immunofenotipus Atlagos tulélés (hénap)
pre-B 52,11

T 27,46

B 2,00

galat 23 esetben volt a nagyon kedvezé M1 tipusu (<5%
lymphoblast), 3 betegnél M2 tipusu (5-25% lymphoblast),
mig M3 tipust (>25% lymphoblast) nem észleltiink, ezek
immunofenotipus szerinti megoszlasat a 2.abra mutatja. Az
immunofenotipusnak meghatarozé szerepe volt a rizikd
csoportok megjelolésében, igy a precursor-B sejtbél kiin-
dulé ALL-es esetek 55%-a, mig az 9sszes T-sejtes és érett
B-sejtes ALL a magas malignitasu csoportba kertilt.

Immunofenotipus szerinti dsszehasonlitisban az atlagos
tulélés jelentSs eltéréseket mutat (1. tablizat), a kiilonbség
szignifikdns p < 0,001 szinten (Logrank-teszt). A legrosszabb
prognozist ALL az érett B-sejtes volt, mig a legkedvezébb
korjoslatot a precursor-B sejtes esetekben észleltiik (3. abra).

Az 6ssz 42 betegbdl 16 beteget veszitettiink el (38,5%),
t6leg relapszusban és fertézésekben (2. tablazat).

Megbeszélés

Az ALL egy bioldgiailag heterogén betegcsoport, ezt igazoltak
a lymphoblastokon végzett morfoldgiai, immunoldgiai, cito-
genetikai és molekuldris biologiai vizsgalatok. Torténelmileg
a lymphoblastok legkoraibb jellemzése morfolégiai alapon
tortént. A FAB felosztas 3 tipusu lymphoblastot kiilonboz-
tet meg a sejt nagysdga, a mag chromatin szerkezete, alakja,
nucleolusok jelenléte, citoplazma festédése, vacuoldk jelen-
léte, mag/citoplazma ardny szerint. Az L1 tpust lymphoblast
viszonylag kicsi sejt, nucleolust tartalmazé nagy maggal,
kevés citoplazméval. Az L2 tipusu sejtek heterogén popu-
laciot alkotnak a méret és alak szempontjabdl, a mag
bevagott, kavébab-szerd, nucleolust tartalmaz, tobb a
citoplazma, amelyben néha vacuoldk is megjelenhetnek.
Az L3 tipust sejt mérete nagyobb az elébbiekéhez viszo-
nyitva, a mélyen bazofil citoplazmaban vacuoldk, a magban
nucleolusok vannak jelen. Prognosztikai szempontbol az L1
tipus a legkedvez8bb és az L3 tipus a legrosszabb, ez utdbbi
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2. abra. A 33. napi csontveldvizgalat és immunofenotipus kizotti dsszefiiggés

2. tablazat. Elhaldlozas okai ALL-ben

Haldlozdsi ok Esetszdm %-os ardny az
Osszbeteg szambol

Relapszus 8 (Pre-B: 6, T:1 19%

Nem meghatdrozott: 1)
Fert6zések 3 7,14
Kezelés 2 4,76
abbahagyasa
Tumor lysis 2 4,76
syndroma
Hydrocephalus, 1 2,38
beékel6dés
Osszesen 16 38,5

kiilonben az érett B-sejtes (Burkitt) ALL-nek felel meg.
Citogenetikailag a malignusan atalakult sejtekben a kromo-
szomak szambeli vagy strukturdlis elvaltozasait figyelhetjiilk
meg. A szambeli eltérést illetden (ploidia) megjegyzendd, hogy
a hyperdiploidia, féleg az 56-67 kromoszéma szam kedvez
prognosist jelent [1]. A strukturalis elvaltozasok kozott meg-
emlitenddk a deletiok, translocatiok és duplicatiok [2,9].
Egyes translocatiok [t (12;21)], kedvezd progndzist jelen-
tenek, masok [t(8;14),t(9;22),t(4;11)] kedvezétlent. A csont-
vel6i blasztok citogenetikai vizsgalatat az ALL diagnozisaban
azUSA-ban 1979-benvezettékbe,azimmunofenotipizalassal
egyiddben. Klinikdnkon 2000-t6l sporadikusan végeztiink
citogenetikai vizsgalatokat, az orszag kiillonbozé varosaiban
miikodd genetikai laboratériumokban, a széllitds és mds
okok miatti kétes eredményekkel. Egyetemiink genetikai
laboratériuma 2 éve végez citogenetikai vizsgalatokat leu-
kémids gyermekeknél. Immunhisztokémidval és immun-
cytologidval, monoklondlis antitestek felhaszndldsaval
meg tudjuk allapitani, hogy a lymphoblastok a B- vagy
T-sejtsorhoz tartoznak és a differencialédas milyen fokan
kovetkezett be a malignus transformatio és a kéros klon
kialakulasa. A 200 feletti sejtfelszini és citoplazmai antigén
koziil (CD-cluster of differentiation) csak néhany specifi-
kus a B- illetve T-sejtsorokra, igy a B-sejtsorra jellemz a
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103



Horvéth Adrienne, Baghiu Maria Despina, Kdpeczi Beata Judit, Koncsag Eldd, Darké Zsuzsanna

CD79 és immunoglobulinok jelenléte, mig a T-sejtsorra
jellemz6 a TCR (T cell receptor) és a citoplazmai CD3. A
B-sejtsort tovabb oszthatjuk a maturatio szerint korai pre-B
(pre-pre-B vagy pro-B sejtek), pre-B, tranzitios pre-B és
érett B-sejtekre, a T-sejtsort pedig korai, kozepesen érett és
érett thymocytdkra. A sejtsorok meghatdrozasdnak prog-
nosztikai és terapids jelentésége van. A precursor-B sejtes
ALL teszi ki a gyermekkori akut lymphoblastos leukémidk
80-85%-4t, jellemz6 antigénei a CD79a,CD19,CD20, CD22,
CD24, CD21. A CALLA-nak is nevezett (common ALL
antigen) CD10 antigén a precursor-B sejtes lymphoblastok
80%-an megtalalhaté és kedvez6 prognozist jelez, akarcsak
a CD34 jelenléte. A CALLA negativitds gyakran tarsul a
MLL gén atrendez8désével és t(4;11) translocatioval, kli-
nikailag gyakoribb csecsemdkben és stilyos a prognodzisa
[6]. A pro-B CD10 pozitiv de citoplazmai és sejtfelszini
immunoglobulin nélkiili ALL a betegek 60-70%-ban van
jelen és jobb a progndzisa. A pre-B sejtek immunoglobulint
tartalmaznak a citoplazmadjukban, ami egy intermedier
érési stadiumot jelez. Az atmeneti pre-B ALL (3%) a sejtfel-
szinen immunoglobulin nehéz lancot expresszal de konny(
lanc nélkiil. Az ALL-es betegek koriilbeliil 2-3%-aban érett
B-sejtbdl indul ki a malignus transformatio. A diagnozis-
hoz sziikséges a sejtfelszini immunoglobulinok kimuta-
tasa. Morfologiailag az L3-as FAB tipusnak felelnek meg,
klinikailag extramedullaris, f6leg hasi, cerebralis, cervicalis
daganatokban, KIR érintettségben nyilvanul meg. Az érett
B-sejtes ALL tulajdonképpen a Burkitt vagy Burkitt-szert
non-Hodgkin lymphoma szisztémdas megjelenése, a keze-
lése is a non-Hodgkin lymphomadéval egyezik meg [4, 5].
A T-sejtes ALL a CD3, CD7, CD2, CD5 jelenléte alapjan
diagnosztizalhato, gyakoribb az idésebb fitigyermekekben,
hyperleucocytosissal és gyakran mediastinalis tumorral,
pleura érintettséggel tarsul. A prognoézis kedvezétlenebb
a precursor-B ALL-hez viszonyitva, habar az intenzivebb
kezelési modok csokkenteni latszanak ezt a kiillonbséget [8].
Kedvezétlen lefolyas f8leg azokban az esetekben jelentkezik,
amelyeket immunoldgiailag a sejtfelszini CD3 jelenléte, a
CD2 és CD5 expresszi6 hianya és CD10 negativitds jellemez.
Az ALL esetek 1/3-ban mieloid markerek is jelen vannak a
sejtfelszinen. Ezeknek az eseteknek csak akkor rosszabb a
prognozisuk, ha egyidejlleg kedvezdtlen citogenetikai és

molekuldris genetikai elvaltozasok is jelen vannak, mint pl.
a MLL vagy TEL-AMLI gének atrendezédése [10]. Mieloid
marker coexpressio jelenléte ALL-ben nem indokolja a
terapia médositasat.

A multicolor/multiparaméteres dramldsos citometria
egyazon sejten expresszalt maximum 5 kilonb6z6 anti-
gént képes kimutatni és eléggé érzékeny teszt arra, hogy
kimutassa a blaszt populdcié klonalitdsit valamint a
fenotipus szerinti abnormdlis sejteket 10* szenzitivitds-
sal. Természetesen a CD13 és CD33 panmyeloid, a CD15,
CD14, CD11c monocytara jellemz8 markerek segitségével
az immunofenotipizaldsnak szerepe van az ALL-nek az akut
mieloid leukémidtol val elkiilonitésében is.

A kilonboz6 ALL tipusok szdzalékos megoszlasat,
immunolégiai jellemzdit a 3. tahlazat mutatja be.

Beteganyagunkban is ehhez hasonlé megoszlasat talal-
tuk a kilonb6zé immunofenotipusu ALL formdknak: a
precursor-B ALL 76%-ban volt jelen, a T-sejtes ALL 17,2%-
ban, minddssze az érett B-sejtes ALL jelentkezett a megszo-
kottnal gyakrabban (6,8%), ami az alacsony esetszam miatt
fordulhatott elé.

A két leggyakoribb ALL forma, a pro-B CALLA pozi-
tiv és a T-sejtes ALL kliniko-biologiai jelemzdit a 4. tablazat
mutatja be.

A lymphoblast immunofenotipusdnak prognosztikai
szerepét a vizsgdlt betegek esetében is lathattuk, ahol a
precursor-B sejtes ALL betegek 5 éves ttlélése 57% volt, mig
a T-sejtes leukémidké 2 év utan alig 40%-osra becsiilhetd,
tovabbd egyetlen érett B-sejtes ALL eset (2) sem élte tul a
betegséget, a diagndzis utdni els6 hdrom hdénapban elha-
ldloztak. A kiillonbség szignifikans (p < 0,001). Pui Ch-H.
et al. 1999-ben az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2055
betegen vizsgilta a 10 éves tulélést az immunofenotipus és
nem fiiggvényében. B-sejtsoru ALL esetében szignifikans
kiilonbség jelentkezett a 10 éves tulélésben a lanyok és fiuk
kozott a lanyok javara 83,9%-os taléléssel, a fiak 78,6%-os
tulélésével szemben (p = 0,108), mig a T-sejtes ALL eseté-
ben a nemek kozott nem mutatkozott kiilonbség a talélést
illetden, amely sokkal alacsonyabb, 54% volt [3]. Az ame-
rikai eredményekhez képest sokkal szerényebb sajit ered-
mények okai Osszetettek, sokrétiiek, amelyek koziil a leg-
fontosabb a pontos diagnozis felallitasanak nehézsége, ami

3. tablazat. A gyermekkori ALL immunoldgiai felosztasa (Rubnitz és Pui C-H. utdn, 2008) [7]

Immunofenotipus Antigén expresszio Gakorisdg

Pre- pre- B (pro-B) CD19+, CD22+,CD79a+, CD10+, 55 -60%
clgu-, sIgl-, Sigl1-

Pre- B CD19+,CD22+,CD79a+, CD104, 20 - 25%
clgu+, slgp-, sIgll-, sIgll-

Atmeneti (tranzitios) Pre- B CD19+, CD22+,CD79a+, CD104, 3-5%
clgu+, slgu+, sIgl i+, sIgl-

Erett B CD19+,CD22+,CD79a+, CD104, 2-3%
clgu+, slgu+, sIgl i+, sIgl ]+

T cCD3+ si CD7+, plus CD5+ sau CD2+ 13-15%
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4, tablazat. Az ALL kliniko-biol6giai jellemzdi immunofenotipusok szerint

Jellemzék T-sejtes ALL Pro-B CALLA pozitiv
ALL

Eletkor >10 év 3-5¢év

Kezdeti magas normal vagy

fehérvérsejtszam alacsony

Citogenetika pseudodiploidia hyperdiploidia

KIR érintettség gyakori ritka

Prognézis kedvezétlen kedvezd

alatt a csontveld morfologiai, immunoldgiai, citogenetikai
és molekuldris biologiai vizsgdlatanak szinkron elvégzése
értendd. Példdul a csontvelé immunoldgiai vizsgalatat mar
1960-as évektdl végzik az Amerikai Egyesiilt Allamokban,
Marosvasarhelyen 2001-t8l sporadikusan végezziik, a 2001-
2007-es idGszakban a betegek 69%-nal volt elvégezhetd a
vizsgélat. Citogenetikai vizsgalatot a csontvel6b6l néhany
éve kezdtek végezni nalunk, az eredmények még nem
meghatdrozoak, habar ennek a vizsgalatnak meghataroz6
szerepet kellene bet6lteni a riziké csoportok megallapitdsa-
ban. Molekuldris biologiai vizsgalatokat az USA-ban 1988-
tol végeznek ALL-es gyermekeknél, egyetemiinkén ezt a
kivizsgalasi mdédszert 2009-ben alkalmaztuk elész6r BCR/
ABL génatrendezédés kimutatdsdra leukémids betegben.
A diagnozis teljessége mellett a talélési eredményeket ter-
mészetesen mas koriilmények is befolydsoljak, mint egyes
citosztatikumok hidnya, a szupportiv terdpia és gyermek
intenziv ellatds hidnyossdgai, hidnyos hygienés korilmé-
nyek, nemrég beinduld és csak kevés beteg szamara elér-
het6 csaladi donoros csontvel-atiiltetés lehetdsége és nem
utolsé sorban a gyermek hemato-onkologus szakember
képzés hidnya, ugyanis az a kevés gyermekgyogyasz, aki ezt
a specialitast valasztotta, sajat erejére, autodidakta képzésre
volt és van utalva.

Kovetkeztetések

Az ALL diagnézisdhoz napjainkban mdr nem elegendé a
lymphoblast morfoldgiai és citokémiai jellemzése, hanem
sziikség van citogenetikai, immunoldgiai és molekuldris
biologiai vizsgalatokra.

2001-t8l van lehetdségiink az aramldsos citometria vizs-
gélat elvégzésére, amelyet azonban a 2001-2007-es perio-
dusban csak a betegek 69%-nal sikerlt elvégezni.

A lymphoblastok immunofenotipizalasdnak fontos sze-
repe van az ALL diagnozisdban és differencidldiagnézisa-

ban, a rizikd csoportokba valé pontosabb beosztdsban, a
legalkalmasabb kezelési méd megvilasztdsiban és a prog-
ndzis elérevetitésében.

A 29 betegnél, akiknél sikeriilt elvégezni a csontveld aram-
lasos citometriai vizsgalatat, 22 esetben (76%) volt precursor-B
sejtes az ALL, 5 esetben (17,2%) indult ki T-sejtb6l az ALL és 2
betegben (6,8%) diagnosztizaltunk érett B-sejtes ALL-t.

Szignifikans korreldciot lehetett kimutatni a lympho-
blasztok immunofenotipusa és a kumulativ talélés kozott a
2001-2007-es periédusban, amely 57% volt a precursor-B
ALL esetében, 40% a T-sejtes ALL-ben és 0% az érett
B-sejtes ALL esetében.
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