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1. WYKAZ SKROTOW UZYTYCH W TEKSCIE

ALL (ang. Acute lymphoblastic leukemia, ALL) - ostra biataczka limfoblastyczna

AML (ang. Acute myeloid leukemia) - ostra biataczka szpikowa

Allo-HSCT (ang. Allogenic hematopoetic stem cell transplantation) - allogeniczne

przeszczepienie komorek krwiotwoérczych
APC (ang. Allophycocyanin)- allofikocyjanina

APC-Cy7 (ang. 7-cyanine and allophycocyanin conjugate)- koniugat 7-cyjaniny i
allofikocyjaniny

ASXLI (ang. additional sex combs like 1)- dodatkowy grzebien piciowy podobny do 1
CD (ang. cluster of differentiation)- antygen réznicowania komérkowego
CR3 (ang. Complement receptor 3)- 3 receptor dla dopelniacza

CHIP (ang. clonal hematopoiesis of indeterminate potential) - klonalne zaburzenie

hematopoezy o nieokreslonym potencjale

DNMT3A [ang. DNA (cytosine-5)- methyltransferase 3A]- metylotransferaza 5- Cytozynowa
3A DNA

ELN (ang. European Leukemia Net) - Europejska Sie¢ Bialaczkowa
EZH2 (ang. Enhancer of zeste homolog 2)- wzmacniacz zeste homologu 2

FcRyIII (ang. Fragment constant receptor gamma III) - receptor III dla tancucha cigzkiego

gamma immunoglobulin

FITC (ang. Fluorescein isothiocyanate)- izotiocyjanek fluoresceiny

FISH (ang. fluorescent in situ hybridization)- fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

FSC (ang. Forward-scattered) - rozproszenie $wiatta wzdtuz wigzki lasera

HCT-SCI (ang. Hematopoietic cell transplantation- specific comorbidity index) - wskaznik

chorob wspotistniejacych swoisty dla przeszczepienia komorek krwiotworczych



HLA-DR (ang. Human Leukocyte Antigen DR) - ludzki antygen leukocytow DR

IPSS (ang. International Prognostic Scoring System) - Migdzynarodowy Indeks Rokowniczy
IWG (ang. International Working Group) - Miedzynarodowa Grupa Robocza

LPS (ang. Lipopolysaccharide) — lipopolisacharyd

MAC-1 (ang. Macrophage-1 receptor)- 1 receptor makrofagéw

MDS (ang. Myelodysplastic sydrome) - zespot mielodysplastyczny

MDS-EB (ang. Myelodysplastic syndrome with excess of blasts)- zesp6t mielodysplastyczny
z nadmiarem blastow

MDS- MLD (ang. Myelodysplastic syndrome with multilineage cytopenia) - zesp6ot

mielodysplastyczny z wieloliniowa dysplazja

MDS-RS (ang. Myelodysplastic syndrome with ringed sideroblasts) - zespot

mielodysplastyczny z syderoblastami pierscieniowatymi

MDS- SLD (ang. Myelodysplastic syndrome with single-lineage dysplasia) - zespo6t
mielodysplastyczny z jednoliniowa dysplazja

MDS-U (ang. Myelodysplastic syndrome unclassifiable) - zespdt mielodysplastyczny
nieklasyfikowalny

MFI (ang. Mean Fluorescent Index) - sredni indeks fluorescencji

MRD (ang. minimal residual disease) - minimalna choroba resztkowa

NCCN (ang. National Comprehensive Cancer Network) - Narodowe Centrum Nowotwordéw
NK (ang. Natural Killers) - naturalni zabdjcy

NPV (ang. Negative predictive value) - ujemna warto$¢ predykcyjna

NRM (ang. non-relapse mortality) - Smiertelno$¢ nie zwigzana z nawrotem choroby

PBS (ang. Phosphate-buffered saline) - roztwor chlorku sodu buforowanego fosforanami
PE (ang. Phycoerythrin)- Fikoerytryna

PE-Cy7 (ang. Streptavidin)- streptawidyna



PerCP (ang. peridinin-chlorophyll a-protein)- kompleks biatek perydyny i chlorofilu
PPV (ang. Positive predictive value) - dodatnia warto$¢ predykcyjna

ROC (ang. receiver operating characteristic curve) - krzywa charakterystyczno-operacyjna

odbiornika
RUNXI1(ang. Runt-related transcription factor 1)- czynik transkrypcyjny 1 zalezny od Runt

R-IPSS- (ang. Revised International Prognostic Scoring System) - Zmodyfikowany
Miegdzynarodowy Indeks Rokowniczy

SF3B1 (ang. Splicing Factor 3b Subunit 1)- podjednostka 1 czynnika splicingowego 3b

SRSF2 (ang. Serine/arginine-rich splicing factor)- czynnik splajsingowy bogaty w seryne i

argining

SSC (ang. Side-scattered) - rozproszenie §wiatla pod katem 90°

TET2 (ang. Tet methylcytosine dioxygenase 2)- dioksygenaza metylocytozynowa 2 biatka Tet
TP53 (ang. Tumor protein 53)- biatko nowotworu 53

U2AFI1 (ang. U2 Small nuclear RNA auxillary factor 1)- czynnik pomocniczy 1 matego
jaderkowego RNA U2

WPSS (ang World Health Organisation Classification-Based Prognosis Scoring System) -

Punktowy System Prognostyczny oparty na klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia

WHO (ang. World Health Organization) - Swiatowa Organizacja Zdrowia



2. WSTEP

2.1 Definicja zespoléw mielodysplastycznych

Zespoty mielodysplastyczne (ang. myelodysplastic syndrome, MDS) to heterogenna
grupa klonalnych choréob nowotworowych uktadu krwiotworczego, ktore charakteryzuje
nieefektywna hematopoeza z morfologicznie rozpoznawalnymi zmianami dysplastycznymi.
MDS charakteryzuje réwniez wysokie ryzyko transformacji w ostrg biataczke szpikowa.
Pomimo szybkiego rozwoju nowych metod diagnostycznych, podstawa rozpoznania pozostaje
stwierdzenie obecnoéci zmian dysplastycznych w bogatokomérkowym rozmazie szpiku'~.
Diagnostyka réznicowa musi obejmowac cytopeni¢ o podtozu niedoborowym, infekcyjnym
czy immunologicznym, w ktorych mozliwe jest wystepowanie zmian dysplastycznych w
szpiku®*. Dodatkowo u okoto 10-15% chorych na MDS zmiany dysplastyczne stwierdza sie¢ w
ubogokomoérkowym szpiku. Postacie hipoplastyczne MDS wymagaja zwykle réznicowania z
niedokrwistoscia aplastyczna.>® Wspoétczesnie do kryteriow definiujacych MDS wg WHO
dodaje si¢ wystepowanie zdefiniowanych zaburzen histologicznych, cytogenetycznych i
molekularnych, natomiast podstawg rozpoznania pozostaje ocena cytomorfologiczna rozmazu

szpiku'.
2.2 Epidemiologia i czynniki ryzyka

Czestos¢ wystepowania zespolow mielodysplastycznych jest trudna do oszacowania.
Wedtug danych pochodzacych z rejestrow USA zapadalno$¢ miesci si¢ w przedziale 5,1-13,1
na 100 000 populacji i ro$nie nawet do 75-162 nowych zachorowan na 100 000 os6b rocznie w
grupie 0so6b po 65 roku zycia. W tych samych statystykach liczba chorych jest oceniana na
60000 do 170000 w populacji amerykanskiej.” Podobne dane epidemiologiczne mozna znalezé
w innych §wiatowych rejestrach.®~!° Zapadalno$¢ wérod mezczyzn jest nieznacznie wieksza niz
wsréd kobiet (=1,7:1). Waznym zjawiskiem, podkreslanym we wszystkich publikacjach jest
wzrost wspotczynnika zapadalnosci na MDS. Mozna to tlhumaczy¢ wieloma przyczynami.
Jedna z nich jest wigksza liczba raportowanych przypadkow. Poza tym, dzigki dostepnosci
badan cytogenetycznych, cytometrycznych i molekularnych, znacznie poprawita si¢ wczesna
diagnostyka MDS. Wobec powyzszego trudno doktadnie oszacowaé rzeczywisty wzrost

zachorowan na MDS.!!

W Polsce dane epidemiologiczne wydaja si¢ by¢ najbardziej zblizone do tych

pochodzacych z Niemiec czy Grecji.”'? Podkresla sig, Ze w Polsce, zapadalnoéé w grupie osob



najstarszych (>80 roku zycia) jest mniejsza niz w krajach Europy Zachodniej. Moze to wynikac,
przynajmniej czeSciowo z utrudnionego dostgpu do diagnostyki oraz krotszego

przewidywanego czasu przezycia w tej grupie w naszym kraju.'?

Do czynnikéw srodowiskowych predysponujacych do rozwoju MDS zalicza si¢ przede
wszystkim: ekspozycj¢ na benzen, chemioterapi¢ (szczegolnie leki alkilujace), radioterapig,

dym tytoniowy i inne chemikalia.

Na rozw0j zespotow mielodysplastycznych moga mie¢ rowniez wptyw dziedziczne
aberracje genetyczne.!*'* Poza tym, do wystapienia MDS predysponuja inne choroby
hematologiczne, takie jak nocna napadowa hemoglobinuria, niedokrwisto$¢ aplastyczna czy

wrodzona neutropenia.'>!

2.3 Klasyfikacja zespolow mielodysplastycznych

Aktualnie powszechnie stosuje si¢ klasyfikacj¢ opracowang przez WHO w 2016 roku.
Jest ona modyfikacja poprzednich wersji klasyfikacji WHO z 2002 oraz 2008 roku. Omawiania

klasyfikacja oraz kryteria diagnostyczne przedstawione zostaty w tabeli 1.

Tabela 1. Klasyfikacja i kryteria rozpoznania zespolow mielodysplastycznych wg Swiatowej
Organizacji Zdrowia 2016

Typ MDS Kryteria rozpoznania

MBDS z jednoliniowa dysplazja >10% komorek dysplastycznych w 1 linii

k J4 k .
(ang. with single line dysplasia) omorkowej

< 15% syderoblastow pierscieniowatych (lub <
5% jesli obecna mutacja SF3B1)

< 5% blastow szpiku 1 <1% blastow w krwi
obwodowe;j

1-2 cytopenie obwodowe
Nieobecne pateczki Auera
Wykluczenie del 5q

MDS z syderoblastami obragczkowatymi >10% komoérek dysplastycznych w1 linii

(ang. with ringed sideroblasts) komorkowej

- z jednoliniowa dysplazja

o , e
(ang. with single line dysplasia) >15% syderoblastow pier§cieniowatych (lub >

5% jesli obecna mutacja SF3B1)



- z wieloliniowg dysplazja
(ang. with multilineage dysplasia)

MDS z wieloliniowa dysplazja

(ang. with multilineage dysplasia)

MDS z nadmiarem blastow
(ang. with excess of blasts)

-MDS- EB1

-MDS- EB2

< 5% blastow szpiku 1 <1% blastow w krwi
obwodowe;j

1-2 cytopenie obwodowe
Nieobecne pateczki Auera
Wykluczenie del 5q

>10% komorek dysplastycznych w 2-3 liniach
komoérkowych

>15% syderoblastow pierscieniowatych (lub >
5% jesli obecna mutacja SF3B1)

< 5% blastow szpiku i <1% blastow we krwi
obwodowe;j

1-3 cytopenie obwodowe

Nieobecne pateczki Auera

Wykluczenie del 5q

>10% komorek dysplastycznych w 2-3 liniach

< 5% blastow szpiku 1 <1% blastow we krwi
obwodowe;j

< 15% syderoblastow pierscieniowatych (lub <
5% jesli obecna mutacja SF3B1)

1-3 cytopenie obwodowe
Nieobecne pateczki Auera

Wykluczenie del 5q

Blasty w szpiku 5-9%, w krwi 2-4% bez pateczek
Auera

>10% komorek dysplastycznych w 0-3 liniach

Brak lub obecnos$¢ syderoblastow
pier§cieniowatych

1-3 cytopenie obwodowe

Blasty w szpiku 10-19%, w krwi 5-19%, lub
pateczki Auera
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MDS z izolowang delecja 5q-
(ang. with isolated del(5q))

MDS niesklasyfikowany (ang.
unclassifiable)

-z 1 % blastow w krwi

(ang. with 1% blood blasts)

-z jednoliniowg dysplazja 1
pancytopenig. (ang. with single lineage
dysplasia and pancytopenia)

>10% komorek dysplastycznych w 0-3 liniach
komoérkowych

Brak lub obecnos¢ syderoblastow
pierscieniowatych

1-3 cytopenie obwodowe

>10% komorek dysplastycznych w 1-3 liniach
komorkowych

< 5% blastow szpiku i <1% blastow we krwi
obwodowe;j

Brak lub obecnos¢ syderoblastow
pierscieniowatych

1-2 cytopenie obwodowe
Nieobecne pateczki Auera

Izolowana delecja 5q (ew. obecna 1 dodatkowa
zmiana cytogenetyczna poza -7 lub delecja (7q))

>10% komorek dysplastycznych w 1-3 liniach

Brak lub obecnos$¢ syderoblastow
pier§cieniowatych

< 5% blastow szpiku i1 1% blastow we krwi
obwodowe;j

1-3 cytopenie obwodowe

Nieobecne pateczki Auera

>10% komorek dysplastycznych w 1 linii

Brak lub obecnos$¢ syderoblastow
pier§cieniowatych

< 5% blastow szpiku 1 <1% blastow we krwi
obwodowe;j

3 cytopenie obwodowe

Nieobecne pateczki Auera
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- z wystegpowaniem cytogenetycznych < 10% komorek dysplastycznych w 1-3 liniach
zaburzen ,,definiujacych” (ang. based on komorkowych

defini tic ab lit .
clining eytogenetic abnormatity < 15% syderoblastow pierscieniowatych

< 5% blastow szpiku i <1% blastow we krwi
obwodowe;j

1-3 cytopenie obwodowe
Nieobecne pateczki Auera

Zaburzenia cytogenetyczne definiujgce MDS
(bez kryterium dysplazji)

Nawrotowa cytopenia dziecigca (ang. >10% komorek dysplastycznych w 1-3 liniach
refractory cytopenia of childhood) komoérkowych

Brak syderoblastow pierscieniowatych

< 5% blastow szpiku i <2% blastow we krwi
obwodowe;j

1-3 cytopenie obwodowe

Nieobecne pateczki Auera

W poréwnaniu do poprzednich klasyfikacji, w wersji z 2016 roku, w nazwach jednostek
termin ,,oporna niedokrwisto$¢” zastapiono ,,zespotem mielodysplastycznym”. Zmiana jest na
tyle istotna, ze w samej definicji rozwazana jest raczej obecno$¢ cytopenii z dysplazja jedne;j
lub wiegcej linii, niz obecnos$¢ niedokrwistosci. Dotaczono rowniez molekularne kryterium
rozpoznania w postaci mutacji SF3B1 oraz doktadniej opisano kryteria diagnostyczne MDS-U.
Wersja z 2008 roku zawiera wykaz zaburzen cytogenetycznych ,,definiujagcych” MDS, ktore w

pozniejszych wersjach zostaty utrzymane jako aktualne.
2.4 Diagnostyka zespolow mielodysplastycznych

Zarozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego kryje si¢ wiele jednostek chorobowych
o réznej cigzkos$ci przebiegu i rokowaniu, dlatego trudno jest przedstawi¢ jeden uniwersalny
algorytm diagnostyczny. Najwigkszym wyzwaniem przy rozpoznaniu MDS pozostaje
roznicowanie migdzy cytopenia wywotang klonalnym zaburzeniem hematopoezy, a
spowodowang innymi przyczynami. Szczegodlne wyzwanie diagnostyczne stanowig podtypy
bez nadmiaru blastow, ktore maja zwykle tagodny przebieg, czesto przez dtugi czas nie daja

objawow, poza dyskretnymi zmianami w obrazie morfologii krwi obwodowe;.
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Waznym etapem w diagnostyce MDS musi by¢ wykluczenie niedoborowych,
infekcyjnych, immunologicznych czy autoimmunologicznych przyczyn cytopenii. Nalezy
jednak pamigtac, ze stwierdzenie innych przyczyn cytopenii nie wyklucza wspétistnienia MDS,

ale wymaga osobnego postepowania diagnostycznego i leczenia.

Podstawa rozpoznania zespotu mielodysplastycznego u chorego z cytopenia pozostaje
stwierdzenie obecnosci morfologicznych cech dysplazji w nie mniej niz 10% komorek jednej
lub wielu krwiotworczych linii rozwojowych w rozmazie szpiku.! Badania cytomorfologiczne
powinny zosta¢ uzupeinione przez wykonanie barwien zlogow zelaza w erytroblastach, gdyz
stwierdzenie obecnos$ci patologicznych syderoblastow stanowi jedno z kryteriéw rozpoznania
podtypu MDS RS. Istotnym ograniczeniem badania cytomorfologicznego jest subiektywnos¢

oceny, co moze prowadzi¢ do istotnych rozbieznoéci diagnostycznych.'®

Zgodnie z wytycznymi WHO 2016, bardzo wazne, z punktu widzenia
diagnostycznego, rokowniczego i terapeutycznego, jest wykonanie badan cytogenetycznych,
zarowno metodg klasyczng, jak 1 metodg FISH. W tabeli 2. wymienione sg aberracje
chromosomalne, ktére nalezy uzna¢, za ,,definiujace” zespoty mielodysplastyczne. Oznacza to,
ze stwierdzenie ich daje podstawy do rozpoznania choroby nawet u pacjenta, ktory nie spetnia
kryteriow morfologicznych. Okreslenie rodzaju zaburzen cytogenetycznych jest niezbedne dla
okreslenia ryzyka cytogenetycznego oraz ustalenia wartosci Zmodyfikowanego
Miedzynarodowego Indeksu Rokowniczgo (ang. Revised International Prognostic Scoring

System, R-IPSS).!%2

Tabela 2. Aberracje chromosomalne definiujqgce zespoty mielodysplastyczne

-7 lub del(7q) t(11;16)(q23;p13.3)
-5 lub del(5q) t(3;21)(q26.2;q22.1)
i(17q) lub t(17p) t(1;3)(q36.3;921.1)
-13 lub del(13q) t(2;11)(p21;923)
del(11q) inv(3)(q21;926.2)
del(12q) lub t(12p) t(6;9)(p23,934)
del(9q)

idic(X)(q13)

Coraz istotniejszg rolg w diagnostyce MDS zyskuje biologia molekularna. Aktualnie
jedynie mutacja w genie SF3B1 jest kryterium diagnostycznym wymienionym w klasyfikacji

WHO 2016. Stwierdzenie jej obecnosci daje podstawe do rozpoznania podtypu MDS RS, u
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pacjentow, u ktorych w szpiku znajduje si¢ 5-15% syderoblastow pier§cieniowatych. Z drugiej
strony, potwierdzono udziat mutacji wielu innych genéw w patogenezie MDS.! Wsrod nich,
nalezy wymieni¢ mutacje w genach TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A, RUNXI, U2AF1, TP53
i EZH2.2! W populacji pacjentéw z zespotem mielodysplastycznym nawet u 80-90% stwierdza
si¢ obecno$¢ mutacji mogacych mie¢ zwigzek z chorobg. Niestety, rozpoznanie MDS na
podstawie obecnosci zaburzen molekularnych utrudnia fakt wystgpowania tych samych
nieprawidlowosci w populacji 0s6b bez cytopenii, szczegdlnie u osoéb starszych. Zjawisko takie
nazywa si¢ ,.klonalnym zaburzeniem hematopoezy o nieznanym potencjale” (ang. clonal
hematopoiesis of indeterminate potential; CHIP). W populacji oséb miedzy 70-79 rokiem zycia,
u 9,5%, stwierdzono obecno$é CHIP??. Ze wzgledu na stosunkowo dtugi czas do otrzymania
wyniku, wysoka cen¢ oraz mnogos¢ mozliwych oznaczen, techniki biologii molekularnej

pozostaja obecnie jedynie dodatkowa opcja diagnostyczng.

Jednym z wazniejszych narzedzi uzupehiajacych diagnostyke¢ MDS jest badanie
histopatologiczne trepanobioptatu. Badanie wykonane przez do§wiadczonego histopatologa, w
oparciu o Scisle okreslone kryteria, moze by¢ bardzo czulg (82%) 1 swoistg (100%) metoda
diagnostyczna.”> Badanie daje mozliwo$¢ kompleksowej oceny wszystkich populacji
komoérkowych, architektury szpiku, zmian dysplastycznych, wldknienia, komorek
progenitorowych CD34+, czy obecnos$ci wewnatrzzatokowej hematopoezy. Dzigki ocenie tak
duzej liczby réznych parametrow, wykonanie badania wydaje si¢ aktualnie podstawg dobrej
praktyki diagnostycznej. Wadg badania jest jednak subiektywno$¢ oceny powyzszych

parametréw oraz ograniczona liczba do§wiadczonych histopatologow.?
2.5 Cytomeria przeplywowa.
2.5.1 Rys historyczny i opis podstaw metody

Pierwsze cytometry przeptywowe zostaty opatentowane juz w latach 60. XX wieku.?*
Zawieraly one jeden laser oraz 2 detektory $wiatta, ktore pozwalaly na wykrywanie
rozproszenia wigzki laserowej zgodnie z jej kierunkiem (ang. Forward-scattered, FSC) oraz pod
katem 90°(ang. Side-scattered light, SSC). Parametr FSC zwigzany jest z wielko$cig komorki,
natomiast SSC ze ztozono$cig jej struktury (ziarnisto$¢, pofatdowanie btony komorkowej,

zawarto$¢ retikulum endoplazmatycznego).

Juz w latach 70 zostaly one wzbogacone w dodatkowe lasery oraz detektory
fluorescencji wzbudzonej na fluorochromach. Dato to rowniez mozliwo$¢ sortowania komoérek

na rézne populacje’®. Rewolucyjne okazalo si¢ rowniez zastosowanie przeciwciat
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monoklonalnych, dzigki ktorym mozna ocenia¢ obecno$¢ poszczegdlnych antygendw na

powierzchni oraz wewnatrz komorki.

Nowoczesne cytometry przeplywowe oprocz wykrywania parametrow fizycznych
komorki sag w stanie wykry¢ nawet do 18 réznych antygendéw na powierzchni jednej komorki
dzigki zastosowaniu 2 lub wigcej laserow i wielu réznych fluorochromow, ktoérymi znakowane
sg przeciwciata. W praktyce klinicznej jednak znacznie cze$ciej stosuje si¢ urzadzenia
wykrywajace 6-8 parametrow. Przy zastosowaniu odpowiednich protokotéw badawczych
mozna w sposob bardzo doktadny opisa¢ wiele subpopulacji komorek szpiku, krwi obwodowe;j

czy innych tkanek.
2.5.2 Cytometria przeplywowa- zastosowanie kliniczne

Wieloparametryczna cytometria przeptywowa jest niezwykle szybko rozwijajaca si¢
technikg badania wykorzystywang szeroko w hematologii. Daje ona mozliwos¢ szybkiej oceny
bardzo licznych populacji komorkowych. Poza tym, dzigki wykorzystaniu przeciwciat
monoklonalnych sprzezonych z barwnikami fluorescencyjnymi oraz uzyciu wielu kanatow
detekcji, pozwala na ocen¢ ekspresji duzej liczby antygenow, zarowno na powierzchni jak i
wewnatrz jednej komodrki. Prowadzi to do tworzenia bardzo doktadnych 1 szczegdtowych
opisoéw immunofenotypu prawidtowych tkanek oraz ich zaburzen wystepujacych w réznych
stanach chorobowych. Wynikiem tego jest rowniez wyrdznianie subpopulacji, ktore nie moga
by¢ rozréznione morfologicznie, w zwigzku z czym tworzone sg pojgcia, ktore odnosza sie
tylko do cytometrii. Przyktadem tego moze by¢ tak zwany klaster, czyli zestaw zdarzen (ang.
events) zajmujacych podobne miejsce w wielowymiarowej przestrzeni charakteryzujacej si¢
podobnym sygnatem bocznego i przedniego rozproszenia $wiatta wigzki laserowej oraz
podobnej ekspresji antygendéw. Nie odzwierciedla on konkretnej formy rozwojowej czy
morfologicznej komodrki. Tego typu populacje sg opisywane i badane przy rozpoznaniu wielu

stanow chorobowych w tym zespoléw mielodysplastycznych.
2.5.3 Cytometria przeplywowa jako narzedzie diagnostyczne

Dzigki opisanym powyzej wiasciwosciom badanie metodg wieloparametrycznej
cytometrii przeptywowej stalo si¢ podstawowym narzedziem diagnostycznym w wielu
chorobach hematologicznych. Typowym przyktadem moze by¢ ostra bialaczka limfoblastyczna
(ang. Acute lymphoblastic leukemia, ALL). Klasyfikacja poszczegolnych podtypow oparta jest
o cytometryczng analize immunofenotypu komorki nowotworowej?s. Oznaczenie w okresie

remisji hematologicznej tzw. minimalnej choroby resztkowej (ang. minimal residual disease,
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MRD), czyli odsetka komorek wykazujacych okreslony nowotworowy fenotyp wsrdd
wszystkich komorek szpiku, jest podstawowym narzedziem wykorzystywanym do oceny

odpowiedzi na leczenie, a takze wyboru strategii postgpowania terapeutycznego w ALL.?’

Wieloparametryczna cytometria przeptywowa jest rowniez powszechnie stosowana w
diagnostyce 1 monitorowaniu zespotéw mielodysplastycznych z nadmiarem blastow. Oprocz
stwierdzenia zaburzen cytometrycznych typowych dla MDS, w wielu przypadkach mozna
okresli¢ swoisty immunofenotyp mieloblastow wywodzacych si¢ z pierwotne] komorki
progenitorowej nowotworu. Moga one wykaza¢ ekspresj¢ antygendw charakterystycznych dla
innych linii komérkowych, takich jak CD3, CD19, CD7 czy CD56%. Poza tym, moga
wykazywa¢ cechy asynchronicznego dojrzewania i zaburzonego roznicowania, czyli na
przyktad jednoczesng ekspresje antygenow charakterystycznych dla form wczesnych (np.
CD34 czy CDI117) oraz markerow, ktore powinny pojawia¢ si¢ na pozniejszych etapach
roznicowania i dojrzewania (np. CD15, CD11b)¥. Sledzenie odsetka mieloblastow o
charakterystycznym immunofenotypie jest réwniez waznym elementem monitorowania
choroby. Ocena morfologiczna rozmazow szpiku po leczeniu, moze by¢ bardzo trudna, ze
wzgledu na mozliwo$¢ wystepowania dysplazji po chemioterapii, obecnos$¢ regenerujacych
komorek lub szybko dzielacych si¢ komorek linii dojrzewania granulocytow. Dlatego badanie

cytometryczne powinno by¢ elementem dobrej praktyki.

2.5.4 Cytometria przeplywowa- rola w diagnostyce ,,wczesnych” zespolow

mielodysplastycznych

Pomimo, Ze zalecenia, zar6wno WHO!, jak i NCCN (ang. National Comprehensive
Cancer Network)’®, wymieniaja ocene morfologiczng rozmazu szpiku jako metode
referencyjng, to wykorzystanie cytometrii wydaje si¢ by¢ w codziennej praktyce klinicznej

przydatnym narzedziem uzupetniajacym proces diagnostyczny.

Obecnie, duzym wyzwaniem pozostaje opracowanie protokotu badania
cytometrycznego, ktéry pozwolilby z wysoka czulo$cig i swoisto$cia na rozpoznanie tzw.
,wezesnych” MDS, czyli podtypow MDS-SLD, MDS-MLD, MDS-RS, MDS-U, MDS z del
5q. Juz w 2007 roku eksperci NCCN, ELN (European Leukemia Net) oraz IWG (International
Working Group) podczas roboczego spotkania w czasie ,,Working Conference on MDS”
przygotowali wytyczne dotyczace standaryzacji badania immunofenotypowego szpiku przy
podejrzeniu MDS?!. W kolejny latach zalecenia ulegaly rozbudowie oraz aktualizacji. W 2012

roku ELN przedstawilo obowigzujacy do dzisiaj protokét badania cytometrycznego szpiku2.

16



Zaktada on ocen¢ zarowno populacji komorek linii dojrzewania granulocytow i monocytow,

jak i limfocytéw oraz erytrocytow. Szczegdtowy opis parametréw, ktorych ocena jest zalecana

podczas takiego badania znajduje si¢ w tabeli 3.

Tabela 3. Szczegotowy opis parametrow fenotypowych i immunofenotypowych ocenianych w
szpiku przy podejrzeniu zespolu mielodysplastycznego wg zalecen European Leukemia Net*?

Podpopulacja komoérek

szpiku kostnego
Mieloidalne

progenitorowe

Dojrzewajace neutrofile

Monocyty

komorki

Zalecane analizy

Odsetek wsrod komorek
jadrzastych szpiku
Ekspresja CD45
Ekspresja CD34
Ekspresja CD117
Ekspresja HLA-DR
Ekspresja CD13 1 CD33
Asynchronia ekspresji
CD11bi1CDI5
Ekspresja CD5, CD7,
CD19, CD56

Odsetek komorek w
odniesieniu do limfocytow
SSC jako stosunek do SSC
limfocytow

Ekspresja CD13 wobec
CDl11b

Ekspresja CD13 wobec
CD16

Ekspresja CD15 wobec
CD10

Odsetek komorek
Rozdzial stadiow
dojrzewania

Ekspresja CD11b wobec
HLA-DR

Odchylenie

Zwigkszony odsetek

Brak/zmniejszona/zwigkszona
Brak/zmniejszona/zwigkszona
Brak/zmniejszona/zwigkszona
Brak/zmniejszona/zwigkszona
Brak/zmniejszona/zwigkszona
Obecnos¢ markerow
dojrzatosci
Obecno$¢ markerow innej
linii

Zmniejszony

Zmniejszony

Zmieniony wzor

Zmieniony wzor

Zmieniony wzoOr- np. brak

ekspresji CD10
Zwickszony/Zmniejszony
Przesunigcie w  kierunku
niedojrzatych

Zmieniony wzor
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Ekspresja CD14 wobec Zmieniony wzor

CD36

Ekspresja CD13 i CD33 Homogennie
zwigkszona/zmniejszona
ekspresja

Ekspresja CD56 Obecnos¢ markeréw innej
linii

| lnriieringe i Liczone jako odsetek wsrod — Zmniejszony/brak

wszystkich komorek

CD34+ w oparciu o oceng

CD34/CD45/SSC w

kombinacji z CD10 lub

CD19

Komorki erytropoezy Odsetek komorek Zwickszony

jadrzastych erytropoezy

Ekspresja CD71 wobec Zmieniony wzor

CD235a

Ekspresja CD71 Zmniejszona

Ekspresja CD36 Zmniejszona

Odsetek komoérek CD117 Zwigkszony

dodatnich prekursorow

Pomimo, ze dokladna ocena immunofenotypowa szpiku przy podejrzeniu MDS wg
ELN 2012 jest cennym badaniem uzupelniajagcym, to wymaga ona wykonania bardzo wielu
oznaczen. W zwiazku z tym badanie staje si¢ czasochtonne i drogie. Dodatkowo moze by¢
przeprowadzone jedynie przez dobrze przygotowany i do§wiadczony zesp6t analitykow. Z tego
powodu trwajg prace nad przygotowaniem uproszczonej skali cytometrycznej, ktora w sposob

prosty i tani pozwoli na rozpoznanie MDS z duza czulo$cig 1 swoistoscia.

W 2009 roku opublikowano wyniki prac zespotu Ogaty i wsp. Autorzy przedstawili
skale punktowsg, ktora wymaga oceny jedynie 4 parametrow w badaniu metoda cytometrii
przeptywowej 1 charakteryzuje si¢ 69% czutoscig oraz 92% specyficzno$cig w rozpoznawaniu
MDS.* Protokot badania, zaklada wykorzystanie jedynie trzech przeciwciat monoklonalnych

oraz oceng¢ 4 prostych parametrow, ktore stanowig czeste odchylenia wystepujace w MDS. W
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roku 2012 zespot ekspertow ELN udowodnil, ze zastosowanie podobnych parametréw oraz
uzycie tylko 2 przeciwcial monoklonalnych moze da¢ podobne wyniki (czutos¢ 70%,
specyficznoéé 93%).3* Dzieki obiektywizacji wszystkich parametréw, wynik liczbowy skali nie
zalezy od warunkéw badania, rodzaju 1 ustawien cytometru przeptywowego oraz
zastosowanych przeciwciat i sprzezonych fluorochromow. Ponadto jedynie w nieznacznym

stopniu zalezy od subiektywnej oceny osoby badajace;.

W zwigzku z tym, ocena cytometryczna preparatu szpiku przy uzyciu skal
parametrycznych, moze sta¢ si¢ waznym narzedziem diagnostycznym w rozpoznawaniu

zespolow MDS, rowniez tzw. ,,wczesnych” postaci.
2.6 Skale prognostyczne w zespolach mielodysplastycznych

W zwigzku ze zréznicowanym przebiegiem klinicznym MDS, ocena rokowania stanowi
kluczowy etap postepowania po ustaleniu  rozpoznania, niezbedny dla przygotowania
optymalnej dla chorego strategii terapeutycznej. W zwigzku z tym, powstato wiele narzedzi
utatwiajacych kwalifikacje chorych do grup ryzyka. Juz w 1997 roku zostal wprowadzony
prosty i cenny klinicznie Migdzynarodowy Indeks Rokowniczy (IPSS, International Scoring
System)?’. Pozwala on na oszacowanie czasu przezycia oraz czasu do progresji do ostrej
biataczki szpikowej (ang. acute myeloid leukemia, AML) na podstawie liczby cytopenii,
obecnosci zaburzen chromosomalnych oraz odsetka blastow w rozmazie szpiku. Na podstawie
IPSS chory stratyfikowani sg do 4 grup ryzyka: niskiego, posredniego I, posredniego II oraz
wysokiego. W 2012 roku zmodyfikowano ten wskaznik poprzez wprowadzenie do modelu
nasilenia poszczegdlnych cytopenii. Utworzono Miedzynarodowy Zmodyfikowany Indeks
Rokowniczy (R-IPSS), na podstawie ktérego wyrdzniono 5 grup ryzyka: bardzo niskiego,
niskiego, posredniego, wysokiego oraz bardzo wysokiego. Sposdb przyznawania punktoéw wg

R-IPSS przedstawiono w tabeli 4.3
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Tabela 4. Wartosci liczbowe przyznawane zaburzeniom ocenianym wg
Zmodyfikowanego Miedzynarodowego Indeksu Rokownieczego™

Wartos¢é

0 0,5 1 1,5 2 3 4
prognostyczna
Ryzyko
o Ba'lrd.zo - Niskie - Posrednie Wysokie Bard29
cytogenetyczne niskie wysokie
Odsetek
mieloblastow <2 - >2-<5 - >5-10 >10 -
szpiku (w%)
Hemoglobina (g/dl >8-
g (g/dD) ~10 ) >3 o ) ) )
<10
Plytki (G/L) 50-
>100 <50 - = - -
- 100
Neutrofile(G/1) >0,8 <0,8 - - - - -

Po zsumowaniu wyniku poszczegdlnych parametréw, ocenianych w klasyfikacji R-
IPSS, otrzymujemy wynik, ktory kategoryzuje pacjenta do jednej z grup ryzyka. Sposob
kategoryzacji znajduje si¢ w tabeli 5.

Tabela 5. Klasyfikacja do grup ryzyka, wg Zmodyfikowanego Miedzynarodowego Indeksu
Rokowniczego

Kategoria rokowania Wynik R-IPSS

Bardzo niskie <1,5
Niskie >1,5-3
Posrednie >3-4,5
Wysokie >4,5-6
Bardzo wysokie >6

Jak tatwo zauwazy¢, czynnikiem najsilniej wplywajacym na wartos¢ R-IPSS, jest
obecnos¢ okreslonych zaburzen cytogenetycznych. Wykaz zaburzen ocenianych przy
rozpoznaniu MDS, wraz z kwalifikacja do grupy ryzyka, znajduje si¢ w tabeli 6.
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Tabela 6. Kategorie ryzyka cytogenetycznego w MDS, wraz z definicjq zaburzen oraz srednim
czasem przezycia w poszczegolnych grupach.

Mediana czasu

Grupa ryzyka

Zaburzenia cytogenetyczne przezycia
cytogenetycznego

(w latach)

Bardzo niskie =Y, del(11q) 54

Kariotyp prawidtowy, del(5q), del(12p),
Niskie del(20q), podwdjne zaburzenie zawierajgce 4,8
del(5q)
del(7q), +8, +19, i(17q), kazde inne
Posrednie pojedyncze lub podwadjne niezalezne 2,7
zaburzenie
Wysokie -7, inv(3)/t(3qg)/del(3q), podwdjne 15

zawierajace-7/del(7q), Ztozony z 3 zaburzen
Bardzo wysokie Ztozony: > 3 zaburzenia 0,7
Charakterystyczng cecha zespoléw mielodysplastycznych jest ryzyko transformacji do
AML. Transformacja taka, w sposob bardzo istotny pogarsza rokowanie oraz przezycie chorych
na MDS?*. R-IPSS pozwala oszacowaé, oprocz czasu przezycia, rowniez to ryzyko.
Parametrem opisujacym takie zagrozenie jest czas, w ktoérym, u 25% pacjentdw w danej grupie

prognostycznej, rozwinie si¢ AML.
2.7 Leczenie zespoléw mielodysplastycznych

Leczenie chorych na zespoly mielodysplastyczne mozna podzieli¢ na
zachowawcze, ktorego gldwnym celem jest zniesienie lub zmniejszenie nasilenia objawow
klinicznych choroby oraz intensywne, ukierunkowane na wyleczenie chorego. Wybdr strategii
postgpowania zalezy przede wszystkim od wieku chorego, chorob wspdtistniejacych oraz
ryzyka progresji choroby szacowanym zwykle za pomocg R-IPSS. Leczenie intensywne opiera
si¢ na transplantacji allogenicznych krwiotworczych komorek krwiotworczych(ang. allogeneic
hematopoietic stem cel transplantation, allo-HSCT).>” U chorych z podtypem MDS EB2
kwalifikujacych si¢ do alloHSCT przed przeszczepieniem podejmuje si¢ zwykle probe redukcji
odsetka nowotworowych mieloblastéw za pomocg programéw chemioterapii indukujacych
remisj¢, podobnych do stosowanych w AML. W wybranych grupach, takich jak starsi chorzy
lub chorzy z powaznymi chorobami wspoétistniejagcymi w celu uzyskania normalizacji odsetka
blastow w szpiku przed transplantacja mozna réwniez rozwazy¢ zastosowanie lekow

demetylujacych.®
Allo-HSCT zgodnie z aktualng wiedza jest jedyna opcja terapeutyczng pozwalajacg na
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wyleczenie chorego. Procedura ta wigze si¢ jednak z istotnym ryzykiem ciezkich powiktan, a
takze zgonu®®. Do oceny ryzyka zwigzanego ze stanem pacjenta stosuje si¢ wskaznik chordb
wspolistniejacych swoisty dla przeszczepienia komorek krwiotworczych HCT-SCI (ang.
Hematopoietic cell transplantation -specific comorbidity index). Wskaznik ten obliczany jest
na podstawie oceny wydolnosci i funkcji wielu narzadow, a takze wspotwystepowania innych
choréb. Pozwala on na oszacowanie ryzyka $miertelno$ci niezwigzanej z nawrotem choroby
(ang. non-relapse mortality, NRM). Ryzyko NRM w grupach ryzyka niskiego, posredniego 1
wysokiego, wg HCT-SCI, wynosi odpowiednio 14%, 21% i 41% po 2 latach.** W przypadku
posredniego lub wysokiego ryzyka NRM, a takze u chorych w starszym wieku, transplantacje
przeprowadza  si¢  zwykle z  przygotowaniem  (inaczej  kondycjonowaniem)
niemieloablacyjnym, ktore charakteryzuje mniejsza toksyczno$¢ od kondycjonowania
mieloablacyjnego stosowanego zwykle u mtodszych chorych, z wysokim R-IPSS i niskim

HCT-SCI. 374

Leczenie zachowawcze znajduje zastosowanie u starszych chorych lub chorych z
wysokim HCT-SCI, ktorzy nie moga by¢ zakwalifikowani si¢ do alloHSCT. Wybdr metod
leczenia zachowawczego wg NCCN 1 ELN zalezy od rodzaju i nasilenia cytopenii, obecnosci
okreslonych zaburzen cytogenetycznych, st¢zenia erytropoetyny, odsetka blastow w rozmazie
szpiku i innych czynnikow.>%** Podstawowymi objawami zespotéw mielodysplastycznych sg
dolegliwosci zwiazane z wystepowaniem niedokrwisto$ci, matoptytkowosci lub leukopenii®.
W zwigzku z tym glowng metoda leczenia zachowawczego pozostajg przetoczenia
koncentratow krwinkowych. Warto jednak pamigtaé, ze takie postepowanie wigze si¢ z
ryzykiem mig¢dzy innymi przeniesienia infekcji, immunizacji, przecigzenia zelazem, dlatego
przetoczenia nalezy ograniczy¢ do minimum, a w razie konieczno$ci stosowaé preparaty
ubogoleukocytarne**. W grupie pacjentéw bardzo niskiego, niskiego lub posredniego ryzyka z
delecja 5q 1 niedokrwisto$cia, bez istotnej neutropenii i matoptytkowosci nalezy zastosowac
lenalidomid. W badaniu rejestracyjnym wykazano, ze 67% pacjentow leczonych
lenalidomidem uzyskato uniezaleznienie od przetoczen, a mediana czasu trwania odpowiedzi
wynosita 44 miesiace.*> W razie braku lub utraty odpowiedzi na leczenie, u pacjentéw z niskim
stezeniem erytropoetyny (<500mU/ml), nalezy rozwazy¢ =zastosowanie zwigzkoéw
stymulujacych erytropoeze, ktore mozna kojarzy¢ z czynnikami wzrostu kolonii granulocytow.

Taki schemat moze byé rowniez skuteczny u pacjentow bez delecji 5q-.4¢4

W  grupie pacjentow z wysokim 1 bardzo wysokim ryzykiem wg R-IPSS

niekwalifikujacych si¢ do alloHSCT oraz u pacjentdéw z niskim, bardzo niskim i posrednim
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ryzykiem, ktorzy nie odpowiedzieli lub utracili odpowiedz na poprzednie linie leczenia, nalezy
rozwazy¢ zastosowanie lekow demetylujacych. Wsérod nich najczesciej stosowana jest
azacytydyna. W badaniu rejestracyjnym odpowiedz catkowitg lub cz¢sciowa uzyskano u 16,2%
chorych leczonych azacytydyna. W grupie kontrolnej natomiast zaden pacjent nie uzyskat

odpowiedzi. Mediana czasu trwania odpowiedzi na leczenie wynosit 330 dni.*®
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3. CELE PRACY
Celem pracy doktorskiej byto:

a. Okres$lenie przydatnosci wykrywania zaburzen fenotypowych i
immunofenotypowych komorek linii dojrzewania granulocytow i monocytow
metoda wieloparametrowej cytometrii przeplywowej w diagnostyce zespotow
mielodysplastycznych.

b. Ocena warto$ci diagnostycznej punktowej skali cytometrycznej opracowanej przez
European Leukemia Net (ELN)**, opisujacej iloSciowo zaburzenia obrazu
cytometrycznego szpiku wystepujace w zespotach MDS.

c. Poréwnanie wartosci predykcyjnych, czutoséci oraz swoistosci wybranych zaburzen
fenotypowych 1 immunofenotypowych w diagnostyce MDS wykrywanych zgodnie
z rekomendacjami ELN*,

d. Poszukiwanie zalezno$ci mi¢dzy wartoscig Miedzynarodowego Zmodyfikowanego
Indeksu Rokowniczego (R-IPSS, Revised International Prognostic Scoring System),
a nasileniem zaburzen fenotypowych 1 immunofenotypowych szpiku, wyrazanym

ilosciowo w punktowych skalach cytometrycznych.
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4. MATERIAL I METODY

Badanie o charakterze retrospektywnym zostalo pozytywnie zaopiniowane przez
Komisje Bioetyczng, pracujgcg przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego

w Poznaniu.

Do grupy badanej wlaczono chorych diagnozowanych w Katedrze 1 Klinice
Hematologii 1 Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w latach 2008-
2017 z powodu jedno- lub wieloliniowej cytopenii, u ktorych w oparciu o przeprowadzone
badanie cytomorfologiczne, histopatologiczne i1 cytogenetyczne szpiku ustalono ostatecznie
rozpoznanie zespolu mielodysplastycznego zgodnie z klasyfikacia WHO z 2008 roku®,
zmodyfikowang w 2016 roku.! Dodatkowym badaniem uzupehiajacym, rutynowo
wykonywanym w Katedrze i Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu u chorych z podejrzeniem MDS od 2008 roku, bylo badanie
immunofenotypowe szpiku metoda wieloparametrowej cytometrii przeplywowej. Grupe
poréwnawczg stanowili chorzy diagnozowani w tym samym okresie z powodu jedno- lub
wieloliniowej cytopenii, u ktérych postawiono podejrzenie MDS i z tego powodu wykonano
badanie cytomorfologiczne, histopatologiczne oraz cytometryczne szpiku, a ostatecznie, na
podstawie przeprowadzonych badan, ustalono inne niz MDS rozpoznanie. Z badania
wytaczono pacjentéw diagnozowanych w okresie cytopenii indukowanej chemioterapia, ktora
wystapita w czasie spodziewanej mielosupresji wywotanej lekami cytostatycznymi. W oparciu
o analiz¢ dokumentacji medycznej chorych wlaczonych do badania, pozyskano dane
demograficzne, kliniczne i laboratoryjne, takie jak: wiek, ple¢, ostateczne rozpoznanie, data
ustalenia rozpoznania, choroby wspdtistniejace, wyjsciowe stezenie hemoglobiny, liczba
erytrocytow, ptytek krwi, leukocytow 1 retikulocytow w krwi obwodowej, stg¢zenie zelaza,
ferrytyny, witaminy B12 oraz odsetek mieloblastow 1 syderoblastow w preparatach

cytomorfologicznych szpiku.
W obu grupach zastosowano te same kryteria dla stwierdzenia cytopenii:

(1) niedokrwistos¢, jesli stezenie hemoglobiny wynosito ponizej 8 mmol/l;
(11) matoptytkowos¢, jesli liczba ptytek wynosita ponizej 150 G/l;

(iii) leukopenia, jesli liczba leukocytow wynosita ponizej 4 G/1;

U chorych na MDS dodatkowo ustalono podtyp wg klasyfikacji WHO, wartos$¢ IPSS,
R-IPSS, oraz zgromadzono dane dotyczace sposobdw leczenia, przetoczen preparatow

krwiopochodnych, progresji choroby i zgonu chorego.
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Badanie immunofenotypowe szpiku wykonywano w Pracowni Cytometrii
Przeptywowej Laboratorium Diagnostyki Hematologicznej Katedry i Kliniki Hematologii i
Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Wszystkie oznaczenia
wykonywane byly na cytometrze przeptywowym BD Calibur lub Canto II, a obrazy
analizowane z zastosowaniem oprogramowania Diva 2.0. Procedura preparatyki probek oraz
barwienia przeciwcialami monoklonalnymi byta zgodna ze standardowymi procedurami
obowigzujacymi w Laboratorium. W skrécie, probki szpiku byly pobierane z kolca gornego
tylnego talerza biodrowego oraz dostarczone do laboratorium w ciggu godziny od pobrania. Do
100 ul szpiku dodano mysie przeciwciala monoklonalne zwigzane z barwinkami
fluorescencyjnymi skierowane przeciw ludzkim antygenom w ilo$ci zalecanej przez

producenta, wg paneli zawartych w tabeli 7.

Tabela 7. Panele przeciwciat stosowanych w diagnostyce MDS

FITC PE PerCP APC PE-Cy-7  APC-Cy7
Panel 1 CD45 CDI13 CD16 CD5 CDI19 CD14
CD7 CD 56 CD45 CD33 CD117 CD14
CDI15 CDI11b CD45 HLA-DR  CD34 CD14
CD64 CDl11b CD16 CD45 CDI13 CD14

m CD65 CD2 CD45 CD36 CDI10 CD14

Probki szpiku inkubowano z przeciwciatami przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j
w zacienionym miejscu. Nastepnie dokonano lizy komorek linii dojrzewania erytrocytow
roztworem do lizy IOTest3 firmy Becmann-Coulter. Kolejnym krokiem bylo dwukrotne
ptukanie roztworem chlorku sodu buforowanego fosforanami (ang. Phosphate-buffered saline,
PBS) z wirowaniem 2000 obrotéw/min przez 4 minuty. Probki byly poddawane analizie

bezposrednio po przygotowaniu.

Badanie wykonywano w oparciu o obowigzujace mi¢dzynarodowe rekomendacje,

aktualizowane kilkakrotnie w latach 2007-2017:

rekomendacje ustalone przez ekspertéw US National Comprehensive Cancer
Network, European LeukemiaNet oraz International Working Group w czasie
Working Conference on MDS w 2007 roku?!;
standaryzacja European LeukemiaNet 2009°°;

standaryzacja European LeukemiaNet 201232,
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W ramach standardowo wykonywanej diagnostyki cytometrycznej analizowano
odsetek mieloidalnych komorek prekursorowych, a takze parametry fenotypowe i ekspresje

antygenoéw na komorkach linii dojrzewania granulocytarnego oraz monocytarnego.

Zgodnie z zaleceniami European LeukemiaNet z roku 2009°°, zmodyfikowanymi w roku

20122, oceniano obecno$é¢ nastepujacych zaburzen:

(1) zaburzenia ziarnisto$ci granulocytows;

(11) zaburzenia ekspresji CD13 wobec CDI16 na komorkach linii dojrzewania
granulocytarnego;

(iii)  zaburzenia ekspresji CD33 wobec CDI117 na komorkach linii dojrzewania
granulocytarnego;

(iv)  ekspresje CD34 na komorkach linii dojrzewania granulocytarnego;

(v) zaburzenia ekspresji CD11b wobec HLA-DR linii dojrzewania granulocytarnego;

(vi)  zaburzenia ekspresji CDI1b wobec CDI13 na komoérkach linii dojrzewania
granulocytarnego;

(vil) zaburzenia ekspresji CD15 wobec CD34 na komoérkach Ilinii dojrzewania
granulocytarnego;

(viii) ekspresjg CD56 na komorkach linii dojrzewania granulocytarnego;

(ix)  ekspresje CD14 na komorkach linii dojrzewania granulocytarnego;

(%) ekspresje CD56 na komorkach linii dojrzewania monocytow;

(xi)  ekspresje CD34 na komorkach linii dojrzewania monocytow;

(xi1)  brak ekspresji CD14 na komorkach linii dojrzewania monocytow;

(xiii) brak ekspresji CD16 na komorkach linii dojrzewania monocytow.

Na podstawie analizy dokumentacji medycznej 1 retrospektywnej weryfikacji
stwierdzonych zaburzen obrazu cytometrycznego szpiku, nadawano kazdemu ze stwierdzonych
zaburzen wage¢ 1, a przy ich braku wage 0. Sumaryczna warto$¢ liczbowa zaburzen

immunofenotypowych stanowila sume wag poszczegdlnych parametrow.

Dodatkowo, przeprowadzono retrospektywna analiz¢ obrazéw cytometrycznych
szpiku, w celu opisu zaburzen szpiku wg skali punktowej ELN** Ocena zaburzef
cytometrycznych szpiku wg tej skali zaktada analize czterech parametrow:

(1) odsetka komorek w ,klasterze” mieloblastow wsrod wszystkich komorek

posiadajacych jadro;
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(11) odsetka komorek w ,klasterze” dla komoérek B-progenitorowych wsrod
komorek CD34+;

(iii))  stosunku $redniej intensywno$ci fluorescencji CD45 limfocytow do
mieloblastow;

(iv)  stosunku najwyzszego sygnatu rozproszenia bocznego (SSC) granulocytow do

najwyzszego SSC limfocytow.

Jesli warto$¢ liczbowa przypisana odpowiedniemu parametrowi znajduje si¢ ponizej lub
powyzej wartosci odciecia przedstawionej w tabeli 8., przyznaje si¢ jeden punkt w skali ELN.
Sposob bramkowania parametrow wchodzacych w sklad skali ELN wskazano na rycinie 1.

Wartos$ci referencyjne dla wskazanych parametrow, znajdujg si¢ w tabeli 8.
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Tabela 8. Wartosci odciecia poszczegolnych parametrow skali punktowej wg ELN

Parametr cytometryczy Warto$¢ odciecia Waga

Odsetek mieloblastow (i) >2% 1
Odsetek komorek B-progenitorowych (ii) <5% 1
Stosunek sredniego indeksu fluorescencji (ang. Mean <4 lub >7,5 1
Fluorescent Index, MFI) CD45 limfocytéw do mieloblastow

g;:))sunek najwyzszego SSC granulocytéw do limfocytow <6 1
(iv)

Analizy statystyczne przeprowadzone byty z uzyciem pakietow statystycznych SPSS v 13.0
1 STATISTICA v 12.0. Hipotezy statystyczne weryfikowano na poziomie istotnosci o = 0,05.
Zaktadano, ze réznice migdzy badanymi grupami sg istotne statystycznie, jezeli wartosci p,

wyliczane z testow statystycznych byty mniejsze od przyjetego poziomu istotnosci (p< a):

* Dla poréwnania migdzy dwoma grupami zmiennych wyrazonych w skalach
porzadkowych 1 interwalowych, uzywano testu nieparametrycznego U Manna-
Whitneya; analizujac roznice migdzy wigksza liczba grup stosowano nieparametryczny

test Kruskala-Wallisa.

+ Do wykazania ro6znic miedzy grupami w rozkladzie zmiennych jakosciowych 1

porzadkowych, wykorzystano test chi kwadrat Pearsona lub doktadny test Fishera.

* Analiz¢ zalezno$ci migdzy zmiennymi porzadkowymi i interwalowymi

przeprowadzono z uzyciem testu korelacji rang Spearmana.

Wyznaczono czuto$¢ 1 swoisto$¢ poszczegdlnych skal oraz ich warto$¢ predykcyjna
dodatnig (ang. Positive Predictive Value, PPV) oraz ujemna (ang. Negative Predictive Value,

NPV).

W celu ustalenia warto$ci odcigcia dla liczby zaburzen cytometrycznych réznicujacych
porownywane grupy, stosowano analiz¢ krzywej charakterystyczno-operacyjnej odbiornika
(ang. receiver operating characteristic curve, ROC). Termin krzywa ROC wywodzi si¢ z teorii

detekcji sygnatow, a krzywa jest graficzng reprezentacja efektywnosci modelu predykcyjnego.
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5. WYNIKI

5.1 Charakterystyka chorych

Do badania wiaczono 71 chorych z jedno- lub wieloliniowa cytopenig diagnozowanych
w Katedrze i Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu w latach 2007-2017, u ktorych w oparciu o przeprowadzone badanie
cytomorfologiczne, histopatologiczne i cytogenetyczne szpiku ustalono rozpoznanie zespotu
mielodysplastycznego. Kobiety stanowity 39% (28/71), a me¢zczyzni 61% (43/71) grupy
badanej. Wiek chorych w grupie badanej miescil si¢ w przedziale 24-86 lat (mediana 66 lat),
natomiast liczba cytopenii w zakresie 1-3 (mediana 2). U 32% (23/71) pacjentow stwierdzono
jednoliniowa, u 27% (19/71) dwuliniowa, a u 41% (29/71) trojliniowa cytopeni¢. Szczegdlowe

rozpoznania podtypu MDS przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Szczegotowe rozpoznania podtypow zespotow mielodysplastycznych w grupie

badanej wg zalecen Swiatowej Organizacji Zdrowia 2016

Typ MDS Liczba
chorych
z jednoliniowg dysplazjag (MDS-SLD, MDS with single-line dysplasia) 25% (18/71)

z wieloliniowg dysplazja (MDS-MLD, MDS with multilineage dysplasia), 21% (15/71)

z syderoblastami pierscieniowatymi (MDS-RS, MDS with ringed 4% (3/71)
sideroblasts)

niesklasyfikowany (MDS-U, MDS unclassifiable) 4% (3/71)
z izolowang delecja 5q (MDS with isolated 5q) 1% (1/71)
z nadmiarem blastow typ 1 (MDS EB1, MDS with excess blasts 1) 18% (13/71)
z nadmiarem blastow typ 2 (MDS EB2, MDS with excess blasts 2) 25% (18/71)

Po wytaczeniu z grupy badanej pacjentéw z podtypami zespotow mielodysplastycznych
z nadmiarem blastéw (MDS-EB1, MDS-EB2), wyodrebniono podgrupe 40 chorych z tzw.
,wczesnym” MDS (MDS-SLD, MDS-MLD, MDS-RS, MDS-U, MDS del5q) w wieku od 19
do 83 lat (mediana 62 lata), wsrdd ktorych 50% (20/40) stanowity kobiety. U 53% (21/40)
chorych w tej grupie stwierdzano jednoliniowa, u 23% (9/40) dwuliniowa, a u 25% (10/40)

trojliniowg cytopeni¢ (mediana liczby cytopenii 1).

Warto$ci R-IPSS okreslono na podstawie dokumentacji medycznej u 72% (51/71)
chorych. Mediana R-IPSS wyniosta 4,8 (zakres: 0,3-9). U pozostatych 16/71 (23%) nie
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okreslono R-IPSS z powodu braku wyniku badania cytogenetycznego. Stratyfikacja chorych
wg grup ryzyka okreslonych na podstawie R-IPSS przedstawiona zostata w tabeli 10.

Tabela 10. Podziat chorych z grupy badanej wg ryzyka okreslonego na podstawie
Miedzynarodowego Zmodyfikowanego Indeksu Prognostycznego™

Grupa ryzyka Wartos¢ R-IPSS Liczba chorych
Bardzo niskie <1,5 7
Niskie >1,5-3 11
PosSrednie >3-4,5 5
Wysokie >4,5-6 14
Bardzo wysokie >6 14

Do grupy porownawczej zakwalifikowano 39 pacjentow diagnozowanych z powodu
jedno- lub wieloliniowej cytopenii, u ktorych wykonano cytologiczng, cytometryczng oraz
histologiczng szpiku, a ostatecznie postawiono rozpoznanie inne niz MDS. Wiek pacjentow
miescit si¢ w zakresie 21-84 lat (mediana 59 lat). W tej grupie kobiety stanowily 51% (20/39),
a mezezyzni 49% (19/39) chorych. Wskazaniem do wykonania badania cytometrycznego u
49% (19/39) chorych byta cytopenia jednoliniowa, u 26% (10/39) dwuliniowa, a u 26% (10/39)
trojliniowa (pordwnanie na wykresie 2). Ostateczne rozpoznania ustalone u chorych w grupie

poréwnawczej, przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Rozpoznania ustalone u chorych w grupie porownawczej

Rozpoznanie Liczba chorych \
Cytopenia wywolana stosowaniem lekow 12
Niedokrwisto$¢ chorob przewleklych
Niedokrwistos¢ z niedoboru wit. B12
Niedokrwistos¢ aplastyczna
Niedokrwistos¢ autoimmunohemolityczna
Niedokrwistos¢ z niedoboru zelaza
Inne

- Nocna napadowa hemoglobinuria

- Zespol antyfosfolipidowy

- Pierwotna mielofibroza

- Toczen ukladowy

- Niewyjasniona przyczyna

W NN W o
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Na wykresie 1 przedstawiono porownanie liczby cytopenii w grupie badanej i1

poréwnawczej.
Liczba cytopenii w grupie MDS i w grupie
porownawczej (%)
60
50
40
30
20
: N EE
0 I —

1-liniowa 2-liniowa 3-liniowa

W Grupa MDS W Grupa poréwnawcza

Wykres 1. Porownanie liczby cytopenii w grupie badanej i w grupie porownawczej

5.2 Zaburzenia fenotypowe i immunofenotypowe oceniane wg rekomendacji ELN

Wykazano znamiennie wyzszg liczbg zaburzen immunofenotypowych komorek linii
dojrzewania granulocytow wykrywanych wg rekomendacji ELN w grupie chorych na MDS w
porownaniu z grupg poréwnawczg (p<0,0001). Liczba zaburzen komorek linii dojrzewania
monocytow nie roznita si¢ migdzy grupami (p=0,89). Sumaryczna liczba zaburzen
immunofenotypowych na komorkach linii dojrzewania granulocytdéw oraz monocytow w
grupie chorych na MDS miedcita si¢ w przedziale od 0 do 7 (mediana 3), natomiast w grupie
porownawczej od 0 do 5 (mediana 1). Wykazana ré6znica mediany sumarycznej liczby zaburzen
komorek linii dojrzewania granulocytow oraz monocytéw nie osiggnela znamiennosci
statystycznej (p=0,07). Wartos$¢ czutosci, swoistosci oraz wartosci predykcyjnej dodatniej i
ujemnej sumarycznej liczby zaburzen immunofenotypowych dla poszczegélnych punktéw
odcigcia przedstawiono w tabeli 12. Wykres krzywej ROC dla sumarycznej liczby zaburzen

immunofenotypowych znajduje si¢ na rysunku 2.
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Wykres 2. Odsetek chorych z sumaryczng liczbg zaburzen immunofenotypowych w grupie
chorych na MDS (kolor niebieski) i w grupie porownawczej (kolor pomaranczowy)

Odsetek chorych wykazujacych okreslong
sumaryczng liczbe zaburzen
immunofenotypowych(%)
50 46
40
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23
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Poréwnanie odsetka chorych w grupie badanej 1 grupie poroéwnawczej
scharakteryzowanych odpowiednia ~ warto$ciag ~ sumarycznej liczby  zaburzen
immunofenotypowych na komorkach linii dojrzewania granulocytarnego i monocytarnego

znajduje si¢ na wykresie 2.

Wykres ROC
Indeks Youdena =0,38
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Rysunek 2. Wykres krzywej ROC dla sumarycznej liczby zaburzen immunofenotypowych
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Tabela 12. Wyniki czulosci, swoistosci oraz wartosci predykcyjnych sumarycznej liczby
zaburzen immunofenotypowych komorek linii dojrzewania granulocytow i monocytow w
zaleznosci od wartosci punktu odciecia

| Wartos¢ odciecia  Czutosé Swoistos¢
>3 46% 87% 0,86 0,42
>2 52% 79% 0,82 0,47
>1 69% 69% 0,8 0,55

W grupie chorych na MDS znamiennie czg$ciej, w porOwnaniu z grupa porownawcza,

stwierdzono wystgpowanie nast¢pujacych zaburzen immunofenotypowych:

(1) zaburzenia ekspresji CDI11b wobec HLA-DR na komorkach linii dojrzewania
granulocytarnego (p=0,036);

(i1) zaburzenia ekspresji CD11lb wobec CDI3 na komorkach linii dojrzewania
granulocytarnego (p=0,01);

(ii1)zaburzenia ekspresji CD15 wobec CD34 na komorkach linii dojrzewania
granulocytarnego (p=0,032);

(iv)ekspresji CD56 na komorkach linii dojrzewania monocytéw (p=0,02).

Dla pozostatych badanych zaburzen immunofenotypowych, nie wykazano istotnych

statycznie réznic migdzy porownywanymi grupami.

5.3 Ocena zaburzen immunofenotypowych szpiku wg cytometrycznej skali
punktowej ELN

Wykazano znamienng réznic¢ w nasileniu zaburzen obrazu cytometrycznego szpiku
ocenianego, wg skali punktowej ELN, miedzy grupa chorych na MDS, a grupa poréwnawcza
(p<0,0001). Wyniki liczbowe w grupie badanej znajdowaty si¢ w przedziale 0-4 (mediana 3),
a w grupie poréwnawczej 0-3 (mediana 1). Dla wynikow w przedziale 2-4, czulo$¢ dla
rozpoznania MDS wyniosta 73%, swoistos¢ 90%, NPV=0,64, PPV=0,93. Na wykresie 3.
przedstawiono odsetek chorych w grupie badanej i w grupie poréwnawczej z wynikami w

przedziatach 0-1 oraz 2-4.
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Wykres 3. Odsetek chorych w grupie badanej i w grupie porownawczej z wynikami w
przedziatach 0-1 praz 2-4 wg skali punktowej ELN

5.4 Rozszerzenie cytometrycznej skali punktowej ELN o wybrane zaburzenia
immunofenotypowe

W tabeli 13 przedstawiono poroéwnanie zakresow oraz mediany punktacji w skalach,
bedacych rozszerzeniem skali punktowej wg ELN o zaburzenia immunofenotypowe. W tabeli
7 przedstawiono poréwnanie swoistosci, czutosci oraz wartosci predykcyjnych wymienionych
skal. Najwigksza czuto$¢ (83%) w diagnostyce MDS osiagneta skala wg ELN rozszerzona o
wszystkie 4 parametry immunofenotypowe, ktére rdéznicujg w sposob istotny statystycznie
grupe chorych z MDS 1 grupe porownawcza. Skala ELN, rozszerzona o 2 parametry
immunofenotypowe (zaburzenia ekspresji CD 13 wobec CD11b oraz zaburzenia ekspresji
CD11b wobec HLA-DR), charakteryzuje si¢ najwigksza swoistoscia (87%) oraz w niewielkim
stopniu ustepuje skali 8-parametrycznej, jesli chodzi o czutos$¢ (82%). Skala ta charakteryzuje
si¢ rowniez wysokimi warto$ciami predykcyjnymi, dlatego zostata wybrana do analiz korelacji

z R-IPSS. Wykres krzywej ROC dla tej skali znajduje si¢ na rysunku 3.
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Tabela 13. Zakres oraz mediana wynikow skali punktowej wg ELN, rozszerzonej o oceng
wybranych parametrow immunofenotypowych

Rozszerzone skale ELN

Grupa Grupa Grupa @ Grupa
MDS porownawcza MDS poréwnawcza

Skala ELN (0-4 punktow)

plus zaburzenia immunofenotypowe na
granulocytach

CDI11b/HLA-DR (1 pkt)

CD11b/CD13 (1 pkt)

CD15/CD34 (1 pkt)

plus zmniejszenie ekspresji CD14 na monocytach (1
pkt)

Skala ELN (0-4 punktow)

plus zaburzenia immunofenotypowe na
granulocytach 0-6 0-3 2 1
CDI11b/HLA-DR (1 pkt)

CD11b/CD13 (1 pkt)

Skala ELN (0-4 punktow)

plus zaburzenia immunofenotypowe na

granulocytach CD11b/HLA-DR (1 pkt) 0-6 0-3 2 1
plus zmniejszenie ekspresji CD14 na monocytach (1

pkt)

Tabela 14. Porownanie wartosci diagnostycznej skal otrzymanych poprzez rozszerzenie skali
punktowej wg ELN o wybrane parametry immunofenotypowe

Rozszerzone skale ELN Wartos¢ Czulos¢ Swoistos¢ PPV NPV

odciecia

Skala ELN (0-4 punktow)

plus zaburzenia immunofenotypowe na
granulocytach

CD11b/HLA-DR (1 pkt)
CD11b/CD13 (1 pkt)

CD15/CD34 (1 pkt)

plus zmniejszenie ekspresji CD14 na
monocytach (1 pkt)

Skala ELN (0-4 punktow)

plus zaburzenia immunofenotypowe na
granulocytach > 1 pkt 82% 87% 0,92 @ 0,72
CD11b/HLA-DR (1 pkt)

CD11b/CD13 (1 pkt)

Skala ELN (0-4 punktow)

plus zaburzenia immunofenotypowe na

granulocytach CD11b/HLA-DR (1 pkt) > 1 pkt 78% 84% 0,9 0,67
plus zmniejszenie ekspresji CD14 na

monocytach (1 pkt)

> 1 pkt 83% 82% 0,89 0,73
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Rysunek 3. Wykres krzywej ROC dla skali ELN rozszerzonej o zaburzenia ekspresji CD11b
wobec CD13 oraz CDI11 b wobec HLA-DR

5.5 Ocena skal cytometrycznych w grupie ,wczesnych” zespolow

mielodyplastyczncyh

W grupie chorych z rozpoznaniem ,,wczesnego” MDS w badaniu cytometrycznym
stwierdzano sumarycznie 0-6 zaburzen immunofenotypowych (mediana 2). Ich liczba byta

istotnie wyzsza (p<0,0001) w grupie MDS, niz w grupie porOwnawczej

Podobnie jak w catej grupie badanej, liczba zaburzen immunofenotypowych komoérek
linii dojrzewania granulocytow byta wyzsza niz w grupie porownawczej (p<0,0001). Takiej
istotnosci nie stwierdzono dla zaburzefi immunofenotypowych komorek linii dojrzewania
monocytéw (p=0,261). Porownanie zakresow 1 median sumarycznej liczby zaburzen
immunofenotypowych oraz skal cytometrycznych dla grupy ,,wczesnych MDS” i grupy
poréwnawczej przedstawiono w tabeli 15. Natomiast w tabeli 16. znajduje si¢ pordwnanie ich
czutosci, swoistosci 1 warto$ci predykcyjne dodatnie i ujemne w diagnostyce ,,wczesnych

MDS”.
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Tabela 15. Zakres oraz mediana sumarycznej liczby zaburzen immunofenotypowych dla
"wezesnych"” zespotow mielodysplastycznych oraz grupy porownawczej

Rozszerzone skale ELN

»wezesny”  Grupa Wczesny Grupa

MDS porownawcza MDS porownawcza

Sumaryczna ocena zaburzen
immunofenotypowych zalecanych przez 0-6 0-5 2 1
ELN
Skala ELN

0-3 0-3 2 1
Skala ELN (0-4 punktow)
plus zaburzenia immunofenotypowe na
granulocytach
CD11b/HLA-DR (1 pkt) 05 03 ) 1

CD11b/CD13 (1 pkt)

CD15/CD34 (1 pkt)

plus zmniejszenie ekspresji CD14 na

monocytach (1 pkt)

Skala ELN (0-4 punktow)

plus zaburzenia immunofenotypowe na

granulocytach 0-5 0-3 2 1
CD11b/HLA-DR (1 pkt)

CD11b/CD13 (1 pkt)

Skala ELN (0-4 punktow)

plus zaburzenia immunofenotypowe na

granulocytach CD11b/HLA-DR (1 pkt) 0-4 0-3 2 1
plus zmniejszenie ekspresji CD14 na

monocytach (1 pkt)
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Tabela 16. Porownanie wartosci odciecia, czutosci swoistosci oraz wartosci predykcyjnych

skal cytometrycznych w diagnostyce ,,wczesnych” zespotow mielodysplastycznych

Rozszerzone skale ELN Wartos¢ Czulo$¢ Swoistos¢ PPV NPV
odci¢cia

Sumaryczna liczba zaburzen

immunofenotypowych ocenianych wg >1 pkt 58% 69% 0,66 0,61
zalecen ELN

Skala punktowa wg ELN
>1 pkt 63% 90% 0,86 0,7

Skala punktowa wg ELN (0-4 punktow)
rozszerzona o zaburzenia
immunofenotypowe komorek linii
dojrzewania granulocytow
CD11b/HLA-DR (1 pkt)

CD11b/CD13 (1 pkt)

CD15/CD34 (1 pkt)

oraz zaburzenie ekspresji CD14 na
komorkach linii dojrzewania monocytow
(1 pkt)

Skala punktowa wg ELN (0-4 punktow)
rozszerzona o zaburzenia
immunofenotypowe na komorkach linii
dojrzewania granulocytow
CD11b/HLA-DR (1 pkt)

CD11b/CD13 (1 pkt)

Skala punktowa wg ELN (0-4 punktow)
rozszerzona o zaburzenia
immunofenotypowe na komorkach linii
dojrzewania granulocytoéw CD11b/HLA-
DR (1 pkt)

oraz zaburzenie ekspresji CD14 na
komorkach linii dojrzewania monocytow

(1 pkt)

> 1 pkt 73% 82% 0,73 0,82

> 1 pkt 70% 87% 0,85 0,74

> 1 pkt 68% 87% 0,84 0,72
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5.6 Korelacja oceny zaburzen immunofenotypowych szpiku 2z wartoscia

Zmodyfikowanego Mi¢dzynarodowego Indeksu Rokowniczego

Stwierdzono istotng statystycznie dodatnig korelacj¢ miedzy wartoscia R-IPSS a
sumaryczng liczbg zaburzen immunofenotypowych komérek linii dojrzewania granulocytow i
monocytow (p=0,017).

Stwierdzono istotna statystycznie dodatnig korelacje migdzy warto$cig R-IPSS a nasileniem
zaburzen cytometrycznych okreslonych liczbowo w skali punktowej ELN (p=0,027).

Dodatkowo stwierdzono rowniez istotng statystycznie dodatnig korelacje migdzy wartoscig
R-IPSS a wynikiem w skali punktowej ELN rozszerzonej o wybrane zaburzenia
immunofenotypowe komorek linii dojrzewania granulocytdéw, tj. zaburzen ekspresji CD11b

wobec HLA-DR oraz CD11b wobec CD13 (p<0,001).
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6. OMOWIENIE WYNIKOW

6.1 Analiza wartosci diagnostycznej oceny szpiku metoda cytometrii

przeplywowej.

Powszechnie uznane i stosowane zalecenia ELN 2012 zawieraja opis zaburzen
fenotypowych i immunofenotypowych, ktére powinny by¢ oceniane przy podejrzeniu MDS.
Niestety, ocena wigkszos$ci tych parametrow pozostaje subiektywna, co powoduje trudnosci w
ustanowieniu cytometrycznych kryteriow rozpoznania. W powyzszej pracy podjeto probe
oceny warto$ci diagnostycznej wybranych zaburzen komorek linii dojrzewania granulocytow i
monocytéw w diagnostyce MDS. Nie oceniano zaburzen wystepujacych na komorkach linii
dojrzewania erytrocytow, ze wzgledu na czasochtonno$¢ oznaczen oraz duzg zalezno$¢ od

warunkéw wykonania badania.

Wykazano, ze ocena zaburzen na komorkach linii dojrzewania granulocytéw istotnie
roznicuje grupe chorych z MDS oraz grupe poréwnawczg. Nie wykazano takich réznic dla
zaburzen immunofenotypowych komorek linii dojrzewania monocytdw. Przeanalizowano
réwniez czulo$¢ i swoistos¢ diagnostyczng sumarycznej liczby zaburzen immunofenotypowych
przy roznych punktach odciecia. Warto podkresli¢, iz dla kazdego z punktéw odcigcia uzyskano

wysokie wartosci dodatniej wartosci predykcyjnej (PPV).

Wyodrebniono 4 zaburzenia immunofenotypowe, ktére w sposob istotny statystycznie
pozwalaja na roznicowanie zaréwno catej grupy badanej chorych na MDS, jak i chorych z

,wczesnymi postaciami MDS” z grupg poréwnawczg.
6.2 Skala punktowa wg ELN

Jednym z celow pracy byto potwierdzenie warto$ci diagnostycznej skali parametrycznej
wg ELN. Wykazano, ze grupie chorych z podejrzeniem MDS diagnozowanych w Klinice
Hematologii 1 Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, podobnie jak w
pracy oryginalnej, skala ta charakteryzowala si¢ wysokg swoistoscig (90%) oraz PPV (0,93).
Uzyskana czuto$¢ (73%) i NPV (0,64) byly nieco nizsze, co réwniez potwierdza wyniki
uzyskane przez Della Porta i wsp.** Niezwykle waznym jest fakt, iz parametry wchodzace w
sktad skali wyrazane sg jako warto$ci wzgledne, uniezaleznione od subiektywnej oceny. Dzigki
temu, narzedzie to staje si¢ niezalezne od warunkéw badania, uzytego cytometru, zestawu
przeciwcial monoklonalnych oraz osoby przeprowadzajacej badanie i moze by¢ porownywane

mi¢dzylaboratoryjnie, co pozwala na wykorzystanie tej skali w badaniach wieloosrodkowych.
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Wynik skali otrzymuje si¢ przy uzyciu jedynie 2 przeciwciat monoklonalne (anty- CD34 oraz
anty- CD45), przez co koszty badania nie s wysokie, a badanie moze by¢ wykonane w
wigkszosci pracowni cytometrycznych. Podsumowujac, skala parametryczna wg ELN jest
szybkim, prostym 1 zobiektywizowanym narz¢dziem, ktéore powinno by¢ uzywane w

diagnostyce zespotéw MDS.
6.3 Rozszerzenia skali punktowej wg ELN

Waznym elementem pracy byla proba rozszerzenia skali parametrycznej wg ELN o
zaburzenia immunofenotypowe w celu zwigkszenia warto$ci diagnostycznej skali. Najwieksza
czulo$¢ (83%) osiagnigto poprzez dodanie do skali ELN oceny wszystkich 4 parametrow
immunofenotypowych réznicujgcych istotnie statystycznie grupe tzw. ,,wczesnych” MDS od
cytopenii o innej etiologii. Niestety, taka modyfikacja skali ELN prowadzita do istotnego

zmniejszenia jej swoistosci oraz dodatniej warto$ci prognostycznej.

Rozszerzenie skali ELN o 2 najlepiej rdznicujace obie grupy parametry
immunofenotypowe, pozwolito na zwigkszenie czutosci (82%) oraz NPV (0,72), przy
zachowaniu wysokiej swoistosci (87%) oraz PPV (0,92). Powyzsza analiza pokazata, ze jest to
skala o poréwnywalnej wartosci  diagnostycznej, jak ocena wszystkich zaburzen
immunofenotypowych wg zalecen ELN 2012. Problemem pozostaje subiektywno$¢ w ocenie
zaburzen ekspresji CD 11b wobec CDI13 oraz CDI11lb wobec HLA-DR. Natomiast
zdecydowang zaleta tej skali jest mozliwos¢ wykonania wszystkich oznaczen w jednej
probowce, co skraca czas badania oraz zmniejsza jego koszty. Wszystko to powinno sktoni¢ do

wprowadzenia parametrycznych skal cytometrycznych do szerokiej praktyki kliniczne;.
6.4 Wartos¢ prognostyczna skal cytometrycznych

W pracy wykazano istotng statystycznie dodatnig korelacj¢ migdzy wynikiem
punktowym w skali ELN, rozszerzonej o wybrane zaburzenia immunofenotypowe a wynikiem
R-IPSS. Najsilniejsza korelacje wykazywata skala parametryczna wg ELN rozszerzona o oceng
zaburzen CD11b wobec HLA-DR oraz CD11b wobec CD13 na komoérkach linii dojrzewania
granulocytow(p<0,001). Uzyskane wyniki sugerujg przydatno$¢ prognostyczng tak
zmodyfikowanej skali ELN i uzasadniaja kontynuacj¢ badan w celu poszukiwania zalezno$ci
miedzy zaburzeniami cytometrycznymi opisywanymi za pomocg badanych skal a przezyciem

catkowitym 1 przezyciem wolnym od progresji chorych na MDS.
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6.5 Perspektywy kontynuacji badan

Ze wzgledu na niewielki koszt i dostgpnos¢ badania metoda cytometrii przeptywowej
w codziennej praktyce warto$¢ diagnostyczna skal cytometrycznych powinna zostad
zwalidowana w oparciu o prospektywne badanie wieloosrodkowe. Istotnym elementem
badania prospektywnego powinna by¢ roéwniez ocena niezaleznej od R-IPSS wartosci
prognostycznej skal cytometrycznych. Celowe bytoby réwniez podjecie proby oceny skal
cytometrycznych, jako potencjalnych predyktoréw odpowiedzi na nowe leki stosowane u

chorych na MDS, w tym leki demetylujace.
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7. DYSKUSJA
7.1 Zaburzenia immunofenotypowe charakteryzujace zespoly mielodysplastyczne
Duzym wyzwaniem jest okreslenie algorytmu badania cytometrycznego w diagnostyce
tzw. ,,wczesnych” MDS (czyli podtypéw MDS-SLD, MDS-MLD, MDS-U, MDS RS, MDS del
5q). W 2012 roku grupa robocza ELN opublikowata raport dotyczacy standaryzacji badania
zaburzen fenotypowych i immunofenotypowych szpiku metoda wieloparametrowej cytometrii

przeplywowej u chorych z podejrzenie MDS.>?

W powyzszej pracy wykazano, ze wsrod zaburzen wymienianych w rekomendacjach
ELN, najwyzsza wartos¢ diagnostyczng ma nieprawidlowa ekspresja CD11b/HLA-DR,
CDI11b/CD13, CD15/CD34 na komorkach linii dojrzewania granulocytarnego oraz obecnos¢
CD14 na komorkach linii dojrzewania monocytow. Zmniejszona ekspresja CD11b wobec
zwiekszonej HLA-DR, jako zaburzenie obecne w MDS, zostato opisane juz w 1993.3! Biatko
CD11b, zwane roéwniez integryng oM tworzy wraz z integryng f2(CD18) kompleks, ktory jest
receptorem dla dopehiacza 3 (CR3). Po zwigzaniu ligandu w postaci sktadowych dopetniacza
C3b oraz C4b , adhezyna ta pelni wazna role we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej.*? Jej
ekspresja jest obecna fizjologicznie na neutrofilach, eozynofilach, bazofilach, monocytach,
komérkach NK oraz niektorych subpopulacjach limfocytow.> W uktadzie komoérek linii
dojrzewania granulocytéw jej ekspresja pojawia si¢ na mielocytach i pozostaje obecna w
dalszych etapach dojrzewania. Udowodniono, Zze neutrofile charakteryzujace si¢ obnizong
ekspresja tego biatka wykazuja cechy dysplazji oraz zmniejszong zdolno$¢ do przylegania,
migracji 1 diapedezy. Moze to prowadzi¢ miedzy innymi do cze¢stszych infekcji u chorych z
MDS.** Co ciekawe, zwigkszona ekspresja CD11b na nowotworowych mieloblastach w ostre;
biataczce szpikowej, jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym.> Antygen HLA-DR
jest obecny na mieloblastach i zanika w trakcie dojrzewania komoérek w kierunku granulocytow
na etapie promielocyta. Zwigkszony odsetek komoérek wykazujacych ekspresje HLA-DR moze
by¢ zatem obecny w podtypach MDS z nadmiarem blastow, jako marker obecny na komdrkach
nowotworowych. We ,,wczesnych” MDS, najwazniejsza rol¢ diagnostyczng ma jednak
jednoczesna ocena ekspresji CD11b wobec ekspresji HLA-DR na komarkach linii dojrzewania

granulocytow.

W powyzszej pracy udowodniono, ze zaburzenie ekspresji CD11b wobec CD13 oraz
CDI11b wobec HLA-DR najlepiej réznicuja grupe badang i poréwnawcza. Nieprawidlowy
obraz ekspresji, jednoczenie ocenianych obu antygendw na jednej komorce linii dojrzewania

granulocytow, wskazuje na asynchronie ich dojrzewania.’® CD13 jest markerem pojawiajacych
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si¢ na mieloblastach i1 zanikajacym na etapie promielocyta. Ponownie moze by¢ obecny na
aktywowanych granulocytach, gdyz aminopeptidaza N (CD13), jest obecna rowniez w
ziarnisto$ciach. W czasie aktywacji i uwolnienia zawartosci ziarnisto$ci, pojawia si¢ na

powierzchni komorek.

W niniejszej pracy wykazano, ze zaburzenie ekspresji CD13/CD16 jest najczescie]
spotykanym zaburzeniem w MDS, nie rdznicuje natomiast w sposob istotny nieefektywnej
hematopoezy w przebiegu MDS od innych przyczyn cytopenii. CD16 jest receptorem dla
tancucha ciezkiego gamma immunoglobulin (FcRylIIl), a jego ekspresja pojawia si¢ bardzo
p6zno w trakcie dojrzewania granulocytéw, dopiero na etapie metamielocyta.’® Zaburzenia
ekspresji CD13 wobec CD16 jest czesto opisywane jako wystepujace w MDS. 378 Natomiast

wiele publikacji wskazuje rowniez, Ze zaburzenie moze wystepowaé w innych stanach.>*¢

Czesto wskazywang zmiang immunofenotypowa, charakteryzujaca MDS, jest
zaburzenie ekspresji CD33 wobec CD117.%! W grupie badanej, ocenianej w niniejszej pracy,
zaburzenie CD33/CDI117 roznicowalo grupe wszystkich chorych na MDS z grupa
poréwnawcza. Tej zalezno$ci nie stwierdzano jednak, jezeli wylaczono grupe MDS z
nadmiarem blastoéw. Mozna przypuszczaé, ze zaburzenie to jest bardziej charakterystyczne dla
zaawansowanych postaci MDS, w ktéorych ekspresja CDI117 na proliferujacych
nowotworowych mieloblastach, nie zanika w czasie ich zaburzonego dojrzewania. Antygen
CD117 jest receptorem dla czynnika wzrostu dla komoérek pnia, ktory posiada wewnetrzng
aktywno$¢ kinazy tyrozynowej. Jest obecny na mieloblastach i zanika na etapie przejscia od
promielocyta do metamielocyta. Dodatkowo, warto rowniez wspomnie¢ o ekspresji CD117 na
mastocytach, co bywa uzywane do ich identyfikacji, takze jako parametr oceniany w skalach
cytometrycznych.®> CD33 jest markerem obecnym na wszystkich etapach dojrzewania

granulocytéw, natomiast jego ekspresja zmniejsza sie w trakcie dojrzewania.®,

Zgodnie z uzyskanymi wynikami w przedstawianej pracy, zmniejszenie ekspresji
CD14 na komorkach linii dojrzewania monocytéw jest jedynym zaburzeniem w tym szeregu,
ktore roznicuje grupy badane. Antygen CD14 jest obecny na dojrzalych monocytach i
makrofagach; niewielka ekspresja moze pojawic si¢ rowniez na granulocytach. CD14 nalezy
do rodziny receptorow rozpoznajacych wzorce molekularne, a ligandem dla niego jest przede
wszystkim lipopolisacharyd (ang. Lipopolysaccharide, LPS). Potaczenie receptora CDI14 z
ligandem prowadzi do aktywacji i zwiekszenia wtasciwosci zernych makrofagow.4% Moze to
by¢ wynikiem akumulacji monocytow posrednich i nieklasycznych, ktore wykazuja stabsze
wlasciwoéci Zerne i mniejsza produkcje cytokin.®¢
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7.2 Skale cytometryczne w diagnostyce zespoléw mielodysplastycznych

Do tej pory powstato wiele réznych skal cytometrycznych, ktore w sposob ilosciowy
opisujg zaburzenia fenotypowe 1 immunofenotypowe wystepujace w MDS. Wigkszos$¢ z nich,
zaklada oceng duzej ilo$ci parametrow, co zmniejsza ich powtarzalno$¢ i mozliwos$¢ szerokiego
stosowania w praktyce.’”*® W 2008 roku zespot pod kierownictwem Ogaty zaproponowat
algorytm badania cytometrycznego szpiku opartego na ocenie 4 parametrow, ktore wczesniej
byty opisywane jako pojedyncze zaburzenia.*> W roku 2012 eksperci ELN uproécili te skale,
poprzez zmniejszenie ilosci przeciwciat monoklonalnych niezbednych do uzyskania wyniku.>*
Obie prace potwierdzaly, na stosunkowo duzych grupach badawczych, wysoka wartos¢
diagnostyczng wspomnianych skal cytometrycznych w wykrywaniu MDS. Parametry oceniane
w tych skalach w niewielkim stopniu zalezg od sprzg¢tu, warunkow wykonywania badania oraz
badacza. Udato si¢ to osiggngé poprzez odniesie kazdego ocenianego parametru do innego,
uzyskanego podczas tego samego badania- zwigkszony odsetek komoérek CD34+ poréwnuje
si¢ do wszystkich komoérek jadrzastych, obnizenie odsetka limfoblastéw do wszystkich
komorek CD34+, obnizenie ekspresji CD45 na mieloblastach odnosi si¢ do ekspresji CD45 na
limfocytach, podobnie jak obnizenie sygnalu SSC komorek linii dojrzewania granulocytéw do
sygnatu SSC limfocytow. Poza tym, cato§¢ badania opiera si¢ na zastosowaniu 2-3 przeciwciat
monoklonalnych, powszechnie stosowanych w diagnostyce MDS. Wszystko to pozwala
rowniez na retrospektywng ocen¢ materialu. W niniejszej pracy potwierdzono wartos¢

diagnostyczng skali wg ELN, zaréwno dla catej grupy badanej MDS, jak i ,,wczesnych” MDS.

Od czasu publikacji skali ELN powstalo wiele pokrewnych skal stuzacych diagnostyce
MDS, sposrod ktorych wiele z nich zaklada ocene podobnych parametrow. Karai i wsp
rozszerzyli t¢ skale o ocen¢ komorek linii dojrzewania erytrocytéw poprzez dodanie oceny
CD71 oraz odsetka mastocytow, osiagajac wigksza czutos¢ (84%) rozpoznania ,,wczesnych”
MDS.%> W pracy Xu i wsp., oprocz zaburzeh objetych w skali Ogaty, oceniano réwniez
zaburzenia ekspresji CD15, CD11b, CD4 1 CD56, ktore istotnie réznicowaty ,,wczesne” MDS.
Szczegoblnie ciekawy wydaje si¢ fakt, ze w doniesieniu Xu i wsp. udowodniono istotng roznice
w ekspresji CD11b na komérkach CD34+ miedzy ,,wczesnym” MDS a nieklonalng cytopenig®®.
Podobnie w powyzszej pracy potwierdzono, ze zaburzenia ekspresji CD11b moga by¢ istotnym

parametrem odr6zniajagcym ,,wczesne” MDS od innych choréb przebiegajacych z cytopenia.

Inng préba zwigkszenia warto$ci diagnostycznej cytometrii przeptywowej w
rozpoznaniu MDS jest tworzenie nowych skal immunofenotypowych. W pracy Chung i wsp.
znajdujemy  opis algorytmu badania zaktadajagcego ocene jedynie  zaburzen
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immunofenotypowych. Oceniano ekspresje CD10 wobec CD15, CD13 wobec CD16 lub
CD11b na komorkach linii dojrzewania granulocytéw oraz CD33 wobec CD64 na komorkach
linii dojrzewania monocytow. Wg autoréw swoisto$¢ rozpoznania MDS siggata 100% przy
czutoéci 89,7%.7% W powyzszej pracy podjeto réwniez probe utworzenia skali cytometrycznej
opartej o ocen¢ 4 zaburzen immunofenotypowych, ktore wystepowaly istotonie statystycznie
czesciej w grupie w MDS. Potwierdzono jej wysoka swoisto$¢ dla rozpoznania, natomiast
czulo$¢ wyniosta jedynie 23% (dane nieujete), co znacznie zmniejszylo jej wartos¢
diagnostyczng.

Zalecenia ELN 2012 obejmuja rowniez ocen¢ zaburzen immunofenotypowych na

komorkach linii dojrzewania erytrocytow>?

. Poprzez wyodrgbnienie z oceny ukladu
czerwonokrwinkoego 4 parametréw, utworzono tzw. ,,RED-scale”, charakteryzujaca si¢
wysoka czutos$cig 1 specyficznoscig w wykrywaniu pacjentow ze ,,wczesnymi” MDS, u ktérych
w obrazie klinicznym dominuje niedokrwisto$é.”” Ciekawym podejsciem do diagnostyki
wydaje si¢ rowniez uzycie obu skal jednoczes$nie, co zdecydowanie zwigksza ich wartos¢
diagnostyczna’®. Nalezy jednak pamietaé, ze ocena populacji krwinek czerwonych i ich
progenitordéw jest znacznie trudniejsza technicznie, bardziej zalezna od warunkow pobierania i

dostarczenia materialow oraz czasochtonna, przez co jej zastosowanie w codziennej praktyce

jest ograniczone.
7.3 Znaczenie prognostyczne cytometrii w zespolach mielodysplastycznych

Aktualnie, najwazniejsza role w prognozowaniu przebiegu choroby odgrywa badanie
cytogenetyczne, ktorego wynik jest sktadowa oceny ryzyka wg IPSS, WPSS (ang. World
Health Organization (WHO) Classification-Based Prognosis Scoring System), czy R-IPSS!%%°,
Pomimo dobrze udokumentowanej roli w ocenie ryzyka MDS, wykonanie badania
cytogenetycznego wymaga odpowiedniego czasu oraz sprzetu, stad wynikajg proby

stratyfikacji do grup ryzyka za pomoca cytometrii przeptywowe;j.

Niewatpliwie najwicksza role cytometria przeptywowa odgrywa w diagnostyce
podtypéw MDS z nadmiarem blastow’'. Nalezy zauwazyé réwniez, Zze obecno$é 11-20%
komorek progenitorowych w preparacie szpiku, jest juz kryterium, ktore decyduje o
zakwalifikowaniu chorego do grupy co najmniej posredniego ryzyka wg R-IPSS, a przy
wspotwystepowaniu cytopenii do kategorii wysokiego ryzyka, co niesie za sobg bardzo istotne

implikacje terapeutyczne.'’
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Pierwsze proby wykorzystania badania szpiku metoda cytometrii przeptywowej, jako
narzgdzia prognostycznego, dotyczyly gldwnie oceny pojedynczych antygendow lub ich
kombinacji na komoérkach linii dojrzewania granulocytow’!. Waznymi czynnikami
wplywajacymi na rokowanie, jest ekspresja antygenéw swoistych dla innych linii
komorkowych, zwigkszony odsetek komoérek CD34+, a takze nieprawidlowa (zwigkszona lub
obnizona) ekspresja antygenéw’> 4. W ostatnich latach podjeto probe tworzenia skal, ktore
zaktadaja oceng¢ wielu réznych zaburzen fenotypowych i immunofenotypowych, a maja by¢
uzyteczne do diagnostyki oraz oceny rokowania w zespotach mielodysplastycznych. Jednym z
pierwszych opracowanych narzedzi tego typu jest skala stworzong przez Ogate i wsp., ktorzy
w swojej pracy wykazali, ze pacjenci z wynikiem liczbowym 2 i wiecej maja wyzsze wartosci
IPSS oraz WPSS, a wiec gorsze rokowanie.>> Natomiast w publikacji Xu i wsp. potwierdzono
dodatnig korelacje wyniku skali cytometrycznej z wynikiem R-IPSS (p<0,001)’>. Sprzeczne
dane dotyczg korelacji zaburzen cytogenetycznych grup rokowniczych z wynikami liczbowymi
skal cytometrycznych. Wynika to migdzy innymi z mnogo$ci skal oraz zaburzen
cytogenetycznych, ocenianych w diagnostyce MDS. W niniejszej pracy potwierdzono dodatnig
korelacje miedzy wynikiem liczbowym skali ELN, wartoscig R-IPSS (p=0,027). Dodatkowo
korelacja ta byla istotniejsza(p<0,001) gdy porownano skale ELN rozszerzong o oceng
CDI11b/HLA-DR oraz CD11b/CD13. Dodatkowo wykazano réwniez korelacj¢ migdzy liczba
zaburzen immunofenotypowych, a warto$cig R-IPSS. Wydaje si¢ zatem uzasadnione dalsze
poszukiwanie bezposredniej korelacji miedzy czasem przezycia a zaburzeniami
immunofenotypowymi. Kern i wsp. na duzej grupie pacjentow (N=804) z zespotem MDS
potwierdzili, ze obecno$¢ zaburzen immunofenotypowych jest niezaleznym czynnikiem
rokowniczym. Chorzy u ktérych stwierdzono wigkszg liczbe zaburzen immunofenotypowych
uzyskali istotnie statystycznie gorsze dwuletnie przezycie catkowite (OS 71,2% vs 89,4%,
p<0,001) w porownaniu do pacjentow z MDS bez stwierdzonych zaburzen

immunofenotypowych.”¢

Badanie cytometryczne moze réwniez pomdéc w doborze odpowiedniego leczenia
zespotow mielodysplastycznych. Jak udowodniono, nieprawidtowy immunofenotyp komorek
szpiku moze by¢ zwigzany z odpowiedzig na czynniki wzrostu. Pacjenci, u ktoérych stwierdzono
ekspresje markeréw z innej linii takich jak CDS5, CD7, CD56 lub utrate ekspresji CD45 czy
CD33 na mieloblastach, gorzej odpowiadali na leczenie czynnikami wzrostu dla kolonii

77,78

granulocytow oraz ich odpowiedz byla mniej trwata. Wykazano réwniez, ze skala
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cytometryczna moze by¢ uzytecznym narzedziem w prognozowaniu odpowiedzi na leki

demetylujace’.
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8. WNIOSKI

a. Zaburzenia immunofenotypowe komorek szeregu dojrzewania granulocytow i monocytow
oceniane metodg wieloparametrowej cytometrii przeptywowej wg rekomendacji European
LeukemiaNet znamiennie cze$ciej stwierdza si¢ u chorych na MDS niz u chorych z

cytopeniami o innej etiologii.

b. Ocena ilosciowa nasilenia zaburzen fenotypowych i immunofenotypowych szpiku wg skali
punktowej ELN, cechuje wysoka swoisto$¢ i dodatnia warto$¢ predykcyjna w réznicowaniu

cytopenii w przebiegu MDS z cytopeniami o innej etiologii.

c. Rozszerzenie oceny ilosciowej zaburzen fenotypowych szpiku wg skali punktowej ELN o
wybrane zaburzenia immunofenotypowe komorek linii dojrzewania granulocytoéw pozwala
zwigkszy¢ czulo$¢ i negatywng warto$¢ predykcyjng badania cytometrycznego w diagnostyce

MDS

d. Nasilenie zaburzen immufenotypowych szpiku oceniane za pomocg skali punktowej ELN
dodatnio koreluje z warto$ciag Zmodyfikowanego Indeksu Rokowniczego R-IPSS. Podobna
korelacja wystepuje migdzy wartoscig R-IPSS a zaburzeniami cytometrycznymi opisanymi
ilosciowo za pomocg skali punktowej ELN rozszerzonej o analiz¢ wybranych zaburzen

immunofenotypowych komorek linii dojrzewania granulocytow.
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9. STRESZCZENIE
Wstep

Wspotczesnie, pomimo dostepnosci wielu nowych narzedzi diagnostycznych, zespoty
mielodysplastyczne (MDS), zgodnie z rekomendacjami Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) z 2016, roku rozpoznaje si¢ nadal na podstawie oceny morfologicznej szpiku. Pozostate
badania stanowig wazne uzupehienie prawidlowego procesu diagnostycznego. W niniejszej
analizie podjeto probe okreslenia wartosci diagnostycznej 1 prognostycznej oceny szpiku

metoda wieloparametrowej cytometrii przeptywowej u chorych na MDS.

Material i metody

Grupe badang stanowili chorzy diagnozowani w latach 2007-2017 w Katedrze 1 Klinice
Hematologii 1 Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu z powodu jedno-
lub wieloliniowej cytopenii, u ktorych ostatecznie ustalono rozpoznanie zespotu
mielodysplastycznego na podstawie standardowych kryteriow cytomorfologicznych,
cytogenetycznych 1 histopatologicznych, zgodnie z klasyfikacja WHO z 2008 roku,
zmodyfikowang w 2016 roku. Do grupy poréwnawczej wlaczono chorych diagnozowanych w
tym okresie z powodu jedno- lub wieloliniowej cytopenii, u ktérych ustalono ostatecznie inne
niz MDS rozpoznanie. U wszystkich wlaczonych do analizy chorych wykonano oceng
cytometryczng wg zalecen European LeukemiaNet (ELN) oraz oszacowano nasilenie zaburzen
cytometrycznych w szpiku, zgodnie z punktowa skalg parametryczng wg ELN (tzw.
zmodyfikowana skala Ogaty). Rozszerzono nastepnie t¢ skale o ocene najczescie)
stwierdzanych w MDS zaburzen immunofenotypowych. Dodatkowo poszukiwano korelacji
miedzy warto$cig punktowych skal cytometrycznych a Zmodyfikowanym Migedzynarodowym
Indeksem Rokowniczym (R-IPSS).

Wyniki

Do grupy badanej wtaczono 71 chorych, 43 me¢zczyzn, 28 kobiet, w wieku 24-86 (mediana
66) lat z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego. Grupa porownawcza sktadata si¢ z 39
chorych, 19 me¢zczyzn, 20 kobiet, w wieku 21-84 (mediana 59 lat), z jedno- lub wieloliniowa
cytopenia, u ktorych ostatecznie postawiono inne niz MDS rozpoznanie. Mediana sumarycznej
liczby zaburzen immunofenotypowych stwierdzonych na komorkach linii dojrzewania
granulocytow oraz monocytéw w grupie chorych na MDS, wyniosta 3 (zakres 0-7), a w grupie

poréwnawczej 1 (zakres 0-5). Réznica ta nie osiggneta znamiennos$ci statystycznej (p=0,07).

52



Wykazano natomiast istotnie wyzszg liczbe zaburzen immunofenotypowych komorek linii
dojrzewania granulocytow w grupie chorych na MDS (p<0,0001). Liczba zaburzen
wystepujacych na monocytach nie réznita si¢ migdzy grupami (p=0,89). Wykazano ponadto
znamiennie czgstsze wystepowanie zaburzen ekspresji CD11b wobec HLA-DR (p=0,01),
CD11b wobec CD13 (p=0,032) oraz CD15 wobec CD34 na komorkach linii dojrzewania
granulocytow (p=0,036), a takze cze¢sciej stwierdzano brak ekspresji CD14 na komorkach linii
dojrzewania monocytow (p=0,02) w grupie MDS. Stwierdzono istotng réznice w nasileniu
zaburzen cytometrycznych szpiku ocenianych wg skali punktowej ELN migdzy grupg chorych
na MDS, a grupg poréwnawczg (p<0,0001). Czutos¢ tej skali w rozpoznaniu MDS wyniosta
73%, swoistos¢ 90%, a ujemna wartos$¢ predykcyjna (NPV) i dodatnia warto$¢ predykcyjna
(PPV) odpowiednio 0,64 i 0,93. Skale punktowa wg ELN rozszerzono nastgpnie o oceng
wystepowania zaburzen CD11b/HLA-DR oraz CD11b/CD13, osiagajac wyzsza czutos¢ (82%)
oraz NPV (0,74), przy zachowanej wysokiej swoistosci (87%) 1 PPV (0,85) skali.

Wykazano istotng statystycznie dodatnig korelacje miedzy wartoscia R-IPSS a
sumaryczng liczbg zaburzen immunofenotypowych komorek linii dojrzewania granulocytow i
monocytoéw (p=0,017), skalg punktowa wg ELN (p=0,027) oraz skalag ELN rozszerzong o ocen¢
zaburzen ekspresji CD11b/HLA-DR i CD11b /CD13 (p<0,001).

Whnioski

Uzyskane wyniki potwierdzajg przydatnosé diagnostyczng punktowej skali
cytometrycznej ELN w roznicowaniu cytopenii w przebiegu MDS z cytopeniami o innej
etiologii. Rozszerzenie tej skali o wykazane w pracy najczesciej wystepujace zaburzenia
immunofenotypowe komorek linii dojrzewania granulocytoéw pozwala na zwigkszenie jej
czutosci 1 NPV. Dodatkowo, wykazany zwigzek miedzy stwierdzanymi zaburzeniami

cytometrycznymi szpiku a R-IPSS, sugeruje ich warto$¢ prognostyczng w MDS.
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10. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

"Evaluation of the selected parameters of bone marrow cell subpopulations by flow
cytometry and analysis of their diagnostic and prognostic value in patients with myelodysplastic

syndromes"
Introduction

Despite availability of many new diagnostic tools myelodysplastic syndromes (MDS),
are still recognized on the base of bone marrow morphological assessment according to the
current World Health Organization (WHO) recommendations. Other tests are important
complementary tools in the correct diagnostic process. This analysis attempts to determine the
diagnostic and prognostic value of bone marrow evaluation by multiparameter flow cytometry

in patients with MDS.
Material and methods

The study group consisted of patients, who underwent diagnostic process in the years
2007-2017 in the Department of Hematology and Bone Marrow Transplantation of Poznan
University of Medical Sciences due to single or multilineage cytopenia. The patients included
in the study were eventually diagnosed with myelodysplastic syndrome based on standard
cytomorphological, cytogenetic and histopathological criteria according to the WHO
classification published in 2008 and modified in 2016 year. The comparative group included
patients diagnosed in the same period, also due to single or multilineage cytopenia, whose
definitive diagnosis was other than MDS. In all of the patients included in the analysis, flow
cytometric evaluation was performed following the recommendations of the European
LeukemiaNet (ELN), all probes were also analyzed in accordance with the parametric scale by
ELN (i.e. a modified version of the Ogata score). The scale was then extended by adding
assessment of the most common immunophenotypic abnormalities found in MDS. In addition,
a correlation between the value of cytometric scales and the Revised International Prognostic

Scoring System (R-IPSS) was sought.
Results

The study included 71 patients, 43 male, 28 female, diagnosed with a myelodysplastic
syndrome. The age on diagnosis was between 24 and 86 (median 66) years. The comparative
group consisted of 39 patients, 19 male, 20 female, aged between 21 and 84 (median 59) years.

The median total number of immunophenotypic abnormalities found in the maturing
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granulocytes and monocytes in the patients with MDS was 3 (range 0-7), and in the comparative
group 1 (range 0-5). This difference did not reach statistical significance (p = 0.07). However,
a significantly higher number of immunophenotypic abnormalities were confirmed on maturing
granulocytes in the MDS group (p <0.0001). The number of abnormalities found on monocytes
did not differ between the groups (p = 0.89). It was further demonstrated that abnormalities in
the expression of CD11b referring to HLA-DR (p = 0.01), CD13 to CD11b (p = 0.032), CD15
to CD34 on maturing granulocytes (p = 0.036) and deficient expression of CD14 on maturing
monocytes (p = 0.02) were significantly more frequent in the MDS group. There was a
significant difference between groups in the number of bone marrow cytometric abnormalities
evaluated according to the ELN parametric score between the groups (p <0.0001). The
sensitivity and specificity of this score in the diagnosis of MDS was 73% and 90%, respectively.
Adequately, the negative predictive value (NPV) and the positive predictive value (PPV) were
0.64 and 0.93. The ELN parametric scale score was than extended to include the assessment of
the disturbances in the expression of CD11b / HLA-DR and CDI11b / CDI13 on maturing
granulocytes, resulting in higher sensitivity (82%) and NPV (0.74) with high specificity (87%)
and PPV (0.85) preserved.

Moreover, statistically significant positive correlation was proved between the R-IPSS
and the total number of immunophenotypic abnormalities of the maturing granulocytes and
monocytes (p = 0.017), ELN parametric scale (p = 0.027) and ELN parametric score extended
with the evaluation of CD11b/ HLA-DR and CD11b/ CD13 (p <0.001) expression.

Conclusions

The obtained results confirm the diagnostic usefulness of the ELN parametric scale in
the differentiation of cytopenias in the course of MDS from cytopenias of a different etiology.
Extending this scale to include the most frequently occurring immunophenotypic
abnormalities of maturing granulocytes increases its sensitivity and NPV. In addition, the
demonstrated relationship between the observed bone marrow cytometric abnormalities and

R-IPSS suggests their prognostic value in patients with MDS.
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