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Uminémis mieloidinemis
leukemijomis serganciy
pacienty blasty hiozymeny
raiskos ypatumai

Santrauka

Ivadas. Uminé mieloidiné leukemija (UML) — didelé grupé hematoon-
kologiniy ligu, kurias vienija intensyvi nediferencijuoty mieloidinés
kilmeés kraujodaros lasteliy (blastu) proliferacija, ju kaupimasis ir infil-
tracija kauly ¢iulpuose bei kituose organuose. Sutrikusi kauly ¢iulpu
veikla pasireiskia ivairiu citopeniju iSsivystymu. Trecdalj visy leuke-
mijos atveju sudaranti UML susijusi su 40 % mir¢iu nuo leukemiju. Vis
daugiau démesio diagnozuojant liga skiriama genetiniams tyrimams,
naudojama Pasaulio sveikatos organizacijos pasialyta klasifikacija, ku-
rioje apibendrintos turimos zinios apie blastu morfologija, jiems badin-
gus citogenetinius ar molekulinius genetinius pakitimus bei blasty
imunofenotipinius Zymenis. Klasifikacijai itin aktualu atrasti naujus
zymenis bei ju tarpusavio ekspresijos ypatumus, nes tai gali turéti tei-
giama klinikine, terapijos efektyvumo vertinimo ar prognostine
reikSme.

Tyrimo tikslas — nustatyti UML sergandiy pacienty blastu imuno-
fenotipiniu bioZymenu sarysi su kitu laboratorinei UML diagnostikai
naudojamu tyrimu duomenimis.

Tyrimo medzZiaga ir metodai. Buvo surinkti nuasmeninti minés
mieloidinés leukemijos diagnoze turin¢iu 95 pacientuy duomenys. Sie
duomenys buvo panaudoti ieSkant sasaju tarp imunofenotipo duomenu,
gauty atlikus tékmés citometrijos tyrima, ir kiekybiniu kraujo lasteliu
rodikliu, genetiniuy mutaciju bei citomorfologinio tyrimo rezultatu. Pa-
cientai buvo suskirstyti i dvi populiacijas pagal Zymens raiska: raiskos
néra (CDX") arba raiska yra (CDX™).

Tyrimo rezultatai. Hematologinio analizatoriaus pateikti UML
pacienty kraujo kiekybinés sudéties rodikliai statistiskai reikSmingai
susije su biozymenu raiskos pokyd¢iais blastuose: leukocitozé UML pa-
cienty kraujyje su CD14*, CD15*, CD64*, CD99*, CD117-, CD1337; lim-
focitozé UML pacientu kraujyje su CD36" ir CD133~, limfopenija — su
CD99-, CD117; monocitozé UML pacientu kraujyje su CD7*, CD14*,
CD15%, CD33*, CD36%, CD96", CD117*, CD113*; bazofilija UML pacien-
tu kraujyje su CD14*,

Atliekant citomorfologini tyrima randamas citoplazmos gradétu-
mas statistiskai reik§mingai susijes su CD11a" ir CD117*. Nustatyta,
kad UML pacientams rastos genetinés mutacijos turi statistiskai reiks-
mingas sasajas su tam tikra biozymenu raiska: FLT3 geno mutacija —su
CD11b*, CD36*, CD64*, CD133~; NPMI geno mutacija — su CD14",
CD34-, CD117-; TP53 geno mutacija — su CD33*; IDH1 geno mutacija —
su CD11b-, CD15-, CD96~; IDH2 geno mutacija — su CD64~, ZLA-DR’;
CEBPA geno mutacija — su CD64" ir CD96".
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IVADAS

Uminé mieloidiné leukemija (UML) —
didelé grupé hematoonkologiniy ligu,
kurias vienija nediferencijuotu mieloi-
dinés kilmés kraujodaros lasteliy
(blastu) kaupimasis kauly ¢iulpuose ir
kitu organu infiltracija. Blastu infil-
truoti kauluy ¢iulpai pakeic¢ia normalia
hemopoezés eiga ir lemia ivairiy cito-
peniju iSsivystyma [1, 2]. Apytiksliai
treédali visu leukemiju atveju suda-
ranti UML susijusi su 40 % miréiu nuo
leukemiju — tai didziausiu mirtingu-
mu pasizyminti leukeminé liga [3]. Be
to, UML yra pati dazniausia suaugu-
siesiems (diagnozés mediana 68 me-
tai) nustatoma tmaus tipo kraujo on-
kologiné liga, sudaranti ~80 % visu
Gminiy leukemiju atveju [4]. Savo pri-
gimtimi itin heterogeniska ligu grupe,
atsizvelgiant i blastu morfologija, nuo
1976 m. skirstoma i aStuonis tipus
(MO-M7) pagal FAB (angl. French-
American-British) klasifikacija, ta-
Giau vis didesni démesi ligos diagnos-
tikoje kreipiant i genetinius tyrimus
naudojama ir 2001 m. Pasaulio svei-
katos organizacijos pasitulyta ir
2008 m. papildyta klasifikacija, kurio-
je kartu sujungtos turimos Zinios apie
blastu morfologija bei jiems budingus
citogenetinius, imunofenotipavimo,
molekulinius genetinius pakitimus,
isskirtos 6 pagrindinés ligos kategori-
jos [5].

Siekiant tinkamai identifikuoti
UML susirgimus ir paskirti kuo speci-
fiskesni ir efektyvesni gydyma, ligai
diagnozuoti taikomas platus spektras
laboratoriniy tyrimu: automatizuotas
hematologinis kraujo tyrimas, cito-
morfologiné periferinio kraujo ar kau-
Iu ¢iulpu analize, lasteliu imunofeno-
tipa pagal pavirSiaus ar citoplazmi-
nius zymenis nustatanti tékmeés cito-
metrija bei citogenetiniai ir molekuli-
niai genetiniai tyrimai.

UML diagnostikoje plac¢iai naudo-
jamas tekmeés citometrija paremtas
blastu imunofenotipavimas, atlieka-
mas tuomet, kai periferiniame kraujy-
je arba kaulu ¢éiulpuose randama
>20 % mieloidinés kilmés blastu. Ne-
menkas i§$ukis atliekant imunofenoti-
pine analize kyla sudarant bioZzymenu
rinkini, kuris padétu nustatyti ne tik

Isvados. Atlikto tyrimo rezultatai leidzia daryti isvada, kad UML
pacientu kraujo kiekybinés sudéties rodikliai, citomorfologiniu tyrimu
nustatomas citoplazmos gradétumas bei ivairiy genu mutacijos yra sta-
tistiskai reik§mingai susije su bioZymenu raiska UML blastuose.

Reik$miniai Zodziai: UML, FLTS, citoplazmos gridétumas, mutacija,

kauluy ¢iulpu vézys.

piktybiniy lasteliu potipi, branduma,
tacdiau ir galimus blasty biozymenu fe-
notipo variantus, susijusius su pra-
stesne ar palankesne ligos baigtimi,
sudarytyu galimybes vertinti skiriamo
gydymo efektyvuma. Siekiant integ-
ruoti UML diagnostikai taikomu labo-
ratoriniy tyrimu informacija, Siame
darbe atlikta statistiné blastu biozy-
menu raiSkos analizé, kurios metu
imunofenotipavimo tyrimu duomenys
palyginti su kraujo lasteliu (leukocitu,
neutrofily, limfocitu, monocitu, eozi-
nofilu, bazofilu, trombocity) bei he-
moglobino kiekio poky¢iais, citomorfo-
loginio (Auerio lazdeliu, citoplazmos
grudétumo) bei genetinio tyrimu radi-
niais (mutaciju FLT3, NPM1, TP53,
IDH1,IDH?2 ir CEBPA genuose). Paly-
ginti 22-ieju biozymenu (CD4, CD7,
CDl11a, CD11b, CD13, CD14, CD15,
CD33, CD34, CD36, CD38, CD56,
CD64, CD96, CD99, CD117, CD123,
CD133, ZLA-DR, NG2, ¢cMPO ir TdT)
raiskos duomenys, pacientus skirs-
tant i dvi populiacijas pagal Zymens
raiska: raiSkos néra (CDX") arba rais-
ka yra (CDX").

DARBO TIKSLAS

Nustatyti Gminés mieloidinés leuke-
mijos diagnoze turin¢iu pacienty blas-
tu imunofenotipo sarysi su kraujo kie-
kybinés sudéties rodikliais, molekuli-
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niu genetiniu tyrimu rezultatais bei
citomorfologinio tyrimo metu pastebé-
tomis UML blastuy morfologinémis
ypatybémis.

TYRIMO MEDZIAGA
IR METODAI

Tyrimas atliktas Vilniaus universiteto
ligoninés Santaros kliniky Laboratori-
nés medicinos centro (VUL SK LMC)
Hematologijos ir bendrosios citologijos
laboratorijoje. Tyrimo tikslui igyven-
dinti nuo 2019 m. rugséjo iki 2020 m.
gruodzio rinkti nuasmeninti Gmine
mieloidine leukemija serganc¢iu pa-
cientu duomenys apie automatizuoto
bendro hematologinio, citomorfologi-
nio kaulu ¢iulpu ir blastu biozymenu
imunofenotipavimo tyrimu rezulta-
tus. Kartu su laboratorijoje atlikty ty-
rimuy rezultaty duomenimis retros-
pektyviai surinkta informacija apie
iy pacientuy citogenetiniy ir molekuli-
niu genetiniu tyrimu rezultatus. Ti-
riamuju grupe sudaré 95 asmenys, ku-
riems atlikus visus reikiamus tyrimus
patvirtinta Gminé mieloidiné leukemi-
ja. Is 95 imties pacientu 56,8 % sudare
moterys (n = 54) ir 43,2 % vyrai
(n = 41). Tiriamosios imties (n = 95)
amziaus vidurkis — 66,51 +1,69 metu
(1 pav.).

Pacientu kraujo tyrimai atlikti he-
matologiniu analizatoriumi ,Sysmex

Lytis Moterys

1 pav. Tiriamuju imtis (amziaus vidurkis 66,51 * 1,69 metu)
Fig. 1. Test subjects (mean age 66.51+1.69)
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XE-5000% o citomorfologiné analizeé —
§viesiniu mikroskopu ,Nikon“ (May-
Grinwald, Romanowsky-Giemsa tepi-
nélio dazymas). Nustatyti pacientu
kraujo tyrimy rezultatu nuokrypiai
nuo baziniu ver¢iu intervalo, periferi-
niame kraujyje ar kaulu c¢iulpuose
identifikuoti UML badingi radiniai.
Pakite Siy tyrimu rezultatai leido itar-
ti kraujodaros sistemos sutrikima, ku-
ris detaliau istirtas taikant imunofe-
notipine méginiu analize tékmés cito-
metru ,BD FACSCanto II*

UML blastu imunofenotipiniu bio-
zymenu sarysiui su kiekybiniu kraujo
lasteliu rodikliais nustatyti panaudoti
tyrimo hematologiniu analizatoriumi
duomenys. Duomenu analizé atlikta
lyginant kraujo lasteliu (bendro leuko-
city skaiéiaus (WBC), neutrofily
(NEU), limfocitu (ILYM), monocity
(MON), eozinofily (EOS), bazofiluy
(BAS), trombocity (PLT) ir hemoglobi-
no (Hgb)) koncentracijos skirtumus
grupése, suformuotose pagal konkre-
taus imunofenotipinio bioZymens
(CD4, CD7, CD11a, CD11b, CD13,
CD14, CD15, CD33, CD34, CD36,
CD38, CD56, CD64, CD96, CD99,
CD117, CD123, CD133, ZLA-DR,
NG2, cMPO ir TdT) raiska ar jos nebu-
dvi grupes pagal bioZymens raiska
(raiSkos néra (CDX") / raiSka yra
(CDX")) ir palyginti taikant paramet-
rinius ir neparametrinius statistinius
irankius.

Imunofenotipiniu bioZzymenu ir ge-
netiniu mutaciju sasajai nustatyti bu-
vo naudojami molekuliniu genetiniuy
tyrimu duomenys. SarySiui tarp biozy-
menuy raiskos ir UML pacientams ran-
damu genu mutaciju (FLT3, NPM1,
TP53, IDHI, IDH2 ir CEBPA) nusta-
tyti pritaikytas tikslusis FiSerio krite-
rijus.

Imunofenotipiniu bioZymenu rais-
kos ir jos galimu sasaju su Auerio laz-
delémis ir citoplazmos gradétumu nu-
statyti panaudoti kaulu d¢iulpu cito-
morfologinio tyrimo duomenys. Sary-
§iui nustatyti pritaikytas tikslusis Fi-
Serio kriterijus.

Duomenu kaupimui ir statistinei
analizei atlikti buvo naudojamos
Microsoft Office Excel 2019 ir IBM
SPSS 24.0 programos. Atsizvelgiant i
duomeny tipa, analizé atlikta taikant
dvi skirtingas duomenu tarpusavio
priklausomuma apibtadinancias sta-
tistinés analizés strategijas. Surinktu
tolydziu duomenu pasiskirstymo nor-
malumas vertintas naudojant
Shapiro-Wilk normalumo testa: duo-
menu pasiskirstymas normalus, jei
p > o, kai pasirinktas patikimumo lyg-
muo o = 0,05 (p > 0,05). Jei Shapiro—
Wilk normalumo salyga tenkinama,

taikomas parametrinis Stjudento
t kriterijus (angl. Student t-test): skir-
tumai tarp grupiu laikomi statistiSkai
reikSmingais, kai p < 0,05. Jei salyga
netenkinama, taikomas neparametri-
nis Mann-Whitney U testas: skirtumai
tarp dvieju grupiu dispersiju laikomi
statistiSkai reikSmingais, jei p < 0,05.
Pagal testo rezultatuose pateikta
7 verte apskaiéiuotas efekto dydis
112 rodo statistiskai reik§mingai besi-
skirianéiy kintamuju rySio stipri: sil-
pnas (0,01 < n® < 0,06), vidutinis
(0,06 <n”<0,14), stiprus (0,14 <n’< 1).

Kategoriniu dichotominiu duome-
nu analizé atliekama sudarant dvieju
pozymiu dazniuy lenteles (2 x 2), kurio-
se nurodytu poZymiu tarpusavio ne-
priklausomumui ivertinti pritaikytas
tikslusis Fiserio kriterijus (angl.
Fisher’s exact test): poZymiai vienas
nuo kito nepriklauso, kai p > 0,05.
StatistiSkai reikSmingai besiskirian-
¢iu pozymiuy efekto dydis vertinamas
pasitelkiant Phi koeficienta: sarysio
tarp pozymiu stiprumas skirs-
tomas i silpna |0,1] < ¢ < [0,3], vi-
dutini [0,3] < ¢ < [0,5] ir stipru
|0,5] <@ <|1]irlaikomas statistiskai
reik§mingu, kai p <0,05. Sansu santy-
kis (angl. Odds ratio) ivertina santyki-
ni vieno poZymio daznuma kito pozy-
mio atzvilgiu. Sansy santykio reiks-
meés (OR) parodo: poZymiai vienas nuo
kito nepriklauso (OR =~ 1), pozymiai
susije ir teigiamai veikia kito poZymio
Sansus (OR > 1), pozymiai susije ir nei-
giamai veikia kito pozymio Sansus
(OR < 1). Sansu santykiui apskai¢iuo-
ti, kai vieno i$§ keturiu galimu atvejo
variantu daznis lygus nuliui, pritaiky-
ta Haldane—Anscombe korekcija.

REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Leukocity kiekio sarysis
su biozymeny raiska

Sergant UML budinga leukocitozé, o
atliktos analizés rezultatai parode,
kad, priklausomai nuo leukocitozés
dydzio, egzistuoja statistiskai reiks-
mingi biozymenu raiSkos skirtumai,
rodantys tendencija turéti teigiama
CD14, CD15, CD64, CD99 ir neigiama
CD117 bei CD133 biozymenu raiska
blastuose (2 pav.).

Leukocity kiekio skirtumas CD14"
ir CD14 pacientu grupése ivertintas
kaip statistiskai reikSmingas, sarySis
tarp tiriamu kintamuju — vidutinis pa-
gal efekto dydi (” = 0,0624) (2 pav.).
Monocitams budingo CD14 Zymens
raiSkos teigiama koreliacija leukocituy
kiekio atzvilgiu pastebéta ir kitu auto-
riy tyrimuose [6-8], ta¢iau apie kore-
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liacijos priezastis medziagos nedaug.
Galimai padidéjusi CD14 raiska nu-
statoma dél nepakankamo hematolo-
ginio analizatoriaus matavimu speci-
fiskumo — blastai gali buti palaikomi
subrendusiais monocitais.

Esant CD15" (2 pav.), kraujyje daz-
niau pastebimas padidéjes leukocity
kiekis, taciau efekto dydis (pagal
Mann-Whitney U testo Z reiksme)
rodo silpna kintamuju sarysSi
(n2 = 0,0542). Kity autoriu atliktuose
publikuotuose tyrimuose pastebéta,
kad granulocitu zymens CD15 raiska
blastu lastelése susijusi su iSaugusia
leukocituy koncentracija kraujyje tam
tikru leukemiju atvejais [8]. Blastai
gali bati palaikomi subrendusiais gra-
nulocitais, kas lemtuy fiksuojama padi-
dé¢jusia leukocitu koncentracija. CD15
zZymens ekspresija siejama su véZzio
dauginimusi, plitimu, kas gali lemti
aukstesnius leukocity rodiklius [9].

CD64 raiska gali buti siejama su
dideliu leukocituy kiekiu kraujyje
(2 pav.). Kintamieji tarpusavyje silp-
nai susije (n° = 0,0519). Apie galima
CD64 raiskos ir didelio leukocity skai-
diaus kraujyje sarysi UML atvejais
minima ir kituose tyrimuose [10]. Leu-
kemiju atvejais pacientai yra imlesni
infekcijoms [11], o tai galbtt paaiskina
isaugusi leukocitu skai¢iu: CD64 re-
ceptorius infekcijos metu prisijungia
antiktnus, saveikauja su y grandine ir
taip aktyvuoja lasteliu imunini atsaka
[12].

CD99" ir CD99™ pacienty grupése
leukocity kiekis statistiskai reikSmin-
gai skyreési ir iSrySkino didesnio leuko-
city kiekio kraujyje tendencija CD99"
grupéje (2 pav.). Kintamieji tarpusa-
vyge susije vidutinio stiprumo rysiu
(n” = 0,1083). Mokslinése publikacijo-
se leukocitu kiekis dazniau nagrinéja-
mas CD99 zymens raiskos intensyvu-
mo atzvilgiu, o ne siejant ji su katego-
rinio fenotipo suskirstymu i CD99" ir
CD99 grupes pagal sutartines ribines
fluorescencijos procentines iSraiskas.
Nepaisant to, pateikta informacija lei-
dzia teigti, kad intensyvi bioZymens
raiSka teigiamai koreliuoja su dides-
niu nustatomu leukocitu kiekiu UML
pacientu kraujyje [13]. Intensyvesné
CD99 raigka, tikétina, padeda UML
blastams grei¢iau patekti i§ kaulu
¢iulpu i krauja, nes §is zymuo svarbus
leukocityu judéjimui per kapiliary sie-
nele normos atveju [14].

Skirtingai nuo prie§ tai apraSytu
rezultatu, gauti duomenys apie
CD117 ir CD133 raiska rodo, kad bio-
Zymenuy, raiSka pastebima leukocitu
kiekiui esant pamatiniu biologiniu
verciu intervale, o virS§ijant intervala
nepastebima. Efekto dydis tarp blastu
zymeny raiskos ir leukocitu kiekio ro-
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do vidutinio stiprumo CD117 Zymens
(T'l2 =0,0942) ir silpng CD133" Zymens
(n2 = 0,0567) raiskos tendencija
(2 pav.). Gauti rezultatai apie CD117
raiSka sutampa su moksliniy publika-
ciju tyrimais, kuriuose teigiama, kad
mazas leukocity kiekis UML atveju
susijes su teigiama CD117 raiska [10].

Irodyta, kad UML blastai stabdo
T limfocitu ir NK lasteliu proliferacija
[15]. Galima hipoteze, kad CD117"
blastai aktyviau nei CD117 populiaci-
ja sintetina limfocity ir galbut kitu
kraujo lasteliu proliferacijos inhibici-
nes medziagas. CD133 raiskos rezul-
tatai nesutampa su kitame tyrime

gautais rezultatais — statistiskai
reikSmingu saryS$iu tarp Zymens ir
leukocitu kiekio nenustatyta [16], ju
neparodé ir CD133 geno raiskos kore-
liacijos su leukocitu kiekiu tyrimai
[17]. Nevienareik§miai rezultatai ga-
léjo bati dél hematologinio analizato-
riaus jautrumo.
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Limfocity sarysis
su bioZzymenimis

Gauti statistiSkai reikSmingi skirtu-
mai CD15, CD34, CD36, CD96, CD99,
CD117 ir CD133 pacientu grupése
ivertinti atsizvelgus i suaugusiesiems
nustatyta limfocity kiekio pamatiniu
biologiniu verc¢iu intervala. Atsizvel-
gus i gautus rezultatus, iSskiriami
CD36, CD99, CD117 ir CD133 biozy-
menys (3 pav.).

I$ rezultatu matyti, kad CD36"
blastu lasteliu populiacijai badingas
didesnis limfocitu kiekis kraujyje.
Kintamieji tarpusavyje susije viduti-
nio stiprumo rySiu (n2 = 0,0853)
(8 pav.). Kitu autoriu studijos, anali-
zuojancios, kaip kinta CD36 biozy-
mens raiSka priklausomai nuo limfo-
citozés, taip pat teigia, kad didesnis
limfocitu kiekis statistiskai reik§min-
gai susijes su teigiama CD36 biozy-
mens raiska [18], tac¢iau analizuojama
létiné limfoidiné leukemija, o duome-
nu apie palyginimus esant UML neap-
tikta. CD36 ekspresuojantys blastai
turi didesne iSgyvenamumo galimybe,

nes CD36 yra atsakingas uz ilgagran-
dziy riebalu ragséiu transporta mito-
chondrijoms energijos gamybai per
lastelés plazmine membrana. Dél Sios
priezasties blastai galétu turéti pa-
kankamai istekliu atitikti hematologi-
nio analizatoriaus limfocitu matme-
nis [19].

CD99" turinéiu pacientu limfocitu
kiekis yra pamatiniu biologiniu ver-
¢iu intervale, o pacientu, turinciu
CD99, limfocitu kiekis yra sumazéjes
(3 pav.). Statistiskai reikSmingas
skirtumas tarp limfocity kiekio
CD99" ir CD99™ grupése ivertintas vi-
dutinio stiprumo sarysiu
(T]Z = 0,0795). Mokslinése publikacijo-
se, aptarianéiose CD99 raiskos ypaty-
bes, susijusias ne su UML, o kitomis
onkologinémis kraujo ligomis, teigia-
ma, kad CD99 raiskos kaulu ¢iulpu
blastuose praradimo priezastis yra
susijusi su véziniuy lasteliu siekiu
plésti savo iSgyvenamumo galimybe.
Pastebéta, kad CD99™ fenotipo laste-
léms budingas atsparumas citotoksi-
niams T limfocitams bei apoptozés
procesams [20].
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CD117" blasty populiacijoje pama-
tiniy biologiniu verciu intervalg ati-
tinkantis limfocity kiekis pastebimas,
0 CD117 populiacija susijusi su suma-
zéjusiu limfocity kiekiu (3 pav.). Sary-
Sio efekto dydis (n2 =0,0579) priklauso
silpnag ry§i apibudinanéiam intervalui.
Nors sarySis yra statistiskai reik§min-
gas, klinikinés vertés neturi, nes abi
populiacijos beveik vienodai virsija pa-
matiniu biologiniu verc¢iu intervala.
Atlikta panasi analizé su létine limfoi-
dine leukemija serganciais pacientais
parode, kad limfocity kiekis ir CD117
zymens raiSka tarpusavyje nekore-
liuoja [21].

CD133 turinciu pacientu limfocitu
kiekis virsija suaugusiems asmenims
buadingas pamatinio intervalo vertes, o
tendencijos efekto dydis, apskaiciuo-
tas pagal Mann—Whitney U testo re-
zultatuose pateiktg Z reikSme
(n2 = 0,0618), rodo vidutinio stiprumo
sasaja (3 pav.). Kity autoriu publikaci-
jose teigiama, kad CD133 zZymuo slopi-
na kamieniniu lasteliu diferenciacija
[22], todéel jo raiskos sumazéjimas, ti-
kétina, paskatina subrendusiy limfo-
city kiekio padidéjima.
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Fig. 4. Statistically significant differences in monocyte count between patient groups with CD* and CD™ expression
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Monocity sarysis su
biozymenimis

Sergant UML monocitu kiekis daznai
padidéja nuo keliu iki keliolikos kartu,
palyginti su pamatiniu reik§miy inter-
valu. Gauti rezultatai parodé, kad sta-
tistiSkai reik§mingai monocitu kiekio
kraujyje duomenys skiriasi net 8 i§
22 tirtu biozymenu raiSkos grupiu:
CD7, CD14, CD15, CD33, CD36,
CD96, CD117, CD133 (4 pav.).

Remiantis gautais rezultatais gali-
ma teigti, kad pamatiniu biologiniu
ver¢iu intervalo normas virsijantys
monocitu kiekio kraujyje rodikliai
UML atveju yra susije su CD7", CD14",
CD15", CD33", CD36", CD96" bei
CD117 ir CD133™ (4 pav.). Ivertinus
efekto dydi, silpna sarysi tarp kinta-
muju turi CD7 (3° = 0,0549) bei
CD96 (n2 = 0,0591) zymenys, o viduti-
nio stiprumo rySys tarp kintamuju nu-
statytas likusiose Zymenu grupése:
CD14 (n” =0,1004), CD15 (n° = 0,1069),
CD33 (n” = 0,0710), CD36 (n” = 0,0839),
CD117 (n° = 0,0788), CD133
(n” = 0,0998).

Limfocitams budingo CD7 biozy-
mens aberantiné raiska blastu lastele-
se UML atveju — daZnai pasitaikantis
reiskinys, ir pastebéta, kad ji smarkiai
koreliuoja su blastuose nustatytomis
citogenetinémis anomalijomis sutri-
kus genetinei reguliacijai [23]. Verti-
nant visus UML atvejus, aptinkama
CD14" mielomonocitineés diferenciaci-
jos blastu lastelése [24]. Isauges mono-
citu kiekis galétu padeti lengviau
identifikuoti §ia retai UML atveju ap-
tinkama populiacija. Panasi tendenci-
ja, kai iSauges monocity kiekis kraujy-
je neatitinka vyraujan¢io UML imuno-
fenotipo, pastebima vertinant granu-
locitinés diferenciacijos (CD15), mie-
loidinio kamieno (CD36), leukeminiyu
lasteliu (CD96) ir blastams identifi-
kuoti naudojamu biozymenu (CD117,
CD133) raiska. Tikétina, visu Siu zy-
menuy atitinkama raiska padeda isgy-
venti mielomonocitinés diferenciacijos
blastams, kurie citokinais galétu pa-
laikyti uzdegimine faze, naudinga to-
lesniam UML vystymuisi [25].

Bazofily kiekio sarysis
su bioZzymenimis

Atlikus neparametriniu duomenu pa-
siskirstymo palyginima bioZymenu
raiskos grupése (CDX' ir CDX"), nu-
statyti statistiskai reik§mingi bazofilu
kiekio kraujyje skirtumai vertinant
CD14, CD36 ir CD117 zymenu raiska,
atsizvelgiant i sveikiems suaugusiems
individams budinga bazofilu kiekio
kraujyje intervala.

707
60
507

40 ©

0,00

30

Bazofilai, x10*(9)IL

207

10

00

p=0,000

0,20

T
CD14- (n=75)

T
CD14 + (n=6)

CD14 raiska
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Fig. 5. Statistically significant differences in basophil count between patient
groups with CD14" and CD14~ expression

Potencialia klinikine prasme turi
CD14 zymuo. Nustatyta, kad pacien-
tams, kuriu bazofilu kiekis kraujyje
vir§ijo pamatiniu veréiy intervalo ri-
bas, budinga CD14" Zymens raiska
UML blastuose (5 pav.). Pagal
Mann-Whitney U testo pateikta Z ver-
te nustatytas stiprus rySys
(n2 = 0,1766). Literattros $altiniuose
minima, kad padidéjes bazofilu kiekis
buadingas esant létinei mieloidinei ar
aminei mieloidinei leukemijai, ypaé
tais atvejais, kai pacientai turi citoge-
netiniy anomaliju [26]. Publikaciju,
siejusiu bazofilus su CD14 Zymens
raiSka, nerasta. Irodyta, kad UML
blastu plitimas indukuoja CD14 eks-
presija [27], todél koreliacijos priezas-
tis galé¢jo buti bendras CD14 raiskos
padidéjimas dél blastu ekspansijos.

Neutrofily, trombocity,
hemoglobino kiekio sarysis
su bioZymenimis

Neutrofilu kiekio kraujyje duomenu
pasiskirstymas neisé¢jo uz sveiku su-
augusiy individy pamatiniy reik§miy
intervalo, o trombocity kiekio ir he-
moglobino koncentracijos skirtumai
pasireiské del UML badingy tromboci-
topenijos ir anemijos sutrikimu [28].
Dél siu priezasciu nustatytas statistis-
kai reik§mingas neutrofilu, tromboci-
tu ir hemoglobino kiekio sarySis su
bioZymenimis buvo ivertintas kaip ne-
turintis klinikinés prasmeés.
Apibendrinant tyrimo rezultatus
isaiskéjo, kad hematologinio analiza-
toriaus pateikta informacija apie kie-
kybine kraujo lasteliuy sudéti gali bati
naudojama formuojant bioZymenu
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rinkini Gminés mieloidinés leukemijos
diagnozei. Palyginus hematologinio
analizatoriaus pateikty rodikliu (leu-
kocitu, limfocitu, monocitu, bazofilu,
neutrofilu ir trombocity skaiéiaus bei
hemoglobino koncentracijos) ir
22 blasty biozymeny raiskos (CDX" ir
CDX") grupes nustatyta, kad leukoci-
tu, limfocity ir monocity kiekio padi-
déjimas yra susijes su CD117,
CD133 raiska blastuose, limfocity ir
monocitu — su CD36%, CD117,
CD133", leukocitu ir bazofily — su
CD14", CD15". Leukocity kiekio padi-
déjimas ir limfocity kiekio sumazéji-
mas susijes su CD99" raiska blastuo-
se. Tik leukocitu kiekio padidéjimas
susijes su CD64+, tik monocity — su
CD7", CD96". Kita vertus, biozymenu
sgsajos su neutrofily ir trombocity kie-
kiu bei hemoglobino koncentracija
analizés rezultaty klinikinis pritaiky-
mas negalimas. Visose bioZymenu
grupése nustatyta UML badinga ane-
mija bei trombocitopenija, neutrofily
skaicius vyravo normos intervale.

FLT3 ir NPM1 geny mutacijos

Gauti duomenys rodo, kad UML pa-
cientu blastu imunofenotipiniu Zyme-
ny CD11b, CD36, CD64 ir CD133 rais-
ka statistiskai reik§mingai susijusi su
nustatoma FLT3 mutacija (1 lentele),
o sasaja tarp NPM1 geno mutacijos ir
CD14, CD34, CD117, CD133 taip pat
yra statistiskai reiksminga (2 lentelé).

Lyginant tyrimo rezultatus su
mokslinése publikacijose apraSytais
FLT3 mutacijos ir bioZymenu sary-
Siais pastebéta, kad mutacija gali tu-
réti itakos CD11b Zymens raiskai
(p = 0,005). Mutacijos su CD36
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(p = 0,08) ir CD64 (p = 0,30) biozyme-
nimis ivertintos kaip nesusijusios [29].
CD133 zymens raiska gali buti sieja-
ma su mutacija, kai, esant FLT3 geno
mutacijai, CD133" nustatoma rediau
nei CD133™ [30]. Publikacijoje, kurioje
aprasSytas cMPO raiSkos blasty laste-
lése sasajos su FLT3 mutacijos varian-
tu (FLT3-ITD) tyrimas, teigiama, kad
sasajos tarp minimu kintamuju néra
(p =0,676) [31].

Gauti atliktu tyrimu rezultatai
daugiausia sutampa su literataroje
aprasSytomis blasty lasteliu biozyme-
nu tendencijomis esant UML su
NPM1 mutacija. Mokslinése publika-
cijose teigiama, kad NPMI mutacija
susijusi su teigiama zymenu CD14,
CD33, CD64, CD11b bei neigiama ZzZy-
meny CD34, CD133, ZLA-DR raiska
[23, 32]. Priestaringai literataroje ap-
tariama CD117 biozymens raiska.
Esant nustatytai NPM1 mutacijai,
vienur zymens raiska aprasoma kaip
budinga, kitur ivardijama kaip silpna
[23]. Ta¢iau musu tyrimo rezultatai
rodo, kad esant Siai mutacijai vyrauja
CD117 blastu fenotipas.

FLT3ir NPM1 genu mutacijos daz-
niausiai yra susijusios kaip triju mu-
taciju bloko dalis. Pirminé mutacija
gali ivykti DNMT3A gene, neleukemi-
niuose T limfocituose, pirmtakinése ir
subrendusiose kraujo lastelése, antri-
né ivyksta NPM1 gene, o tretiné
(NMP1 genui antriné) ivyksta
FLT3-ITD mutacija [33]. Atrasta, kad
mutaves ir iSéjes 1 blastu citoplazma
NPM]1 geno koduojamas baltymas su-
kelia HOX genu raiSkos hiperaktyva-
cija [34], o Sie genai netiesiogiai didina
CD14 [35] ir mazina CD34, CD133
[386] raiska. Tikslus veikimo mecha-
nizmas $iuo metu néra aiskus, CD117
raiska, tikétina, taip pat veikia HOX
genai. HOX genai didina ir FLTS3 geno
raiska [34], galima kelti hipoteze, kad
CD36, CD64, CD133 ir cMPO raiskos
poky¢iai labiau susije su pakitusiu
HOX genu reguliavimu, nei su FLT3
genu, turint omenyje, kad FLT3-ITD
mutacija yra NPMI1 mutacijos pasek-
me.

TP53 geno mutacija

I§ rezultatu matome, kad TP53 geno
mutacija ir CD33 Zymuo turi statistis-
kai reik§minga sarysi (3 lentelé). Nors
atliktu studiju, tirianc¢iuy CD33 Zy-
mens ir TP53 sarysi, néra daug, ta¢iau
vienoje ju teigiama, kad pozZymiai vie-
nas nuo kito nepriklauso [37]. TP53
genas slopina lasteliu dalijimasi ir ne-
tiesiogiai sukelia apoptoze [38]. Paki-
tusi jo funkcija lemia nekontroliuoja-
ma lgsteliu dauginimasi ir jos nespéja
diferencijuotis. Galima kelti hipoteze,

1 lentelé. Imunofenotipiniu bioZymenu raiska ir FLT3 mutacijos daznis
Table 1. Expression of immunophenotypic biomarkers and frequency of FLT3

mutation
FLT3 mutacija | FLT3 mutacija .. .. |Neinvertuotas /
Mutacijos | Sarysio .
nustatyta nenustatyta s . invertuotas
. . . . . . tikimybé | efekto |. .
(tiriamuju (tiriamuju CDX* (p) |dydis (¢) Sansu santykis
skaiéius) skaicius) L) b (OR)
CD11b* 9 18
0,021 0,319 5,67/—
CD11b™ 3 34
CD36" 6 9
0,022 0,307 5,00/ -
CD36~ 6 45
CD64* 9 19
0,021 0,315 5,68/ —
CD64~ 3 36
CD133" 5 38
— 0,048 -0,261 0,26/ 3,80
CD133 7 14
cMPO* 11 34
0,026 0,285 11,67/ -
cMPO™ 0 17

2 lentelé. Imunofenotipiniu bioZzymenu raiska ir NPM1 mutacijos daznis
Table 2. Expression of immunophenotypic biomarkers and frequency of NPM1

mutation
NPM1 mutacija| NPM1 mutacija .. .. |Neinvertuotas /
Mutacijos | Sarysio .
nustatyta nenustatyta s . invertuotas
. . . . . . tikimybé | efekto |. .
(tiriamuju (tiriamuju CDX" (p) | dydis (¢) Sansu santykis
skaiéius) skaicius) L) e ety (OR)
CD14* 4 0
0,002 0,468 39,52/ —
CD14~ 11 50
CD34* 2 45
0,000 0,722 0,0171/58,5
CD34" 13 5
con7t 11 48
— 0,007 -0,379 0,0916/10,9
CD117 5 2
CD133* 41
0,000 -0,638 0,0183/ 54,6
CD133" 12 9

3 lentelé. Imunofenotipiniu bioZymenu raiska ir TP53 mutacijos daznis
Table 3. Expression of immunophenotypic biomarkers and frequency of TP53

mutation
TP53 mutacija | TP53 mutacija Mutaciios | S sio Neinvertuotas /
nustatyta nenustatyta tikim ’{)é :;‘.Zi;to invertuotas
(tiriamuju (tiriamuju CDXRZ ) | dydis () Sansu santykis
skaicius) skaiéius) p) | dydis (¢ (OR)
CD33* 9 1
0,041 0,650 27,0/ -
CD33” 1 3

kad dél sios priezasties galbtt padide-
ja CD33 raiska, nes §is Zymuo yra spe-
cifiskai budingas mieloidinéms laste-
léems [39].

IDH1 ir IDH2 geny mutacijos

Tyrime nustatyta, kad statistiskai
reikSminga sarys$i su IDH1 geno muta-
cija turi CD11b, CD15, CD96 biozyme-
nys (4 lentelé), o kaip turintys statis-
tiskai reik§mingus sarySius su IDH?2
geno mutacija identifikuoti ZLA-DR ir
CD64 biozymenys (5 lentelé).

Kitu autoriu tyrimuose teigiama,
kad CD11b ir CD15 Zymenu raiska ga-
li buati susijusi su geno mutacija — pa-
stebétas désningumas, kai laukinio ti-

po (angl. wild-type) IDHI geno varian-
te, lyginant su mutavusiu variantu,
tiek CD11b, tiek CD15 biozZymenu
raiSka buvo nustatyta dazniau [40].
Panasiu tyrimu, kuriuose butu nagri-
néta blasty zymens CD96 raiskos aso-
ciacija su IDH]1 geno mutacija, néra,
tadiau viename tyrime teigiama, kad
sgsajos tarp CD96 biozymeni koduo-
jancio geno raiskos ir IDH1 geno ne-
rasta [41].

Publikacijose apie Zymenu sasajas
su IDH?2 genu rasta, kad su mutacija
IDH?2 gene ZLA-DR koreliuoja neigia-
mai [42]. Ta¢iau panaSiu principu at-
liktu tyrimu, vertinanéiu CD64 raiska
ir jos dazni esant IDH2 mutacijai, ne-
aptikta.

LABORATORINE MEDICINA « 2021, t. 23, Nr. 4(90)



Uminémis mieloidinémis leukemijomis serganéiu pacienty blasty bioZymenu raiskos ypatumai

4 lentelé. Imunofenotipiniu biozymenu raiska ir IDHI mutacijos daznis
Table 4. Expression of immunophenotypic biomarkers and frequency of IDHI1

mutation
IDHI mutacija | IDHI mutacija .. .. |Neinvertuotas /
Mutacijos | Sarysio .
nustatyta nenustatyta s . invertuotas
. . . . . " tikimybeé | efekto |. .
(tiriamuju (tiriamuju CDX* (p) | dydis (¢) Sansy santykis
skaicius) skaiéius) S et (OR)
CD11b* 0 27
0,03 -0,294 0,0797/12,5
CD11b™ 6 28
CD15* 0 23
0,040 -0,274 0,0922/10,8
CD15” 7 32
CD96* 0 27
0,015 -0,306 0,0715/ 14,98
CD96~ 7 29

5 lentelé. Imunofenotipiniu bioZzymenu raiska ir IDH2 mutacijos daznis
Table 5. Expression of immunophenotypic biomarkers and frequency of IDH2

mutation
IDH2 mutacija | IDH2 mutacija .. .. |Neinvertuotas/
Mutacijos | Sarysio .
nustatyta nenustatyta o1e . invertuotas
. . . . . ” tikimybeé | efekto |. .
(tiriamuju (tiriamuju CDX* (p) |dydis (¢) Sansuy santykis
skaiéius) skaidius) S e (OR)
CDh64* 1 26
0,028 0,302 0,1038/9,6
CD64 10 27
ZLA-DR* 6 49
~ 0,003 -0,452 0,073/13,6
ZLA-DR” 5 3

6 lentelé. Imunofenotipiniu biozymenu raiska ir CEBPA mutacijos daznis
Table 6. Expression of immunophenotypic biomarkers and frequency of CEBPA

mutation
CEBPA muta- | CEBPA muta- Mutacii S S Neinvertuotas /
cija nustatyta |cija nenustatyta| .. . JOS | Darysio invertuotas
.. A . . . tikimybe | efekto |. .
(tiriamuju (tiriamuju CDX* (p) | dydis (¢) Sansu santykis
skaicius) skaicius) S e (OR)
CDh64* 4 0
0,028 0,302 14,36/ —
CD64" 23 37
CD96* 4 23
0,029 0,301 13,98/ —
CD96~ 0 36

7 lentelé. Imunofenotipiniu bioZymenu raiska ir citoplazmos gradétumo daznis
Table 7. Expression of immunophenotypic biomarkers and frequency of cytoplas-

mic granulation

Citoplazma gradéta | Citoplazma negradéta I§ viso
CD11a* 55 7 62
CDlla” 3 4 7
I8 viso 58 11 69
cbu7t 56 64
CDh117" 3 3 6
Is viso 59 11 70
Pastebéta, kad mutave IDHI ir | CEBPA geno muiuciiu

IDH?2 genu koduojami fermentai ne-
buadingai redukuoja a-ketoglutarata
iki (R)-2-hidroksiglutarato, kuris hi-
permetilina histonus bei DNR, taip
sutrikdydamas genu raiska ir hemato-
poetiniy lasteliy pirmtaky diferencia-
cija [43]. Galima kelti hipoteze, kad
del slopinamojo mutaciju efekto blas-
tuose su IDH1 ir IDH2 genu mutacijo-
mis CD11b, CD15, CD96, ZLA-DR ir
CD64 zymenu raiska yra neigiama.

Tyrimo metu rasti su CEBPA geno
mutacija susije biozymenys: CD64 ir
CD96 (6 lentele).

Panasiu principu atliktu tyrimu,
nagrinéjanciy CD64 ir CD96 Zymenuy
raiska ir CEBPA geno mutacijos daz-
niu skirtuma esant skirtingam zy-
mens fenotipui, neaptikta, taciau vie-
noje publikacijoje minima, kad, esant
CEBPA mutacijai, pastebima CD96

LABORATORINE MEDICINA » 2021, t. 23, Nr. 4(90)

zymeni koduojanc¢io geno padidéjusi
raiska, kuri galétu lemti ir didéjancia
CD96 raiska leukeminése lastelése
[44]. Kitoje publikacijoje pastebéta pa-
didéjusi CD64 raiska, taciau ne blas-
tuose, o brestanciuose neutrofiluose
[45]. CEBPA genas koduoja svarbu
transkripcijos veiksni C/EBPa, kuris
skatina granulocitu diferenciacija, ta-
éiau slopina ivykusia CEBPA mutaci-
ja [46]. Galima kelti hipoteze, kad pa-
kitusios struktiaros C/EBPa netiesio-
giai aktyvina tiek CD64, tiek CD96 ge-
nuy raiska.

Imunofenotipiniy biozymeny
ir citomorfologiniy radiniy
sqsajos

Statistiskai reikSmingo sarySio tarp
Auerio lazdeliu ir biozymenuy raiskos
nerasta, taéiau identifikuoti du blastu
imunofenotipui nustatyti naudojami
zymenys, CD11a ir CD117, statistis-
kai reik§mingai susije su citoplazmos
grudétumu (7 lentele).

CD11a raiska blastuose susijusi su
ju citoplazmos gradétumu (p = 0,01).
Sasajos efekto dydis — vidutinio stip-
rumo (¢ = 0,378; p =0,002). Sansy san-
tykis (OR = 10,48) leidzia teigti, kad
CD11a" blasty fenotipas 10,48 karto
daznesnis nei CD11a, kai atliekant ci-
tomorfologini tyrima matoma gradéta
blastu lasteliu citoplazma.

Blastu lasteliu Zymens CD117
raiS§ka susijusi su blastu citoplazmos
gruadétumu (p = 0,045) silpnu ry-
Siu (¢ = 0,288; p = 0,016). Sansy santy-
kis (OR = 7,0) rodo, kad, esant grude-
tai blastu citoplazmai, CD117" blas-
tuose 7 kartus daznesné nei CD117".

Analizuojant priezastis, kodél
CD11a ir CD117 biozymenys gali buti
susije, svarbu atkreipti démesi i tai,
kokioms lasteléms jie budingi ir ko-
kiuose procesuose dalyvauja. Visiems
subrendusiems leukocitams budingas
CD11a zymuo; kaip integrinu recepto-
rius, jis dalyvauja lasteliu ekstravaza-
cijoje bei T lasteliu ir antigena patei-
kianc¢iu lasteliu saveikoje [47]. Nors
zymens raiska pastebima visose svei-
ku individu leukocity lastelése, ji ba-
dinga ir UML blastams, isskyrus FAB
M7 grupe [48]. Taciau granulés citop-
lazmoje randamos didesnio brandumo
UML atvejais. Galima $ios sasajos
priezastis yra granulocitiniu lasteliu —
neutrofily — pasirengimas degranulia-
cijai, kuriai vykstant suintensyvéja
CD11a raiska [49]. Ankstyvo mieloidi-
nio zymens CD117 raiska budinga ma-
7o brandumo lasteléms, taciau jo sasa-
jos su grudéta citoplazma priezastis li-

vejai, analizuojantys létinés mieloidi-
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nés leukemijos fenotipo ir citoplazmos
gradétumo tendencijas, rodo, kad
esant grudétumui pastebima stipri
CD117 raiska [50]. Galima kelti hipo-
teze, kad nors grudétumas budingas
labiau subrendusioms kraujo laste-
léems, bresdami UML blastai nepra-
randa CD117, kadangi jis yra SCF
(angl. Stem Cell Factor) receptorius.
SCF poveikis naudingas véziniy laste-
liv iSgyvenamumui ir ekspansijai [51].

ISVADOS

Hematologinio analizatoriaus pateikti
UML pacienty kraujo kiekybinés sude-
ties rodikliai statistiSkai reikSmingai
susije su biozymenu raiSkos poky¢éiais
blastuose: ryski leukocitozé susijusi su
CD14",CD15*, CD64*, CD99", CD117",
CD1337; limfocitozé — su CD36" ir
CD1337, limfopenija — su CD997,
CD1177; monocitozé — su CD7*, CD14%,
CD15*,CD33", CD36*, CD96", CD117%,
CD113"; bazofilija — su CD14",

Atliekant citomorfologini tyrima
pastebimas citoplazmos gradétumas
statistiSkai reikSmingai susijes su
CDl11a" ir CD117".

Nustatytos genetinés mutacijos tu-
ri statistiSkai reikSmingas sasajas su
blastu biozymenu raiska: mutacija
FLT3 gene susijusi su CD11b", CD36",
CD64", CD133"; mutacija NPM1 ge-
ne —su CD14", CD34", CD117; muta-
cija TP53 gene — su CD33"; mutacija
IDH1 gene — su CD11b, CD15,
CD96; mutacija IDH2 gene — su
CD64 ", ZLA-DR; mutacija CEBPA ge-
ne —su CD64" ir CD96". ¢
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CHARACTER OF BIOMARKER
EXPRESSION ON BLAST CELLS

IN PATIENTS WITH ACUTE MYELOID
LEUKAEMIA
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Mantas Radzevicius, Ausra
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Introduction. Acute myeloid leukaemia
(AML) is a large group of blood and bone
marrow oncological diseases characterised
by the accumulation of undifferentiated
myeloid lineage cells in peripheral blood or
bone marrow. Approximately one-third of
leukaemia cases are AML and almost 40%
of deaths due to leukaemia are associated
with acute myeloid leukaemia. The most
inclusive classification of AML is sug-
gested by The World Health Organisation
(WHO), which comprises blast morphol-
ogy, cytogenetic, molecular genetic varia-
tions and immunophenotypic markers.
New biomarkers and insight into their dis-
tinct expression are crucial for the expan-
sion of the WHO classification while the
association between distinct types of blast
immunophenotypes, blood count parame-
ters, cytomorphology features and genetic
testing results would carry significant
clinical or prognostic value.

The aim of the study was to evalu-
ate the association between immuno-
phenotypic markers of AML patients’
blasts and other results of laboratory
testing.

Materials and methods. Anonym-
ised data of 95 patients with AML diag-
nosis was collected. This data was used to
find associations between immunopheno-

type data acquired by flow cytometry and
the results of complete blood count, ge-
netic conditions associated with the pa-
tients and morphological evaluation of

cells. Patients were classified into two

populations according to biomarker ex-
pression data: expression absent (CDX")

or expression present (CDX™).
Results. Quantitative parameters of

AML patients’ blood provided by a hema-
tology analyser showed a statistically sig-
nificant association to changes in blast
biomarker expression: leukocytosis was

statistically significantly associated with
CD14", CD15%, CD64*, CD99*, CD117,
CD1337; lymphocytosis — with CD36" and
CD1337, lymphopenia — with CD99™,
CD117; monocytosis — with CD7%,
CD14*, CD15%, CD33*, CD36*, CD96",
CD117%, CD113*; basophilia — with
CD14".

The cytoplasmic granulation observed
in the cytomorphological study had a sta-
tistically significant association with
CD11a" and CD117" AML patients. Ge-
netic mutations found in AML patients
have statistically significant associations
with the biomarker expression: mutation
in FLT3 gene was statistically signifi-
cantly associated with CD11b*, CD36",
CD64%, CD133™; mutation in NPM1I
gene — with CD14", CD34~, CD117"; mu-
tation in TP53 gene — with CD33"; muta-
tion in IDH1 gene — with CD11b~, CD157,
CD967; mutation in IDH2 gene — with
CD64~, HLA-DR™; mutation in CEBPA
gene — with CD64" and CD96".

Conclusions. The obtained results
showed that there are statistically signif-
icant associations between AML pa-
tients’ blast immunophenotype and blood
indices, cytomorphological and genetic
test results.

Keywords: AML, FLTS3, cytoplasmic
granulation, mutation, bone marrow can-
cer.

1. Prada-Arismendy J, Arroyave JC,
Rothlisberger S. Molecular biomarkers
in acute myeloid leukemia. Blood Rev
2017; 31(1): 63-76.

2. Short NJ, Rytting ME, Cortes JE.
Acute myeloid leukaemia. Lancet 2018;
392(10147): 593-606.

3. Song X, Peng Y, Wang X, Chen Y, Jin L,
Yang T, et al. Incidence, survival, and
risk factors for adults with acute
myeloid leukemia not otherwise speci-
fied and acute myeloid leukemia with
recurrent genetic abnormalities: analy-
sis of the Surveillance, Epidemiology,
and End Results (SEER) database,
2001-2013. Acta Haematol 2018;
139(2): 115-27.

4. De Kouchkovsky I, Abdul-Hay M.
Acute myeloid leukemia: a comprehen-

sive review and 2016 update. Blood
Cancer J 2016; 6(7): e441.

5. Hwang SM. Classification of acute
myeloid leukemia. Blood Res 2020;
55(Suppl): S1-4.

6. Solary E, Casasnovas RO, Campos L,
Béné MC, Faure G, Maingon P, et al.
Surface markers in adult acute myelo-
blastic leukemia: correlation of CD19+,
CD34+ and CD14+/DR-phenotypes
with shorter survival. Groupe d’Etude
Immunologique des Leucémies (GEIL).
Leukemia 1992; 6(5): 393-9.

7. Jiang X-Q, Zhang L, Liu H-A, Yuan N,
Hou P-Q, Zhang R-Q, et al. Expansion
of CD14+CD16+ monocytes is related
to acute leukemia. Int J Clin Exp Med
2015; 8(8): 12297-306.

8. Casasnovas RO, Slimane FK,
Garand R, Faure GC, Campos L,
Deneys V, et al. Immunological classifi-
cation of acute myeloblastic leukemias:
relevance to patient outcome. Leuke-
mia 2003; 17(3): 515-27.

9. Liang J, Liang Y, Gao W. Clinicopatho-
logical and prognostic significance of
sialyl Lewis X overexpression in pa-
tients with cancer: a meta-analysis.
Onco Targets Ther 2016; 9: 3113-25.

10.Li X, Li J, Du W, Zhang J, Liu W,
Chen X, et al. Relevance of immuno-
phenotypes to prognostic subgroups of
age, WBC, platelet count, and cytoge-
netics in de novo acute myeloid leuke-
mia. APMIS 2011; 119(1): 76-84.

11. Chandran R, Hakki M, Spurgeon S. In-
fections in leukemia [Internet]. Sepsis —
an ongoing and significant challenge.
IntechOpen; 2012 [cited 2021 Aug 31].
Available from: https;/www.intechopen.
comy/chapters/39664

12. Nimmerjahn F, Ravetch JV. Fey recep-
tors: old friends and new family mem-
bers. Immunity 2006; 24(1): 19-28.

13. Vaikari VP, Du Y, Wu S, Zhang T,
Metzeler K, Batcha AMN, et al. Clinical
and preclinical characterization of CD99

isoforms in acute myeloid leukemia.
Haematologica 2020; 105(4): 999-1012.
14. Dufour EM, DeRoche A, Bae Y,
Muller WA. CD99 is essential for leuko-

cyte diapedesis in vivo. Cell Commun
Adhes 2008; 15(4): 351-63.

LABORATORINE MEDICINA « 2021, t. 23, Nr. 4(90)


https://www.intechopen.com/chapters/39664
https://www.intechopen.com/chapters/39664

Uminémis mieloidinémis leukemijomis serganéiu pacienty blasty bioZymenu raiskos ypatumai

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Orleans-Lindsay JK, Barber LD,
Prentice HG, Lowdell MW. Acute
myeloid leukaemia cells secrete a solu-
ble factor that inhibits T and NK cell
proliferation but not cytolytic func-
tion — implications for the adoptive
immunotherapy of leukaemia. Clin Exp
Immunol 2001; 126(3): 403—11.

Tolba FM, Foda ME, Kamal HM,
Elshabrawy DA. Expression of CD133
in acute leukemia. Med Oncol 2013;
30(2): 5217.

Ji H, Chen L, Dai Y, Sun X, Li X,
Wang Q, et al. Aberrant expression of
CD133 and CD82 in patients with pedi-
atric acute lymphoblastic leukemia and

the clinical significance. Oncol Lett
2017; 14(5): 5811-8.

Rutella S, Rumi C, Puggioni P,
Barberi T, Di Mario A, Larocca LM, et
al. Expression of thrombospondin re-
ceptor (CD36) in B-cell chronic lympho-
cytic leukemia as an indicator of tumor
cell dissemination. Haematologica
1999; 84(5): 419-24.

Tabe Y, Konopleva M. Break the life-
line of AML cells. Blood 2021;
137(25): 3465-7.

Pasello M, Manara MC, Scotlandi K.
CD99 at the crossroads of physiology
and pathology. J Cell Commun Signal
2018; 12(1): 55-68.

Bagheri M, Vosoughi T, Hosseinza-
deh M, Saki N. Evaluation of immuno-
phenotypic markers and clinico-hema-
tological profile in chronic lymphocytic
leukemia: implications for prognosis.
BMC Res Notes 2020; 13(1): 412.

Park EK, Lee JC, Park JW, Bang SY,
Yi SA, Kim BK, et al. Transcriptional
repression of cancer stem cell marker
CD133 by tumor suppressor p53. Cell
Death Dis 2015; 6(11): €1964.

Ossenkoppele GJ, van de Loos-
drecht AA, Schuurhuis GJ. Review of the
relevance of aberrant antigen expression
by flow cytometry in myeloid neoplasms.
Br J Haematol 2011; 153(4): 421-36.

Béné MC, Nebe T, Bettelheim P,
Buldini B, Bumbea H, Kern W, et al.
Immunophenotyping of acute leukemia
and lymphoproliferative disorders: a
consensus proposal of the Kuropean
LeukemiaNet Work Package 10. Leu-
kemia 2011; 25(4): 567-74.

Ismail MM, Abdulateef NAB. Absolute
monocyte count is superior than abso-
lute lymphocyte count at day 28 as an
independent prognostic factor in acute
myeloid leukemia. Indian J Hematol
Blood Transfus 2019; 35(1): 100-8.

Feriel J, Depasse F, Genevieve F. How [
investigate basophilia in daily practice.
IntJ Lab Hematol 2020; 42(3): 237—45.

van den Ancker W, Wijnands PGJTB,
Westers TM, Bontkes HJ, van
Wetering S, Kruisbeek AM, et al. Ex-
pansion of AML blasts induces CD14
expression and facilitates leukemic DC

development for therapeutic applica-
tion in AML. Blood 2010; 116(21): 2193.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Narayanan D, Weinberg OK. How I in-
vestigate acute myeloid leukemia. Int J
Lab Hematol 2020; 42(1): 3-15.

Angelini DF, Ottone T, Guerrera G,
Lavorgna S, Cittadini M, Buccisano F,
et al. A leukemia-associated CD34/
CD123/CD25/CD99+ immunopheno-
type identifies FLT3-mutated clones in
acute myeloid leukemia. Clin Cancer
Res 2015; 21(17): 3977-85.

Riccioni R, Pelosi E, Riti V, Castelli G,
Lo-Coco F, Testa U. Immunophenoty-
pic features of acute myeloid leukaemia
patients exhibiting high FLT3 expres-
sion not associated with mutations. Br
J Haematol 2011; 153(1): 33—42.

Kim Y, Yoon S, Kim SJ, Kim JS,
Cheong JW, Min YH. Myeloperoxidase
expression in acute myeloid leukemia
helps identifying patients to benefit
from transplant. Yonsei Med J 2012;
53(3): 530-6.

Bain BJ, Béné MC. Morphological and
immunophenotypic clues to the WHO
categories of acute myeloid leukaemia.
Acta Haematol 2019; 141: 232-44.

Heath EM, Chan SM, Minden MD,
Murphy T, Shlush LI, Schimmer AD.
Biological and clinical consequences of
NPM1 mutations in AML. Leukemia
2017; 31(4): 798-807.

Alharbi RA, Pettengell R, Pandha HS,
Morgan R. The role of HOX genes in
normal hematopoiesis and acute leuke-
mia. Leukemia 2013; 27(5): 1000-8.

Kim D-Y, Choi S-J, Kim S-H,
Chung H-Y, Yi S, Kim D-W, et al.
Upregulated hoxC4 induces CD14 ex-
pression during the differentiation of

acute promyelocytic leukemia cells.
Leuk Lymphoma 2005; 46(7): 1061-6.

Becker H, Marcucci G, Maharry K,
Radmacher MD, Mrézek K, Margeson D,
et al. Favorable prognostic impact of
NPM1 mutations in older patients with
cytogenetically normal de novo acute
myeloid leukemia and associated gene-
and microRNA-expression signatures:
a Cancer and Leukemia Group B study.
J Clin Oncol 2010; 28(4): 596-604.

Hou H-A, Chou W-C, Kuo Y-Y, Liu C-Y,
Lin L-I, Tseng M-H, et al. TP53 muta-
tions in de novo acute myeloid leuke-
mia patients: longitudinal follow-ups
show the mutation is stable during dis-
ease evolution. Blood Cancer J 2015;
5(7): e331.

Molica M, Mazzone C, Niscola P, de
Fabritiis P. TP53 mutations in acute
myeloid leukemia: still a daunting
challenge? Front Oncol 2021;
10: 610820.

Naeim F, Nagesh Rao P, Song SX,
Phan RT. Principles of immunopheno-
typing. In: Naeim F, Nagesh Rao P,
Song SX, Phan RT, eds. Atlas of
hematopathology. 2nd ed. [Internet].
Academic Press; 2018 [cited 2021
Aug 31]. p. 29-56. Available from:
https;/www.sciencedirect.com/science/
article/pii/B9780128098431000024

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Schnittger S, Haferlach C, Ulke M,
Alpermann T, Kern W, Haferlach T.
IDH1 mutations are detected in 6.6% of
1414 AML patients and are associated
with intermediate risk karyotype and
unfavorable prognosis in adults younger
than 60 years and unmutated NPM1
status. Blood 2010; 116(25): 5486-96.
Lin S-Y, Miao Y-R, Hu F-F, Hu H,
Zhang Q, Li Q, et al. A 6-Membrane
Protein Gene score for prognostic pre-
diction of cytogenetically normal acute
myeloid leukemia in multiple cohorts.
J Cancer 2020; 11(1): 251-9.

Chou W-C, Lei W-C, Ko B-S, Hou H-A,
Chen C-Y, Tang J-L, et al. The prognos-
tic impact and stability of Isocitrate
dehydrogenase 2 mutation in adult pa-
tients with acute myeloid leukemia.
Leukemia 2011; 25(2): 246-53.
Medeiros BC, Fathi AT, DiNardo CD,
Pollyea DA, Chan SM, Swords R. Isoci-
trate dehydrogenase mutations in
myeloid malignancies. Leukemia 2017;
31(2): 272-81.

Lavallée V-P, Krosl J, Lemieux S,
Boucher G, Gendron P, Pabst C, et al.
Chemo-genomic interrogation of
CEBPA mutated AML reveals recur-
rent CSF3R mutations and subgroup
sensitivity to JAK inhibitors. Blood
2016; 127(24): 3054-61.

Mannelli F, Ponziani V, Bencini S,
Bonetti MI, Benelli M, Cutini I, et al.
CEBPA—-double-mutated acute myeloid
leukemia displays a unique phenotypic
profile: a reliable screening method and
insight into biological features.
Haematologica 2017; 102(3): 529—-40.
Wang W, Xia X, Mao L, Wang S.
The CCAAT/enhancer-binding protein
family: its roles in MDSC expansion
and function. Front Immunol 2019;
10: 1804.

Evans BdJ, McDowall A, Taylor PC,
Hogg N, Haskard DO, Landis RC.
Shedding of lymphocyte function-asso-
ciated antigen-1 (LFA-1) in a human
inflammatory response. Blood 2006;
107(9): 3593-9.

Boztug H, Schumich A, Pstschger U,
Miihlegger N, Kolenova A, Reinhardt K,
et al. Blast cell deficiency of CD11a as a
marker of acute megakaryoblastic leu-
kemia and transient myeloproliferative
disease in children with and without
Down syndrome. Cytometry B Clin
Cytom 2013; 84(6): 370-8.

Hussen J, Koy M, Petzl W, Schu-
berth HJ. Neutrophil degranulation dif-
ferentially modulates phenotype and
function of bovine monocyte subsets. In-
nate Immun 2016; 22(2): 124-37.

Song J, Liu K, Pinilla-Ibarz J, Zhang H.
A case report and case review: chronic
myeloid leukemia (CML) blast phase
with myelomastocytic differentiation.
Leuk Res Rep 2020; 14: 100222.

Kent D, Copley M, Benz C, Dykstra B,
Bowie M, Eaves C. Regulation of
hematopoietic stem cells by the steel
factor/KIT signaling pathway. Clin
Cancer Res 2008; 14(7): 1926-30.

LABORATORINE MEDICINA » 2021, t. 23, Nr. 4(90)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128098431000024
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780128098431000024

