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Aspecte imunofenotipice in limfoproliferari cronice
maligne cu celule B - semnificatii prognostice
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Rezumat

Evaluarea fenotipului celular prin flowcitometrie sau imunohistochimie este o laturd importantda in
domeniul cercetarii neoplasmelor limfoide. S-a constatat faptul ca o serie de antigene exprimate de populatia
neoplazicd pot avea semnificatie prognosticd. In aceasti lucrare sunt prezentate aspecte imunofenotipice din
cadrul limfoproliferarilor cronice maligne cu celule B, importanta imunofenotiparii in diagnosticul acestor boli,
precum i acele antigene care ar putea influenta evolutia boli si raspunsul la tratament.
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Abstract

The evaluation of cellular phenotype by flow cytometry or immunohistochemistry is an important
branch in the research of hematolymphoid malignancies. It has been found out that antigen expression patterns
of neoplastic population may have prognostic significance. This article presents immunophenotyping aspects of
chronic B-cell lymphoproliferative malignancies, its role in diagnosis of these diseases and those antigens that
can also influence on behavior and response to therapy.
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Introducere

Limfoproliferdrile cronice maligne re-
prezintd un grup heterogen de neoplazii ale ce-
lulelor sistemului imunitar. Importanta acestor
neoplazii este determinata de cresterea inciden-
tei lor in ultimele decenii, precum si de faptul
ca, diagnosticate timpuriu, permit un control te-
rapeutic eficient.

Varietatea mare a aspectelor clinice si
prognostice ale acestor boli rezulta din diversi-
tatea functionald, de distributie si de diferentie-
re a celulelor sistemului imun’.

Evaluarea fenotipului celulelor tumora-
le prin imunofenotipare a devenit o parte inte-
granta a diagnosticului in hemopatologie. Meto-
da permite identificarea antigenelor grupate in
sistemul de clasificare CD (cluster diferentiati-
on), utilizdnd anticorpi monoclonali care se fi-
xeazi pe antigenele corespunzitoare”. Celulele
neoplazice pot prezenta fenotipuri aberante, ex-
primand antigene asociate altor linii celulare.

Clasificarea actuald a neoplaziilor lim-
foide sistematizeazd neoplasmele limfoide in
primul rdnd dupa celula proliferantad si aspectul
morfologic, in neoplasme cu celule B, T/NK si
boala Hodgkin. In aceasti clasificare sunt inclu-
se atat limfoamele cat si leucemiile.

Identificarea markerilor predictivi ai

raspunsului la tratament §i duratei acestuia con-
stituie o parte importantd a cercetarii in dome-
niul prognosticului acestor boli.

Imunofenotipul celulelor in leucemia limfati-
ca cronica B

Leucemia limfatica cronicd B (LLC-B)
este cea mai frecventd forma de leucemie la
adulti in tarile vestice. Boala se caracterizeaza
prin acumularea de limfocite aparent mature
CD5+ in sange, maduva osoasa si tesut limfoi-
d".

Pattern-ul caracteristic al celulelor
LLC-B este: expresia concomitentd a antigene-
lor CD19 si CDS, CD23 pozitiv (Figura 1), ni-
vel scazut de imunoglobuline de suprafata,
CD79Db slab exprimat sau absent, FMC-7 nega-
tiv’, monoclonalitate la expresia tipului de lang
usor (Figura 2). Nivelul de expresie al CD20
este substantial mai scazut fata de cel exprimat
de limfocitele B circulante normale, ceea ce ex-
plicd rata scazutd de raspuns la tratamentul cu
anticorpi monoclonali anti-CD20°".

Aceste caracteristici imunofenotipice
reprezintd un test sensibil pentru monitorizarea
bolii minime reziduale dupa tratament.

Antigenul CD23 este un element puter-
nic pentru diagnosticul pozitiv in LLC-B. Insta-

Tabel 1. Caracteristici imunofenotipice in limfoproliferiri cronice maligne cu celule B""

TIPUL DE LIMFOPROLIFERARE

IMUNOFENOTIP

LLC B /Limfom limfocitic cu celulda mica B | CD19+,CD20+, CD5+, CD23+, CD10-, FMC7-,
CD3-, CD79b-, Slg-

Limfom folicular

CD19+,CD20+, CDS5-, CD23-, CD10+,CD3-, Slg+

Limfom splenic de zona marginala

CD19+, CD20+, CD5-, CD23-, CD10-, CD3-, Slg+

Limfom difuz cu celule mari B

CD19+, CD20+, CD5-/+, CD10-/+, Slg+/-, CD3-

Limfom MALT

CD19+, CD20+, CD5-, CD10-, CD23-, SIg+,CD3-

Limfomul celulelor mantalei

CD19+, CD20+, CDS5+, CD10-, CD23-, Slg+,
CD43+, PRAD1+

Limfom Burkitt

CD19+, CD20+, CDS-, CD10+, CD23-, SIg+, CD3-

Leucemie cu celule paroase

CD19+, CD20+, CDS5-, CDI10-, CD23-, Slgt,
FMC7+, CDl1l1c+, CD25+, CD103+

+ =>90% pozitiv; +/- = >50% pozitiv; -/+ = <50% pozitiv; - = <10% pozitiv
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Figura 1. Fenotipuri caracteristice in LLC tip B

bilitatea membranarda a CD23, desprins de pe
suprafata celulei si eliberat in ser intr-o forma
stabila (CD23s), are o importantd semnificatie
clinico-prognostica''. Nivelele crescute de
CD23s se coreleaza cu factori de prognostic ne-
favorabil, cum ar fi: infiltratia maduvei osoase,

timp rapid de dublare a numarului limfocitelor

kappa FITC

Figura 2. Monoclonalitate kappa intr-un caz de
LLCtip B

si progresia bolii, mai ales la pacientii aflati in
stadii incipiente de boala’.

Formele de LLC-B cu nivel crescut de
expresie a FMC-7 sunt clinic mai agresive, fi-
ind corelate cu scurtarea duratei de supravietui-
re”.

Existd o corelatie intre expresia antige-
nului CD38, statusul mutational al genelor care
codificad portiunea variabila a lanfului greu al
imunoglobulinelor (IgVH), ZAP-70 la nivelul
celulelor LLC-B si raspunsul la tratament, pre-
cum si durata acestuia. Cazurile de LLC-B cu
clona leucemica fara mutatii sau cu mutatii mi-
nime [gVH, cu numar crescut de celule CD38+
si ZAP-70+ au un risc mult mai mare de de-
compensare clinica decat cazurile cu un numar
semnificativ de mutatii IgVH si putine celule
CD38+ si ZAP-70+. Expresia CD38 pe celulele
leucemice a fost primul marker ce a putut fi co-
relat cu statusul mutational al IgVH. Cu toate
acestea, unele studii au concluzionat ca aceasta
relatie nu este reala, cei doi markeri fiind consi-
derati factori de prognostic independenti. Anali-
zele kinetice, fenotipice si functionale indica
faptul ca fractiunea CD38+ este mai activd de-
cat componenta CD38-, celulele CD38+ coex-
primand markeri de activare si proliferare
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(CD69, CD62L, KI-67). De asemenea, acestea
raspund mai bine la ,,BCR-crosslinking” fata de
celulele CD38- de la acelasi pacient. Intrucat
celulele CD38+ reprezintd componenta majora
proliferativa, acestea sunt mai susceptibile de a
dezvolta anomalii cromozomiale cu prognostic
nefavorabil (deletia 11q,17p). Pragul care defi-
neste pozitivitatea CD38 este controversat, ni-
velurile cut-off propuse fiind 5%, 7%, 20% si
30%. S-a sugerat cd evaluarea CD38 prin deter-
minarea densitafii antigenului mésurata prin ca-
pacitatea de legare a anticorpului este mai adec-
vatd decat luarea In considerare a unui nivel
cutt-of predeterminat””,

O serie de studii au analizat implicatia
prognostica a expresiei pe suprafata celulelor
LLC-B a unor antigene neapartinand liniei lim-
foide B. Prezenta de antigene mielomonocitare
(CD13, CD33) a fost asociatd cu un prognostic
nefavorabil. S-a evidentiat si o asociere intre
pattern-ul difuz de infiltratie a maduvei osoase
si expresia acestor antigene’.

CD36 este o glicoproteind membranara
prezenta pe o varietate de celule hematopoieti-
ce. Nivelul crescut de expresie a acestui antigen
pe celulele LLC-B a fost asociat cu caracteris-
tici clinico-hematologice de boala agresiva (sta-
diu clinic avansat, aspect histologic difuz la
punctia biopsie osoasd), ceea ce sugereaza fap-
tul cd CD36 ar putea fi un factor favorizant al
raspandirii celulelor tumorale®.

Aspecte imunofenotipice in limfoame
maligne non-Hodgkin

Majoritatea limfoamelor maligne non-
Hodgkin (80-90%) sunt de tip celular B. Cito-
metria 1n flux si coloratiile imunohistochimice
ale biopsiilor sunt examindri necesare ori de
cate ori se suspecteazd un limfom, atit pentru
confirmarea diagnosticului, cat si pentru stabili-
rea cu precizie a subtipului de limfom'.

Cele mai fecvente tipuri de limfoame
maligne non-Hodgkin (LMNH) sunt limfomul
difuz cu celule mari B (DLBCL) si limfoamele

foliculare (LF). DLBCL reprezintd 30% din ca-
zurile nou diagnosticate si mai mult de 80% din
limfoamele agresive, iar LF 22% din cazurile
noi de LMNH si 70% din limfoamele indolen-
te’.

O serie de studii au evaluat valoarea
prognostica a mai multor tipuri de antigene pre-
zente pe suprafata celulelor tumorale.

CD5 este un antigen exprimat de celu-
lele T si un subset de celule B (B1-cells). Aces-
ta este prezent pe celulele tumorale din LLC-B ,
limfomul celulelor mantalei precum si la apro-
ximativ 10% din pacientii cu DLBCL. Celulele
DLBCL CD5+ au fost observate la persoane in
varstd, mai ales 1n stadii avansate de boala, cu
nivel ridicat de LDH si scor IPI (indice prog-
nostic international) crescut. Unele studii au de-
monstrat o scurtare marcatd a duratei de supra-
vietuire la pacientii cu DLBCL cu celule
CD5+'.

CDI10 este o endopeptidaza asociatd
membranei celulare. In cursul diferentierii celu-
lare, apare prima data pe celulele proB si se pi-
erde in cursul maturatiei la celulele B naive.
Reapare pe suprafata celulard in timpul matura-
tiei antigen dependente, la nivelul centrului ger-
minal. Expresia CD10, marker al originii CG
(centru germinal), este detectatd In 10-20% din
DLBCL. Analiza expresiei CD10 ca factor de
prognostic In DLBCL a condus la rezultate con-
tradictorii, supravietuirea globala la pacientii cu
nivel crescut de expresie fiind crescutd 1n unele
studii si neinfluentata in altele'. In LF, antige-
nul CD10 alaturi de alti markeri ai centrului
germinal (BCL-6, PU1) a fost corelat cu o evo-
lutie favorabila'.

Antigenul CD21 este exprimat pe celu-
lele B si celulele dendritice foliculare. CD21
are 2 isoforme: CD21S (short form) specifica
celulelor B si CD21L (long form) specifica ce-
lulelor foliculare dendritice. Intr-un studiu re-
cent, evaluarea expresiei CD21 pe celulele tu-
morale la pacientii cu DLBCL a relevat faptul
ca tumorile CD21S pozitive au o ratd de remisie
completd si de supravietuire globald la 5 ani
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mai bund, independent de IPI°.

CD30 a fost considerat initial un anti-
gen tumoral specific. Ulterior s-a demonstrat
prezenta lui pe limfocitele B, limfocitele T acti-
vate precum si pe macrofagele activate. Gena
care codificd CD30 apartine familiei receptori-
lor TNF/NGF. Unii cercetdtori au identificat
prezenta lui CD30 in LMNH ca fiind asociata
cu un prognostic mai bun raportat la cazurile
CD30-, rata de supravietuire pe termen lung,
rata remisiunii complete si perioada de remisie
fiind mult superioare. Se pare cd pozitivitatea
lui are importanta prognosticd numai in limfoa-
mele cu malignitate crescutd”.

CD44 este o glicoproteina de suprafata,
larg distribuita pe diferite tipuri de celule si te-
suturi. CD44 are mai multe variante isoforme.
Limfocitele normale exprima varianta standard
(CD44s), in timp ce variantele isoforme sunt
prezente pe celulele epiteliale, limfocitele acti-
vate si celulele tumorale din unele tipuri de lim-
foame. Expresia CD44v6 in DLBCL este un
factor de prognostic nefavorabil, nivelurile mari
fiind corelate direct cu extinderea tumorala, sta-
diul clinic si agresivitatea evolutiva®,

Prognosticul individual al pacientilor
cu limfoproliferari cronice maligne variaza
foarte mult. Desi gradul de malignitate si stadi-
ul clinic stau la baza stabilirii prognosticului, o
serie de parametrii, printre care §i expresia anu-
mitor antigene de suprafata pe celulele tumorale
pot oferi informatii prognostice independente.
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