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PRELIMINARY TO ASSESS THE EXPRESSION OF CD34 ANTIGEN ON STEM CELLS IN PERIPHERAL BLOOD
OF CHILDREN TREATED OF ACUTE LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA

Summary

Introduction. The CD34 antigen is an early marker of bone marrow regeneration in the course of chemotherapy of acute leukemias. The
CD34 antigen is the marker of young, multipotent hematopoietic stem cells. In bone marrow, the CD34+ cells constitute a small pool of
cells, approximately 1-4%. In peripheral blood, they are present in amount of about 0.01-0.9%.The research was based on determination
of the CD34 antigen on stem cells in peripheral blood of patients aged 1-18 years diagnosed with hematological cancers.

Material and methods. 28 patients (9 girls and 19 boys) have been included in the research, all treated in the Department of Pediatrics,
Hematology, Oncology and Endocrinology Medical University of Gdansk. In 24 patients, acute lymphoblastic leukemia (ALL) was
diagnosed, and in 4 children the recurrence of ALL was diagnosed. In the group of ALL patients, 20 children were diagnosed with
ALL-B, 3 children with ALL-T and 1 child with ALL-B/T. In 4 children, a recurrence of ALL-B was diagnosed. Blood tests were con-
ducted during the treatment in every period of aplasia, starting on the day, when aplasia was diagnosed, every 3-4 days, till the values
of peripheral blood cells increased to the following granulocytes > 500/mm?.

Results. In 1/3 patients correlation was observed between percentage the CD34+ cells and the level granulocytes in peripheral blood
of patients with ALL.

Conclusions. Preliminary result in 1/3 patients demonstrated increase percentage CD34+ cells in peripheral blood is precede of increase
level of granulocytes in blood.
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WSTEP produkcji nowych przez pozostajacy w aplazji szpik

Wspoétczesne leczenie ostrych biataczek z zastoso-
waniem chemio- i radioterapii jest leczeniem agresyw-
nym i wiaze sie z wieloma dziataniami niepozadanymi.
Najczesciej wystepujgcym powiktaniem u chorych z
ALL i AML jest mielosupresja. Jest to zwigzane z wy-
czerpywaniem sie puli prawidtowych komérek i brakiem

kostny. Aplazja szpiku kosthego zazwyczaj jest zjawi-
skiem odwracalnym, a czas jej trwania zalezy nie tylko
od typu zastosowanego leczenia, ale od indywidualnej
reakcji chorego na leczenie, rodzaju choroby nowotwo-
rowej, stopnia zaawansowania choroby nowotworowej,
a takze od indywidualnej zdolnoéci do regeneracji
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szpiku kostnego. Uszkodzenie szpiku kostnego przez
chemioterapie ujawnia sie klinicznie jako pancytopenia
krwi obwodowej. Pancytopenia moze mie¢ rozny sto-
pien nasilenia. Stwierdzenie gtebokiej niedokrwistosci
lub matoptytkowosci (IV stopien wg skali toksycznosci
WHO) wymaga przetoczenia masy erytrocytarnej lub
ptytkowej. Obnizenie liczby granulocytéw < 0,5 G/I
we krwi obwodowej nazywane agranulocytoza, jest
gtéwnym czynnikiem sprzyjajacym rozwojowi ciezkich,
zagrazajacych zyciu infekcji, zwtaszcza gdy stan ten
wydtuza sie w czasie. Szczegdlnie ciezkich powikfan
infekcyjnych mozna sie spodziewaé przy obnizeniu
liczby neutrocytow < 0,2 G/I. Wazne dla okre$lenia
stopnia ryzyka rozwoju infekcji jest przewidywanie czasu
odnowy hematopoetycznej. Przerwy czasowe miedzy
kolejnymi blokami chemioterapii pozwalaja zazwyczaj
na stopniowa regeneracje szpiku kostnego. Najczesciej
regeneracje funkcji hematopoetycznej szpiku monitoru-
je sie poprzez ocene wartosci elementéw morfotycznych
krwi w badaniach morfologii krwi obwodowej, a jedynie
w wybranych punktach czasowych w przebiegu prowa-
dzonego leczenia dokonuje sie rowniez oceny szpiku
kostnego (1-4).

Wczesnym markerem odnowy szpiku kostnego jest
antygen CD34. Antygen ten wystepuje na powierzchni
hematopoetycznych komorek i jest markerem miodych,
wielopotencjalnych komorek macierzystych hematopo-
ezy zdolnych do odtworzenia dtugoterminowej hemato-
poezy wieloliniowej. Jego obecno$¢ stwierdza sie takze
na komorkach znajdujgcych sie na réznych etapach
réznicowania w poszczegolnych liniach komorkowych
uktadu krwiotwdrczego. Antygen CD34 nalezy do rodziny
adhezyjnych molekut — sialomucyn, i jest transbtonowg
glikoproteina, ktérej ciezar czasteczkowy wynosi 110 kD.
Ekspresja tego antygenu na powierzchni komérek szpiku
kostnego obniza sie wraz z procesem réznicowania he-
matopoetycznego komérki. W szpiku kostnym zdrowych
o0s6b stwierdza sie jego ekspresje w 1-3% komorek,
podczas gdy we krwi obwodowej ekspresje antygenu
CD34 wykazuje mniej niz 1% (0,02-0,16%) komorek krwi
krazgcej (5-10).

Hematopoetyczne komérki macierzyste posiadajg
zdolno$¢ do samoodnowy oraz stopniowego rozni-
cowania drogg proliferacji poprzez komérki progeni-
torowe, do dojrzatych elementéw morfologicznych w
poszczegolnych liniach komoérkowych uktadu krwio-
tworczego.

Morfologicznie komorki macierzyste sg trudne do od-
réznienia od matej wielko$ci, prawidtowych limfocytéw.
Powszechnie akceptowang metoda oceny hematopo-
etycznych komérek progenitorowych i macierzystych
jest obecnie oznaczanie komérek CD34+ za pomoca
cytometrii przeptywowej. Dodatkowym kryterium okre-
$lajacym komorki macierzyste jest brak ekspresji innych
antygendéw obecnych na komérkach ukierunkowanych
(m.in.: CD7, CD19, CD13, CD71) (1, 6, 8, 10-17).

Oznaczanie komoérek macierzystych we krwi ob-
wodowej, z mozliwoscig powtarzania badania i ich
monitorowania, pozwala posrednio wnioskowaé o roz-

poczynajacej sie wczesnej odnowie komoérek szpiku
kostnego.

MATERIAL | METODY

Pacjenci w liczbie 28, w wieku 1-18 lat leczeni w Kii-
nice Pediatrii, Hematologii, Onkologii i Endokrynologii
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, z powodu rozpoznania ostrej
biataczki limfoblastycznej zostali podzieleni na 2 grupy.
Do | grupy zakwalifikowano dzieci w momencie rozpo-
znania ostrej biataczki limfoblastycznej wywodzacej sie
zaréwno z linii limfocytow B, jak i T (ALL — acute lympho-
blastic leukemia). Do Il grupy wigczono dzieci ze wznowg,
ostrej biataczki limfoblastycznej (tab. 1).

W celu oznaczenia ekspresji antygenu CD34 na ko-
moérkach macierzystych, u wszystkich pacjentéw byta
pobierana krew zylna na antykoagulant EDTA. Ozna-
czenia wykonywano za pomocg cystometrii przepty-
wowej (Beckman Coulter FC500). Ekspresje antygenu
CD34 badano, stosujgc zestaw Stem-Kit™, przy uzyciu
kombinacji dwéch mysich przeciwciat monoklonalnych
CD45-FITC/CD34-PE, z ktorych kazde sprzezone jest z
fluorochromem, specyficznych dla réznych komaorko-
wych antygenéw powierzchniowych.

Metoda cytometrii przeptywowej oznaczono procento-
wy udziat, a takze bezwzgledna liczbe populacji komorek
eksprymujacych CD45+ CD34+ w probkach krwi ob-
wodowej. Wykluczenie martwych komorek CD34+ HPC
przy zliczaniu zostato osiagniete dzieki zastosowaniu
barwnika zywotnosci 7-AAD Viability Dye.

Oznaczenia ekspresji antygenu CD34 na komdrkach
macierzystych byty przeprowadzane u dzieci z rozpo-
znaniem lub wznowg ostrej biataczki limfoblastycznej w
czasie prowadzonego leczenia, kazdorazowo w momen-
cie spadku granulocytéw we krwi obwodowej ponizej
wartosci 0,5 G/l co 3 dni, az do uzyskania wzrostu liczby
granulocytow > 0,5 G/I.

CEL PRACY

Celem pracy byta ocena ekspresji antygenu CD34
jako markera wczesnej odnowy szpikowej u dzieci z
rozpoznaniem ostrej biataczki limfoblastycznej.

Statystyczng analize uzyskanych wynikéw wykonano
za pomocag komputerowego programu Statistica 8.0.

WYNIKI
Pierwsza grupe pacjentéw stanowito 24 chorych, u
ktérych rozpoznano ostra biataczke limfoblastyczna.

Tabela 1. Charakterystyka pacjentow.

Grupa | Rozpoznanie Liczba pacjentow
ALL — nowe rozpoznanie, w tym: | 24, w tym:
| ALL-B 20
ALL-T 3
ALL-B/T 1
Il ALL-B —wznowa 4
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Sredni odsetek komérek posiadajacych ekspresje an-
tygenu CD34 we krwi obwodowej w grupie | wynosit
0,081(%). W grupie ll, do ktérej nalezato 4 pacjentow ze
wznowg ostrej biataczki limfoblastycznej odsetek komé-
rek CD34+ wynosit 0,29(%). Srednia warto$é odsetka
komérek CD34+ na komorkach macierzystych we krwi
obwodowej, oznaczanych w momencie obnizenia liczby
granulocytow ponizej 0,5 G/l u dzieci z grupy | miescit
sie w granicach referencyjnych przyjetych dla oséb
zdrowych (warto$¢ referencyjna: 0,02--0,16 (%)) ozna-
czanych tg metoda i wynosit 0,081%. W poréwnaniu do
przedstawionych wartos$ci, $rednia ekspresja antygenu
CD34 na komérkach macierzystych we krwi obwodowej
w momencie granulocytopenii byta wyzsza w grupie I,
u pacjentéw ze wznowg ostrej biataczki limfoblastycznej

i wynosita 0,29%, przekraczajgc wartosci referencyjne.
Powyzsze wyniki zostaty przedstawione w tab. 2.

Nie wykazano zadnej zaleznosci statystycznej (kore-
lacja rang Spearmana) pomiedzy ekspresjg antygenu
CD34 na komdrkach macierzystych a liczbg neutrocytéw
(G/1) we krwi obwodowej (ryc. 1)

Aby sprawdzi¢, czy wzrost poziomu neutrocytdéw krwi
poprzedzony byt wzrostem odsetka komoérek CD34+,
policzono wartosci przyrostow pomiedzy kolejnymi
obserwacjami dla obu zmiennych i zbadano korelacje
miedzy zmiang odsetka CD34 (%) i pojawiajaca sie
przy nastepnym pomiarze zmiang liczby neutrocytow
(G/l) (ryc. 2).

Zadnej zaleznosci nie stwierdzono miedzy przyrosta-

mi obserwowanymi w kolejnych punktach czasowych

Tabela 2. Ekspresja antygenu CD34 na komoérkach macierzystych we krwi obwodowe;.

Grupa Rozpoznanie Ekspresja antygenu CD 34 x (%)
W poszczegdlnych grupach ALL U wszystkich grup ALL
ALL — nowe rozpoznanie,
w tym:
ALL-B 0,114
ALL-T 0,074 0,081
ALL-B/T 0,055
Il ALL-B — wznowa 0,29
NeutroG/l = ,22106 + ,00843 * CD 34 %
Korelacja: r = ,08216
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Ryc. 1. Zalezno$¢ ekspresji antygenu CD34 na komorkach macierzystych od poziomu neutrocytéw (G/l) we krwi obwodowe;.
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Ryc. 2. Wyniki potgczone: przyrosty pomiedzy kolejnymi obserwacjami dla obu zmiennych oraz korelacja ekspresji antygenu CD34
na komorkach krwi obwodowej od wartosci neutrocytow (G/1) we krwi obwodowe;.

oznaczen odsetka komdrek CD34+ od wartosci liczby
neutrocytéw we krwi obwodowej.

Pomimo tego, iz przyrosty pomiedzy kolejnymi ob-
serwacjami dla ekspresji antygenu CD34 na komérkach
macierzystych we krwi obwodowej oraz korelacja miedzy
zmienng CD34% i pojawiajacym sie przy nastepnym
pomiarze wzrostem neutrocytéw (G/I) nie sa statystycz-
nie istotne, u czesci chorych zaobserwowano wyraznie
zwiekszony odsetek komoérek CD34+ we krwi obwo-
dowej, ktéry od 2 do 4 dni poprzedzat wzrost poziomu
neutrocytow we krwi. Powyzszg zmiane zaobserwowano
u 9 pacjentéw, w tym u 8 pacjentdw z nowo rozpoznang
ostrg biataczkg limfoblastyczna, a takze u 1 dziecka z
rozpoznaniem wznowy ALL (tab. 3).

Wzrost poziomu neutrocytéw we krwi obwodowe;,
poprzedzony wyraznym wzrostem odsetka komérek
CD34+, utrzymywat sie i osiagat warto$¢ powyzej
0,5 (G/l), a w kolejnych dniach liczba tych komdrek
miescita sie w granicach wartosci referencyjnych odpo-
wiednich dla wieku pacjenta.

Poréwnano wyniki ekspresji antygenu CD34 na
komorkach macierzystych u przedstawionych powyze;j
pacjentéw, gdzie $rednia warto$¢ ekspresji wyniosta
0,70% dla pacjentdéw z nowo rozpoznang ostrg bia-
taczka limfoblastyczng oraz 0,337% dla pacjenta ze
wznowg ALL. W poroéwnaniu z warto$cia referencyjng
u oséb zdrowych (0,02-0,16 (%)) stwierdzono istotny
wzrost odsetka tych komdrek we krwi obwodowe;j.
Ta obserwacja dotyczyta 9 z 28 (ok. 30%) pacjentow
badanych.

Tabela 3. Odsetek komérek CD34 poprzedzajacy wzrost
poziomu neutrocytéw we krwi obwodowe;.

Rozpoznanie | Przyktad C(?/‘?;4 Nelztét/)l;:yty Dni
0,
1 0,540 0,47 3
2 1,309 0,41 2
3 0,290 0,45 2
ALL — nowe 4 0,160 0,33 4
rozpoznanie 5 0.400 0.30 3
6 1,340 0,49 3
7 1,139 0,39 4
8 0,425 0,30 3
ALL — wznowa 9 0,337 0,31 3
DYSKUSJA

Komérki macierzyste charakteryzujg sie zdolnoscig do
samoodnowy oraz réznicowania do wielu typow komo-
rek, w tym hematopoetycznych komérek macierzystych
(HSC). Markerem tych komorek jest antygen CD34,
ktérego ekspresja obniza sie wraz z r6znicowaniem
hematopoetycznym.

Prawidtowa rekonstytucja hematopoetyczna (tzw. re-
generacja szpiku) po zastosowanej chemioterapii zapew-

( Nowa Pediatria 3/2011 D




Wstegpna ocena ekspresji antygenu CD34 na komoérkach macierzystych krwi obwodowej w przebiegu leczenia ostrej biataczki...

nia zrodto komérek macierzystych (komoérek CD34+)
poczgtkowo w szpiku kostnym, a nastepnie we krwi
obwodowej. ZdoInos¢ do odnowy zalezy od wielu czynni-
kéw, w tym od: indywidualnych zdolnosci do regeneracji
kazdego pacjenta, przebytej wczesniej chemioterapii
i farmakoterapii, typu schorzenia onkologicznego, za-
awansowania choroby rozrostowej uktadu krwiotworcze-
go, wspotistniejgcych infekcji, np. CMV.

W przeprowadzonych badaniach, w ktorych antygen
CD34 oznaczany byt u pacjentéw z rozpoznaniem ALL w
momencie spadku granulocytéw ponizej < 0,5 G/I, nie
wykazano zaleznosci pomiedzy ekspresjg antygenu CD34
na komorkach macierzystych a poziomem neutrocytow
we krwi obwodowej. Natomiast w uzyskanych wynikach
badan u 9 z 28 pacjentéw zauwazono, iz wzrost poziomu
granulocytow we krwi obwodowej poprzedzony byt znacz-
nym wzrostem odsetka komérek CD34+. Te wstepne
obserwacje zachecajg do dalszych badan wiekszej grupy
pacjentow i analizy wynikdw z uwzglednieniem czynnikow
klinicznych, ktére mogty wptywac na szybko$é odnowy he-
matopoetycznej szpiku oraz rodzaju stosowanej terapii.

WNIOSKI

Stwierdzono wyzsza ekspresje antygenu CD34 w
okresie poprzedzajacym odnowe szpiku kostnego u
pacjentow w czasie leczenia wznowy ostrej biataczki lim-
foblastycznej w poréwnaniu z ekspresjg tego antygenu u
dzieci w okresie leczenia nowo rozpoznanej ALL. U ana-
lizowanych 1/3 pacjentéw zaobserwowano wzrost eks-
presji antygenu CD34 na komorkach macierzystych krwi
obwodowej, ktory poprzedzat o 2-4 doby wzrost liczby
granulocytow we krwi obwodowej. Mata liczba pacjentow
uniemozliwia jednoznaczng interpretacje otrzymanych
wynikéw badan, dlatego wyniki wymagajg potwierdzenia
badaniami wiekszej grupy chorych. O

nadestano: 29.06.2011
zaakceptowano do druku: 18.07.2011

Pismiennictwo

1. Balana-Nowak A, Zdzilowska E: Cytometria przeplywowa w dia-
gnostyce immunofenotypowej ostrych biataczek. Post Biol Komérki 2008;
35(24): 65-102. 2. Chybicka A, Sawicz-Birkowska K: Onkologia i hemato-
logia dziecigca. Wyd. Lekarskie PZWL, W-wa 2008. 3. Gibson BE, Whe-
atley K, Hann IM et al.: Treatment strategy and long term results in pediatric
patients treated in consecutive UK AML. Leukemia 2005; 12:1230-2138.
4. Kowalczyk J: Ostra biataczka limfoblastyczna. [W:] Chybicka A, Sawicz-
Birkowska K (red.): Onkologia i Hematologia Dziecieca. Wyd. PZWL 2008;
205-219. 5. Antosz H: Antygen CD34 i komérki CD34 pozytywne. Post
Biol Komorki 2004; 31(2): 285-298. 6. Balana-Nowak A, Zdzitowska E,
Szostek M, Skotnicki AB: Ocena materiatu przeszczepowego w oparciu o im-
munofenotyp hemopoetycznych komérek macierzystych i progenitorowych
oraz ich zdolnosci klonogenne w hodowli in vitro. Przegl Lek 1999; 56(1).
7. Cioch M, Gromek T, Dmoszyriska A: Znaczenie powierzchniowych mar-
kerow krwiotwdrczych komorek macierzystych w przeszczepianiu szpiku.
Acta Haematol Pol 2006; 37(1): 177-182. 8. Tarach JS: Hematopoetyczne
komorki macierzyste szpiku kostnego i antygen CD34. Acta Haematol
Pol 1999; 30(3). 9. Tomaszewska A: Komorki CD34+ — charakterystyka,
czynno$¢ i zastosowanie w terapii. Adv Clin Exp Med 1998; 7, 2, 213-
219. 10. Zydowicz G, Mazur B: Immunofenotyp komérek w prawidiowej
hematopoezie. Post Biol Komdrki 2008; 34(24): 35-44. 11. Bana$ A: Stem
cell - perspectives and dangers. Prz Med Uniw Rzesz 2010; 8(2): 117-127.
12. Gajkowska A, Oldak T, Jastrzewska M et al.: Flow cytometric enume-
ration of CD34+ hematopoietic stem and progenitor cells in leukapheresis
product and bone marrow for clinical transplantation: a comparison of
three methods. Folia Histochem Cytobiol 2006; 44(1): 53-60. 13. Kawiak J:
Komorki macierzyste organizmu dorostego w biologii i medycynie. Post Biol
Komarki 2009; 36(25): 99-110.14. Koztowska-Skrzypczak M, Komarnicki M:
Hematopoetyczne komérki macierzyste i krwiotworzenie. Diagn. Lab 2008;
44(2): 231-239. 15. Matuszewski R, Sovalat H: Toxonomical classification of
hematopoietic CD34-+cell subsets from diverse origin, Logical, statistical and
computer methods in medicine. Biatystok 2010; 25-33. 16. Pigtkowska M,
Styczyniski J, Debski R et al.: Komérki hematopoetyczne w szpiku i we krwi
obwodowej u chorych na ostra biataczke limfoblastyczna, guzy lite oraz u
dzieci zdrowych. Pediatr Pol 2007; 82(7): 507-512. 17. Pituch-Noworolska A:
Komorki macierzyste szpiku kostnego. Acta Haematol Pol 1995; 26(1).

Adres do korespondencji:

*lwona Reszczynska

ul. Debinki 7, 80-952 Gdansk

tel.: (58) 349-28-80

e-mail: ireszczynska@gumed.edu.pl

(j Nowa Pediatria 3/2011 )

59 )




