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Pérmbledhje

Leukoza akute pérkufizohet si proliferim i pakontrolluar i gelizave té papjekura
hematopoetike né palcén kockore me ose pa pérfshirje té gjakut periferik. Né kété
patollogji malinje prekursorét e gelizave té gjakut jané ndalur né njé fazé té hershme
té zhvillimit dhe nuk arrihet diferencimi dhe maturimi i tyre. Ky mekanizém
pérfshin njé aktivizim jo normal té gjeneve gé shogérohet me translokacione
kromozomiké edhe anomali té tjera gjenetike. Shkaget specifiké té& leukozave nuk
jané té garta por disa faktoré risku dhe anomali kromozomike jané identifikuar.
Leukoza akute né moshén pediatrike pérbén njé ndér patologjité mé té shpeshta dhe
mé té rénda dhe gé paraget njé rrezik té larté pér jetén. Megjithaté, pérparimi i
konsiderueshém i kemioterapisé né kohén e sotme ka béré t€ mundur gé té ulet mjaft
mortaliteti dhe njékohésisht té rritet progresivisht remisioni i ploté dhe afatgjaté né
kété sémundje. Kusht i domosdoshém pér kéto arritje t& réndésishme éshté njé
diagnozé e sakté e leukozave akute né bazé té klasifikimit té tyre pasi dhe terapia
vendoset sipas llojit té leukozés. Qé&llimi i Kkétij studimi éshté aplikimi i
metodologjisé sé& imunofenotipizimit leukocitar multiparametrik me citometri me
fluks (IMCF) dhe pércaktimi i rolit t€ késaj metodologjie né diagnozén e sakté té
leukozave akute né moshén pediatrike.

Abstract

Acute leukemia is defined as a proliferation of immature cells in bone marrow with
or without peripheral blood involvement. The precursors of blood cells are stopped
at an early stage of development and their maturity is not reached. This process
involves the activation of abnormal genes through chromosomal translocations and
other genetic anomalies. The specific causes are not clear, but several risk factors
and chromosomal abnormalities have been identified. Acute leukemia in the
pediatric age are serious pathologies with a very high risk for life. However, due to
the improved chemotherapy treatment protocols, the mortality rate has decreased
significantly and in the same time there has been progressive ameliorations as far as
concerns their long term or definitive remission. An indispensable condition for
these outstanding achievements is an accurate and rapid diagnosis. The aim of this
study is the application of the methodology of flow cytometry immunophenotyping
and the investigation of its diagnostic role in the acute leukemia of the pediatric age.

Fjalékyce: Imunofenotipizim leukocitar, citometri me fluks, leukozé akute, mosha
pediatrike.
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Hyrje

Leukoza akute né moshén pediatrike éshté ndér patologjité me risk té larté
pér jetén. Diagnostikimi i shpejté dhe i sakté i leukozés akute pérbén njé
domosdoshméri pér njé mjekim sa mé té pérshtatshém dhe efikas té tyre.
Diagnoza e leukozés akute mbéshtetet né njé séré ekzaminimesh biologjike.
Hapi i paré mbetet ekzaminimi citologjik i gjakut periferik dhe i palcés
kockore, i cili v& né dukje prezencén e gelizave té papjekura (blasteve) né
numér té ndryshém deri né invasion té ploté té palcés kockore.
Karakteristikat morfologjike té klonit malinj lejojné njé pércaktim paraprak
té linjés sé& pérfshiré né proliferim. Mé pas ekzaminimet e métejshme
pérfshijné imunofenotipizimin (Wood, et al. 2006) si dhe analizat
citogjenetike apo ekzaminimet pérmes biologjisé molekulare. Q& me
zbulimin e antitrupave monoklonalé imunofenotipizimi éshté pérdorur
gjerésisht né leukozat akute (Kohler, Milstein, 1975). Me ané té IMCF duke
u nisur nga shprehja e shénjuesve té ndryshém leukocitaré né sipérfage dhe
né citoplazém té gelizave blastike realizohet pércaktimi i linjés gelizore gé
ka proliferuar, késhtu pércaktohet lloji i leukozave akute limfoide (LAL) apo
mieloide (LAM) (Béné MC, et al 2011).

Duke u nisur nga shprehja e kétyre shénjuesve né linjat gelizore pérkatése
béhet dhe klasifikimi i LA sipas fazave té maturimit gelizor sipas EGIL
(European Group for the Immunological Characterization of Leukemia), si
dhe shprehja aberrante e disa shénjuesve (Béné, et al. 1995), gé japin
informacion pér prognozén e sémundjes. Gjithashtu me ané té IMCF
realizohet mé sé miri pércaktimi i Leukozave akute bifenotipike (Béng, et al.
2009). Pércaktimi i linjés gelizore me nénklasifikimet e saj ka réndési té
madhe pasi dhe trajtimi ndryshon sipas llojit té LA (Vardiman, et al. 2007).
Imunofenotipizimi kérkon geliza té freskéta t& marra mundésisht nga palca
kockore ose gjaku periferik né rastet kur ai klon ka proliferuar dhe né gjak.
Avantazhi i késaj metodologjie éshté pasi IMCF jep njé pérgjigje té detajuar
té klonit malinj gé ka proliferuar brenda njé kohe relativisht té shkurtér, rreth
2 orésh si dhe ka réndési né ndjekje té pacientit pér sémundjen minimale
reziduale (MRD) pas mjekimit (Campana, 2009).

Materiali dhe metoda
Metodologjia

Citometria me fluks realizon matje sasiore multiparametrike té
karakteristikave kimike dhe fizike té gelizave né suspension (Ormero, 2000;
Drouet et al., 2001).. Duke i inkubuar gelizat me antitrupa té shénuar mé
Iéndé fluoreshente mund té pércaktohen antigjenét specifiké ndaj té ciléve
ata jané té drejtuar dhe gé ndodhen si né sipérfagen e gelizés ashtu dhe né
citoplazém.

Imunofenotipi i gelizés sé studiuar pérbén térésiné e antigeneve gé kané
rezultuar pozitiv me antitrupat specifiké té pérdorur.



29 BSHN (UT) 17/ 2014

Ndarja e popullatave leukocitare béhet né bazé té shprehjes sé granularitetit
(side scatter) dhe shénjuesit CD45, i cili 8shté njé proteiné tiroziné fosfatazé
receptor C, gé njihet ndryshe si antigjeni i pérbashkét i leukociteve, dhe rrité
mjaft ndjeshmériné e kapjes sé blasteve pér faktin e njohur tashmé gé ato e
shprehin kété shénjues me intensitet mjaft t& ndryshueshém né sipérfage té
tyre (Wood, et al. 2006) Figura 3.

monocite

(128%128)

Popullata blastike

0 j*pop.]imfoide
“ ! CD4SFITC
T T
1 LERELL, 1 AL T 100 1040
2 CD4SF ITC

Figura 3: Shpérndarja e popullatave leukocitare sipas CD45FITC/SS né njé gjak
normal dhe né LAL.

Eshté pérdorur citometri me fluks i tipit BECKMAN COULTER EPICS
XL-MCL 4 ngjyrésh.

Materiali i pérdorur.

Né Kkété studim jané analizuar 43 raste me diagnozé “Suspekt Hemopati
malinje” té referuar né periudhén kohore janar 2011-dhjetor 2012 nga
shérbimi i Onkohematologjisé pediatrike né Qendrén Spitalore Universitare
“Néné Tereza”. Nga kéto, 32 kampione ishin material i marré nga palca
kockore, 10 nga gjaku periferik dhe njé nga likuori cerebrospinal té
mbledhura kéto me tuba me antikoagulant K3EDTA (ethylene-diamine-
tetraacetic acid). Jané pérdorur kéta shénjues: Panelet me 4 ngjyra (FITC,
PE, ECD, PC5):

CD45-FITC/CD4-RD1/CD8-ECD/CD3-PC5
CD45-FITC/CD56-RD1/CD19-ECD/CD3-PC5
Antitrupat monoklonal njéngjyrésh:

CD3ECD, CD4PE, CD5PE, CD7PC5, CD8ECD, CD10PC5, CD13PE,
CD14PC5, CD15PC5, CDI16PE, CDI19ECD, CD20PE, CD33PC5,
CDS34ECD, CDA45FITC, CDS56PE, CDG64PE, CD79aPC5, CD117PCS5,
MPOPE, HLA/DR ECD.
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Rezultatet

Mosha mesatare rezultoi 6.5 vjec me interval 0-16 vjec, mediana 5. Meshkuj
rezultuan 26 raste (60,4%) dhe femra 17 raste (39,6%). Njé shpérndarje e LA
sipas grupmoshés paragitet né grafikun 1.
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Grafiku 1. Paraqitja grafike sipas grup-moshés e LA né fémijé.

Pozitiviteti i shénjuesve intra dhe ekstra gelizoré té hasur né popullatat
gelizore malinje té evidentuara.

Pas kryerjes sé IMCF rezultuan 31 (72,09%) raste me diagnozé
imunofenotipike Leucemi limfoide akute (LAL), pérkatésisht 24 raste (58,5
%) LAL-B dhe 7 raste LAL-T (17,1%), 11 raste (25,58%) me Leucemi
mieloide akute (LAM), dhe 1 rast( 2,5%) i pa diferencuar pasi paragiste
vetém shénjuesit CD34+, CD117+ (Grafiku 2).
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Grafiku 2. Paragitja grafike pas IMCF sipas llojit t& leucemisé

Pérgindja e pozitivitetit té shénjuesve limfoidé né LAL-B rezultoi: CD19
(100 %), CD10 (95,8%), CD79a (91,6%), HLA-DR (85,5 %), CD34
(70,8%), CD45 (16,6%). Né to u vu re shprehje aberrante e shénjuesve té
linjés gelizore mieloide si CD13 né njé rast (4,1%) dhe CD33 né njé rast
tjetér (4,1%).(Tabela 1)

Shénjuesit CD té studiuar ~ Pacientét pozitiv pér Pacientét negativ pér

. - . Shénjuesin e studiuar shénjuesin e studiuar
(nr. i pacientéve té

studiuar) N (%) N (%)

CD45 (24) 4 (16,6%) 20 (83,4%)
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CD19 (24) 24 (100%) 0 (0%)
CD10 (24) 23 (95,8%) 1 (4,2%)
CD79% (24 22 91,6%) 2 (8,4%)
CD34 (24) 17 (708%) 7 (29,2%)
HLA-DR  (24) 20 (833%) 4 (16,7%)
CD13 (24) 1 @41%) 23 (95,9%)
CD33 (24) 1 (4,1%) 23 (95,9%)

Tabela 1. Shénjuesit e studiuar né LAL-B tek fémijét.

Né 7 raste té cilat rezultuan me proliferim té linjés qelizore limfoide T
(LAL-T) pozitiviteti i shénjuesve té studiuar rezultoi si vijon: CD45 (100%),
CD7(100%), CD5 (85,7%), cCD3 (71,4%), CD3 (28,5%), CD4 (28,5%),
CD8 (28,5%), CD34 (28,5%). (Tabela 2)

Shénjuesit CD té studiuar Pacientét pozitiv pér Pacientét negativ pér

(nr.i pacientéve té studiuar) shénjuesin e studiuar shénjuesin e studiuar
N (%) N (%)

CD45 (7) 7 (100%) 0 (0%)

cCD3 (7) 5 (71,5%) 2 (28,5%)

CD3 (7) 2 (28,5%) 5 (71,5%)

CD4 (7) 2 (28,5%) 5 (71,5%)

CD5 (7) 6 (85,7%) 1 (14,3%)

CD7 (7) 7 (100%) 0 (0%)

CD8 (7) 4 (57,1%) 3 (42,9%)

CD34 (7) 2 (28,5%) 5 (71,5%)

Tabela 2. Shénjuesit e studiuar né LAL-T tek fémijét.

Pérgindja e pozitivitetit té shénjuesve né rastet me LAM rezultoi: CD45
(100%), CD33(77,7%), CD13(77,7%), MPO(77,7%), HLA-DR(55,8 %),
CD117(44,4%), CD64 (33,3%), CD34 (22,2%) dhe CD56(22,2%). Né 3
raste me LAM (33,3%) u vu re njé shprehje aberrante e shénjuesit CDA4.
(Tabela 3)

Shénjuesit CD té studiuar Pacientét pozitiv pér Pacientét negativ pér
shénjuesin e studiuar  shénjuesin e studiuar

N (%) N (%)

(nr.i pacientéve té studiuar)

CD45 11) 11 (100%) 0 (0%)
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CD34 (11) 4 (36,36%) 7 (63,63%)
CD117 (1) 6 (54,54%) 5 (75,0 %)
HLA-DR (1) 7 (63,63%) 4 (36,36%)
MPO (1) 9 (81,81%) 2 (18,18%)
CD13 (11) 8 (72,72%) 3 (27,27%)
CD33 (11) 9 (81,81%) 2 (18,18%)
CD14 (11) 2 (18,18%) 9 (81,81%)
CD15 (11) 1 (9,09%) 10 (90,9%)
CD16 (11) 1 (9,09%) 10 (90,9%)
CD56 (11) 2 (18,18%) 9 (81,81%)
CD64 (11) 3 (27,27%) 8 (72,72%)
cCD3 (11) 1 (9,09%) 10 (90,9%)
CD4 (11) 3 (27.27%) 8 (72,72%)

Tabela 3. Shénjuesit e studiuar né LAM tek fémijét.

Né té gjitha rastet diagnoza sipas IMCF ishte pérfundimtare me diagnozén e
daljes né kartelén klinike. Né njé rast u vu re diskordancé mes morfologjisé
sé popullatés blastike e cila paragiste karakteristikat e njé limfoblasti ndérsa
me IMCF rezultoi LAM me shénjuesit e linjés mieloide (MPO+, CD33+,
CD13+, CD64+).

Studimi i shénjuesve jo specifik pér linja té vecanta gelizore: CD45,
CD34, HLA-DR.

Shprehja e shénjuesit CD45 rezultoi sinjifikative mes LAL-B dhe LAL-T
(p= 0,0001) si dhe mes LAL me LAM (p=0,0001). Grafiku 3. Shénjuesi
CD34 rezultoi sinjifikativ mes LAL-B dhe LAL-T (p=0,037), si dhe mes
LAL dhe LAM (p= 0,03). Shprehja e HLA-DR nuk rezultoi sinjifikative mes
LAL dhe LAM.
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Grafiku 3. Paragitja grafike e shprehjes sé shénjuesve jospecifik pér linjén gelizore.

Diskutime

Leukoza akute zé& pérgindjen mé té madhe té kancereve né moshén
pediatrike (Howlader, et al. 2012). Pércaktimi i linjés gelizore malinje gé ka
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proliferuar éshté shumé i réndésishém né leukozat akute, sepse trajtimi i
leukozave akute mieloide dhe limfoide ndryshon nga njéri tjetri, gjithashtu
ka ndryshime terapie edhe brenda llojit t¢ LAM sic éshté rasti i LAM-M3
(Leugcemi akute promielocitare).(Sanz, et al. 2009). Né studimin toné
frekuencén mé té larté t& LA né moshén pediatrike e z& Leugemia limfoide
akute (LAL), pérkatésisht 75,6% té rasteve, e njohur kjo dhe né vendet
evropiane dhe ato amerikane (Howlader, et al. 2012; Pirard, 2009). Ndér
kéto 58,5 % rezultuan LAL-B né bazé té shprehjes sé shénjueséve
imunofenotipiké ekstra dhe intra gelizoré. Né kété linjé gelizore frekuencé
mé té larté patén shenjuesit CD19, CD10, cCD79a dhe HLA-DR. 17,1% té
rasteve me LA e pérbén linja gelizore limfoide me T (LAL-T), ku
mbizotéron shprehja e shénjuesve cCD3, CD5, CD7.

Leucemia mieloide akute rezultoi né 21,9% te rasteve, fakt ky i njohur gé né
moshén pediatrike kjo lloj leukoze ka frekuencé mé té ulét, e kundérta né
moshén adulte (Howlader, et al. 2013). Shénjuesit gé u hasen mé shpesh né
kété linjé gelizore ishin cMPO, CD13,CD33. Né studimin toné prospektiv né
periudhén kohore janar 2011-dhjetor 2012 né 41 raste leukozash akute, té
analizuara me flow citometri katérngjyrésh , imunofenotipizimi ishte i
réndésishém pér pércaktimin e linjés né ato raste gé ishin té padiferencuara
morfologjikisht dhe gjithashtu ndryshoi linjén e pércaktuar nga ekzaminimi
morfologjik né njé rast. Né ké&té rast blastet paragisnin karakteristika
morfologjike té linjés limfoide, por rezultuan me imunofenotip té linjés
mieloide. Pér kété arsye éshté e réndésishme té realizohet tipizimi i
shénjuesve té hershém té linjave gelizore, CD79a, cCD3 dhe MPO, té cilét
jané shénjues intracitoplazmike (Dohner, et al. 2009).

E réndésishme éshté dhe identifikimi i disa shénjuesve gé jané té lidhur me
prognozén, sic éshté prania e CD10+CD34+ tek LAL e cila flet pér prognozé
mé té miré, apo prania e shénjuesve aberranté té linjave té tjera gelizore gé
korelojné me prognozé jo t& miré (Supriyadi, et al. 2012). Gjithashtu futja e
njé numri té konsiderueshém té shénjuesve gelizoré ndihmon sé shumti né
pércaktimin e sakté té linjés gelizore té interesuar.

«Gate»-mi me shénjuesin CD45 né ¢do protokoll té leukozave akute rrit
mjaft ndjeshmériné e kapjes sé blasteve pér faktin se ato e shprehin kété
shénjues me intensitet mé té ulét né siperfagen e tyre se gelizat normale, gjé
gé éshté pérdorur né cdo rast dhe né studimin toné (Borowitz, et al 1999,
Harrington, et al 2012). Grupmosha me frekuence mé té larté me LA i
pérkiste grupit 2-5vjec ashtu sikurse né vendet e tjera (Hjalgrim, et al. 2003).

Konkluzione

IMCEF rezulton né studimin toné si mjaft i réndésishém dhe determinant né
pércaktimin e detajuar té tipit té gelizés si dhe té nivelit té diferencimit té saj
né proliferimet malinje té leugcemive akute né moshén pediatrike. P&rdorimi
né ¢do panel i shpérndarjes sé gelizave sipas shénjuesit CD45 si dhe té “side
scatter” (qé mat granularitetin e gelizave) rrit mjaft ndjeshmériné e kapjes sé
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gelizave malinje duke mundésuar njé imunofenotipizim té gelizave anormale
edhe né numér shumé té pakét té tyre.
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