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چکيده
زمينه و هدف: لوسمي‌هاي حادي که در ايمنوفنوتايپينگ، خصوصيات فنوتيپي بيش از يک رده سلولي را از خود بروز مي‌دهند، در طبقه‌بندي سازمان بهداشت جهاني (WHO) به عنوان لوسمي‌هاي حاد با رده سلولي مبهم (ambiguous) شناخته مي‌شوند. يک زير نوع از اين لوسمي‌ها، لوسمي حاد دو فنوتيپي (BAL) است، که در آن بلاست‌هاي لوسميک، مارکرهاي دو رده سلولي متفاوت را عرضه مي‌کنند. اين نوع لوسمي بوسيله گروه EGIL به خوبي مورد بررسي و مطالعه قرار گرفته و  براي تشخيص آن يک سيستم امتيازبندي را پيشنهاد نموده است. كه طبق آن مواردي از لوسمي‌هاي حاد که براي رده ميلوئيدي و يکي از رده‌هاي لنفوئيدي (B و يا T) امتياز بيش از 2 بگيرند، لوسمي حاد دوفنوتيپي (BAL) شناخته مي‌شوند. در اينجا يک مورد نسبتاً نادر از لوسمي حاد با فنوتيپ دو رده سلولي متفاوت و پيش آگهي نامطلوب که جهت ايمنوفنوتايپينگ به بخش فلوسيتومتري سازمان انتقال خون ايران مراجعه کرده بود گزارش مي‌شود.
 معرفي بيمار: در مهر ماه 1381 نمونه‌هاي خون محيطي و آسپيراسيون مغزاستخوان مرد 52 ساله‌اي كه براي تشخيص و تعيين رده درگير در روند بدخيمي به آزمايشگاه سازمان انتقال خون ايران، بخش فلوسيتومتري ارجاع شده بود از نظر مورفولوژي، سيتوشيمي، ايمنوفنوتايپينگ مورد بررسي و آناليز قرارگرفت. 
يافته‌ها: بلاستهاي خون محيطي و مغز استخوان مريض در زير ميکروسکوپ نوري نسبتاً بزرگ، با نسبت هسته به سيتوپلاسم بالا و اکثراً فاقد گرانول بودند. رنگ‌آميزيهاي سيتوشيميائي NSE, SBB, MPO و PAS همگي منفي بودند. آناليز فلوسيتومتري نشان داد که بلاستهاي مغز استخوان مريض آنتي‌ژنهاي لنفوئيدي CD19، CD20 CD7 و TdT؛ آنتي‌ژنهاي ميلوئيدي CD117 CD13 و CD15 و همچنين مارکرهاي استم سل: CD34 و HLA-DR را عرضه کردند. آناليز سيتوژنتيک کاريوتيپ نرمال را نشان داد. مريض با توجه به مورفولوژي و مثبت شدن CD13، M0-AML تشخيص داده شد. در پيگيريهاي بعدي مريض پس از دريافت رژيم شيمي درماني AML و رفتن به پس رفت باليني، 5 ماه بعد بدليل عود بيماري فوت نمود. در هنگام جمع‌آوري و آناليز داده‌ها متوجه شديم كه با توجه به معيارهاي EGIL در تعريف و طبقه‌بندي لوسمي‌هاي حاد اين مورد BAL بوده است.
نتيجه‌گيري: BAL يکي از موارد نادر لوسمي‌هاي حاد است که با مورفولوژي و سيتوشيمي به هيچ وجه قابل تشخيص نبوده و داراي پيش‌آگهي نامطلوب است. هر چند اهميت بيولوژيک و باليني شناسائي اين نوع بدخيمي چندان روشن نيست، اما تشخيص صحيح و گزارش چنين مواردي بر اساس معيارهاي استاندارد و پذيرفته شده، همانند معيارهاي EGIL، مي‌تواند در دستيابي به اين امر، بهبود پروگنوز و انتخاب يک درمان اختصاصي کمک کند.
کليد واژه‌ها: لوسمي حاد دو فنوتيپي، فلوسيتومتري، ايمنوفنوتايپينگ، پيش‌آگهي 
وصول مقاله: 26/6/85      اصلاح نهايي: 23/1/86      پذيرش نهايي: 1/3/86
مقدمه
لوسمي‌هاي حاد بر طبق معيارهاي FAB
، بر اساس مورفولوژي سلولهاي لوسميک و رنگ‌آميزيهاي سيتوشيميائي، به دو زير گروه اصلي: لوسمي حاد ميلوئيدي (AML) و لوسمي حاد لنفوئيدي (ALL) تقسيم مي‌شوند (1). هر کدام از اين گروهها از نظر عرضه سطحي و يا سيتوپلاسميک آنتي‌ژنهاي ميلوئيدي و يا لنفوئيدي خصوصيات ويژه‌اي را دارا هستند. طبق گزارشهاي اخير، حدود 46% موارد ALL و 48% موارد AML ، بطور نابجا آنتي‌ژن مربوط به رده سلولي ديگر را عرضه مي‌کنند. اين آنتي‌ژنها در AML عمدتاً CD20 و CD7 بوده و در ALL ، مارکر CD33 است (4-2). 
گاهي رده سلولي منشأ بدخيمي چندان روشن نيست. يا اينکه دو جمعيت بلاستي مجزا (يکي داراي شواهد تمايز ايمنوفنوتيپي ميلوئيدي و ديگري لنفوئيدي) درگير در روند بدخيمي هستند. و يا اينکه جمعيت سلولهاي بلاست همزمان داراي شواهد ايمنوفنوتيپي دو رده سلولي هستند.

در طبقه‌بندي سابق WHO، مواردي از لوسمی‌های حـاد کـه دو جمـعيت بـلاستـي مـجـزا، درگيـر در رونـد 
بدخيمي بودند را لوسمي حاد دو رده‌اي
، و مواردي که بلاستها فنوتيپ دو رده متفاوت را بروز مي‌دادند، لوسمي حاد با رده مبهم نامگذاري مي‌شدند (5,2). اعتقاد بر اين است که اين نوع لوسمي‌ها از استم سل‌هاي داراي توانائي عرضه آنتي‌ژنهاي بيش از يک رده سلولي منشأ مي‌گيرند (5,3,2). 
در تلاش جهت افتراق لوسمي‌هاي حاد دو فنوتيپي (BAL) از مواردي از AML و ALL با عرضه نابجاي مارکرهاي رده ديگر، گروه EGIL
 يک سيستم امتيازبندي را پيشنهاد نمود (جدول 1) (6). در اين سيستم بر اساس اختصاصيت هر مارکر براي رده مربوطه، به ترتيب امتيازهاي 2، 1 و 5/0 منظور شده است. مواردي از لوسمي‌هاي حاد که نتايج ايمنوفنوتايپينگ آنها به گونه‌اي باشد که براي رده ميلوئيدي و يکي از رده‌هاي لنفوئيدي B يا T داراي امتياز بيش از 2 باشند، BAL شناسائي مي‌شوند (6-3,2).

BAL گروه ناهمگوني از لوسمي‌هاي حاد را در برمي‌گيرد که درگيرکننده استم سل چندقوه‌اي بوده و داراي پيش‌آگهي نامطلوب هستند (8-4). اهميت باليني اين نوع لوسمي چندان مشخص نيست. هماهنگي در درمان آن نيز وجود ندارد. يعني توافقي مبني بر اينکه آيا درمان القائي بايد با داروهاي لنفوئيدي و يا ميلوئيدي، و اينکه به دنبال شيمي درماني پيوند استم سل مغز استخوان يا خون محيطي انجام شود يا نه، وجود ندارد. Killick و همکارانش (7) نشان دادند که درمان القائي با ترکيبي از داروهاي AML و ALL منجر به نسبت بالائي از مرگ و ميرهاي زودرس مي‌شود. در حاليکه در مريض‌هاي دريافت‌کننده درمان القائي AML يا ALL به تنهائي، چنين مواردي گزارش نشده است (7).

معرفي بيمار
 يک مرد 52 ساله بدون سابقه بيماري مشخصي، بدليل خون دماغ نسبتاً شديد در فروردين سال 1381به بخش اورژانس بيمارستان رازي قائم شهر مراجعه مي‌کند. مريض از کسالت و تنگي نفس حرکتي شکايت مي‌کند. در معاينه باليني در چند جاي بدن، به خصوص اندام تحتاني، پتشي، پورپورا و کبودي، بدون سابقه ضربه مشخص، و عدم ارگانومگالي ديده مي‌شود. نتايج اوليه CBC مريض نشاندهنده آنمي نورموکروميک نورموسيتيک (Hb: 9.2 gr/dl)، اندکس‌هاي RBC طبيعي، لکوسيتوز شديد (WBC: 189,000 /µl) و ترومبوسيتوپني نسبتاً شديد (Plt C: 32,000) بود. در شمارش افتراقي اوليه، نوتروفيل 25%، لنفوسيت 35%، منوسيت 2%، و بلاست 38% گزارش شده بود. نتايج آسپيراسيون و بيوپسي مغز استخوان مريض که در شهرستان انجام شده بود بيانگر هيپرسلولاريته مغز استخوان با ارتشاح 82% بلاست بود. رنگ‌آميزي‌هاي سيتوشيمي ميلوپراکسيداز، سودان بلاک B، استراز غيراختصاصي و پريوديک اسيد شيف همگي منفي بودند. مريض با تشخيص اوليه AML به تهران مراجعه مي‌کند.

نمونه خون محيطي و آسپيره مغز استخوان مريض از بيمارستان شهداي تجريش به بخش فلوسيتومتري سازمان انتقال خون ايران ارسال ‌گرديد. اسميرهاي خون محيطي و مغز استخوان وي با رنگ رايت رنگ‌آميزي شدند. بلاستها نسبتاً بزرگ، حدود 22-18 ميکرون قطر، داراي نسبت هسته به سيتوپلاسم بالا و غالباً فاقد گرانول بودند. نتايجCBC ، ديف و ميلوگرام تقريباً نزديک به نتايج شهرستان، ولي با درصد بلاست بالاتر بود (در خون محيطي 69% و در مغز استخوان 91%).

بر روي نمونه آسپيره مغز استخوان با پانل وسيعي از منوکلونال آنتي باديهايي که از شرکت DAKO دانمارک تهيه شده بودند، آناليز ايمنوفنوتايپي انجام شد. حد نصاب مثبت تلقي نمودن يک مارکر 20% درنظر گرفته شد. نتايج ايمنوفنوتايپينگ مريض در جدول 2 خلاصه شده است.

در آناليز سيتوژنتيک که در آزمايشگاه ژنتيک دکتر کريمي نژاد تهران انجام شده بود کاريوتيپ نرمال (46XY) گزارش شده بود. در هنگام جمع‌آوري داده‌ها براي طرح تحقيقاتي مؤلف كه در بخش فلوسيتومتري سازمان انتقال خون ايران تحت عنوان بررسي ارزش تشخيصي CD117 در افتراق لوسمي هاي حاد ميلوئيدي پيشنهادي EGIL در تعريف لوسمي حاد دو فنوتيپي بوده است. بنابراين تشخيص BAL براي مريض داده شد (جداول 2 و1) (12,11,8,2). 
در پيگيريهاي به عمل آمده، مريض با رژيم شيمي درماني AML، درمان و به پس رفت باليني رسيده بود. متأسفانه 5 ماه بعد از شروع درمان به دليل عود بيماري مريض فوت نمود.
جدول 1:  سيستم امتياز بندي تعريف BALa  بر اساس EGIL
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	a BAL is defined when scores are over 2 for the myeloid and one of the lymphoid lineages.

b Each omarker scores the correspondent poit.

c Specificity being assessed.


جدول 2: مارکرهاي عرضه شده بر روي بلاستهاي مريض که بصورت ضخيم نمايش داده شده‌اند. 
مارکرهاي عرضه نشده بصورت ايتاليک ديده مي‌شوند.
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تصاويري از آناليز فلوسيتومتريک با فلوسيتومتر Coulter  مدل Epics profile II
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رنگ آميزي سيتوشيمي MPO بلاستهاي مغز استخوان مريض
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اسمير مغز استخوان رنگ‌آميزي شده با رنگ رايت
بحث
لوسمي‌هاي حاد داراي مشخصه‌هاي ايمنوفنوتيپي بيـش از يـک رده سـلولـي، در طبـقه‌بنـدي سـابـق WHO تحت عنـوان لوسـمي‌هـاي حاد با رده مبهم acute leukemia of ambiguous lineage طبقه‌بندي شده‌اند (3,2). يعني رده درگير در روند بدخيمي به وضـوح روشن نيست و نمي‌تـوان آنرا به يـکي از رده‌هاي AML يا ALL نسبت داد. يک زير نوع از اين لوسمي‌ها بوسيـله بلاستهايي که بطور همزمان آنتي‌ژنهاي 
اختصاصي ميلوئيدي و لنفوئيدي B يا T را عرضه مي‌کنند، مشخص مي‌شوند. اين گروه لوسمي حاد دو فنوتيپي BAL ناميده مي‌شوند (16,12,3,2). اين زير نوع، يک لوسمي حاد غير شايع است، که حدود 3-1% موارد لوسمي‌هاي حاد را تشکيل مي‌دهد. مطالعات اخير از درگيري استم سل چند قوه‌اي با دارا بودن توان عرضه مشخصه‌هاي ايمنوفنوتيپي چند رده سلولي حمايت مي‌کنند (24,3,2). به دليل اينکه بلاستها داراي ظاهر متغير هستند، مورفولوژي در تشخيص آنها نمي‌تواند کمک‌کننده باشد. هيچ اختلال کروموزمي مشخصي که 
مرتبط با اين نوع لوسمي باشد شناخته نشده است (22). با اين وجود بايد گفت که اختلالات ساختماني کروموزم‌ها شايع بوده و شيوع بالاي کروموزم فيلادلفيا  t (9;22)(q34;q11) و درگيري کروموزم 11، (11q23) شايع هستند. همچنين ممکن است کروموزم فيلادلفيا داراي کاريوتيپ مخلوط باشد. وجود اين اختلالات کروموزمي حاکي از پيش‌آگهي نامطلوب است (22,3,2). در اين مطالعه آناليز کروموزمي کاريوتيپ نرمال را نشان داد.
خصوصيات ايمنوفنوتيپي مطرح‌کننده تشخيص BAL بود. تشخيص BAL بايد مطابق معيارهاي پيشنهادي EGIL باشد. در سيستم امتيازبندي پيشنهاد شده بوسيله EGIL، درجه اختصاصيت آنتي‌ژنهاي ميلوئيدي و لنفوئيدي عرضه شده بوسيله بلاستهاي لوسميـک، در نظر گرفته شده و براساس آن به هر مارکر امتيـازي (2، 1 يا 5/0) تعلق گرفته است (6). اعتـقاد بر ايـن است که CD79a سيتوپلاسميک براي رده B بسيـار اختصـاصي است. به گونـه‌اي که بعضي از محققين پيشنـهاد نمـوده‌اند که مثبت شـدن آن بـراي تشـخيص B-lineage ALL ضـروري است (25,24,15). در اين مـطالعه چندين آنتي‌ژن لنفوئيـدي B : TdT, CD22, CD79a و آنتي‌ژنهاي ميلوئيدي CD15, CD13 و CD117 مثبت بودند. اين الگوي عرضه آنتي ژني مبين هيبريد بودن منشأ اين نوع لوسمي است. نکته مهم اين است که همه اين آنتي ژنها بر روي همان جمعيت بلاستي عرضه شدند. ماهيت استم سل بودن اين لوسمي بوسيله حضور مارکرهاي مرتبط با سلولهاي پيش ساز مثل CD34 و HLA-DR مشخص گرديد. بر اساس سيستم امتيازبندي EGIL شکي در BAL بودن لوسمي باقي نماند.
پس مواردي از لوسمي‌هاي حاد که بطور همزمان آنتي‌ژنهاي اختصاصي رده ميلوئيدي را با آنتي ژنهاي اختصاصي يکي از رده‌هاي لنفوئيدي B يا T عرضه کرده و واجد معيارهاي EGIL باشند بايد لوسمي حاد دو فنوتيپي (BAL) گزارش شوند. هر چند اهميت بيولوژيک و باليني شناسائي چنين مواردي هنوز زياد مشخص نيست، اما تشخيص و گزارش آنها مي‌تواند در دستيابي به شناسائي ماهيت بيولوژيک اين بدخيمي‌ها کمک کرده و منجر به اتخاذ يک روش درماني اختصاصي و بهبود پروگنوز گردد. 
References
1. Bennett JM, Catav osky D, Danel M.T, Flandrin G, Galton DAG, Gralnick HR, and et al. Proposals for the classification of acute leukemias, French-Amrican-British (FAB) co-operative group. Br J Haematol 1976; 33: 451-462.
2. Matutes E, Morilla R, Farahet N, Carbonell F, Swansbury J, Dyer M,nd et al. Definition of acute biphenotypic leukemia. Haematologica 1997; 82: 64-66

3. Sulak LE, Clare CN, Morale BA, Hansen KL, Montiel MM. Biphenotypic acute leukemia in adults. Am J Clin Pathol 1990; 94: 54-58.
4. Brunning RD, Matutes E, Borowitz MJ. Acute leukemias of ambiguous lineage. In: Vardiman JW, ed. Pathology and genetics of tumors of the haematopoietic and lymphoid tissues. Lyon, France: IARC press; 2001: p. 106-7.
5. Buccheri V, Mihalijevic B, Mateutes E, Dyer MJ, Mason DY, Catovsky D. Mb-1: a new marker for B-lineage lymphoblastic leukemia. Blood 1993; 82: 853-857.

6. Bene MC, Castolid G, Knapp W, Ludwing WD, Mateus E, Orfao A, and et al. Proposals for the immunological classification of acute leukemias. European Group for the Immunological Characterization of Leukemias (EGIL). Leukemia 1995; 9(10): 1783-6.

7. Killick S, Matutes E, Powles RL, Hamblin M, Swansbury J, Treleaven J, and et al. Outcome of biphenotypic acute leukemia. Haematologica 1999; 84: 699-706.

8. Legrand O, Perrot JY, Simonin G, Baudard M, Cadiou M, Blanc C, and et al. Adult biphenotypic acute leukemia: an entity with poor prognosis which is related to unfavourable cytogenetics and P-glycoprotein over-expression. Brit J Haematol 1998; 100: 147-155.

9. Drexler HG, Thiel E, Ludwing W-D. Acute myeloid leukemias expressing lymphoid associated antigens: diagnostic incidence. Leukemia 1993; 7: 489-498.

10. Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton AG, Gralnick HR, et al. Proposals for the recognition of minimally differentiated acute myeloid leukemia. Br J Haematol 1991; 78: 325-329.

11. Hanson CA, Abaza M. Sheldson S, Ross CW, Schnitzer B, LM. Acute biphenotypic leukemia: immunophenotypic and cytogenetic analysis. Br J Haematol 1993; 84: 49-55.
12. Bene MC, Bernier M, Casasnovas RO, Castolid G, Knapp W, Lanza F, and et al. The value of c-kit in the diagnosis of bipnphenotypic acute leukemia. European group for the immunological classification of leukemias (EGIL). Leukemia. 1998; 12(12): 203-39.
13. Buccheri V, Matutes E, Dyer MJ, Catovsky D. Lineage commitment in biphenotypic acute leukemia. Leukemia 1993; 7: 919-27.
14. Bennett JM Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton AG, Gralnick HR, et al. Criteria for diagnosis of acute leukemia of megakaryocyte lineage (M7): a report from the frence American British Cooperative Group. Proposals for the recognition of minimally differentiated acute myeloid leukemia. Br J Haematol 1991; 78: 325-329.

15. Lai R, Juco J, Lee SF, Nahirniak S, Etches WS. Flow cytometric detection of CD79a expression in T-cell acute lymphoblastic leukemias. Am J Clin Pathol. 2000; 113: 823-30.
16. Campana D, Behm FG. Immunophenotyping of Leukemia. J Immunol Methods 2000; 243: 59-75.
17. Bene MC, Bernier M,  Castolid G, Faure GC, Knapp W, Ludwing WD, and et al. Impact of immunophenotyping on management of acute leukemias. Haemetologica 1999; 84(11): 1024-34. 

18. Bene MC, Bernier M, Casasnovas RO, Castolid G, Knapp W, Lanza F, and et al. The reliability and specificity of c-kit for the diagnosis of acute myeloid leukemias and undifferentiated leukemias. European Group for the Immunological Classification of Leukemias (EGIL). Blood 1998; 92(2): 596-9.
19. Janossy G, Coustan-Smith E, Campana D. The reliability of cytoplasmic CD3 and CD22 antigen expression in the immunodiagnosis of acute leukemia: a study of 500 cases. Leukemia 1989; 3: 170-181.
20. Saxena A, Sheridan DP, Card RT, McPeek AM, Mewdell CC, Skinnider LF. Biologic and clinical significance of CD7 expression in acute myeloid leukemia. Am J Hematol 1998; 58: 278-284.

21. Khalidi HS, Medeiros LJ, Chang KL, Brynes RK, Slovak ML, Arber DA. The immunophenotype of adult acute myeloid leukemia: high frequency of lymphoid antigen expression and comparison of immunophenotype, French- American- British classification, and karyotypic abnormalities. Am J Clin Pathol. 1998; 109: 211-220

22. Carbonell F, Swansbury J, Min T, Matutes E, Farahat N, Buccheri V, and et al. Cytogenetic findings in acute biphenotypic leukaemia. Leukemia 1996; 10: 1283-7.

23. Zucchini A, Fattori PP, Lanza F, Ferrari L, Bagli L, Imola M, and et al. Biphenotypic acute leukemia. J Biol Regul Homeost Agents 2004; 18: 387-91. 
24. Frater JL, Nabeel RY, LoAnn CP, Martin ST, Charles LG. Biphenotypic acute myeloid leukemia with coexpression of CD79a and markers of myeloid lineage. Arch Pathol Lab Med 2003; 127: 356-9.

25. Carbonell F, Swansbury J, Min T, Matutes E, Farahat N, Buccheri V, and et al. Karyotypic findings in biphenotypic acute leukemia. Br J Haematol 1995; 89 (suppl.1): 57-58.

�. French American British Cooperative group


�. Bilineal acute leukemia  


�. European Group for Immunological Characterization of acute Leukemia





مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان/ دوره دوازدهم/ پائيز 1386
مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان/ دوره دوازدهم/ پائيز 1386

