
Ανοσοφαινοτυπική ανάλυση Β-Χρόνιων 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ: Ο ανοσοφαινότυπος των Β-Χρόνιων Λεμφοϋπερπλαστικών συνδρόμων (BCLPD) όπως 
διενεργείται με κυτταρομετρία ροής στο αίμα και το μυελικό αναρρόφημα, μαζί με τη μορφολογία και 
τα κλινικά δεδομένα, αποτελούν την αρχική διαφοροδιαγνωστική προσέγγιση στις περισσότερες περι-
πτώσεις. Η δυνατότητα άμεσης εκτίμησης της μονοκλωνικότητας των Β λεμφοκυτταρικών πληθυσμών 
με κυτταρομετρία ροής και, στη συνέχεια, η τυποποίηση του μονοκλωνικού πληθυσμού, με επιλεγμέ-
νους συνδυασμούς αντισωμάτων, την καθιστά μέθοδο εκλογής στην διάγνωση των BCLPD. Ο ανοσο-
φαινότυπος, ακόμη και όταν δεν είναι απόλυτα ειδικός, βοηθά στη διαχείριση των ασθενών, αλλά πρέπει 
να συνεκτιμάται με τη μορφολογία και τις κλινικές εκδηλώσεις για τη διαφοροδιάγνωση των νοσημά-
των αυτών. Οι ίδιες τεχνικές μπορεί να εφαρμοστούν σε κυτταρικά εκχυλίσματα από νωπά δείγματα 
βιοψιών. Oι μονοκλωνικές Β λεμφοκυτταρώσεις (MBL), αφορούν μικρούς επίμονους μονοκλωνικούς 
πληθυσμούς αδιευκρίνιστης σημασίας και πρέπει να διακρίνονται από τα λεμφώματα. Η πολυπαραμε-
τρική κυτταρομετρία χρησιμοποιείται σήμερα ολοένα και περισσότερο, ως προγνωστικός δείκτης, για 
την ποσοτικοποίηση της ελάχιστης υπολειμματικής νόσου της χρόνιας λεμφοκυτταρικής λευχαιμίας 
και των άλλων BCLPD.
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Aνασκόπηση

Εισαγωγή
Οι λεμφοκυτταρικές νεοπλασίες από ώριμα λεμφο-

κύτταρα (χρόνια λεμφοϋπερπλαστικά σύνδρομα, chronic 
lymphoproliferative disorders-LPDs) αναγνωρίζονται με 
την ανεύρεση ανοσοφαινοτύπου ώριμων φυσιολογικών 
λεμφοκυττάρων και την έλλειψη αντιγονικών δεικτών 
αωρότητας, όπως Tdt και CD34. Με την αναγνώριση 
των ανάλογων δεικτών κάθε σειράς καθίσταται δυνατή 
η διάκρισή τους σε νεοπλασίες ώριμων κυττάρων Β-, Τ- 
και NK- σειράς. Τα Β Χρόνια Λεμφοϋπερπλαστικά σύν-
δρομα (BCLPD) συχνά εμφανίζουν λεμφοκυττάρωση και 
προσφέρονται για διαγνωστική μελέτη με τον ανοσοφαι-
νότυπο με κυτταρομετρία ροής. Τα τελευταία 15 χρόνια, 
η τεχνική αυτή έχει εξελιχθεί και τυποποιηθεί ώστε να 
χρησιμοποιείται στα περισσότερα αιματολογικά και ανο-
σολογικά εργαστήρια στην καθημερινή διάγνωση1. Είναι 
άμεση, ευχερής και αποτελεσματική προσέγγιση. Τo κό-
στος επιβαρύνεται από την υψηλή τιμή των μονοκλωνικών 

αντισωμάτων, αλλά αντισταθμίζεται από την επιτάχυν-
ση της διάγνωσης και την εξοικονόμηση διαγνωστικού 
χρόνου. Τα περισσότερα εργαστήρια σήμερα διαθέτουν 
αναλυτές με τέσσερις και πλέον φθορισμούς (χρώματα) 
και έχουν τη δυνατότητα εφαρμογής διαγνωστικών πρω-
τοκόλλων που αναπτύσσουν τα ίδια ή συνιστώνται από 
έμπειρες συνεργατικές ομάδες. Η βασική διαδικασία εί-
ναι επώαση των κυττάρων στη φυσική τους κατάσταση 
(αίμα, μυελός, εκχυλίσματα αδένων κ.λπ.) με μονοκλω-
νικά αντισώματα σε συνδυασμούς. Η επεξεργασία δεν 
υπερβαίνει την 1-1 1/2 ώρα, ακόμη και για ενδοκυττά-
ρια αντιγόνα. Η δημιουργία πρωτοκόλλων και η ανάλυ-
ση απαιτεί αρκετή εμπειρία, ιδίως για την αξιολόγηση 
της ελάχιστης υπολειμματικής νόσου (Minimal residual 
disease, MRD).

Ενδείξεις ανοσοφαινότυπου  
με κυτταρομετρία ροής στα BCLPD

Η Διεθνής συνάντηση των ειδικών σε θέματα μελέτης 
ανοσοφαινοτύπου με κυτταρομετρία ροής περιγράφει μια 
σειρά κλινικών ενδείξεων κυτταρομετρίας σε περιπτώσεις 
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πιθανού λεμφικού νεοπλάσματος2. Στους ασθενείς αυ-
τούς, η κυτταρομετρία μπορεί να διακρίνει αν πρόκειται 
για καλοήθεις (αντιδραστικούς) ή κακοήθεις κυτταρικούς 
πληθυσμούς. Στην περίπτωση ανίχνευσης νεοπλασματι-
κών κυττάρων, η διενέργεια ανοσοφαινοτύπου συμβάλ-
λει στην ακριβή διάγνωση και την ταξινόμηση της νόσου.

Το αμεσότερο δείγμα ανάλυσης είναι το αίμα και, ανά-
λογα με τα ευρήματα στο αίμα, αποφασίζεται αν θα ανα-
λυθεί δείγμα μυελού ή, σπανιότερα, ιστών. Η συχνότερη 
ένδειξη είναι η απόλυτη λεμφοκυττάρωση (>5000/κκχ). 
Μερικές φορές η αναστροφή του λευκοκυτταρικού τύπου 
υποκαθιστά το προηγούμενο εύρημα. Στην περίπτωση 
αυτή, πρέπει να διακριθεί η ουδετεροπενία που επιφέρει 
πλασματική αύξηση της αναλογίας των λεμφοκυττάρων. 
Η δυνατότητα της κυτταρομετρίας να ανιχνεύει μικρούς 
μονοκλωνικούς Β λεμφοκυτταρικούς πληθυσμούς την 
καθιστά μέθοδο εκλογής στην αρχική διερεύνηση σπλη-
νομεγαλίας αδιευκρίνιστης αιτιολογίας. Συνδυασμένες 
καταστάσεις, όπως σπληνομεγαλία και παγκυτταροπε-
νία, αποτελούν ένδειξη αναζήτησης μικρών πληθυσμών 
άτυπων κυττάρων με ειδικά ανοσοφαινοτυπικά χαρακτη-
ριστικά π.χ. της λευχαιμίας από τριχωτά κύτταρα3. Στα 
ευρήματα μιας Β λεμφικής νεοπλασίας περιλαμβάνονται 
επίσης η πλασματοκυττάρωση ή/και μονοκλωνική γαμ-
μαπάθεια. Η κυτταρομετρία επίσης ενδείκνυται σε γνω-
στά BCLPD για σταδιοποίηση, πρόγνωση, ανίχνευση 
πιθανού θεραπευτικού στόχου, εκτίμηση ανταπόκρισης 
στη θεραπεία με τον προσδιορισμό της MRD, παρακο-
λούθηση της εξέλιξης της νόσου και πιθανής υποτροπής 
ή εκτροπής σε λέμφωμα από μεγάλα κύτταρα (Richter). 

Αρχική κατατοπιστική προσέγγιση  
στη διάγνωση των BCLPD

Πρωταρχικό βήμα στην ανοσοφαινοτυπική μελέτη 
όταν υπάρχει υπόνοια ότι είναι BCLPD είναι η μελέτη 
της κλωνικότητας των Β λεμφοκυττάρων. Ο έλεγχος δεν 
είναι απλός και εμφανίζει ιδιαιτερότητες. Όταν υπάρ-
χει λεμφοκυττάρωση, το ενδεχόμενο να πρόκειται για Τ 
ή ΝΚ λεμφοκυττάρωση θα διερευνηθεί με πληρέστερο 
ανοσοφαινότυπο λεμφοκυτταρικών υποπληθυσμών. Κα-
τά κανόνα, στην εργαστηριακή πρακτική η κυτταρομε-
τρική μελέτη προηγείται της μορφολογικής εκτίμησης 
στο επίχρισμα. Σε κάθε περίπτωση, τα βασικά ερωτή-
ματα είναι: 1) τεκμηριώνεται μονοκλωνικός Β πληθυ-
σμός; 2) ποιος είναι o απόλυτος αριθμός των κυττάρων 
στο αίμα; 3) ποια είναι τα αρχικά ανοσοφαινοτυπικά ευ-
ρήματα; Στην περίπτωση που αναλύεται δείγμα μυελού 
προκύπτουν περισσότερα ερωτήματα. Απαιτείται μελέτη 
της κλωνικότητας και των πλασματοκυττάρων και προσ-
διορισμός του ποσοστού των φυσιολογικών Β προβαθ-
μίδων (αιματογονίων). Κατά συνέπεια, τα πρωτόκολλα 
που σχεδιάζονται για την ανάλυση μυελού καλό είναι να 

περιέχουν αντισώματα τα οποία να εντοπίζουν τους συ-
γκεκριμένους Β κυτταρικούς υποπληθυσμούς.

Στη διαφοροδιάγνωση των BCLPD, το σημαντικότε-
ρο αντιγόνο είναι το CD5 και τα περισσότερα εργαστήρια 
το περιλαμβάνουν στα αρχικά κατατοπιστικά πρωτόκολ-
λα μαζί με το CD19 ή/και το CD20. Συχνά, τα αντιγόνα 
αυτά δεν εκφράζονται με την ίδια ένταση για διαφόρους 
λόγους. Μάλιστα οι διαταραχές στην ένταση αποτελούν 
βασικό διαγνωστικό στοιχείο. Στη Χρόνια Λεμφοκυττα-
ρική Λευχαιμία (CLL) η ένταση του CD20 είναι κατά κα-
νόνα μειωμένη έως και αρνητική. Στα υπόλοιπα BCLPD, 
η χορήγηση αντισωμάτων εναντίον του CD20 καθιστά 
ψευδώς αρνητικό τον έλεγχο κατά τη διάρκεια 6 μηνών 
από τη θεραπεία. Από την άλλη πλευρά, η πολύ αυξημέ-
νη ένταση του CD20 αποτελεί διαγνωστική ένδειξη για 
μια άλλη κατηγορία BCLPD, όπως η Λευχαιμία από τρι-
χωτά κύτταρα (Hairy cell leukemia, HCL) και η παραλ-
λαγή της (HCL variant, HCLv) ή το σπληνικό λέμφωμα 
της οριακής ζώνης (splenic Marginal zone lymphomas, 
SMZL). Στην περίπτωση της τριχωτής λευχαιμίας και 
της παραλλαγής της, τα σκεδαστικά χαρακτηριστικά των 
κυττάρων, έτσι όπως προσδιορίζονται στην κυτταρομε-
τρία με τον πρόσθιο και τον πλάγιο σκεδασμό, είναι κατά 
κανόνα αυξημένα. Το λεμφοζιδιακό λέμφωμα (Follicular 
lymphoma, FL) συχνά εμφανίζει μειωμένη ένταση του 
αντιγόνου CD19 με φυσιολογική έκφραση CD20. Για 
όλους τους παραπάνω λόγους, στα κατατοπιστικά πρω-
τόκολλα των BCLPD φαίνεται να πλεονεκτεί η συνδυα-
σμένη χρησιμοποίηση των CD19, CD20, CD5. 

Με ένα άρτιο αρχικό κατατοπιστικό πρωτόκολλο ενός 
BCLPD πρέπει να είμαστε σε θέση να απαντήσουμε στα 
εξής ερωτήματα που θα μας βοηθήσουν να σχεδιάσου-
με την περαιτέρω ανοσοφαινοτυπική μελέτη. Πρώτον, 
πρέπει να είναι σαφές αν στοχεύουμε ικανοποιητικά το 
μονοκλωνικό πληθυσμό τον οποίο θα τυποποιήσουμε. 
Η κλωνικότητα των Β λεμφοκυττάρων εκτιμάται με το 
λόγο κ/λ των ελαφρών αλυσίδων. Όταν ο λόγος υπερ-
βαίνει το 6 ή είναι μικρότερος από 0,33, δεν χωρεί αμ-
φιβολία για την κάππα ή λάμβδα μονοκλωνικότητα του 
πληθυσμού. Επιπλέον, τιμές του λόγου κ/λ από 3 έως 6 
και 0,5 έως 0,33 για πολλά εργαστήρια είναι συμβατές 
με κάππα και λάμβδα κλωνικότητα. Συνήθως, ο λόγος 
κ/λ στα πολυκλωνικά λεμφοκύτταρα είναι 1,5-2. Για λό-
γους διαγνωστικής ασφάλειας, ένα ευρύτερο διάστημα 
κ/λ 0,8-2,5 αποδίδεται σε πολυκλωνικούς πληθυσμούς. 
Δεν είναι σπάνιο όμως ένας κλωνικός πληθυσμός να πε-
ριέχεται μέσα σε ένα πολυκλωνικό, οπότε επηρεάζεται 
σε άλλοτε άλλο βαθμό ο λόγος κ/λ και προκύπτει όπως 
λέμε κάππα ή λάμβδα κλωνική περίσσεια (clonal excess) 
(κ/λ 2,5-3 κάππα περίσσεια και κ/λ 0,5-0,8 λάμβδα πε-
ρίσσεια). Στην περίπτωση αυτή, αν τυποποιήσουμε τον 
Β κυτταρικό πληθυσμό πιθανόν να διαπιστώσουμε μια 
φαινοτυπική ετερογένεια λόγω της συνύπαρξης φυσιολο-
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γικών και παθολογικών κυττάρων με διαφορετικές αντι-
γονικές εκφράσεις. 

Η σύγχρονη πολυπαραμετρική κυτταρομετρία πα-
ρέχει τη δυνατότητα να διαχωρίσουμε τον παθολογικό 
πληθυσμό από τους φυσιολογικούς αλλά και να αναλύ-
σουμε συγχρόνως δύο παθολογικούς διαφορετικούς κλώ-
νους στα λεγόμενα δικλωνικά BCLPD. Με το CD5 και 
το CD20 διακρίνουμε τα φυσιολογικά Β λεμφοκύτταρα 
που είναι CD5 αρνητικά, CD20 θετικά και πολυκλωνι-
κά από τα μονοκλωνικά CD5 θετικά με χαμηλή ένταση 
CD20 (Σχήμα 1). Mε το CD38 και την διαφορετική έντα-
ση του φθορισμού του σε συνάρτηση με το CD45 και το 
CD19, μπορούμε να διακρίνουμε τα πλασματοκύτταρα 
όπως επίσης και τα αιματογόνια (Σχήμα 2). Όταν έχου-
με ένα CD5+ μονοκλωνικό κύτταρο με ασθενή έκφραση 
CD20 και επιφανειακής ελαφριάς αλυσίδας, το πιθανό-
τερο είναι ότι πρόκειται για κύτταρο με χαρακτηριστικά 
CLL, στο οποίο περιλαμβάνεται η Μονοκλωνική Β λεμ-
φοκυττάρωση με φαινότυπο CLL (CLL-like Monoclonal 
B lymphocytosis) και το λέμφωμα από μικρά λεμφο-
κύτταρα με τον ίδιο φαινότυπο (small lymphocytic cell 
lymphoma, SLL). 

Στον Πίνακα Ι παραθέτουμε τα αρχικά κατατοπι-
στικά πρωτόκολλα τα οποία χρησιμοποιούνται στο ερ-
γαστήριο του συγγραφέα και στον Πίνακα ΙΙ το αρχικό 
κατατοπιστικό πρωτόκολλο της Ευρωπαϊκής ομάδας ερ-
γασίας Euroflow4.

Πληρέστερη ανοσοφαινοτυπική μελέτη 
ενός BCLPD

Σε καμία περίπτωση η διάγνωση δεν πρέπει να βασί-
ζεται αποκλειστικά και μόνο στα ανοσοφαινοτυπικά χα-
ρακτηριστικά επειδή υπάρχει κίνδυνος σφάλματος, ιδίως 
σε άτυπες περιπτώσεις. Η μορφολογία, η ιστολογική ει-
κόνα, η μελέτη με μοριακή κυτταρογενετική (FISH), ο 
καρυότυπος και οι μοριακές τεχνικές συχνά ολοκληρώ-
νουν τη διάγνωση και προσδιορίζουν οντότητες με ιδιαί-
τερα κλινικά, φαινοτυπικά, κυτταρογενετικά και μοριακά 
χαρακτηριστικά, όπως περιγράφονται στην WHO ταξι-
νόμηση 2008.

Το αρχικό κατατοπιστικό πρωτόκολλο θα έχει διασα-
φηνίσει αν έχουμε CD19 θετικό μονοκλωνικό πληθυσμό. 
Επιπλέον θα είναι σαφές αν τα κλωνικά Β λεμφοκύτταρα 
ανήκουν σε μια από τις παρακάτω κατηγορίες:

•	 CD5 θετικά BCLPD με κυμαινόμενη έκφραση CD20 
(χαμηλή ή κανονική)

•	 CD5 αρνητικά BCLPD με έκφραση CD20 (κανονική 
ή υψηλή)
Σπανιότερα ενδεχομένως να υπάρχουν: 

	1)	δύο μονοκλωνικοί υποπληθυσμοί (δικλωνικά BCLPD)
	2)	πληθυσμός CD19 ασθενής με κανονική έκφραση CD20
	3)	διάφορες άτυπες σπάνιες περιπτώσεις με ασθενή Β 

αντιγόνα, απουσία ελαφρών αλυσίδων, άτυπα σκε-
δαστικά σήματα (κυρίως σε λεμφώματα από μεγάλα 
κύτταρα στα οποία εκτρέπονται τα B-CLPD).

Σχήμα 1. Αρχικό κατατοπιστι-
κό πρωτόκολλο πενταχρωμί-
ας στο ΠΓΝΑ Γ. Γεννηματάς: 
κ-FITC/λ-PE/CD20-ECD/CD5-
PeCy5/CD19-PeCy7. Εφαρμό-
ζεται στο αίμα για την εκτί-
μηση της κλωνικότητας των 
Β λεμφοκυτταρικών υποπλη-
θυσμών (παράθυρο Β). Με το 
CD5 και το CD20 διακρίνουμε 
τα φυσιολογικά Β λεμφοκύτ-
ταρα που είναι CD5 αρνητικά, 
CD20 θετικά και πολυκλωνι-
κά (παράθυρο Ν) από τα μο-
νοκλωνικά CD5 θετικά με χα-
μηλή ένταση CD20 (παράθυ-
ρο C).



Γ. Πατεράκης120

CD5 θετικά BCLPD 
Τη δεκαετία του 1990 φάνηκε ότι ο ανοσοφαινοτύπος 

και κατ’ επέκταση η Κυτταρομετρία Ροής χρησιμεύουν 
στη διάγνωση της CLL και τη γενικότερη διαφοροδιά-
γνωσή της από άλλες οντότητες που χαρακτηρίζονται 
από λεμφοκυττάρωση. Οι οδηγίες της Ομάδας Εργασίας 
της CLL του 1996 που αναθεωρήθηκαν το 20085 συνεχί-
ζουν να θεωρούν πλήρως απαραίτητο τον ανοσοφαινό-
τυπο για τη διάγνωση της CLL. Το ερώτημα επομένως 
είναι ποια μονοκλωνικά αντισώματα θεωρούνται επαρκή 
για την τεκμηρίωση της CLL. Στην πράξη γίνεται χρήση 
ενός κυμαινόμενου αριθμού αντισωμάτων (τα οποία συ-
νήθως είναι περισσότερα από πέντε αλλά πολύ σπάνια ξε-
περνούν τα δεκαπέντε). Το score Catovsky ή Matutes (με 

προσθήκη του CD79b)6 βασίστηκε σε 6 κλασικά αντιγό-
να τα CD5, CD22, CD23, CD79b, FMC7 και την ένταση 
της ελαφριάς αλυσίδας (Πίνακας ΙΙΙ) και κατά τη γνώμη 
του συγγραφέα παραμένει χρήσιμο ακόμη και σήμερα. Με 
βάση αυτό το score διαχωρίζεται η «τυπική» CLL (score 
4-6) από την «άτυπη» CLL και τα υπόλοιπα BCLPD με 
χαμηλό score (<3). Χρήσιμα αντιγόνα που είναι θετικά 
στη CLL και δεν περιλαμβάνονται στο κλασικό score εί-
ναι τα CD43 και CD27. Σημαντική διαφοροδιαγνωστική 
αξία φαίνεται να έχει o δείκτης CD200 (ΟΧ-2)7. Επειδή 
είναι θετικός στην άτυπη CLL τη διακρίνει από τα υπό-
λοιπα CD5+ BCLPD με χαμηλό score. 

Ο στόχος του φαινοτύπου εστιάζεται στη διαφοροδι-
άγνωση μεταξύ CLPD νοσημάτων που μοιάζουν με την 
CLL αλλά έχουν διαφορετική πρόγνωση. Το λέμφωμα από 

Σχήμα 2. Αρχικό κατατοπιστι-
κό πρωτόκολλο πενταχρωμί-
ας στο ΠΓΝΑ Γ. Γεννηματάς: 
6 μονοκλωνικά αντισώματα, 
κ-FITC/λ-PE/CD45-ECD/CD38-
PeCy5/CD19+CD20-PeCy7. 
Εφαρμόζεται στο μυελό, για 
την παράλληλη εκτίμηση της 
κλωνικότητας των Β λεμφο-
κυττάρων και των πλασματο-
κυττάρων. Mε το CD19 (παρά-
θυρο Β), το CD38 (παράθυρο 
C) και τη διαφορετική ένταση 
φθορισμού σε συνάρτηση με 
το CD45, διακρίνουμε τα πλα-
σματοκύτταρα (παράθυρο Pl), 
τα αιματογόνια (παράθυρο h) 
και τα ώριμα Β λεμφοκύττα-
ρα (παράθυρο Bm). Στη συνέ-
χεια, με τα κ και λ προσδιορίζε-
ται η κλωνικότητα. Εδώ φαίνε-
ται ένα λέμφωμα με υπεροχή 
μονοκλωνικών ωρίμων Β λεμ-
φοκυττάρων και λιγότερα μο-
νοκλωνικά πλασματοκύττα-
ρα (πλασματοκυτταρική δια-
φοροποίηση).



Ανοσοφαινοτυπική ανάλυση Β-Χρόνιων Λεμφοϋπερπλαστικών Συνδρόμων 121

Πίνακας Ι. Αρχικά κατατοπιστικά πρωτόκολλα BCLPD 
στο αίμα και το μυελό (ΠΓΝΑ Γεννηματάς). Χρησιμο-
ποιείται μια από τις 3 επιλογές ανάλογα με το δείγμα 
ή τις ενδείξεις (10 έως 12 αντισώματα).

Αίμα αρχικά γενικά λεμφοκυτταρικά κατατοπιστικά 
πρωτόκολλα (12 αντισώματα)
FITC PE ECD PeCy5 PeCy7
CD3 CD16, CD56 CD45 CD8, CD19 CD4
sIgκ sIgλ CD20 CD5 CD19

Αίμα αρχικά BCLPD ειδικά κατατοπιστικά 
πρωτόκολλα 
FITC PE ECD PeCy5 PeCy7
CD3 CD5 CD45 CD19 CD20
sIgκ sIgλ CD20 CD5 CD19

Μυελός αρχικά B-CLPD ειδικά κατατοπιστικά 
πρωτόκολλα 
FITC PE ECD PeCy5 PeCy7
CD3 CD5 CD45 CD19 CD20
cIgκ cIgλ CD45 CD38 CD19, CD20

s=επιφανειακό, c=κυτταροπλασματικό

Πίνακας ΙΙ. Aρχικό γενικό λεμφοκυτταρικό κατατοπιστικό πρωτόκολλο (Euroflow)4 (12 αντισώματα)
Pacific blue Pacific Orange FITC PE PerCP-Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
CD20
CD4

CD45 CD8
sIgλ

CD56
sIgκ

CD5 CD19
TCRγδ

CD3 CD38

s=επιφανειακό

το κύτταρο του μανδύα (Mantle cell lymphoma, MCL) 
εκφράζει σε περισσότερο από 90% των ασθενών CD5. 
Από τα υπόλοιπα BCLPD ορισμένα μπορεί να εκφράζουν 
σπανιότερα CD5. Το σπληνικό λέμφωμα της οριακής ζώ-
νης (Splenic Marginal zone lymphoma, SMZL) ενώ κατά 
κανόνα είναι CD5 αρνητικό, εμφανίζεται σποραδικά με 
κυκλοφορούντα κύτταρα, με άλλοτε άλλη έκφραση CD5 
και δημιουργεί πρόβλημα στη διαφοροδιάγνωση με τον 
ανοσοφαινότυπο από τη σπληνική μορφή του MCL13. Η 
πολυμορφία του MCL σε μορφολογικό αλλά και ανοσο-
φαινοτυπικό επίπεδο αποτελεί πρόκληση στην ανοσο-
φαινοτυπική διάγνωση με κυτταρομετρία ροής. Σπάνια 
εμφανίζεται CD5 αρνητικός MCL14. Ο κυτταρομετρικός 
προσδιορισμός της κυκλίνης D1 δεν είναι αξιόπιστος και 
δε χρησιμοποιείται. Ακόμη και όταν η κλινική εικόνα και 
η μορφολογία ενισχύουν τα ανοσοφαινοτυπικά δεδομέ-
να, η διάγνωση MCL δεν τεκμηριώνεται με την ασφά-
λεια που προσφέρει η μοριακή κυτταρογενετική (FISH). 

Η βλαστική παραλλαγή του MCL μερικές φορές απο-
τελεί διαφοροδιαγνωστικό πρόβλημα στην τυποποίηση 

Πίνακας ΙΙΙ. Υπολογισμός του score Catovsky-
Matutes6 
Aντιγόνα Συνθήκη* βαθμός
CD5 >30% 1
CD22 Ασθενής έκφραση 1
CD23 >30% 1
FMC7 <30% 1
CD79b <30% 1
Ελαφρά αλυσίδα Ασθενής έκφραση 1

*αν δεν εκπληρώνεται η συνθήκη βαθμός=0, score=το ολικό άθροι-
σμα (μέγιστο=6, ελάχιστο=0) άτυπο <4, ενδιάμεσο=4, τυπικό=5-6.

«βλαστικών» κυττάρων. Στην περίπτωση αυτή, ο ανοσο-
φαινότυπος συμβάλλει στη διάκριση ενός Β λεμφοβλαστι-
κού κυττάρου από ένα «ώριμο» κύτταρο με βλαστόμορφη 
εικόνα. Παρόμοια βλαστόμορφη εικόνα με CD5 θετικότητα 
εμφανίζει το de novo CD5+ Λέμφωμα από μεγάλα Β λεμ-
φοκύτταρα (DLBCL)15, το οποίο κάποιες φορές εμφανίζε-
ται ως ενδαγγειακό λέμφωμα (intravascular lymphoma)16. 
H εκτροπή της CLL σε DLBCL (τύπου Richter) είναι 
CD5+ και διατηρεί τα ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστι-
κά της CLL17. Μια άλλη εξαιρετικά σπάνια οντότητα, η 
Β Προλεμφοκυτταρική λευχαιμία (B-PLL), γίνεται αντιλη-
πτή περισσότερο με τη σπληνομεγαλία, τη χαρακτηριστι-
κή μορφολογία προλεμφοκυττάρων και τον πολύ υψηλό 
αριθμό λευκών. Σε ποσοστό 20-30%, η B-PLL είναι CD5 
θετική. Συχνά εμφανίζει έλλειψη του TP53.

CD5 αρνητικά BCLPD
Η τυποποίηση της ετερογενούς ομάδας των CD5 αρ-

νητικών BCLPD απαιτεί και τον πιο εκτεταμένο αριθμό 
αντισωμάτων, όπως επίσης και πληροφορίες από την κλι-
νική εικόνα. Η μορφολογία των κυττάρων αρκετές φορές 
επιβεβαιώνει τις υπόνοιες ενός μη ειδικού φαινοτύπου. 
Για το λόγο αυτό συνιστάται να γίνεται προσέγγιση στην 
ανοσοφαινοτυπική μελέτη ανάλογα με την κλινική εικό-
να, τα αντικειμενικά ευρήματα, τον απεικονιστικό έλεγ-
χο και τη μορφολογία. 

Στην κατηγορία αυτή των BCLPD υπάγεται και η 
οντότητα της Λευχαιμίας από Τριχωτά Λεμφοκύτταρα 
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(Hairy cell leukemia, HCL), η οποία έχει και τα περισ-
σότερο ειδικά ανοσοφαινοτυπικά δεδομένα, που επιτρέ-
πουν τη διάγνωσή της ακόμη και από λίγα κύτταρα στο 
αίμα. Τα αυξημένα σκεδαστικά χαρακτηριστικά σε συν-
δυασμό με υψηλές εντάσεις CD11c και CD22, με θετικό-
τητα των τεσσάρων βασικών αντιγόνων CD103, CD25, 
CD123 και CD200 τεκμηριώνουν τη διάγνωση HCL με 
υψηλή ασφάλεια. Ο ρόλος του φαινοτύπου επεκτείνεται 
στη διάκριση της παραλλαγής της Τριχωτής Λευχαιμίας 
(HCL variant) η οποία δεν ανταποκρίνεται στην ειδική 
αγωγή HCL και περιλαμβάνεται στα αταξινόμητα σπληνι-
κά λεμφώματα κατά WHO 2008. Το αντιγόνο CD25 είναι 
αρνητικό ενώ τα CD123 και CD200 ασθενή έως αρνητι-
κά. Το αντιγόνο CD103 εκφράζεται τόσο στην HCL όσο 
και στην ΗCLv αλλά και ορισμένα λεμφώματα από την 
οριακή ζώνη. Σπανιότερα μια καθόλα τυπική HCL είναι 
CD103 αρνητική. Στις άτυπες και επικαλυπτόμενες περι-
πτώσεις χρησιμεύουν σύγχρονες μοριακές εξετάσεις όπως 
η αναζήτηση μεταλλαγών του γονιδίου BRAF, ανοσοϊ-
στοχημικά ευρήματα, όπως η θετικότητα στην Αννεξίνη 
Α1 και η παλιά κλασική κυτταροχημική τεχνική ανθεκτι-
κής στο τρυγικό όξινης φωσφατάσης (TRAP). 

Mια άλλη οντότητα με σχετικά ειδικά ανοσοφαινοτυπι-
κά ευρήματα, μορφολογία και μοριακά δεδομένα είναι το 
Λεμφοζιδιακό λέμφωμα (follicular cell lymphoma, FL). Το 
βασικό αντιγόνο που βάζει την υπόνοια FL είναι το CD10. 
Από τεχνική πλευρά το αντίσωμα πρέπει να χρησιμοποι-
είται συνδεδεμένο με φθοριοχρώματα υψηλής κβάντω-
σης (π.χ. με φυκοερυθρίνη, PE) και όχι με φλουορεσκεϊνη 
(FITC). Το CD10 σε καμιά περίπτωση δεν είναι ειδικό για 
το FL και ανευρίσκεται στην αντιδραστική λεμφαδενική 
υπερπλασία, στα λεμφώματα υψηλής κακοήθειας, σπο-
ραδικά στην HCL19 και σπάνια στο MCL20. Η διάκριση 
από την υπερπλασία, όταν γίνεται κυτταρομετρική ανά-
λυση λεμφαδενικών κυτταρικών εκχυλισμάτων, κανονι-
κά βασίζεται στην τεκμηρίωση της μονοκλωνικότητας. 
Σε περίπτωση που δεν αποδεικνύεται μονοκλωνικότητα 
λόγω της ασθενούς έκφρασης των ελαφριών αλυσίδων, 
τότε υπάρχει διαφοροδιαγνωστικό πρόβλημα. Η ασθενέ-
στερη έκφραση του CD19 αντιγόνου στα CD10 θετικά 
σε σχέση με τα CD10 αρνητικά λεμφοκύτταρα του αδέ-
να, θεωρείται ειδικό εύρημα για το FL σε σχέση με την 
αντιδραστική λεμφαδενική υπερπλασία21.

Σπάνια εμφανίζονται στο αίμα και το μυελό κύτταρα 
από διάχυτα λεμφώματα από μεγάλα Β λεμφοκύτταρα 
(Difuse Large B cell Lymphomas, DLBCL) τα οποία εί-
ναι CD10 θετικά. Το υψηλής κακοηθείας λέμφωμα Βurkitt 
είναι CD200 αρνητικό και CD10 θετικό, αλλά η μορφο-
λογία και τα σκεδαστικά δεδομένα της κυτταρομετρίας το 
διακρίνουν από το FL. Πρακτικά δεν ανήκει στην κατηγο-
ρία των BCLPD αλλά υπεισέρχεται στη διαφοροδιάγνω-
ση βλαστόμορφων Β λεμφωμάτων. Ο κυτταρομετρικός 
προοσδιορισμός του ενδοκυττάριου αντιγόνου bcl2 εί-
ναι εύκολος και διακρίνει το FL με έντονη θετικότητα 

από το λέμφωμα Burkitt που δεν το εκφράζει. Ο κυττα-
ρομετρικός προσδιορισμός του αντιγόνου Ki67, βασικού 
μιτωτικού δείκτη της ανοσοϊστοχημείας, δεν είναι ευχε-
ρής ούτε συγκρίσιμος, επειδή παρέχει χαμηλότερες τιμές, 
εξαιτίας της δύσκολης πρόσβασης των αντισωμάτων στο 
ενδοπυρηνικό αυτό αντιγόνο. Ωστόσο, υπό ειδικές συν-
θήκες μονιμοποίησης και διαπερατότητας βελτιώνεται 
σημαντικά η κυτταρομετρική μέτρηση, η οποία αποδει-
κνύεται εξαιρετικά χρήσιμη στη διαφοροδιάγνωση των 
BCLPD από λεμφώματα υψηλής κακοήθειας, όπως επί-
σης και ως προγνωστικός δείκτης στο MCL.

H κατηγορία των λεμφωμάτων από την οριακή ζώνη 
(ΜΖL) και των λεμφοπλασματοκυτταρικών λεμφωμάτων 
(LP), συμπεριλαμβανομένης της νόσου Waldenstrom 
(WD), δεν εμφανίζει απόλυτα ειδικά ανοσοφαινοτυπι-
κά ευρήματα που να τα χαρακτηρίζουν και να τα δια-
κρίνουν από τα υπόλοιπα BCLPD. Το ίδιο ισχύει και 
για τη μεταξύ τους διάκριση, στο μέτρο που παρατηρεί-
ται εκτεταμένη επικάλυψη στον ανοσοφαινότυπο και τη 
μορφολογία. Πρόσφατα βρέθηκε στην WD η μετάλλαξη 
ΜΥD88 L265, η οποία παρατηρήθηκε και σε περιπτώ-
σεις IgM Μονοκλωνικής γαμμαπάθειας αδιευκρίνιστης 
σημασίας (IgM MGUS), αφορίζοντας ένα φάσμα εξέλι-
ξης IgM MGUS προς LP/WD ως μια ξεχωριστή οντότητα 
με ειδικά μοριακά χαρακτηριστικά. Έτσι, στα νοσήματα 
αυτά έχει θέση η ταυτόχρονη μελέτη της κλωνικότητας 
των Β λεμφοκυττάρων και των πλασματοκυττάρων. Στα 
λεμφοπλασματοκυτταρικά λεμφώματα βρίσκονται κατά 
κανόνα μονοκλωνικά πλασματοκύτταρα μαζί με τα μο-
νοκλωνικά λεμφοκύτταρα22.

Ο ανοσοφαινότυπος των λεμφοκυττάρων στα MZL 
εμφανίζει ετερογένεια. Συχνά η έκφραση του αντιγόνου 
CD1c (BDCA1) (το οποίο χαρακτηρίζει τα σπληνικά IgM 
μνημονικά Β λεμφοκύτταρα) βρίσκεται αυξημένη, αλλά 
δεν είναι ειδική. Το αντιγόνο CD200 είναι αρνητικό στα 
περισσότερα σπληνικά MZL, ενώ στα LP/WD είναι συ-
χνότερα θετικό (βλ. Πίνακα IV). Όπως προαναφέρθη-
κε, η συχνή έκφραση του CD5 στο SMZL δυσχεραίνει 
τη διαφοροδιάγνωση από το σπληνικό MCL23. Η εικόνα 
περιπλέκεται σε μεμονωμένη παρουσία μονοκλωνικών 
λεμφοκυττάρων στο μυελό χωρίς σπληνομεγαλία ή λεμ-
φαδενοπάθεια. Εδώ υπεισέρχεται πιθανή οντότητα Μο-
νοκλωνικής Λεμφοκυττάρωσης (MBL) με φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά διαφορετικά από τυπική ή άτυπη BLL, 
η οποία χρειάζεται να διαφοροδιαγνωστεί από πιθανολο-
γούμενα λεμφοϋπερπλαστικά νοσήματα της οριακής ζώ-
νης με πρωτοπαθή εντόπιση στο μυελό. 

Στον Πίνακα IV παρατίθεται μια συγκεντρωμένη ανα-
φορά των οντοτήτων που συζητήθηκαν με τα διακριτικά 
φαινοτυπικά τους χαρακτηριστικά και τα ειδικά μορια-
κά και κυτταρογενετικά ευρήματα. Στον Πίνακα V πα-
ρατίθενται τα προτεινόμενα πρωτόκολλα τυποποίησης 
ενός B-CLPD από τον συγγραφέα και στον Πίνακα VΙ 
τα Πρωτόκολλα της ομάδας εργασίας της Ευρωπαϊκής 
συνεργατικής ομάδας Euroflow4.
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Πίνακας IV . Ανακεφαλαίωση των χαρακτηριστικών των BCLPD

Οντότητα Ανοσοφαινότυπος Συνοδά διαγνωστικά ευρήματα

Χρόνια λεμφοκυτταρική 
λευχαιμία (CLL)

Τυπικός φαινότυπος: CD5+/-*, CD20 (+d), 
CD22 (d), sIg (d), CD23+, CD79b-/d, FMC7-/d, 
CD43+, CD1c-

CD200+

Kυτταρογενετικές ατυπίες 13q-, p53, 
ATM

Χρόνια λεμφοκυτταρική 
λευχαιμία (CLL) με άτυπη 
εικόνα

Ποικιλία φαινοτύπου CD5+,CD20 (+b), CD22 
(+b), sIg (+b), CD23-/d, CD79b+, FMC7+, 
CD200+

+12

Λέμφωμα από το κύτταρο 
του μανδύα (MCL)

Ποικιλία φαινοτύπου, CD5+/-*,συχνά CD20 (i), 
sIgM (b), CD23-/+, FMC7+/-CD11c-, CD1c+/-
CD38+/-CD10-/*

CD200-

Ποικιλία μορφολογίας (εντομές, 
βλαστική παραλλαγή)

Cyclin-D1, t(11;14)
bcl1 αναδιάταξη

Προλεμφοκυτταρική 
λευχαιμία (PLL)

Ποικιλία φαινοτύπου, πιθανή επικάλυψη με 
CLL και MCL, CD5-/+, CD20 (+i), sIg (+i), 
FMC7+/-

CD200+/-

Μεγάλα κύτταρα με ευδιάκριτα 
πυρήνια; δ.δ. με μανδύα t(11;14), p53

B-λέμφωμα οριακής  
ζώνης (MZL)

Ποικιλία φαινοτύπου, μη ειδικός, CD5-
/+ (πιθανή επικάλυψη με MCL), CD23-/+, 
CD1c+/-*, CD11c+/-, CD103-/+, CD200-/+

Λεμφοκύτταρα με λάχνες ή 
προσεκβολές

7q-, +3q (σπληνικό MZL), t(11;18) 
(MALT) 

Λεμφοπλασματοκυτταρικό 
λέμφωμα (LP)

Φαινότυπος μη ειδικός, CD5-/+*, CD23(-/d),  
CD1c+/-, μονοκλωνικά IgM+ 
πλασματοκύτταρα

CD200+/-

Μικρά κύτταρα, κυρίως στο μυελό, 
μετάλλαξη MYD88 L265P

Λεμφοζιδιακό λέμφωμα  
(FL)

CD5-/+*, CD10+/-*, CD19(+d), bcl2(+b),  
CD43-, CD200-

Λεμφοκύτταρα με διαμήκεις εντομές, 
t(14;18)

bcl2 αναδιάταξη

Τριχωτή λευχαιμία (HCL) Τυπικός φαινότυπος: CD5-/+*,CD20 (b), CD22 
(b), CD11c (b), CD25+, CD103+, CD1c+/-, sIg 
(i), CD10-/+, CD123(+b), CD200+

 Τριχωτά λεμφοκύτταρα, Αnnexin A1, 
TRAP

μετάλλαξη BRAF V600E στο 79%
μη μεταλλαγμένη BRAF 21%

Παραλλαγή Τριχωτής 
λευχαιμίας (HCL variant)

CD5-, CD20 (+b), CD22 +(b), CD11c (+b),  
CD25-, CD103+, CD123-/d, CD200-/d

Aταξινόμητο σπληνικό λέμφωμα WHO 
2008, απουσία μετάλλαξης BRAF

(+d): dim ή ασθενής έκφραση, (+i): intermediate ή ενδιάμεσης έντασης έκφραση, (+b): bright ή έντονη έκφραση, +/-: συνηθέστερα θετικό, 
-/+: συνηθέστερα αρνητικό,+/-* συνηθέστερα θετικό, πολύ σπάνια αρνητικό, -/+* συνηθέστερα αρνητικό, πολύ σπάνια θετικό,-/d αρνητικό 
έως ασθενής έκφραση

Μονοκλωνικές Β Λεμφοκυτταρώσεις (MBL)
Η παρουσία μονοκλωνικών Β λεμφοκυττάρων σε χα-

μηλούς αριθμούς σε φυσιολογικά άτομα αποτέλεσε ση-
μαντική παρατήρηση ήδη από το 1991, αλλά μελετήθηκε 
διεξοδικά την τελευταία πενταετία και άλλαξε το δια-
γνωστικό πλαίσιο για την CLL. Το ποσοστό των ατόμων 
με MBL και ο απόλυτος αριθμός των κλωνικών κυττά-
ρων ήταν διαφορετικός μεταξύ των διαφόρων μελετών. 
Αν μάλιστα αναλυθεί ένας αριθμός κυττάρων που υπερ-
βαίνει τις 200.000 θα βρεθούν σε αρκετά υγιή άτομα πο-

λύ χαμηλοί απόλυτοι αριθμοί μονοκλωνικών κυττάρων 
(<100/κκχ) και θα αυξηθεί το ποσοστό των ατόμων που 
θα χαρακτηριστούν ως MBL24. Τα ερωτήματα που αρχί-
ζουν να τίθενται και αφορούν στην κυτταρομετρική διά-
γνωση της MBL είναι κατά σειρά:
	1)	Ποιος είναι ο ανοσοφαινότυπος των μονοκλωνικών 

αυτών Β λεμφοκυττάρων; 
	2)	Πώς θα γίνει η διάγνωση και διαφοροδιάγνωση της 

MBL από τις άλλες οντότητες και πώς εμπλέκεται η 
MBL στη διάγνωση άλλων λεμφωμάτων. 

	3)	Ποια είναι η παθογενετική σημασία της MBL όσον 
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αφορά την εξέλιξη σε CLL ή άλλα λεμφοϋπερπλαστι-
κά νοσήματα και ποιος είναι ο ρόλος των κυτταρομε-
τρικών προσδιορισμών; 

	4)	Υπάρχουν προγνωστικοί παράγοντες που να σχετί-
ζονται με την εξέλιξη της MBL σε CLL; Έχει ρόλο ο 
ανοσοαφαινότυπος εδώ;
Ο ανοσοφαινότυπος MBL συνήθως είναι πανομοιό-

τυπος με τον αντίστοιχο της τυπικής B-CLL. Σπανιότε-
ρα υπάρχει φαινότυπος άτυπης CLL αλλά και φαινότυπος 
μνημονικών κυττάρων που μοιάζει με MZL ή LP, ακόμη 
και δικλωνική MBL. Σε όλες αυτές τις περιπτώσεις, η δι-
άγνωση MBL δε θα στηριχτεί μόνο στα κυτταρομετρικά 

ευρήματα αλλά και στον υπόλοιπο κλινικό και παρακλι-
νικό έλεγχο. Ο απόλυτος αριθμός του Β κλώνου στο αίμα 
αποτελεί ωστόσο θέμα κυτταρομετρίας. Με βάση τη νέα 
κατά WHO 2008 ταξινόμηση25 ο απόλυτος αριθμός των 
μονοκλωνικών Β λεμφοκυττάρων στη MBL πρέπει να εί-
ναι κάτω από 5000/κκχ. Η αντικειμενική εξέταση πρέπει 
να είναι αρνητική, χωρίς λεμφαδένες ή οργανομεγαλία 
και ο απεικονιστικός έλεγχος να μην αποκαλύψει παρό-
μοια ευρήματα. Το Β λεμφοκυτταρικό λέμφωμα από μικρά 
λεμφοκύτταρα (B-Small Lymphocytic cell Lymphoma, 
B-SLL) μπορεί να έχει εικόνα στο αίμα παρόμοια με MBL. 
Επίσης, δεν πρέπει να υπάρχουν Β συμπτώματα (πυρετό, 
απώλεια βάρους) ούτε ενδείξεις αυτοάνοσου νοσήματος 
(λ.χ. αυτοάνοση αιμολυτική αναιμία) με Β μονοκλωνικό 
πληθυσμό. Το ίδιο ισχύει για λοιμώξεις. Εφόσον αποκλει-
στούν οι πιθανότητες υποκείμενου λεμφώματος (MCL, 
MZL, LP κ.α.), αυτοάνοσου νοσήματος ή λοίμωξης, τότε 
πρόκειται για MBL με φαινότυπο είτε τυπικής είτε άτυ-
πης CLL είτε μη-CLL. Έχει θέση στη διάγνωση ο μυε-
λός; Με βάση πρόσφατη μελέτη26 φαίνεται oτι η MBL 
έχει σαφώς μικρότερη διήθηση στο μυελό από την CLL. 
Ωστόσο, υπογραμμίζεται ότι σε αρκετές περιπτώσεις το 
ποσοστό του κλώνου μπορεί να είναι σχετικά υψηλό (20-
30% ή και μεγαλύτερο) και να υπάρχει στασιμότητα των 
ευρημάτων χωρίς κλινική εξέλιξη πρός CLL.

Η συχνότητα της MBL είναι μερικές δεκάδες έως εκα-
τοντάδες φορές μεγαλύτερη από εκείνη της CLL. Κατά συ-
νέπεια είναι προφανές ότι δεν εξελίσσονται όλες οι MBL 
τύπου CLL σε CLL. Μόνο ένα 1-2% ετησίως, εξελίσσο-
νται από MBL σε CLL που χρειάζεται θεραπεία. Από την 
άλλη πλευρά, στην αναδρομική μελέτη του Landgren και 
συν27, σε πληθυσμό 77469 ατόμων, επί 46 ατόμων που 
στη μετέπειτα ζωή τους εμφάνισαν CLL, οι 44 (98%) εί-
χαν ήδη MBL πληθυσμό. Αυτό πιθανόν σημαίνει ότι η 
CLL, κατ’ αναλογία με άλλα νεοπλασματικά νοσήματα, 
δημιουργείται μετά από πολλαπλές γενετικές βλάβες, πά-
νω σε ένα ήδη ανώμαλο υπόστρωμα MBL, ωστόσο το 
θέμα παραμένει ανοιχτό.

Ανέκαθεν υπήρχε το ερώτημα αν ο αριθμός των κυτ-
τάρων έχει σημασία στην περίπτωση της MBL και αν 
το όριο των 5000/κκχ έχει βιολογική διακριτική σημα-

Πίνακας VI. Πρωτόκολλα για την ολοκλήρωση της τυποποίησης ενός B-CLPD (Euroflow)4. Το πρώτο χρησιμοπoι-
είται για τη διάκριση CLL και τα υπόλοιπα 3 για την διαφοροδιάγνωση των υπολοίπων B-CLPD (31 αντισώματα).

Pacific blue Pacific Orange FITC PE PerCP-Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7
CD20* CD45* CD23 CD10 CD79b CD19* CD200 CD43
CD20 CD45 CD31 CD305 CD11c CD19 sIgM CD81
CD20 CD45 CD103 CD95 CD22 CD19 CXCR5 CD49d
CD20 CD45 CD62L CD39 HLA-DR CD19 CD27

s=επιφανειακό, * συνδετικά αντισώματα

Πίνακας V. Πρωτόκολλα για την ολοκληρωμένη τυ-
ποποίηση ενός B-CLPD (ΠΓΝΑ Γεννηματάς). Τα πρώ-
τα 5 πρωτόκολλα χρησιμοποιούνται για τη διάκριση 
CLL και τα υπόλοιπα 6 για την διαφοροδιάγνωση των 
υπολοίπων B-CLPD (33 αντισώματα).

FITC PE ECD PeCy5 PeCy7
ισοτυπικό  

contrΙol
ισοτυπικό  

control
# # CD19*

CD5 CD20 CD19
CD43 CD79b CD19
FMC7 CD23 CD19

CD22 CD200 CD19
CD38 CD10 CD19
CD11c CD1c CD19
CD103 CD27 CD19
CD25 CD123 CD19

sIgA sIgM CD19
sIgG sIgD CD19

s=επιφανειακό, *συνδετικά αντισώματα, # κενές θέσεις για την κατά 
περίπτωση προσθήκη ενός ή δύο συνδετικών αντισωμάτων (π.χ. 
CD5, CD20, CD38, CD10, CD45), για την τυποποίηση δικλωνικών 
BCLPD ή τη διάκριση από φυσιολογικούς πληθυσμούς (φυσιολο-
γικά Β, αιματογόνια, πλασμαβλάστες) που συνυπάρχουν με το μο-
νοκλωνικό πληθυσμό και επηρεάζουν τον φαινότυπο.
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σία μεταξύ CLL και MBL. Η κλασική Βρετανική μελέτη 
Rawstron και συν28 αλλά και η Ιταλική Rossi και συν26, 
συνδέουν αναμφίβολα το απόλυτο φορτίο του κλώνου 
με την εξέλιξη από MBL σε CLL. Αριθμός Β κλωνικών 
κυττάρων πάνω από 3700 σαφώς σημαίνει πέντε φορές 
μεγαλύτερη πιθανότητα εξέλιξης σε CLL σε σχέση με 
αριθμό κάτω από 1200/κκχ. Ειδικά πάνω από 3700/κκχ 
CD5+ B μονοκλωνικά λεμφοκύτταρα, σχετίζονται με εξέ-
λιξη προς CLL στο 75% των ατόμων, σε λιγότερο από 
τρία χρόνια. Από την άλλη πλευρά, το όριο των 5000/
κκχ φαίνεται να έχει βιολογική σημασία και να διαχωρί-
ζει την MBL από τη CLL σε στάδιο Rai 0, δύο οντότη-
τες που διακρίνονται μόνο από τον απόλυτο αριθμό των 
5000/κκχ Β λεμφοκυττάρων, αλλά εμφανίζουν διαφορε-
τική βιολογική συμπεριφορά. 

Ανίχνευση της MRD στα ΒCLPD
Τα τελευταία δέκα χρόνια, η κυτταρομετρία ροής εξε-

λίχθηκε σημαντικά στην ποσοτική ανίχνευση της MRD 
στα αιματολογικά νοσήματα. Ιδιαίτερα για τη CLL και τα 
Β λεμφώματα, υποκατέστησε σταδιακά τις τεχνικές χαμη-
λής ευαισθησίας της περασμένης δεκαετίας, που εφάρμο-
ζαν συνδυασμούς δύο ή τριών φθοριοχρωμάτων. Σήμερα 
τα περισσότερα εργαστήρια διαθέτουν αναλυτές με δυνα-
τότητα μελέτης πέντε ή περισσοτέρων φθοριοχρωμάτων 
για την ταυτόχρονη μελέτη αντιγόνων στα κύτταρα. Με 
βάση τις δυνατότητες αυτές, ο προσδιορισμός της MRD 
πρέπει να εκπληρώνει τρείς βασικούς στόχους: 1) ανάδει-
ξη μονοκλωνικών Β πληθυσμών 2) ανοσοφαινοτυπικός 
προσδιορισμός τους με ειδικούς συνδυασμούς μονοκλω-
νικών αντισωμάτων ικανών να διαχωρίζουν με βεβαιό-
τητα τα νεοπλασματικά από τα φυσιολογικά Β κύτταρα 
στο αίμα και το μυελό και 3) ακριβής ποσοτικός προσ-
διορισμό τους με ανάλυση τουλάχιστον 20 μετρικών γε-
γονότων της νόσου (events).

Mέσα στον όρο Β πληθυσμός περιλαμβάνουμε περιφε-
ρικά Β λεμφοκύτταρα, πλασματοκύτταρα και πρόδρομα 
κύτταρα Β λεμφικής σειράς. Τα δύο τελευταία ανιχνεύ-
ονται κατά κανόνα στα δείγματα του μυελού. Κατά συ-
νέπεια, η νόσος στη CLL και τα Β λεμφώματα πρέπει να 
διακρίνεται από τα φυσιολογικά περιφερικά Β λεμφο-
κύτταρα, τα φυσιολογικά πλασματοκύτταρα, αλλά και 
τις φυσιολογικές Β προβαθμίδες, γνωστές ως αιματογό-
νια. Τα τελευταία χρόνια η αναγνώριση σε χαμηλό επί-
πεδο (10-4) της παρουσίας MBL με ανοσοφαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά CLL, ιδίως σε άτομα μεγάλης ηλικίας, 

προσθέτει μια νέα παράμετρο διάκρισης μεταξύ MRD 
και MBL. Σε καμιά περίπτωση δεν θεωρούνται MRD τα 
CD5+CD19+ διπλά θετικά λεμφοκύτταρα, χωρίς απόδει-
ξη κλωνικότητας30. 

Η κυτταρομετρική ανίχνευση MRD, εμφανίζει πλεονε-
κτήματα και μειονεκτήματα, ανάλογα με το Β νεόπλασμα 
στο οποίο εφαρμόζεται, το δείγμα που αναλύεται (αίμα ή 
μυελός) και το είδος της θεραπείας (πρβλ. μονοκλωνικό 
αντίσωμα αντι-CD20). Oι ανοσοφαινοτυπικοί συνδυασμοί 
συνήθως χρησιμοποιούνται στα αρχικά κατατοπιστικά 
πρωτόκολλα για τη διάγνωση και τη σταδιοποίηση. Όταν 
αναφερόμαστε σε CD5 αρνητικά λεμφώματα με ειδικά 
ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά, όπως η HCL, είναι 
ευχερής η ανάδειξη της νόσου με ειδικά αντιγόνα, π.χ. 
CD103. Όσον αφορά το FL, ειδικά στο μυελό η ανάδει-
ξη CD10 θετικών κυττάρων δεν είναι επαρκής χωρίς το 
τεκμήριο της κλωνικότητας, επειδή μπορεί να πρόκειται 
για αιματογόνια, ενώ στο λεμφαδένα για αντιδραστικά 
CD10+ λεμφοκύτταρα. Τέλος, όταν δεν υπάρχουν ειδι-
κά ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά διάκρισης από τα 
φυσιολογικά Β λεμφοκύτταρα, όπως στα MZL, η κλωνι-
κότητα από μόνη της ή ακόμη και η κλωνική περίσσεια, 
αποτελούν ενδείξεις παρουσίας ΜRD. Στο LP και την 
WD μπορεί να εκριζωθεί ο λεμφοκυτταρικός Β κλώνος 
και να απομείνουν CD20 αρνητικά πλασματοκύτταρα, 
ανθεκτικά στο αντι-CD2031. H συνήθης ευαισθησία της 
τεχνικής φτάνει μέχρι τον τέταρτο λογάριθμο, χωρίς να 
αποκλείεται, υπό παρατεταμένες συνθήκες ανάλυσης άνω 
των 106 κυττάρων, η ανίχνευση νόσου στο 10-5 η οποία 
γίνεται με εξαιρετική δυσκολία και θεωρείται ότι βρίσκε-
ται στα όρια της τεχνικής. 

Μια δυσκολία της πολυπαραμετρικής κυτταρομετρί-
ας είναι η προτυποποίηση της τεχνικής (standardization). 
Προς την κατεύθυνση αυτή κινούνται συνεργατικές Ευ-
ρωπαϊκές Ομάδες, όπως η European Research Initiative 
for CLL (ERIC)32, η Euroflow4 και η Εuropean Leukemia 
Net (ELN)33. Οι βασικοί στόχοι των πρωτοκόλλων ποσοτι-
κής ανίχνευσης της MRD αποτελούν μια βάση εκκίνησης 
για την αξιολόγηση και την τυποποίηση των διαφόρων 
τεχνικών. Το ερώτημα σε ποια κέντρα πρέπει να γίνεται 
η εφαρμογή τεχνικών MRD στη CLL και τα λεμφώμα-
τα εξαρτάται από τα πλαίσια διενέργειας εθνικών ή διε-
θνών συνεργατικών μελετών. Στην περίπτωση αυτή, είναι 
επιθυμητός ο εναρμονισμός των πρωτοκόλλων. Συνήθως 
υπάρχει ένας μικρός αριθμός κέντρων αναφοράς και δι-
απιστεύονται τα ξεχωριστά εθνικά εργαστήρια από την 
κεντρική ομάδα των εργαστηρίων αναφοράς.
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Immunophenotypic analysis of chronic lymphoproliferative syndromes
by George Paterakis

Immunology Department-Flow Cytometry Laboratory,  
“G. Gennimata” General Hospital, Athens, Greece

ABSTRACT: Flow cytometry immunophenotyping of blood and marrow aspirate fluid specimens is in-
cluded as a rule in the initial diagnostic work-up of B chronic lymphoproliferative disorders (BCLPD). 
Along with morphology and the clinical presentation it forms the basis for differential diagnosis in most 
cases. It appears to be the method of choice for assessing clonality. Following this, selected antibody 
combinations are applied in order to discriminate the various ΒCLPD. Even if the phenotype is not al-
ways specific to formulate a definite diagnosis, it appears to be helpful for the initial diagnostic assess-
ment and patient management. Immunophenotype per se should not be considered without also taking 
into account classic smear morphology and the clinical presentation. Identical protocols to those applied 
in blood and marrow fluid can be used in cell suspensions from lymphoid tissues or fine needle aspirates. 
Recently, small monoclonal populations of B cells of uncertain clinical significance were recognized, 
defined as monoclonal B lymphocytosis (MBL). MBL should be differentiated from lymphomas. Com-
plete treatment response has been recently revisited by minimal residual disease flow cytometry data in 
chronic lymphocytic leukemia and other BCLPD.
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