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Streszczenie: W pracy przestawiono zasady diagnostyki chloniakow nieziarniczych u dzieci z propo-
zycja podstawowego zestawu przeciwcial monoklonalnych do oceny immunofenotypu komorek chto-
niakowych. Oméwiono najczgstsze postacie chtoniakéw nieziarniczych u dzieci z uwzglednieniem im-
munofenotypu i znaczenia ekspresji niektorych determinant dla klasyfikacji tych rozrostow.

Summary: The basic indications for immunophenotype assay in diagnosis of non-Hodgkin's lymphoma
(NHL) in children including monoclonal antibodies sets are shown. Classification and description of given
types of NHL in children and clinical significant of determinants expression are discussed.

Cytometria przeptywowa jest podstawowa metoda badania zawiesiny komorkowe;,
w tym rowniez komorek szpiku, krwi obwodowej, pobranych wycinkow guza czy
wezldw chtonnych. Najczesciej do badan kierowany jest pobrany fragment wezta
chtonnego czy guza ze wstgpnym rozpoznaniem chioniaka. W ocenie cytometrycznej
powinna by¢ uwzgledniona mozliwo$¢ odczynu weztowego, czyli obecnosci wszyst-
kich prawidlowych komorek wezta chtonnego o zmienionych proporcjach i cechach
aktywacji. W badaniach rozrostow komorek hematopoetycznych cytometria pozwala
na okre$lenie linii, z ktorej pochodzi komoérka nowotworowa, oceng jej stopnia
zroéznicowania i dojrzatosci oraz opis zaburzen ekspresji determinant powierzchnio-
wych i cytoplazmatycznych. Okreslenie immunofenotypu powinno obejmowac¢ oceng
ekspresji determinant restrykcyjnych dla danej linii pochodzenia komorek hematopo-
etycznych oraz determinant nierestrykcyjnych zwiazanych z réznymi etapami
dojrzewania i réznicowania tych komorek, jak i determinant obecnych w cytoplazmie
komorek (zawsze restrykcyjnych). Oznaczanie obecnos$ci determinant cytoplazma-
tycznych jest zwiazane z utrwalaniem komorek i zwigkszeniem przepuszczalnosci
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btony komoérkowej (permeabilizacja). Mozna stosowaé rownoczesnie obydwa sposoby
barwienia (najpierw powierzchniowe na zywych komorkach, a potem cytoplazma-
tyczne po utrwaleniu komorek), co zwigksza ilo§¢ informacji o danej populacji
komorkowej. Okreslenie immunofenotypu komorek chtoniakowych, podobnie jak w
ostrych biataczkach, jest wazne dla klasyfikacji danej postaci rozrostu, mozliwosci
okreslenia stopnia remisji oraz poszukiwania choroby resztkowej metoda cytometrii
przepltywowe;.

Diagnostyka rozrostow komorek hematopoetycznych jest kompleksowa i obejmuje
oceng morfologiczng, okreslenie immunofenotypu i zmian genetycznych (mutacje,
translokacje, delecje itp.). W dotychczasowej diagnostyce nieziarniczych chioniakéw
u dzieci podstawa klasyfikacji byla ocena histologiczna i badania immunohisto-
chemiczne wspomagajace t¢ klasyfikacj¢. Rozszerzenie diagnostyki o oceng
immunofenotypu metoda cytometrii przeptywowe;j jest klinicznie istotne, gdyz pozwala
precyzyjnie scharakteryzowaé¢ komorke nowotworowa w krotkim czasie, co w
przypadku nowotworéw o wysokim stopniu zlosliwosci jest krytyczne. Ponadto
umozliwia oceng stopnia dojrzatosci i roznicowania komoérek utatwiajac klasyfikacje
postaci prekursorowych chtoniakéw nieziarniczych. Postacie te maja inne rokowanie
i inne schematy terapeutyczne.

Chtoniaki nieziarnicze u dzieci naleza do grupy nowotworéw z matych okragtych
komorek (small round cell tumours), do ktorych naleza jeszcze m.in. guz Ewinga
1 rozrosty neurogenne (neuroblastoma, PNET). Grupa chtoniakéw nieziarniczych
obejmuje rozrosty komoérek obecnych w narzadach limfatycznych, tj. grasicy, weztach
chtonnych i luznej tkance limfatycznej. Komorki rozrostowe pochodza z linii limfo-
cytow T i B, odpowiadaja komorkom NK oraz komorkom bezmarkerowym stano-
wigcym minimalny odsetek w prawidlowych narzadach limfatycznych.

W diagnostyce tych rozrostow zestawy przeciwcial obejmuja te determinanty, ktore
sa obecne na wszystkich etapach ontogenezy limfocytow T i B. Zestawy propono-
wane dla diagnostyki chtoniakéw nieziarniczych stanowia pewien wybodr oznaczania
obecnosci determinant typowych dla poszczegélnych etapow ontogenezy tych komo-
rek. Oznaczanie obecnosci determinant z linii mieloidalnej nie ma wigkszego uzasad-
nienia. Podstawa analizy cytometrycznej jest zestaw przeciwcial monoklonalnych
znakowanych co najmniej 3 r6znymi fluorochromami dla determinant, pozwalajacych
na rozpoznanie najczgstszych postaci chtoniakdw nieziarniczych, jak i postaci chtonia-
kéw rzadko spotykanych u dzieci (chtoniak typu MALT, postacie skorne — zespot
Sezary'ego, Mycosis fungoides).

U dzieci chloniaki nieziarnicze sa w wigkszosci nowotworami o bardzo wysokiej
dynamice proliferacyjnej, czyli wysokiej ztosliwosci. Naleza one do trzech glownych
typow: limfoblastycznych z linii limfocytow T i1 B, z dojrzatych limfocytow B (chtoniak
typu Burkitta i Burkitto-podobny— Burkitt-like) oraz chtoniaki typu olbrzymio-
komoérkowego i anaplastycznego. Te ostatnie wymagaja bardzo szczegdlowej
diagnostyki i stwarzaja wiele probleméw. Rokowanie w tych postaciach jest gorsze
anizeli w chtoniakach limfoblastycznych i typu Burkitta.
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Zestawy przeciwcial powinny obejmowac determinanty charakterystyczne dla wszystkich
postaci chtoniakéw nieziarniczych wystepujacych u dzieci z uwzglednieniem postaci rzadkich
oraz nietypowych immunofenotypéw. Podstawowy zestaw przeciwciat powinien zawiera¢
przeciwciata dla determinant restrykcyjnych i nierestrykcyjnych typowych dla linii limfocytu
T (CDla, CD2, CD3, CD4, CDS5, CD7, CDS), linii limfocytu B (CD19, CD10, CD20, CD22,
HLA-DR, tancuchy cigzkie i lekkie immunoglobulin) oraz determinanty dla form
prekursorowych: CD34, CD38, (ekspresja powierzchniowa), CD79a, CD38, TdT (koncowa
deoksytransferaza) (ekspresja cytoplazmatyczna). Dla diagnostyki form olbrzymio-
komoérkowych 1 anaplastycznych oraz innych, rzadko wystepujacych u dzieci przydatne sa
przeciwciata dla: ALK-1, CD30, bel-2, bel-6, CD25, EMA, TCR, TCR, CD16, CD56 1 CD57
(posta¢ rozrostu komoérek NK). Oceng stopnia proliferacji (odsetek komorek w fazie
pozaspoczynkowej) czgsto wykonuje si¢ na podstawie obecnosci przeciwciata dla deter-
minanty Ki-67.

Determinanta CD45 nie jest markerem klasyfikacyjnym w chioniakach nieziariczych,
ale jest wazna w przypadku podejrzenia zajecia wezta chlonnego przez nowotwor spoza
uktadu hematopoetycznego. Wykazanie braku ekspresji CD45 moze potwierdzi¢ takie
podejrzenie.

W diagnostyce immunofenotypowej chtoniakow nieziarniczych nie ma ustalonych,
standardowych” kombinacji przeciwcial, aczkolwiek opisywane sa takie zestawy,
np. CD23/CD10/CD20/CD19, CD4/CD7/CD3/CDS. Propozycje dotycza raczej
uproszczenia wstepnej diagnostyki i ustawienia dwuetapowo oceny cytometrycznej
— pierwszy etap to zestaw przeciwcial pozwalajacy na scharakteryzowanie linii, z
ktorej pochodza komorki rozrostowe (CD79a, CD3, TdT — cytoplazmatyczne, CD19,
CD7, CD4, CD56 — powierzchniowe), a w drugim etapie uzupehienie o przeciwciata
dla determinant tylko z linii rozrostu, np. dla chtoniaka z linii limfocytu B — CD10,
CD20, CD22, HLA-DR, tancuchy cigzkie i lekkie immunoglobulin, dla chioniaka z
linii limfocytu T — CD2, CD5, CD6, CDla, CDS8 i determinanty dodatkowe —
charakterystyczne dla chtoniakéw nieziarniczych o wysokim stopniu ztosliwosci —
ALK-1, CD30, bcl-2, bcl-6 itp. Inna propozycja jest, podobnie jak w diagnostyce
ostrych biataczek, jednorazowe barwienie z wykorzystaniem pelnej listy przeciwcial.
Jest to mniej czasochtonne, ale tez i drozsze, bo nie ma selekcji przeciwcial.
Zazwyczaj ilo$¢ komorek uzyskanych z wycinka guza lub podzielonego wezla
chlonnego jest na tyle duza, ze mozna sobie pozwoli¢ na dwuetapowe badanie, na
uzupetnianie barwien w obrebie 24 godzin. W sytuacji, w ktorej nie ma mozliwosci
oceny morfologicznej na podstawie skrawka mrozakowego badanie pobranego wegzla
chtonnego powinno by¢ wykonane jednoetapowo z uwzglednieniem mozliwosci
istnienia odczynowego wezta chtonnego lub wezta zajgtego przez nowotwor spoza
uktadu hematopoetycznego.

Najczesciej stosowang obecnie klasyfikacja chtoniakéw nieziarniczych o wysokim
stopniu ztosliwosci jest klasyfikacja wg REAL i WHO. Obydwie uwzgledniaja
diagnostyke kompleksowa, tj. histologi¢ guza/wezta chlonnego, immunofenotyp (bez
wzgledu na metodg oznaczenia — immunohistochemiczng lub cytometryczna) oraz
zaburzenia genetyczne (badane technikami molekularnymi).



106 A. PITUCH-NOWOROLSKA, B. MAZUR

g8 1
=7 ‘o
% 1 3
I 3
o ] I, 1
2] GES
= o T 3
U 7

] w g
B ] Fa
i g -
G- — 25
OJ 7 [} 3
=z ] o g
@ ]
2 o

] 23

TTTT I TTTT I TTTT I TTTT | TTTT ] T ~
50 100 150 200 250 10 107 10* 10
FSC-Height FSC-H (< 1.000) CD45 FITC FL1-H

4
1*

3
3
10

Ll

CD13PEFL2-H
lamhda PE FL2-H

2
2

TTIm T Tmy T T =T ||l|||||S T lllllll' T |[||[|[I( T T T T T

10 10 10* 10 10° 10” 10 10
CO10 FITC FL1-H kappa FITC FL1-H

CD5 PE FLZ-H
CD22 PEFLZ-H

2

T illllll TT IIIIIII LI ||||||| TT |||l||| T
10 10’ 1n* 10 10 10 10 10
CD2Z0FITCFL1-H CD3IFITCFL1-H

I A T + ]

iCE o

o o E

(@] 4 w ]

E ] o

[ 9,

T 5

IS ] (&) ]
= ==

4l T i|i"| I\I ”["l TTTIT l"l TTT ”l"l T - 4 A
102 10° 10 10° 10° 10 10 10
CD34 PEFL2-H Anti-HLA-DR FITC FL1-H

RYCINA 1. Typowy immunofenotyp chloniaka z dojrzatych limfocytow B (Burkitta ) u dziecka.
Wigkszos$¢ komorek badanego wezta chtonnego stanowia dojrzate limfocyty B CD19+/CD20+/CD22+.
Limfocyty B maja na swojej powierzchni fancuchy lekkie Ig A, co potwierdza klonalny proces rozrostowy
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Rozrosty z linii limfocytu B u dzieci obejmujg:

1) postacie limfoblastyczne (prekursorowe) limfocytu B:

Sa to rozrosty guzowe, ale o fenotypie komoérek odpowiadajacym prekursorom
limfocytu B na poszczegoélnych etapach ontogenetycznych.

Najwczesniejsze prekursory o immunofenotypie: CD34, CD38, HLA-DR, CD79a,
TdT (cytoplazma), CD22, CD19 odpowiadaja postaci progenitora B (proB), bardziej
dojrzate wykazuja dodatkowo ekspresje CD10 i odpowiadaja common ALL. W
kolejnym etapie ontogenetycznym limfocytu B w cytoplazmie stwierdza si¢ tancuchy
ciezkie immunoglobulin (U i ). Komorki chtoniaka odpowiadajacego etapowi pre B
wykazuja ekspresje CD79a, CD19, czesciowo CD38, CD20, CD22, HLA-DR.
Obecnos¢ CD34, CD10 sugeruje nietypowy immunofenotyp (asynchroniczny).

W tej postaci chtoniakow istotne jest to, ze jesli w okresie pierwotnym jest to
posta¢ guzowa bez zajgcia szpiku, nawrdt moze by¢ w formie ostrej biataczki o
takim samym immunofenotypie.

2) dojrzate limfocyty B o monoklonalnym rozroscie to chioniak typu Burkitta
i Burkitto-podobny

Immunofenotyp wskazuje na dojrzaty limfocyt — CD79a, CD19, CD20, CD22,
(CD23), HLA-DR, na powierzchni i w cytoplazmie fancuch cigzki (GAM) i jeden
tancuch lekki (kappa lub lambda) immunoglobulin. Chtoniak Burkitto-podobny
charakteryzuje si¢ brakiem tancuchow cigzkich immunoglobulin na powierzchni
komorek oraz obecnoscia bel-2 w okoto 30% przypadkdw. Obecnos¢ bel-2 nie jest
typowa dla tej postaci chtoniaka.

3) szczegolne postacie chioniakow nieziarniczych z dojrzatych limfocytow B

Naleza do nich m.in. wywodzacy si¢ z luznej tkanki limfatycznej zwiazanej z
btonami $luzowymi MALT oraz chtoniak B bogaty w limfocyty T (TCRBCL).
Chtoniak typu MALT jest czesto kojarzony z zakazeniem Helicobacter pylori, a
obecnos¢ tych bakterii jest uwazana za czynnik indukujacy rozrost. Chloniak typu
MALT wystgpuje u nastolatkow i jest jedynym chloniakiem o niskim stopniu
ztosliwosci, aczkolwiek jego przebieg u dzieci jest bardziej agresywny anizeli u
dorostych. Najczgsciej] MALT dotyczy $ciany zotadka, nie opisano u dzieci postaci
jelitowych. Immunofenotyp komorek jest typowy dla dojrzatych limfocytow B —
CD79a, CD19, CD20, CD22, HLA-DR, powierzchniowe tancuchy cigzkie i jeden
lekki immunoglo-bulin, dodatkowo mozna stwierdzi¢ obecnos¢ CD5 w cze$ci przy-
padkow. Obecno$¢ zmutowanego genu bcl-2, bcl-6 stwierdza sig¢ u czegsci
przypadkow, zwlaszcza o wyzszym stopniu ztosliwosci (high-grade MALT).

TCRBCL jest postacia trudna do diagnostyki, poniewaz zawiesina komorek wezta
chtonnego zawiera prawidlowe, czgsto aktywowane limfocyty T i niewielka popula-
cje rozrostowych limfocytow B. Immunofenotyp limfocytow B chioniakowych
wykazuje cechy monoklonalnosci (jeden tancuch lekki immunoglobulin).

Rozrosty z linii limfocytu T u dzieci obejmuja:

1) postacie limfoblastyczne (grasicze):

Immunofenotypy odpowiadaja grasiczym etapom ontogenezy limfocytu T —
najwczesniejszy (early thymocyte), w ktorym CD3 stwierdza si¢ jedynie w cyto-
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RYCINA 2. Typowy immunofenotyp chloniaka z linii limfocytu T. Wigkszo$¢ komorek badanego wezta
chtonnego stanowia komorki z linii limfocytu T CD3+/CD5+/CD7+/CD2+/CD1a+ zjednoczesna ekspresja
CD4+/CD8+



IMMUNOFENOTYPOWA DIAGNOSTYKA CHEONIAKOW NIEZIARNICZYCH U DZIECI 109

plazmie podobnie jak TdT, a na powierzchni wystgpuje jedynie CD7, CDS, CD2,
CDla, CD38. Te komorki nie wykazuja ekspresji ani CD4, ani CD8 (podwojnie
ujemne). W kolejnym etapie grasiczego rozwoju prekursory limfocytu T (thymocytes)
wykazuja ekspresje CD3 i TdT w cytoplazmie, CD7, CD5, CDla, CD2 i CD4
rownolegle z CD8 (podwdjnie dodatnie). Ta posta¢ rozrostu prekursorowego z linii
limfocytow T jest najczgstsza. W kolejnym etapie rozwoju grasiczego limfocyt T
(late thymocyte) wykazuje ekspresje CD3 na powierzchni, CD7, CDS5, CD2 i CD4
lub CD8 pojedyncze w czeséci komodrek rownolegle na jednej komorce (CD4/CDS).
Typowym objawem klinicznym jest guz $rddpiersia, a wigkszos$¢ pacjentdw stanowia
chlopcy powyzej 5 roku zycia. W niewielkim odsetku przypadkéw chtoniakow o
immunofenotypie najwczesniejszego prekursora grasiczego (early thymocyte) mozna
stwierdzi¢ niska ekspresj¢ CD10 i CD20. Obecnie nie uwaza si¢ tej ekspresji za
ko-ekspresje determinant z linii limfocytu B, poniewaz opisano ekspresje CD10 i
CD20 na krotkich etapach grasiczej ontogenezy prawidtowych limfocytow T.

2) rozrosty z dojrzalych limfocytow T

Wystepuja u dzieci bardzo rzadko, ale u nastolatkow mozna stwierdzi¢ rozrost
typu Sezary syndrome i mycosis fungoides. Obydwa typy naleza do pozawgztowych
postaci rozrostow z linii limfocytu T. W ocenie immunofenotypu komoérek chloniako-
wych stwierdza sig ekspresje CD3, CD5, CD2, CD7 (nie wszystkie przypadki),
CDla, CD4 w wigkszo$ci, CD8 czg$¢ przypadkow.

W ocenie immunofenotypéw komorek rozrostowych z linii limfocytu T nalezy
zwraca¢ uwage na heterogenno$¢ ekspresji determinant. Zjawisko to wystepuje
czesciej w ostrych biataczkach T komoérkowych, rzadziej w chtoniakach nieziarni-
czych, ale np. w Mycosis fungoides czy zespole Sezary'ego stwierdza sig ,,gubie-
nie” determinant, np. CD7. Rzadka forma chtoniaka jest skorna posta¢ u niemowlat.
Najczesciej jest to chtoniak T komorkowy (limfoblastyczny), ale opisano réwniez
rozrosty z linii limfocytu B (rowniez limfoblastyczne). Trudnos$¢ takiej diagnostyki
to nie tylko problem uzyskania zawiesiny komodrkowej do badan cytometrycznych,
ale i diagnostyka réznicowa z innymi nowotworami (np. neuroblastoma) oraz
schorzeniami skory (np. rumienie).

Chloniaki olbrzymiokomorkowe i anaplastyczne:

1. Z linii limfocytu B — rozsiany chloniak z komodrek olbrzymich — DLBCL
(diffuse large B cell lymphoma) jest typowym przykladem rozrostu z tej grupy.
Immunofenotyp tych komoérek odpowiada dojrzatemu limfocytowi B — CD79a, CD38,
CD19, CD20, CD22, HLA-DR, powierzchniowe lancuchy cigzkie i lekkie immuno-
globulin. Charakterystyczna dla tego chtoniaka jest obecnos$¢ bcl-2, bel-6 i cykliny
1 w cytoplazmie jego komorek. Obecnosé bel-2 i bel-6 jest wazna zarowno dla
rozpoznania tej postaci chtoniaka, jak i dla rokowania. Ekspresja bcl-2 i bel-6 wydaje
si¢ by¢ czynnikiem pogarszajacym rokowanie w sposob znaczacy.

2. Chloniaki anaplastyczne (ALCL) wywodza sig z linii limfocytu T (wigkszos¢
przypadkow) i B. Cze$¢ postaci nie ma jednoznacznego immunofenotypu i te
zaliczane sa do grupy posredniej (intermediate), bezmarkerowej (null type).
Komorki ALCL z linii limfocytu T wykazuja ekspresje determinant typowych dla
tej linii komorkowej (CD2, CD3, CD4, CDS5, CD7, CD8) oraz ekspresje determinant
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RYCINA 3. Obraz analizy cytometrycznej reaktywnego wezta chtonnego. W wezle sa obecne dojrzate
limfocyty B CD19+/CD20+/CD22+. Stosunek markeréw powierzchniowych Igk do IgA na powierzchni
limfocytow B pozostaje w zakresie normy, co $§wiadczy o ich poliklonalnym charakterze. Sa obecne
limfocyty T CD3+/CD2+/CD5+, stwierdza si¢ znaczng przewagg limfocytow CD4+ nad CD8+, ale w
granicach normy
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typowych dla tego rozrostu, tj. ALK-1, CD30, CD25, EMA (czgs¢ przypadkow).
Uwaza sig, ze ekspresja ALK-1 i CD30 potwierdza wstgpne histologiczne rozpozna-
nie tej postaci chtoniaka.

Niewielki odsetek chtoniakéw anaplastycznych stanowia rozrosty komorek NK
oraz komorek o nieustalonym pochodzeniu niewykazujace ekspresji determinant
hematopoetycznych (null type). Dla komérek NK typowa jest ekspresja CD16,
CD56, CD57. Czgs¢ ALCL z linii limfocytu T wystgpuje w formie skornej. Spotyka
sig¢ je czesciej u starszych dzieci 1 nastolatkow. Forma ta ma gorsze rokowanie anizeli
inne chtoniaki pochodzace z tej samej linii limfocytow. Zmienno$¢ postaci klinicznych,
zréznicowanie objawow ogolnych oraz opornos¢ na stosowane leczenie charaktery-
zuja te trudng diagnostycznie grupg rozrostow.

UWAGI OGOLNE

Trudnosci diagnostyczne chtoniakow nieziarniczych sa zwigzane z wystgpowaniem
postaci rzadkich i nietypowych. Techniczne problemy polegaja gtéwnie na uzyskaniu
niereprezentatywnej probki i braku komorek chtoniaka w pobranym materiale. Innym
problemem sa chtoniaki wystepujace u niemowlat. Jest to bardzo rzadkie, opisywane
sa pojedyncze przypadki, ale nalezy si¢ liczy¢ z taka mozliwoscia.

Wspolpraca z patologiem jest podstawa dobrej diagnostyki chtoniakow nieziarniczych,
jak i ziarnicy ztosliwej. Metoda cytometrii nie mozna uwidoczni¢ komoérek Reed-Sternberga
(sa kruche 1 rozpadaja si¢ w czasie procedury barwienia), natomiast obraz pozostalych
komorek wezta chtonnego pokazuje odezyn i1 aktywacje limfocytéw T. Jest to dodatkowa
obserwacja uzupehiajaca morfologiczna diagnoze choroby Hodgkina.

Kompleksowa diagnostyka chloniakow nieziarniczych u dzieci jest wykonywana
metoda krokow (step by step) — pobrany wycinek (nieutrwalony) jest dzielony na
3 fragmenty: dla oceny histologicznej i barwien immunohistochemicznych, cytometrii
i badan molekularnych. Najszybsza metoda jest cytometria, ktora pozwala na
wstepna oceng juz po 2-3 godzinach od pobrania materiatu od chorego. Wstepne
rozpoznanie jest potwierdzane przez patologa oceniajacego preparat histologiczny i
barwienia immunohistochemiczne. Wspolny wynik pozwala na zaklasyfikowanie
danego chtoniaka, ustalenie rokowania na podstawie typu i objaw klinicznych oraz
stopnia zaawansowania i wdrozenie leczenia. Czas od pobrania materialu do
ostatecznego okreslenia rodzaju chloniaka powinien zamykac si¢ w 3—5 dniach.
Postacie rzadkie, trudne wymagaja dluzszego okresu, czg¢sto ponownych barwien
histochemicznych, dodatkowych analiz.
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