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Streszczenie:  W pracy przestawiono zasady diagnostyki ch³oniaków nieziarniczych u dzieci z propo-
zycj¹ podstawowego zestawu przeciwcia³ monoklonalnych do oceny immunofenotypu komórek ch³o-
niakowych. Omówiono najczêstsze postacie ch³oniaków nieziarniczych u dzieci z uwzglêdnieniem im-
munofenotypu i znaczenia ekspresji niektórych determinant dla klasyfikacji tych rozrostów.

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 przep³ywowa jest podstawow¹ metod¹ badania zawiesiny komórkowej,
w tym równie¿ komórek szpiku, krwi obwodowej, pobranych wycinków guza czy
wêz³ów ch³onnych. Najczê�ciej do badañ kierowany jest pobrany fragment wêz³a
ch³onnego czy guza ze wstêpnym rozpoznaniem ch³oniaka. W ocenie cytometrycznej
powinna byæ uwzglêdniona mo¿liwo�æ odczynu wêz³owego, czyli obecno�ci wszyst-
kich prawid³owych komórek wêz³a ch³onnego o zmienionych proporcjach i cechach
aktywacji. W badaniach rozrostów komórek hematopoetycznych cytometria pozwala
na okre�lenie linii, z której pochodzi komórka nowotworowa, ocenê jej stopnia
zró¿nicowania i dojrza³o�ci oraz opis zaburzeñ ekspresji determinant powierzchnio-
wych i cytoplazmatycznych. Okre�lenie immunofenotypu powinno obejmowaæ ocenê
ekspresji determinant restrykcyjnych dla danej linii pochodzenia komórek hematopo-
etycznych oraz determinant nierestrykcyjnych zwi¹zanych z ró¿nymi etapami
dojrzewania i ró¿nicowania tych komórek, jak i determinant obecnych w cytoplazmie
komórek (zawsze restrykcyjnych). Oznaczanie obecno�ci determinant cytoplazma-
tycznych jest zwi¹zane z utrwalaniem komórek i zwiêkszeniem przepuszczalno�ci
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b³ony komórkowej (permeabilizacja). Mo¿na stosowaæ równocze�nie obydwa sposoby
barwienia (najpierw powierzchniowe na ¿ywych komórkach, a potem cytoplazma-
tyczne po utrwaleniu komórek), co zwiêksza ilo�æ informacji o danej populacji
komórkowej. Okre�lenie immunofenotypu komórek ch³oniakowych, podobnie jak w
ostrych bia³aczkach, jest wa¿ne dla klasyfikacji danej postaci rozrostu, mo¿liwo�ci
okre�lenia stopnia remisji oraz poszukiwania choroby resztkowej metod¹ cytometrii
przep³ywowej.

Diagnostyka rozrostów komórek hematopoetycznych jest kompleksowa i obejmuje
ocenê morfologiczn¹, okre�lenie immunofenotypu i zmian genetycznych (mutacje,
translokacje, delecje itp.). W dotychczasowej diagnostyce nieziarniczych ch³oniaków
u dzieci podstaw¹ klasyfikacji by³a ocena histologiczna i badania immunohisto-
chemiczne wspomagaj¹ce tê klasyfikacjê. Rozszerzenie diagnostyki o ocenê
immunofenotypu metod¹ cytometrii przep³ywowej jest klinicznie istotne, gdy¿ pozwala
precyzyjnie scharakteryzowaæ komórkê nowotworow¹ w krótkim czasie, co w
przypadku nowotworów o wysokim stopniu z³o�liwo�ci jest krytyczne. Ponadto
umo¿liwia ocenê stopnia dojrza³o�ci i ró¿nicowania komórek u³atwiaj¹c klasyfikacjê
postaci prekursorowych ch³oniaków nieziarniczych. Postacie te maj¹ inne rokowanie
i inne schematy terapeutyczne.

Ch³oniaki nieziarnicze u dzieci nale¿¹ do grupy nowotworów z ma³ych okr¹g³ych
komórek (small round cell tumours), do których nale¿¹ jeszcze m.in. guz Ewinga
i rozrosty neurogenne (neuroblastoma, PNET). Grupa ch³oniaków nieziarniczych
obejmuje rozrosty komórek obecnych w narz¹dach limfatycznych, tj. grasicy, wêz³ach
ch³onnych i lu�nej tkance limfatycznej. Komórki rozrostowe pochodz¹ z linii limfo-
cytów T i B, odpowiadaj¹ komórkom NK oraz komórkom bezmarkerowym stano-
wi¹cym minimalny odsetek w prawid³owych narz¹dach limfatycznych.

W diagnostyce tych rozrostów zestawy przeciwcia³ obejmuj¹ te determinanty, które
s¹ obecne na wszystkich etapach ontogenezy limfocytów T i B. Zestawy propono-
wane dla diagnostyki ch³oniaków nieziarniczych stanowi¹ pewien wybór oznaczania
obecno�ci determinant typowych dla poszczególnych etapów ontogenezy tych komó-
rek. Oznaczanie obecno�ci determinant z linii mieloidalnej nie ma wiêkszego uzasad-
nienia. Podstaw¹ analizy cytometrycznej jest zestaw przeciwcia³ monoklonalnych
znakowanych co najmniej 3 ró¿nymi fluorochromami dla determinant, pozwalaj¹cych
na rozpoznanie najczêstszych postaci ch³oniaków nieziarniczych, jak i postaci ch³onia-
ków rzadko spotykanych u dzieci (ch³oniak typu MALT, postacie skórne � zespó³
Sezary'ego, Mycosis fungoides).

U dzieci ch³oniaki nieziarnicze s¹ w wiêkszo�ci nowotworami o bardzo wysokiej
dynamice proliferacyjnej, czyli wysokiej z³o�liwo�ci. Nale¿¹ one do trzech g³ównych
typów: limfoblastycznych z linii limfocytów T i B, z dojrza³ych limfocytów B (ch³oniak
typu Burkitta i Burkitto-podobny� Burkitt-like) oraz ch³oniaki typu olbrzymio-
komórkowego i anaplastycznego. Te ostatnie wymagaj¹ bardzo szczegó³owej
diagnostyki i stwarzaj¹ wiele problemów. Rokowanie w tych postaciach jest gorsze
ani¿eli w ch³oniakach limfoblastycznych i typu Burkitta.
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Zestawy przeciwcia³ powinny obejmowaæ determinanty charakterystyczne dla wszystkich
postaci ch³oniaków nieziarniczych wystêpuj¹cych u dzieci z uwzglêdnieniem postaci rzadkich
oraz nietypowych immunofenotypów. Podstawowy zestaw przeciwcia³ powinien zawieraæ
przeciwcia³a dla determinant restrykcyjnych i nierestrykcyjnych typowych dla linii limfocytu
T (CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8), linii limfocytu B (CD19, CD10, CD20, CD22,
HLA-DR, ³añcuchy ciê¿kie i lekkie immunoglobulin) oraz determinanty dla form
prekursorowych: CD34, CD38, (ekspresja powierzchniowa), CD79a, CD38, TdT (koñcowa
deoksytransferaza) (ekspresja cytoplazmatyczna). Dla diagnostyki form olbrzymio-
komórkowych i anaplastycznych oraz innych, rzadko wystêpuj¹cych u dzieci przydatne s¹
przeciwcia³a dla: ALK-1, CD30, bcl-2, bcl-6, CD25, EMA, TCR, TCR, CD16, CD56 i CD57
(postaæ rozrostu komórek NK). Ocenê stopnia proliferacji (odsetek komórek w fazie
pozaspoczynkowej) czêsto wykonuje siê na podstawie obecno�ci przeciwcia³a dla deter-
minanty Ki-67.

Determinanta CD45 nie jest markerem klasyfikacyjnym w ch³oniakach nieziarniczych,
ale jest wa¿na w przypadku podejrzenia zajêcia wêz³a ch³onnego przez nowotwór spoza
uk³adu hematopoetycznego. Wykazanie braku ekspresji CD45 mo¿e potwierdziæ takie
podejrzenie.

W diagnostyce immunofenotypowej ch³oniaków nieziarniczych nie ma ustalonych,
�standardowych� kombinacji przeciwcia³, aczkolwiek opisywane s¹ takie zestawy,
np. CD23/CD10/CD20/CD19, CD4/CD7/CD3/CD8. Propozycje dotycz¹ raczej
uproszczenia wstêpnej diagnostyki i ustawienia dwuetapowo oceny cytometrycznej
� pierwszy etap to zestaw przeciwcia³ pozwalaj¹cy na scharakteryzowanie linii, z
której pochodz¹ komórki rozrostowe (CD79a, CD3, TdT � cytoplazmatyczne, CD19,
CD7, CD4, CD56 � powierzchniowe), a w drugim etapie uzupe³nienie o przeciwcia³a
dla determinant tylko z linii rozrostu, np. dla ch³oniaka z linii limfocytu B � CD10,
CD20, CD22, HLA-DR, ³añcuchy ciê¿kie i lekkie immunoglobulin, dla ch³oniaka z
linii limfocytu T � CD2, CD5, CD6, CD1a, CD8 i determinanty dodatkowe �
charakterystyczne dla ch³oniaków nieziarniczych o wysokim stopniu z³o�liwo�ci �
ALK-1, CD30, bcl-2, bcl-6 itp. Inn¹ propozycj¹ jest, podobnie jak w diagnostyce
ostrych bia³aczek, jednorazowe barwienie z wykorzystaniem pe³nej listy przeciwcia³.
Jest to mniej czasoch³onne, ale te¿ i dro¿sze, bo nie ma selekcji przeciwcia³.
Zazwyczaj ilo�æ komórek uzyskanych z wycinka guza lub podzielonego wêz³a
ch³onnego jest na tyle du¿a, ¿e mo¿na sobie pozwoliæ na dwuetapowe badanie, na
uzupe³nianie barwieñ w obrêbie 24 godzin. W sytuacji, w której nie ma mo¿liwo�ci
oceny morfologicznej na podstawie skrawka mro¿akowego badanie pobranego wêz³a
ch³onnego powinno byæ wykonane jednoetapowo z uwzglêdnieniem mo¿liwo�ci
istnienia odczynowego wêz³a ch³onnego lub wêz³a zajêtego przez nowotwór spoza
uk³adu hematopoetycznego.

Najczê�ciej stosowan¹ obecnie klasyfikacj¹ ch³oniaków nieziarniczych o wysokim
stopniu z³o�liwo�ci jest klasyfikacja wg REAL i WHO. Obydwie uwzglêdniaj¹
diagnostykê kompleksow¹, tj. histologiê guza/wêz³a ch³onnego, immunofenotyp (bez
wzglêdu na metodê oznaczenia � immunohistochemiczn¹ lub cytometryczn¹) oraz
zaburzenia genetyczne (badane technikami molekularnymi).
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RYCINA  1. Typowy  immunofenotyp ch³oniaka z dojrza³ych limfocytów B (Burkitta ) u dziecka.
Wiêkszo�æ komórek badanego wêz³a ch³onnego stanowi¹ dojrza³e limfocyty B CD19+/CD20+/CD22+.
Limfocyty B maj¹ na swojej powierzchni ³añcuchy lekkie Ig l,  co potwierdza klonalny proces rozrostowy
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Rozrosty z linii limfocytu B u dzieci obejmuj¹:
1) postacie limfoblastyczne (prekursorowe) limfocytu B:
S¹ to rozrosty guzowe, ale o fenotypie komórek odpowiadaj¹cym prekursorom

limfocytu B na poszczególnych etapach ontogenetycznych.
Najwcze�niejsze prekursory o immunofenotypie: CD34, CD38, HLA-DR, CD79a,

TdT  (cytoplazma), CD22, CD19 odpowiadaj¹ postaci progenitora B (proB), bardziej
dojrza³e wykazuj¹ dodatkowo ekspresjê CD10 i odpowiadaj¹ common ALL. W
kolejnym etapie ontogenetycznym limfocytu B w cytoplazmie stwierdza siê ³añcuchy
ciê¿kie immunoglobulin (µ i δ). Komórki ch³oniaka odpowiadaj¹cego etapowi pre B
wykazuj¹ ekspresjê CD79a, CD19, czê�ciowo CD38, CD20, CD22, HLA-DR.
Obecno�æ CD34, CD10 sugeruje nietypowy immunofenotyp (asynchroniczny).

W tej postaci ch³oniaków istotne jest to, ¿e je�li w okresie pierwotnym jest to
postaæ guzowa bez zajêcia szpiku, nawrót mo¿e byæ w formie ostrej bia³aczki o
takim samym immunofenotypie.

2) dojrza³e limfocyty B o monoklonalnym rozro�cie to ch³oniak typu Burkitta
i Burkitto-podobny

Immunofenotyp wskazuje na dojrza³y limfocyt � CD79a, CD19, CD20, CD22,
(CD23), HLA-DR, na powierzchni i w cytoplazmie ³añcuch ciê¿ki (GAM) i jeden
³añcuch lekki (kappa lub lambda) immunoglobulin. Ch³oniak Burkitto-podobny
charakteryzuje siê brakiem ³añcuchów ciê¿kich immunoglobulin na powierzchni
komórek oraz obecno�ci¹ bcl-2 w oko³o 30% przypadków. Obecno�æ bcl-2 nie jest
typowa dla tej postaci ch³oniaka.

3) szczególne postacie ch³oniaków nieziarniczych z dojrza³ych limfocytów B
Nale¿¹ do nich m.in. wywodz¹cy siê z lu�nej tkanki limfatycznej zwi¹zanej z

b³onami �luzowymi MALT oraz ch³oniak B bogaty w limfocyty T (TCRBCL).
Ch³oniak typu MALT jest czêsto kojarzony z zaka¿eniem Helicobacter pylori, a
obecno�æ tych bakterii jest uwa¿ana za czynnik indukuj¹cy rozrost. Ch³oniak typu
MALT wystêpuje u nastolatków i jest jedynym ch³oniakiem o niskim stopniu
z³o�liwo�ci, aczkolwiek jego przebieg u dzieci jest bardziej agresywny ani¿eli u
doros³ych. Najczê�ciej MALT dotyczy �ciany ¿o³¹dka, nie opisano u dzieci postaci
jelitowych. Immunofenotyp komórek jest typowy dla dojrza³ych limfocytów B �
CD79a, CD19, CD20, CD22, HLA-DR, powierzchniowe ³añcuchy ciê¿kie i jeden
lekki immunoglo-bulin, dodatkowo mo¿na stwierdziæ obecno�æ CD5 w czê�ci przy-
padków. Obecno�æ zmutowanego genu bcl-2, bcl-6 stwierdza siê u czê�ci
przypadków, zw³aszcza o wy¿szym stopniu z³o�liwo�ci (high-grade MALT).

TCRBCL  jest postaci¹ trudn¹ do diagnostyki, poniewa¿ zawiesina komórek wêz³a
ch³onnego zawiera prawid³owe, czêsto aktywowane limfocyty T i niewielk¹ popula-
cjê rozrostowych limfocytów B. Immunofenotyp limfocytów B ch³oniakowych
wykazuje cechy monoklonalno�ci (jeden ³añcuch lekki immunoglobulin).

Rozrosty z linii limfocytu T u dzieci obejmuj¹:
1) postacie limfoblastyczne (grasicze):
Immunofenotypy odpowiadaj¹ grasiczym etapom ontogenezy limfocytu T �

najwcze�niejszy (early thymocyte), w którym CD3 stwierdza siê jedynie w cyto-
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RYCINA 2. Typowy immunofenotyp ch³oniaka z linii limfocytu T. Wiêkszo�æ komórek badanego wêz³a
ch³onnego stanowi¹ komórki z linii limfocytu T CD3+/CD5+/CD7+/CD2+/CD1a+ z jednoczesn¹ ekspresj¹
CD4+/CD8+
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plazmie podobnie jak TdT, a na powierzchni wystêpuje jedynie CD7, CD5, CD2,
CD1a, CD38. Te komórki nie wykazuj¹ ekspresji ani CD4, ani CD8 (podwójnie
ujemne). W kolejnym etapie grasiczego rozwoju prekursory limfocytu T (thymocytes)
wykazuj¹ ekspresjê CD3 i TdT w cytoplazmie, CD7, CD5, CD1a, CD2 i CD4
równolegle z CD8 (podwójnie dodatnie). Ta postaæ rozrostu prekursorowego z linii
limfocytów T jest najczêstsza. W kolejnym etapie rozwoju grasiczego limfocyt T
(late thymocyte) wykazuje ekspresjê CD3 na powierzchni, CD7, CD5, CD2 i CD4
lub CD8 pojedyncze w czê�ci komórek równolegle na jednej komórce (CD4/CD8).
Typowym objawem klinicznym jest guz �ródpiersia, a wiêkszo�æ pacjentów stanowi¹
ch³opcy powy¿ej 5 roku ¿ycia. W niewielkim odsetku przypadków ch³oniaków o
immunofenotypie najwcze�niejszego prekursora grasiczego (early thymocyte) mo¿na
stwierdziæ nisk¹ ekspresjê CD10 i CD20. Obecnie nie uwa¿a siê tej ekspresji za
ko-ekspresjê determinant z linii limfocytu B, poniewa¿ opisano ekspresjê CD10 i
CD20 na krótkich etapach grasiczej ontogenezy prawid³owych limfocytów T.

2) rozrosty z dojrza³ych limfocytów T
Wystêpuj¹ u dzieci bardzo rzadko, ale u nastolatków mo¿na stwierdziæ rozrost

typu Sezary syndrome i mycosis fungoides. Obydwa typy nale¿¹ do pozawêz³owych
postaci rozrostów z linii limfocytu T. W ocenie immunofenotypu komórek ch³oniako-
wych stwierdza siê ekspresjê CD3, CD5, CD2, CD7 (nie wszystkie przypadki),
CD1a, CD4 w wiêkszo�ci, CD8 czê�æ przypadków.

W ocenie immunofenotypów komórek rozrostowych z linii limfocytu T nale¿y
zwracaæ uwagê na heterogenno�æ ekspresji determinant. Zjawisko to wystêpuje
czê�ciej w ostrych bia³aczkach T komórkowych, rzadziej w ch³oniakach nieziarni-
czych, ale np. w Mycosis fungoides czy zespole Sezary'ego stwierdza siê �gubie-
nie� determinant, np. CD7. Rzadk¹ form¹ ch³oniaka jest skórna postaæ u niemowl¹t.
Najczê�ciej jest to ch³oniak T komórkowy (limfoblastyczny), ale opisano równie¿
rozrosty z linii limfocytu B (równie¿ limfoblastyczne). Trudno�æ takiej diagnostyki
to nie tylko problem uzyskania zawiesiny komórkowej do badañ cytometrycznych,
ale i diagnostyka ró¿nicowa z innymi nowotworami (np. neuroblastoma) oraz
schorzeniami skóry (np. rumienie).

Ch³oniaki olbrzymiokomórkowe i anaplastyczne:
1. Z linii limfocytu B � rozsiany ch³oniak z komórek olbrzymich � DLBCL

(diffuse large B cell lymphoma) jest typowym przyk³adem rozrostu z tej grupy.
Immunofenotyp tych komórek odpowiada dojrza³emu limfocytowi B � CD79a, CD38,
CD19, CD20, CD22, HLA-DR, powierzchniowe ³añcuchy ciê¿kie i lekkie immuno-
globulin. Charakterystyczna dla tego ch³oniaka jest obecno�æ bcl-2, bcl-6 i cykliny
1 w cytoplazmie jego komórek. Obecno�æ bcl-2 i bcl-6 jest wa¿na zarówno dla
rozpoznania tej postaci ch³oniaka, jak i dla rokowania. Ekspresja bcl-2 i bcl-6 wydaje
siê byæ czynnikiem pogarszaj¹cym rokowanie w sposób znacz¹cy.

2. Ch³oniaki anaplastyczne (ALCL) wywodz¹ siê z linii limfocytu T (wiêkszo�æ
przypadków) i B. Czê�æ postaci nie ma jednoznacznego immunofenotypu i te
zaliczane s¹ do grupy po�redniej (intermediate), bezmarkerowej (null type).
Komórki ALCL z linii limfocytu T wykazuj¹ ekspresjê determinant typowych dla
tej linii komórkowej (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8) oraz ekspresjê determinant
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RYCINA 3. Obraz analizy cytometrycznej reaktywnego wêz³a ch³onnego. W wê�le s¹ obecne dojrza³e
limfocyty B CD19+/CD20+/CD22+. Stosunek markerów powierzchniowych Igk do Igl  na powierzchni
limfocytów B pozostaje w zakresie normy, co �wiadczy o ich poliklonalnym charakterze. S¹ obecne
limfocyty T CD3+/CD2+/CD5+,  stwierdza siê znaczn¹ przewagê limfocytów CD4+ nad CD8+, ale w
granicach normy
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typowych dla tego rozrostu, tj. ALK-1, CD30, CD25, EMA (czê�æ przypadków).
Uwa¿a siê, ¿e ekspresja ALK-1 i CD30 potwierdza wstêpne  histologiczne rozpozna-
nie tej postaci ch³oniaka.

Niewielki odsetek ch³oniaków anaplastycznych stanowi¹ rozrosty komórek NK
oraz komórek o nieustalonym pochodzeniu niewykazuj¹ce ekspresji determinant
hematopoetycznych (null type). Dla komórek NK typowa jest ekspresja CD16,
CD56, CD57. Czê�æ ALCL z linii limfocytu T wystêpuje w formie skórnej. Spotyka
siê je czê�ciej u starszych dzieci i nastolatków. Forma ta ma gorsze rokowanie ani¿eli
inne ch³oniaki pochodz¹ce z tej samej linii limfocytów. Zmienno�æ postaci klinicznych,
zró¿nicowanie objawów ogólnych oraz oporno�æ na stosowane leczenie charaktery-
zuj¹ tê trudn¹ diagnostycznie grupê rozrostów.

UWAGI OGÓLNE

Trudno�ci diagnostyczne ch³oniaków nieziarniczych s¹ zwi¹zane z wystêpowaniem
postaci rzadkich i nietypowych. Techniczne problemy polegaj¹ g³ównie na uzyskaniu
niereprezentatywnej próbki i braku komórek ch³oniaka w pobranym materiale. Innym
problemem s¹ ch³oniaki wystêpuj¹ce u niemowl¹t. Jest to bardzo rzadkie, opisywane
s¹ pojedyncze przypadki, ale nale¿y siê liczyæ z tak¹ mo¿liwo�ci¹.

Wspó³praca z patologiem jest podstaw¹ dobrej diagnostyki ch³oniaków nieziarniczych,
jak i ziarnicy z³o�liwej. Metod¹ cytometrii nie mo¿na uwidoczniæ komórek Reed-Sternberga
(s¹ kruche i rozpadaj¹ siê w czasie procedury barwienia), natomiast obraz pozosta³ych
komórek wêz³a ch³onnego pokazuje odczyn i aktywacjê limfocytów T. Jest to dodatkowa
obserwacja uzupe³niaj¹ca morfologiczn¹ diagnozê choroby Hodgkina.

Kompleksowa diagnostyka ch³oniaków nieziarniczych u dzieci jest wykonywana
metod¹ kroków (step by step) � pobrany wycinek (nieutrwalony) jest dzielony na
3 fragmenty: dla oceny histologicznej i barwieñ immunohistochemicznych, cytometrii
i badañ molekularnych. Najszybsz¹ metod¹ jest cytometria, która pozwala na
wstêpn¹ ocenê ju¿ po 2�3 godzinach od pobrania materia³u od chorego. Wstêpne
rozpoznanie jest potwierdzane przez patologa oceniaj¹cego preparat histologiczny i
barwienia immunohistochemiczne. Wspólny wynik pozwala na zaklasyfikowanie
danego ch³oniaka, ustalenie rokowania na podstawie typu i objaw klinicznych oraz
stopnia zaawansowania i wdro¿enie leczenia. Czas od pobrania materia³u do
ostatecznego okre�lenia rodzaju ch³oniaka powinien zamykaæ siê w 3�5 dniach.
Postacie rzadkie, trudne wymagaj¹ d³u¿szego okresu, czêsto ponownych barwieñ
histochemicznych, dodatkowych analiz.
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