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Streszczenie: Ch³oniaki s¹ nowotworami uk³adu limfatycznego, ale komórki tego uk³adu, g³ównie limfo-
cyty s¹ morfologicznym substratem uk³adu odpornoœciowego. Limfocyty znamionuje ekspresja ró¿nych
antygenów pojawiaj¹cych siê na kolejnych stadiach ich ró¿nicowania. Antygeny te, ujête w tzw. klasyfi-
kacji CD (ang. cluster determinants),  wykazuj¹ tak¿e ekspresjê w ch³oniakach. Pozwala to na ich wykry-
cie przy pomocy ró¿nych metod, a w szczególnoœci cytometrii przep³ywowej. Ta ostatnia ma nie tylko
funkcje diagnostyczn¹, ale pozwala równie¿ wykryæ chorobê resztkow¹, a tak¿e monitorowaæ proces
nowotworowy w przebiegu leczenia. Diagnostyka ch³oniaków jest w pierwszym rzêdzie oparta na
badaniu histopatologicznym skrawka tkankowego, ale cytometria stanowi tu cenne uzupe³nienie zapew-
niaj¹c szybkoœæ uzyskania wyniku, dane liczbowe komórek dodatnich, odsetek komórek proliferuj¹cych,
ploidiê DNA, jednak bez oceny topografii zmiany. Materia³ do badania cytometrycznego mo¿e pocho-
dziæ nie tylko z krwi czy szpiku kostnego, ale tak¿e z oligobiopsji guza lub wêz³a ch³onnego. Du¿a i stale
rosn¹ca liczba antygenów ró¿nicowania limfocytów stwarza szerokie mo¿liwoœci oceny nie tylko ch³o-
niaków z komórek B, ale tak¿e T i NK.  Metodyka badania oparta na ocenie w œwietle lasera kilku do
kilkunastu tysiêcy ¿ywych komórek poddanych reakcji z przeciwcia³em znakowanym fluorochromem
jest stosunkowo prosta i pozwala na uzyskanie wartoœciowego wyniku w ci¹gu kilku godzin. W podsu-
mowaniu, przedstawione dane, poparte przyk³adami obrazów cytometrycznych, œwiadcz¹ jednoznacz-
nie,  ¿e równoleg³e stosowanie cytometrii przep³ywowej z ocen¹ morfologiczn¹ skrawka tkankowego
mo¿e stanowiæ „z³oty standard” w diagnostyce i monitorowaniu tej grupy nowotworów z³oœliwych.

Summary:  Lymphomas are tumors of the lymphatic system, but its cells, mainly lymphocytes constitute
morphological substrate of the immune system. Lymphocytes are characterized by the expression of
several antigens manifested in subsequent stages of development. These, so called differentiation antigens
grouped in CD classification are also expressed in lymphomas. They may be traced  by means of various
methods,  and in particular, by flow cytometry. The latter has not only diagnostic function, but also
permits to detect residual disease and allows for monitoring of neoplastic process in the course of anti-
tumor therapy. Diagnostics of lymphomas is still based on histopathological assessment of tissue sec-

*Przygotowanie rozdzia³u zosta³o czêœciowo sfinansowane ze œrodków  Projektu Badawcze-
go Zamawianego  Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wy¿szego nr PBZ-KBN 119/PO5/2005.
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tions. Flow cytometry constitutes however valuable complement, providing quantitative data of positive
cells, percent of proliferating ones, DNA ploidy, and above all, fast response. It does not however,
provide information about topography of lesion. Cells for flow cytometry may originate not only from
blood or bone marrow, but also from oligobiopsy of tumor or lymph node. Marked and steadily growing
number of known differentiation antigens creates vast possibilities for the evaluation of not only B-cell
but also T-cell and NK-cell tumors. Technology of flow cytometry, based on the assessment of several
thousands of living cells in the laser beam, subjected previously to the reaction with fluorochrome labelled
monoclonal antibodies – is relatively simple and permits to obtain comprehensive results within couple of
hours.  In summary, the data presented, with the examples of cytometric diagrams, show unequivocally,
that parallel use of flow cytometry with morphological assessment of tissue section may constitute „gold
standard” in diagnostics and monitoring of this group of malignancies.

WPROWADZENIE

Ch³oniaki stanowi¹ szczególn¹ grupê nowotworów. S¹ to bowiem guzy uk³adu
limfatycznego bêd¹cego substratem morfologicznym uk³adu odpornoœciowego.
Komórki tego uk³adu, ich subpopulacje, a tak¿e cechy czynnoœciowe s¹ stosunkowo
szczegó³owo scharakteryzowane, a ich markery ró¿nicowania ujête s¹ w jednolitej
klasyfikacji CD (ang. cluster determinants). Klasyfikacja ta obejmuje antygeny
ró¿nicowania komórek, powierzchniowe i cytoplazmatyczne. Liczba opisanych antyge-
nów w CD siêga  ju¿ ponad 300 pozycji. Wiêkszoœæ tych antygenów ulega ekspresji
w przebiegu nowotworzenia, jednak ich ekspresja mo¿e ró¿niæ siê istotnie od stanu,
jaki ma miejsce w ontogenezie normalnej. Stwarza to unikalne mo¿liwoœci wykorzys-
tania ekspresji poszczególnych moleku³ na/w komórkach nowotworowych dla
charakterystyki nozologicznej guza i jego biologii. Pozwala to okreœliæ, nie tylko na
jakim etapie rozwoju komórki powsta³ nowotwór, ale tak¿e jego stopieñ dojrza³oœci
i cechy czynnoœciowe, takie jak: pomoc, cytotoksycznoœæ czy produkcja immuno-
globulin. Niezwykle przydatn¹ okaza³a siê tu cytometria przep³ywowa  pozwalaj¹ca
w krótkim czasie okreœliæ ekspresjê szeregu antygenów w jednym badaniu, przy
u¿yciu odpowiednich przeciwcia³ monoklonalnych znakowanych fluorochromami o
ró¿nych kolorach fluorescencji.

Cytometria przep³ywowa w klinice ch³oniaków wykorzystywana jest obecnie trojako:
♦ S³u¿y do ustalenia szczegó³owej diagnozy danego nowotworu.
♦ Pozwala potwierdziæ lub wykluczyæ chorobê resztkow¹.
♦ Jest metod¹ z wyboru dla monitorowania leczenia przeciwnowotworowego.
Ponadto, w przypadku terapeutycznego przeszczepu szpiku, cytometria pozwala na

œledzenie losów przeszczepionych komórek i stopnia regeneracji mikroœrodowiska szpiku.

ODRÊBNOŒCI METODYCZNE W DIAGNOSTYCE CH£ONIAKÓW

W przeciwieñstwie do diagnostyki bia³aczek i innych chorób krwi czy szpiku,
ch³oniaki nale¿¹ do guzów litych i dlatego pierwszeñstwo w ich ocenie maj¹ metody
morfologiczne. Patolog po otrzymaniu do badania bioptatu guza lub powiêkszony
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wêze³ ch³onny, oceni przede wszystkim skrawek z kostki parafinowej barwiony
hematoksylin¹ i eozyn¹ (H+E) i czêsto na tej podstawie ustali rozpoznanie, zw³aszcza
w przypadku zmian nienowotworowych. Gdy powstan¹ w¹tpliwoœci odnoœnie
rozpoznania, nastêpnym krokiem bêdzie wykonanie reakcji immunohistochemicznych
na kolejnych skrawkach parafinowych. Mo¿e to pozwoliæ ustaliæ topografiê komórek
tworz¹cych rozrost nowotworowy, a tak¿e ich fenotyp, je¿eli zastosuje siê odpowied-
nie przeciwcia³a przeciw antygenom ró¿nicowania komórek. Zwykle jednak nie udaje
siê tu ustaliæ ko-ekspresji ró¿nych antygenów, a tak¿e stosunków iloœciowych w
obrêbie poszczególnych rodzajów komórek. Postêpowanie diagnostyczne w pracowni
histopatologicznej mo¿e jednak trwaæ stosunkowo d³ugo. Cykl przygotowania materia-
³u biologicznego do badania, jego ocena, wykonanie barwieñ dodatkowych i reakcji
immunohistochemicznych, czêsto powtarzanych, mo¿e przed³u¿yæ uzyskanie ostatecz-
nego rozpoznania nawet do kilku tygodni.

Cytometria przep³ywowa oferuje tu zupe³nie nowe mo¿liwoœci, aczkolwiek nie
mo¿e zast¹piæ badania histopatologicznego. Nale¿¹ tu:
• mo¿noœæ jednoczesnego badania komórek guza, krwi, a tak¿e szpiku kostnego,

co pozwala okreœliæ zakres inwazji,
• okreœlenie ekspresji i ko-ekspresji powierzchniowej i/lub cytoplazmatycznej

poszczególnych antygenów, a tak¿e ich braku na komórkach nowotworowych,
• uzyskanie danych iloœciowych dla badanych subpopulacji komórek,
• okreœlenie liczbowe puli komórek proliferuj¹cych,
• mo¿noœæ wykonania badania z materia³u uzyskanego drog¹ oligobiopsji guza

lub wêz³a ch³onnego,
• okreœlanie w godzinach czasu potrzebnego do wykonania i oceny badania

cytometrycznego.
Natomiast pewn¹ wad¹ cytometrii przep³ywowej jest brak mo¿liwoœci okreœlenia

topografii komórek. Ponadto, k³opoty sprawia niekiedy wymóg dostarczenia do badania
¿ywych, nieuszkodzonych komórek w zawiesinie krwi zabezpieczonej przed krzepniêciem.

WARUNKI POBIERANIA I RODZAJE MATERIA£U BADAWCZEGO
NADAJ¥CEGO SIÊ DO OCENY CYTOMETRYCZNEJ

W odniesieniu do krwi i szpiku kostnego pobranie materia³u w zasadzie nie ró¿ni
siê od sposobów stosowanych w rutynowej diagnostyce hematologicznej. Kluczowe
znaczenie ma zapobie¿enie krzepniêciu ze wzglêdu na koniecznoœæ zapewnienia
swobodnego ruchu pojedynczych komórek w aparacie. Materia³ pobiera siê do
probówek zawieraj¹cych odpowiedni¹ iloœæ wersenianu sodu (EDTA).

W przypadku materia³u tkankowego, najczêœciej z wêz³ów ch³onnych lub z
migda³ka, sytuacja jest nieco inna. Pobranie drog¹ oligobiopsji pozwala bezpoœrednio
wykorzystaæ komórki zawarte w igle biopsyjnej do reakcji immunofluorescencyjnej
po zawieszeniu w buforowanym p³ynie (PBS pH 7.4). Problemem jest tu ma³a iloœæ
uzyskanych komórek, ograniczaj¹ca liczbê reakcji mo¿liwych do wykonania.
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Jeœli natomiast otrzymamy fragment utkania powiêkszonego wêz³a ch³onnego po-
brany metod¹ chirurgiczn¹, to materia³ taki wymaga mechanicznego rozdrobnienia
dla uzyskania zawiesiny komórek, zwykle bez koniecznoœci stosowania enzymów.
Po przep³ukaniu buforowanym p³ynem komórki nadaj¹ siê do u¿ytku.

Oprócz wspomnianych najczêœciej stosowanych substratów biologicznych w
diagnostyce cytometrycznej ch³oniaków, mo¿liwe jest u¿ycie niemal ka¿dego Ÿród³a
komórek ustroju pod warunkiem, ¿e bêd¹ to komórki w zawiesinie hydrofilnej. Mo¿na
tu wymieniæ wysiêki op³ucnowe, p³yn mózgowo-rdzeniowy, mocz i inne.

KLASYFIKACJA CH£ONIAKÓW

Klasyfikacja tych guzów ma d³ug¹ historiê. Kilkanaœcie ró¿nych klasyfikacji
(Rappaporta, Lukesa-Collinsa, Dorfmana, Lennerta itd.) opartych by³o niemal
wy³¹cznie na cechach morfologiczno-klinicznych, co odpowiada³o du¿ej ró¿norodnoœci
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ch³oniaków. W 1994 roku w amerykañskim czasopiœmie Blood  ukaza³ siê artyku³
bêd¹cy wspólnym wynikiem pracy badaczy amerykañskich i brytyjskich, który
ca³kowicie zmieni³ podejœcie klasyfikacyjne do tej grupy nowotworów.

Autorzy wyszli z za³o¿enia, ¿e nowotwory te wywodz¹ siê z komórek uk³adu
immunologicznego, a wiêc ich zró¿nicowanie jest pochodn¹ bogactwa morfolo-
gicznego i czynnoœciowego tego uk³adu. Jako wyk³adniki ró¿norodnoœci tych guzów
przyjêli antygeny ró¿nicowania komórek limfoidalnych, co pozwoli³o odró¿niæ od siebie
ch³oniaki morfologicznie bardzo podobne jak choæby ch³oniak limfocytarny i ch³oniak
p³aszcza (mantle cell lymphoma). Podzia³ na ch³oniaki T i B oraz konsekwentne
stosowanie szerokiego wachlarza przeciwcia³ monoklonalnych przeciwko kilkunastu
czy nawet kilkudziesiêciu antygenom ró¿nicowania pozwoli³o stworzyæ spójny system
podzia³u tych guzów, przyjêty obecnie na ca³ym œwiecie (pocz¹tkowo klasyfikacja
REAL, a obecnie WHO. Podzia³em tym objêto tak¿e ch³oniaki Hodgkina (ziarnicze),
w których jednak rola diagnostyczna cytometrii przep³ywowej jest stosunkowo
niewielka. Wynika to ze  sk¹pej liczby komórek znamiennej dla tej grupy chorób,
takich  jak: komórki Reed-Sternberga (RS), czy komórki Hodgkina w guzie,
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maj¹cych co prawda swoisty fenotyp (CD15+, CD30+) ale ³atwiej rozpoznawanych
w skrawkach parafinowych. Warto jednak pamiêtaæ, ¿e komórki RS wykazuj¹ tak¿e
ekspresjê takich antygenów, jak: CD25, HLA-DR, ICAM-1, CD95, CD40 i CD86,
co stanowi odbicie ich interakcji z limfocytami B i T obecnymi w naciekach
komórkowych.

G³ówne sk³adowe klasyfikacji REAL/WHO z przyk³adami jednostek chorobowych,
ich powszechnie stosowanymi skrótami, a tak¿e z miêdzynarodowymi kodami ICD10
i ICD-0 przedstawiono w tabeli 1.

MARKERY WYKORZYSTYWANE W DIAGNOSTYCE
CH£ONIAKÓW

CD1
Charakterystyka ogólna: Rodzina niepolimorficznych glikoprotein podobnych do

cz¹steczek HLA klasy I, obecnych na powierzchni ró¿nych komórek prezentuj¹cych
antygen. Nale¿y do nadrodziny immunoglobulin. Wystêpuje w postaci 5 ró¿nych form
(CD1a–CD1e), wszystkie niekowalencyjnie zwi¹zane z  β2-mikroglobulin¹. Infekcja
Mycobacterium tuberculosis lub ekspozycja na produkty jej œciany komórkowej
przekszta³ca CD1(-) prekursory linii mieloidalnej w kompetentne CD1(+) komórki
prezentuj¹ce antygen.

Funkcja: udzia³ w prezentacji autologicznych i bakteryjnych antygenów lipidowych
komórkom T,  mo¿e tak¿e uczestniczyæ w rozwoju grasiczych limfocytów T;

Zastosowanie: diagnostyka histiocytozy X;
Reakcje dodatnie (kom. normalne): korowe tymocyty (70%), aktywowane

komórki T, komórki Langerhansa, komórki dendrytyczne;
Reakcje dodatnie (patologie): histiocytoza X, pre-T ALL z fenotypem korowych

tymocytów;
Reakcje ujemne: dojrza³e obwodowe limfocyty T, obwodowe ch³oniaki T

komórkowe.
CD2

Charakterystyka ogólna: Okreœlany te¿ nazw¹ receptora rozet E (przeciwcia³a
przeciw CD2 blokuj¹ tworzenie rozet z erytrocytami owcy), LFA2, T11, nale¿y do
nadrodziny immunoglobulin, wczesny marker komórek T.

Funkcje: (a) wi¹¿e CD58 (LFA3) na komórkach prezentuj¹cych antygen (APC);
(b) indukuje sygna³y kostymuluj¹ce w komórkach T; (c) indukuje produkcjê cytokin
przez komórki T; (d) uczestniczy w przyleganiu komórek T do APC; (e) reguluje
aktywnoœæ cytolityczn¹ komórek T i NK; (f) blokuje apoptozê aktywowanych
obwodowych limfocytów T; (g) reguluje anergiê limfocytów T;

Zastosowanie: marker limfocytów T, ekspresja powierzchniowa;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): tymocyty (95%), dojrza³e obwodowe

limfocyty T, komórki  NK (80–90%), grasicze komórki B (50%);
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Reakcje dodatnie (patologie): T-ALL, bia³aczki/ch³oniaki T-komórkowe;
Reakcje ujemne: limfocyty B, nowotwory spoza uk³adu krwiotwórczego.

CD3
Charakterystyka ogólna: OKT3. Nale¿y do nadrodziny immunoglobulin.

Kompleks glikoproteinowych ³añcuchów  δ,  ε,  γ, ξ i ε  zwi¹zanych z receptorem
komórki T (TCR). Kompleks TCR-CD3 sk³ada siê z heterodimerów TCR α/β  lub
TCR  γ/δ  wystêpuj¹cych w b³onie komórkowej w ko-ekspresji z CD3. CD3 zeta
wchodzi w interakcje z bia³kiem HIV Nef.

Zastosowanie: najbardziej swoisty marker limfocytów T; ekspresja powierzch-
niowa oraz cytoplazmatyczna na ni¿szych etapach ró¿nicowania limfocytów T;

Reakcje dodatnie (komórki normalne): tymocyty, obwodowe komórki T, kom.
NK (CD3 epsilon, w cytoplazmie w 56%, brak ekspresji b³onowej);

Reakcje dodatnie (patologie): 80% ch³oniaków z komórek T, ch³oniaki z kom.
NK  (cytoplazmatyczna, brak ekspresji b³onowej);

Reakcje ujemne: wiêkszoœæ ch³oniaków B komórkowych, bia³aczka z du¿ych
ziarnistych kom. NK, rak drobnokomórkowy, czerniak, poprzeszczepowe zespo³y
limfoproliferacyjne.

CD4
Charakterystyka ogólna: OKT4 – niepolimorficzna glikoproteina nale¿¹ca do

nadrodziny immunoglobulin – wystêpuje na powierzchni komórek T pomocniczych,
jako koreceptor w aktywacji limfocytów T, w warunkach restrykcji MHC klasy II;
receptor dla wirusa HIV na komórkach T, makrofagach, mózgu – homologiczny
do CD223;

Zastosowanie: klasyfikacja ch³oniaków i stanów zapalnych; stê¿enie w surowicy
jest markerem progresji AIDS i odpowiedzi na terapiê;

Reakcje dodatnie (komórki normalne): tymocyty (80–90%), komórki T
pomocnicze, makrofagi, komórki Langerhansa, komórki dendrytyczne, granulocyty;

Reakcje dodatnie (patologie): wiele pograsiczych bia³aczek/ch³oniaków z kom. T;
Reakcje ujemne: kom. NK, ch³oniaki z komórek T z fenotypem cytotoksycznym,

w¹trobowo-œledzionowe ch³oniaki  α/β  i  γ/δ, zwykle ch³oniaki z komórek B, ch³oniak
Hodgkina (zwykle), nowotwory spoza uk³adu krwiotwórczego.

CD5
Charakterystyka ogólna:  Nale¿y do konserwatywnej nadrodziny receptorów

zwi¹zanych z komórkami B-1 produkuj¹cymi  polireaktywne, naturalne przeciwcia³a
o niskim powinowactwie przeciw antygenom egzogennym (toksoid tê¿ca, lipopolisa-
charyd), a tak¿e autoreaktywne przeciwcia³a; pierwsza linia obrony przed antygenami,
o niskim progu aktywacji; jedyna linia obrony w sytuacji braku mo¿liwoœci produkcji
swoistych przeciwcia³; kluczowy regulator tolerancji immunologicznej, zaburzenia
mog¹ byæ przyczyn¹ procesów autoimmunizacyjnych;  wi¹¿e siê z antygenem CD72;
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Zastosowanie: marker CLL, ch³oniaka z komórek p³aszcza, komórek T (normal-
nych i nowotworowych), raki grasicy;

Reakcje dodatnie (komórki normalne): tymocyty, wiêkszoœæ komórek T, komór-
ki B strefy p³aszcza œledziony i wêz³ów ch³onnych, 12% limfocytów B w krwi
obwodowej, komórki B w jamie op³ucnej i otrzewnej, w ¿yciu p³odowym wiêkszoœæ
komórek B w œledzionie jest CD5+;

Reakcje dodatnie (patologie): komórki B w CLL/SLL, ch³oniak z komórek
p³aszcza (80–90%), rozlany ch³oniak z du¿ych limfocytów B, agresywny wariant
ch³oniaka grudkowego, wiêkszoœæ rozrostów nowotworowych z komórek T, ch³oniaki
NK/T, bia³aczka prolimfocytowa;

Reakcje ujemne: ch³oniak z kom. T zwi¹zany z enteropati¹, w¹trobowo-
œledzionowe ch³oniaki  z kom. T z receptorem α/β i γ/δ, ch³oniak z du¿ych ziarnistych
limfocytów T, wiêkszoœæ ch³oniaków z komórek B innych ni¿ MCL lub CLL, komórki
Reed-Sternberga w ch³oniaku Hodgkina.

CD7
Charakterystyka ogólna:  nale¿¹cy do nadrodziny immunoglobulin czynnik

kostymuluj¹cy limfocytów T, ekspresja b³onowa we wczesnych etapach rozwoju
limfocytów T, przed rearan¿acj¹ (przegrupowaniem) genów TCR, odgrywanie istotnej
roli w interakcjach miêdzy komórkami T i B we wczesnych fazach rozwoju utkania
limfatycznego, utrata ekspresji CD7 i zaburzenia glikozylacji mog¹ byæ przyczyn¹
opornoœci na apoptozê nowotworowych limfocytów T w ziarniniaku grzybiastym
(mycosis fungoides);

Zastosowanie: mo¿e byæ u¿yteczny w diagnostyce ziarniniaka grzybiastego;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): tymocyty, dojrza³e komórki T (85%),

wiêkszoœæ komórek NK, monocyty, progenitorowe komórki hematopoetyczne,
wczesne komórki linii mieloidalnej, komórki pre-B;

Reakcje dodatnie (patologie): T-ALL (bardzo dobry marker) i inne niedojrza³e
komórki T, ch³oniaki NK, rzadziej ch³oniaki B, ostra bia³aczka mieloidalna – AML
(czasem), przewlek³e bia³aczki szpikowe (CML);

Reakcje ujemne: dojrza³e komórki B, granulocyty, B-ALL, ziarniniak grzybiasty,
T komórkowa bia³aczka/ch³oniak doros³ych, komórki Reed-Sternberga.

CD8
Charakterystyka ogólna:  OKT8 – b³onowa glikoproteina, nale¿¹ca do nadro-

dziny immunoglobulin, heterodimer zbudowany z ³añcuchów α/β i γ/δ, zwi¹zanych
mostkiem dwusiarczkowym, wi¹¿e siê z niepolimorficznym regionem cz¹steczek HLA
klasy I, niski stosunek CD8:CD3 sugeruje rozpoznanie ziarniniaka grzybiastego;

Zastosowanie: marker komórek T cytotoksycznych;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): korowe tymocyty (70–80%), komórki

T (25–35% dojrza³ych obwodowych komórek T), komórek NK  (30%, które s¹
tak¿e CD3 negatywne);
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Reakcje dodatnie (patologie): epidermotroficzne limfocyty  w ziarniniaku grzy-
biastym,  ch³oniak z komórek T w tkance podskórnej, nieagresywny rozrost
prekursorów komórek T, ch³oniak z komórek NK/T (ró¿nie), niektóre pograsicze
ch³oniaki z kom. T;

Reakcje ujemne: bia³aczka/ch³oniak z komórek T doros³ych.

CD10
Charakterystyka ogólna: CALLA  (Common Acute Lymphoblastic Leukemia

Antigen), obojêtna endopeptydaza 24.11, neprylizyna, enkefalinaza, metalopeptydaza,
charakterystyczny marker komórek centr rozrodczych i ch³oniaka grudkowego,
inaktywuje bioaktywne peptydy, w tym bombezynê;

Zastosowanie: ostra bia³aczka limfoblastyczna (ALL): jeden z pierwszych marke-
rów do identyfikacji komórek bia³aczkowych u dzieci, angioimmunoblastyczny
ch³oniak z komórek T: komórki nowotworowe s¹ CD10+ w przypadku wêz³owej  i
pozawêz³owej lokalizacji innej ni¿ szpikowa, w odró¿nieniu od braku ekspresji CD10
w innych ch³oniakach z kom. T, nienowotworowe komórki T mog¹ byæ CD10+,
ch³oniak Burkitta: potwierdzenie rozpoznania, rozlany ch³oniak wielkokomórkowy:
marker centr rozrodczych (tak¿e bcl-6), ch³oniak grudkowy: CD10+ mo¿e potwier-
dzaæ rozpoznanie; CD10+ i bcl-6+ stanowi pozytywny czynnik rokowniczy,  nietypowa
ekspresja w ch³oniakach: opisano w ch³oniaku z komórek p³aszcza, ch³oniaku strefy
brze¿nej, innych ch³oniakach z ko-ekspresj¹ CD5, reakcje dodatnie (komórki
normalne): komórki hematopoetyczne – pre-B, pre-T, komórki centr rozrodczych,
granulocyty, niektóre komórki T;

Reakcje dodatnie (patologie): bia³aczka/ch³oniak – preB ALL (75%), preT ALL
(63%), angioimmunoblastyczny z kom. T, ch³oniak Burkitta, CML w prze³omie
blastycznym (90%), rozlany ch³oniak z du¿ych komórek B, grudkowy (70%), bia³acz-
ka w³osianokomórkowa (10%), szpiczak (czasem);

Reakcje ujemne: bia³aczki/ch³oniaki – AML, ch³oniak Burkitt's-like, CLL, zaburzenia
limfoproliferacyjne EBV+,  ch³oniak z komórek p³aszcza, ch³oniak strefy brze¿nej.

CD19
Charakterystyka ogólna:  wczesny antygen komórek B w tkankach p³odowych,

reguluje rozwój, aktywacjê i ró¿nicowanie tych komórek;
Zastosowanie: ocena komórek B i zwi¹zanych z nimi zaburzeñ;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): komórki pre B, komórki B, pierwszy

antygen kom. B po HLA-DR, grudkowe komórki dendrytyczne – FDC (follicular
dendritic cells);

Reakcje dodatnie (patologie): bia³aczki/ch³oniaki z komórek B, czasem AML
(M0), czasem CML w fazie prze³omu blastycznego, niekiedy w anaplastycznym
ch³oniaku wielkokomórkowym;

Reakcje ujemne: komórki plazmatyczne, szpiczak, wiêkszoœæ ch³oniaków z komórek T.
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 CD20
Charakterystyka ogólna: pojawia siê na komórkach B po CD19/CD10 i przed

CD21/CD22 i immunoglobulinami powierzchniowymi, œciœle zwi¹zany z FMC7, który
rozpoznaje epitopy CD20, szczególnie w przypadkach wysokiej ekspresji CD20.
Rituximab jest chimerycznym mysio-ludzkim przeciwcia³em  anty-CD20 u¿ywanym
w leczeniu ch³oniaków B komórkowych; leczenie mo¿e powodowaæ selekcjê CD20
negatywnych (ale CD79a+) subklonów nowotworowych;

Zastosowanie: marker komórek B;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): wiêkszoœæ komórek B, tak¿e grudkowe

komórki dendrytyczne;
Reakcje dodatnie (patologie): 90% ch³oniaków z komórek B; tak¿e B-CLL,

HCL, pre B ALL/LBL, 20% klasycznych ch³oniaków Hodgkina, niektóre szpiczaki;
Reakcje ujemne: komórki spoza uk³adu krwiotwórczego, wiêkszoœæ limfocytów

T, komórki plazmatyczne.
 CD21

Charakterystyka ogólna: CR2, receptor C3d, receptor EBV;
Zastosowanie: ró¿nicuje skórne lub wêz³owe ch³oniaki z komórek p³aszcza od

ch³oniaka grudkowego;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): dojrza³e kom. B, grudkowe komórki dendrytyczne;
Reakcje dodatnie (patologie): miêsak z grudkowych komórek dendrytycznych,

HCL, ch³oniaki B komórkowe (szczególnie z komórek p³aszcza i strefy brze¿nej),
niektóre T-ALL;

Reakcje ujemne: komórki plazmatyczne.

 CD22
Charakterystyka ogólna: cz¹steczka adhezyjna limfocytów B (BL-CAM); wi¹¿e CD45;
Zastosowanie: marker kom. B, diagnostyka HCL, B-CLL zwykle CD22(-);
Reakcje dodatnie (komórki normalne): kom. B;
Reakcje dodatnie (patologie): HCL, pre B-ALL, inne bia³aczki/ch³oniaki z kom. B;
Reakcje ujemne: komórki plazmatyczne.

CD23
Charakterystyka ogólna: Zwany równie¿ receptorem dla IgE o niskim powino-

wactwie fragment Fc receptora IgE (lektyna typu C) dzia³a jako czynnik wzrostu i
aktywacji kom. B. Promuje ró¿nicowanie do kom. plazmatycznych. Reguluje syntezê
IgE przez wi¹zanie CD21 i IgE. CD21, CD23 i CD35 s¹ markerami komórek
dendrytycznych.

Zastosowanie: ró¿nicowanie miêdzy SLL/CLL (CD23+) i MCL lub ch³oniakiem
MALT (CD23–); marker kom. B, szczególnie w diagnostyce SLL/CLL,  ch³oniaka
z du¿ych kom. B œródpiersia i ch³oniaka limfoplazmocytarnego; ch³oniak z komórek
p³aszcza (MCL): zwykle CD23 ujemny, ale czasem CD23 jest obecny z nisk¹
intensywnoœci¹ w analizie cytometrycznej, przypadki CD23+ MCL wykazuj¹ wysok¹
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ekspresjê cykliny D1; ró¿nicowanie miêdzy MCL i ch³oniakiem grudkowym (FL);
wysokie stê¿enie rozpuszczalnego CD23 jest zwi¹zane z wiêksz¹ agresywnoœci¹ i
gorsz¹ prognoz¹ w CLL;

Reakcje dodatnie (komórki normalne): aktywowane, dojrza³e kom. B wykazu-
j¹ce ekspresjê IgM lub IgD, aktywowane monocyty/makrofagi, p³ytki, eozynofile,
kom. Langerhansa, FDC;

Reakcje dodatnie (patologie): kom. B w CLL/SLL (wiêkszoœæ przyp., wysoka
ekspresja); guzy z komórek dendrytycznych, ch³oniak z du¿ych kom. B œródpiersia  (70%),
ch³oniak limfoplazmocytarny (61%, zwykle s³aba ekspresja), HCL (17%), DLBL  (16%);

Reakcje ujemne: inne ch³oniaki B-komórkowe, jak ch³oniak Burkitta, ch³oniak
Burkitt-like, FL, MCL, MZL; tak¿e wiêkszoœæ ch³oniaków T komórkowych.

CD25
Charakterystyka ogólna: ³añcuch receptora dla IL-2 TAG;
Zastosowanie: wysoka ekspresja CD25 jest zwi¹zana z zaawansowanym skórnym

ch³oniakiem T komórkowym;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): aktywowane kom. B i T, makrofagi,

niektóre tymocyty, niektóre kom. prekursorowe linii mieloidalnej;
Reakcje dodatnie (patologie): HCL (wiêkszoœæ), anaplastyczny ch³oniak wielko-

komórkowy, wiêkszoœæ nowotworów z kom. B, ch³oniak/bia³aczka z kom. T
doros³ych, wiêkszoœæ ch³oniaków Hodgkina, niektóre AML;

Reakcje ujemne: ch³oniak strefy brze¿nej, ch³oniak/bia³aczka z du¿ych ziarnistych
kom. T, zwykle HCL-v.

CD30
Charakterystyka ogólna:  Nale¿y do rodziny powierzchniowych receptorów dla

TNF, nadekspresja powoduje konstytutywn¹ ekspresjê czynnika j¹drowego NF-κB,
co tworzy molekularne podstawy nieprawid³owego wzrostu i ekspresji cytokin
prowadz¹cych do ch³oniaka Hodgkina, przeciwcia³a anty-CD30 mog¹ mieæ zastoso-
wanie terapeutyczne w leczeniu opornych postaci ch³oniaka Hodgkina;

Zastosowanie: potwierdzenie rozpoznania anaplastycznego ch³oniaka wielkoko-
mórkowego i klasycznego ch³oniaka Hodgkina;

Reakcje dodatnie (komórki normalne): granulocyty, niektóre komórki plazma-
tyczne, aktywowane komórki B, T i NK, monocyty;

Reakcje dodatnie (patologie): anaplastyczny ch³oniak wielkokomórkowy (90%),
komórki Reed-Sternberga, tak¿e kom. Reed-Sternberg-podobne w ch³oniaku grudko-
wym, ch³oniak z du¿ych kom. B pierwotny œródpiersia, obwodowy ch³oniak T
komórkowy (czasem), ch³oniak  Lennerta (czasem), pierwotny ch³oniak wysiêkowy;

Reakcje ujemne: bia³aczka prolimfocytarna z komórek T, ch³oniak/bia³aczka z
kom. T doros³ych, pre-B ALL.

CD34
Charakterystyka ogólna: miêdzykomórkowe bia³ko adhezyjne (mucyna) i

powierzchniowa glikoproteina; ligandem jest CD62L (L-selektyna), uczestniczy w
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wi¹zaniu komórek macierzystych (pnia – stem cells) do szpikowej macierzy
pozakomórkowej lub bezpoœrednio do komórek podœcieliska, marker hematopoetycz-
nych komórek macierzystych, wystêpuje jednak tak¿e w niektórych komórkach
normalnych, np. we wszystkich œródb³onkach naczyñ;

Zastosowania w hematologii:
a)  diagnostyka ostrych bia³aczek mieloblastycznych i bia³aczek/ch³oniaków limfobla-

stycznych,
b)  ocena iloœciowa i badania czystoœci populacji limfohematopoetycznych komórek

progenitorowych do celów badawczych i w transplantologii,
c)  identyfikacja blastów w hipoplastycznych w szpikach  dla ró¿nicowania miêdzy

ostr¹ bia³aczk¹ i zespo³em mielodysplastycznym (blasty obecne) i anemi¹ apla-
styczn¹ (brak blastów/niska zawartoœæ komórek CD34+),

d)   z³y czynik prognostyczny w œwie¿o rozpoznanych AML,
e)   diagnostyka prze³omu blastycznego w MDS, CML,
f)    ró¿nicowanie miêdzy grasiczakiem bogatym w limfocyty (kom. CD34+) i T-ALL

(zwykle CD34–);
 Reakcje dodatnie (w zakresie komórek normalnych uk³adu krwiotwórczego/
ch³onnego): hematopoetyczne komórki progenitorowe, prekursorowe limfocyty

T i B, megakariocyty;
Reakcje dodatnie (patologie w zakresie komórek uk³adu krwiotwórczego/

ch³onnego): preB-ALL (75%), AML (40–60%), z wyj¹tkiem  M3, AML-M0
(wiêkszoœæ), zespó³ mielodysplastyczny – MDS (mieloblasty), miêsak Kaposiego.

CD38
Charakterystyka ogólna: wielofunkcyjny enzym, ligandem jest CD31, w zale¿noœci

od œrodowiska komórkowego ogranicza lub stymuluje aktywacjê i proliferacjê komórek,
udzia³ w adhezji miêdzy limfocytami i komórkami œródb³onka, marker aktywacji, mo¿e
powodowaæ  fizjologiczn¹ œmieræ komórek T w grasicy, komórki T CD8+ CD38+ u
chorych HIV dodatnich mog¹ byæ bardziej podatne na apoptozê, obecnoœæ na 30% lub
wiêcej komórek B-CLL jest zwi¹zana z gorszym rokowaniem;

Zastosowanie: identyfikacja komórek plazmatycznych  i o ró¿nicowaniu plazmoblas-
tycznym, diagnostyka szpiczaka,  wartoœæ prognostyczna u chorych z CLL;

Reakcje dodatnie (komórki normalne): silna reakcja komórek plazmatycznych,
komórki T, B,  NK, monocyty, prekursory komórek linii erytrocytarnej i mieloidalnej;

Reakcje dodatnie (patologie): pre-T ALL, AML podtyp t(6;9) (100%), CLL/
SLL, rozlany ch³oniak wielkokomórkowy z kom. B (czêœæ przypadków), ch³oniaki
grudkowy, limfoplazmocytarny (48%), plazmoblastyczny, szpiczak;

Reakcje ujemne: komórki tuczne, prymitywne wielopotencjalne komórki pnia,
œledzionowy ch³oniak strefy brze¿nej.

CD56
Charakterystyka ogólna:  N-CAM (neural cell adhesion molecule), marker

kom. NK, obecny tak¿e na kom. CD4+ i CD8+;
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Zastosowanie: marker kom. NK i ch³oniaków z kom. NK; ró¿nicuje kom.
plazmatyczne w szpiczaku (CD56+) od odczynowego rozrostu plazmocytów lub
gammapatii monoklonalnej o nieokreœlonym znaczeniu – MGUS (CD56–);

Reakcje dodatnie (komórki normalne): kom. NK (80–90%), aktywowane kom.
T, osteoblasty; tyreocyty, tkanka neuroendokrynna, miêœnie szkieletowe (czasem);

Reakcje dodatnie (patologie): AML (czasem), skórne zespo³y limfoprolife-
racyjne, ch³oniaki z komórek NK/T, szpiczak mnogi (w czêœci przypadków).

 CD57
Charakterystyka ogólna: Leu7, β-1,3-glukuronylotransferaza 1, glikoproteina

pe³ni¹ca funkcje cz¹steczki adhezyjnej;
Zastosowanie: marker kom. NK i nowotworów neuroendokrynnych;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): kom. NK, T, tak¿e tkanka neuroektoder-

malna, mózg, prostata;
Reakcje dodatnie (patologie): niektóre ch³oniaki œledzionowow¹trobowe z kom.T,

ch³oniak Hodgkina,  pre T-ALL (czasem), bia³aczka z du¿ych ziarnistych limfocytów
T (czasem);

Reakcje ujemne: kom. B, monocyty, erytrocyty, p³ytki krwi, ch³oniaki NK/T
nosowe, guz Wilmsa.

CD79a
Charakterystyka ogólna: MB-1, ³añcuch   kompleksu receptorowego limfocy-

tów B (BCR); wczesny antygen  ró¿nicowania limfocytów B, obecny na tych
komórkach zanim pojawi¹ siê markery dojrza³ych limfoctów B,. wystêpuje te¿ na
komórkach plazmatycznych;

Zastosowanie: identyfikacja limfocytów B, diagnostyka ALL, w tym przypadki
CD20(–) lub po leczeniu rituximabem  (anty CD-20);

Reakcje dodatnie (komórki normalne): limfocyty B, plazmocyty;
Reakcje dodatnie (patologie): bia³aczki/ch³oniaki z komórek B;
Reakcje ujemne: anaplastyczny ch³oniak wielkokomórkowy.

 CD79b
Charakterystyka ogólna: B29,  ³añcuch   kompleksu receptorowego limfocytów B (BCR);
Zastosowanie: ró¿nicowanie CLL od innych rozrostów z komórek B;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): limfocyty B, kom. plazmatyczne;
Reakcje dodatnie (patologie):  ch³oniaki z kom. B i zespo³y limfoproliferacyjne

– CLL (18%),  CLL z ekspresj¹ IgM  (58%), ch³oniak limfoplazmocytarny (85%);
Reakcje ujemne: HCL (zwykle).

CD103
Charakterystyka ogólna: integryna ( EB7);
Zastosowanie: marker œródnab³onkowych limfocytów (normalnych lub nowotwo-

rowych);
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Reakcje dodatnie (komórki normalne): limfocyty œródnab³onkowe, niektóre
limfocyty b³ony podstawnej w jelicie;

Reakcje dodatnie (patologie): HCL, AML,  ch³oniak z komórek T zwi¹zany z
enteropati¹, bia³aczka z kom. T doros³ych zwi¹zana z HTLV-1.

CD117
Charakterystyka ogólna: c-kit, receptor czynnika wzrostu 145 kD kinazy tyrozynowej

niezbêdny dla rozwoju i prze¿ycia hematopoetycznych komórek macierzystych;
Zastosowanie: ró¿nicowanie nowotworów o lokalizacji szpikowej;
Reakcje dodatnie (komórki normalne): hematopoetyczne komórki progenito-

rowe, melanocyty, œródb³onki, komórki tuczne;
Reakcje dodatnie (patologie): AML, ch³oniak Hodgkina (niektóre komórki Reed-

Sternberga), miêsak Ewinga, miêsak granulocytarny.

CD138
Charakterystyka ogólna: syndekan-1, cz¹steczka adhezyjna, wi¹¿e typ I kolage-

nu, receptor dla bia³ek macierzy pozakomórkowej, czynnik wzrostu, zwi¹zany z póŸn¹
faz¹ ró¿nicowania kom. B, utrata ekspresji CD138 jest zwi¹zana ze wzrostem
agresywnoœci raka p³askonab³onkowego g³owy, szyi i krtani, ekspresja powierzch-niowa;

Reakcje dodatnie (komórki normalne): prekursory kom. B, kom. plazmatyczne,
nab³onek p³aski;

Reakcje dodatnie (patologie): rogowiak kolczysty (keratoacanthoma), szpiczak,
pierwotny ch³oniak wysiêkowy, ch³oniak na tle ropniaka op³ucnej;

Reakcje ujemne: dojrza³e kom. B.
TdT

Charakterystyka ogólna:  Terminalna deoksynukleotydylo-transferaza, polimera-
za, j¹drowy enzym katalizuj¹cy wi¹zanie nukleotydów do jednoniciowego DNA, jak
wykazano, TdT jest w³¹czony w regulacjê rearan¿acji genów w czasie rozwoju
normalnych limfocytów T i B;

Reakcje dodatnie (komórki normalne):  w j¹drach niedojrza³ych limfocytów
T i B obecnych w grasicy i szpiku kostnym;

Reakcje dodatnie (patologie): niektóre komórki nowotworowe bia³aczek/
ch³oniaków limfoblastycznych wykazuj¹ wysok¹ aktywnoœæ TdT;

Reakcje ujemne: dojrza³e limfocyty normalnej krwi obwodowej zwykle nie
zawieraj¹ tego enzymu.

PROCEDURY REAKCJI IMMUNOFLUORESCENCYJNYCH

W wiêkszoœci przypadków, identyfikacjê markerów poszczególnych typów
komórek w toku przygotowania ich do analizy cytometrycznej  w diagnostyce
bia³aczek/ch³oniaków prowadzi siê na podstawie bezpoœredniej reakcji immuno-
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fluorescencyjnej. Przeciwcia³a  przeciw tym cz¹steczkom (najczêœciej monoklonalne)
znakowane s¹ ró¿nymi fluorochromami. Umo¿liwia to równoczesn¹ ocenê ekspresji
kilku markerów na okreœlonej populacji komórek. Zakres tej oceny jest uwarunko-
wany typem dostêpnego cytofluorymetru.

Poni¿ej zamieszczamy przyk³ad procedury bezpoœredniej reakcji immunofluores-
cencyjnej. Procedura ta umo¿liwia jednoczesn¹ ocenê ekspresji cz¹steczek powie-
rzchniowych i wystêpuj¹cych w cytoplazmie.

Procedura
1. Przygotowaæ zawiesinê (komórek wyizolowanych technik¹ gradientow¹ lub

pochodz¹cych z hodowli komórkowej) zawieraj¹c¹ 5×106 komórek/ml w HBSS+0,1% BSA.
2. Do probówek 12×75 mm wprowadziæ 100 l  zawiesiny komórek (5×105 kom.).

Dodaæ okreœlon¹ objêtoœæ przeciwcia³ przeciw bia³kom powierzchniowym. Optymaln¹
objêtoœæ przeciwcia³ nale¿y okreœliæ w testach kontrolnych. Zwykle jest to 2–10 µl
przeciwcia³a. Inkubowaæ 30 min, w temp. 4oC, bez dostêpu œwiat³a.

3. P³ukaæ komórki 2× w HBSS i zawiesiæ w 200 l tego medium.
Po wykonaniu tych czynnoœci mo¿na przyst¹piæ do cytometrycznej akwizycji

danych, gdy celem jest ocena ekspresji markerów powierzchniowych. Procedurê
mo¿na kontynuowaæ, gdy równoczeœnie chcemy zbadaæ obecnoœæ bia³ek w cytoplaz-
mie badanych komórek.

4. Do zawiesiny komórek (zob. punkt 3) dodaæ 200 l œwie¿o przygotowanego
2% roztworu paraformaldehydu w HBSS. Roztwór ten nie powinien byæ d³u¿ej
u¿ywany ni¿ 1 tydzieñ. Utrwalaæ w temp. 4oC, przez 30 min.

5. P³ukaæ komórki nie mniej ni¿ 3× w HBSS. Osad zawiesiæ w 1 ml 0,1%
roztworu saponiny w HBSS. Permeabilizowaæ przez 30 min w temp. 4oC.

6. Zwirowaæ, osad komórek pozostawiæ w 100 l supernatantu.
7. Dodaæ przeciwcia³o przeciw badanej cz¹steczce cytoplazmatycznej. Wymie-

szaæ. Inkubowaæ 30 min w temp. pok., bez dostêpu œwiat³a.
8. P³ukaæ komórki w HBSS. Zwirowaæ 2000 rpm., 5 min. Odrzuciæ supernatant.

Zawiesiæ osad komórek w 300 l PBS.
9. Przeprowadziæ akwizycjê cytometryczn¹.
Procedurê reakcji cytoplazmatycznych mo¿na przeprowadziæ równie¿ z zastoso-

waniem gotowych zestawów do utrwalania i permeabilizacji. Ich producenci okreœlaj¹
sposób ich wykorzystania.

CHARAKTERYSTYKA IMMUNOFENOTYPOWA

Prekursorowe ch³oniaki z komórek B
Prekursorowa bia³aczka limfoblastyczna z komórek B (B-ALL)/ ch³oniak

limfoblastyczny (B-LBL). Limfoblasty w B-ALL/LBL wykazuj¹ obecnoœæ transferazy
deoksynukleotydylowej (TdT), HLA-DR. Zwykle s¹ CD19(+) i cCD79a(+). W
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RYCINA 1. Prekursorowa bia³aczka limfoblas-
tyczna z komórek B (B-ALL)/ ch³oniak limfo-
blastyczny (B-LBL):  A – homogenna populacja
ma³ych, nieziarnistych komórek;  B – komórki te w
wiêkszoœci wykazuj¹ ekspresjê CD19, HLA-DR (C),
CD34 (D) i CD10 (E)
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wiêkszoœci przypadków s¹ CD10(+) i CD24(+). W ok. 30% B-ALL/B-LBL wystêpuj¹
aberracje chomosomalne. Maj¹ one znaczenie prognostyczne, s¹ te¿ zwi¹zane z
okreœlonym obrazem immunofenotypowym, np. limfoblasty w t(4;11)ALL s¹ zwykle
CD10(-), CD24(-). Powierzchniowa ekspresja CD22 i CD20 jest zró¿nicowana,
natomiast obecnoœæ cCD22 jest liniowo-swoista. CD45 mo¿e nie wystêpowaæ. Stopieñ
zró¿nicowania blastów koreluje z przebiegiem klinicznym i zaburzeniami genetycznymi.
W stadium najwczeœniejszym (pro-B-ALL) blasty wykazuj¹ obecnoœæ CD19, cCD79a,
cCD22 i TdT. W stadium poœrednim (common ALL) blasty s¹ CD10(+). W stadium
dojrza³ych prekursorów (pre-B-ALL) blasty wykazuj¹ ekspresjê cytoplazmatyczn¹
³añcucha ciê¿kiego mu (cyt-mu). Charakterystyczny jest brak powierzchniowej ekspresji
immunoglobulin. CD34 wystêpuje w ok. 75% przypadków. Mog¹ byæ obecne markery
linii mieloidalnej CD13 i CD33. Ich ekspresja nie wyklucza rozpoznania prekursorowego
ch³oniaka z  komórek B.

RYCINA 2. Przewlek³a bia³aczka limfatyczna z komórek B: A, B – wœród leukocytów dominuj¹ limfocyty;
C – s¹ to limfocyty B CD19 w wiêkszoœci wykazuj¹ce obecnoœæ CD5; D – limfocyty B CD20+ w ca³oœci
wykazuj¹ obecnoœæ CD23

A B

C D
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     Rozrosty nowotworowe z dojrza³ych limfocytów B
Przewlek³e bia³aczki limfatyczne dzieli siê na cztery grupy. Najczêœciej wystêpuje

przewlek³a bia³aczka limfatyczna B-CLL (85–90%), rzadziej bia³aczka prolimfo-
cytowa z komórek B (5%), bia³aczka w³osianokomórkowa (HCL) (5–10%) i HCLv
(hairy cell variant' leukaemia). Niektóre typy B-NHL szybko przechodz¹ w postaæ
bia³aczkow¹. W tych przypadkach, z klinicznego punktu widzenia, istotne jest ró¿ni-
cowanie miêdzy klasyczn¹ przewlek³¹ bia³aczk¹ limfatyczn¹ i ró¿nymi podtypami
bia³aczkowych postaci B-NHL, takich jak: ch³oniak z komórek p³aszcza – MCL
(mantle-cell lymphoma), ch³oniak grudkowy – FL (follicular lymphoma),
œledzionowy ch³oniak strefy brze¿nej – SLVL (splenic marginal zone lymphoma
with villous lymphocytes) i ch³oniak Burkitta. Wieloparametryczna analiza
immunofenotypowa pozwala na ró¿nicowanie tych podtypów rozrostów nowotworo-
wych z dojrza³ych limfocytów B.

Przewlek³a bia³aczka limfatyczna z komórek B. Typowe komórki B-CLL s¹
wzglêdnie ma³e, zwykle nieco wiêksze ni¿ normalne limfocyty. Ekspresja powierzch-
niowych immunoglobulin jest s³aba do bardzo s³abej. Komórki te wykazuj¹ ekspresjê
CD5 i CD23. Jednoczeœnie komórki te wykazuj¹ s³ab¹ ekspresjê CD79b i CD22
oraz s¹ FMC7 ujemne.

Badania molekularne genów immunoglobulinowych pozwoli³y na zidentyfikowanie
B-CLL bez somatycznych hipermutacji tych genów, co jest zwi¹zane z bardziej
agresywnym przebiegiem choroby. Brak mutacji somatycznych w badaniach cyto-
metrycznych koreluje z ekspresj¹ kinazy ZAP-70 i w mniejszym zakresie z ekspresj¹
CD38.

Wœród komórek B-CLL mog¹ wystêpowaæ komórki wiêksze, jak prolimfocyty,
komórki podobne do immunoblastów czy te¿ komórki o ró¿nicowaniu limfoplaz-
mocytarnym z cytoplamatyczn¹ ekspresj¹ immunoglobulin. Czasem liczba prolim-
focytów wzrasta w miarê progresji choroby. Wzrost odsetka tych komórek do 10-
55% upowa¿nia do rozpoznania prolimfocytowej transformacji B-CLL.

Bia³aczka prolimfocytowa z komórek B. Do rozpoznania B-PLL upowa¿nia
obecnoœæ wœród komórek bia³aczki z dojrza³ych  limfocytów B 55% lub wiêcej pro-
limfocytów. S¹ to komórki okr¹g³e, œredniej wielkoœci, ale dwukrotnie wiêksze od
limfocytów, z jednym du¿ym centralnie zlokalizowanym j¹derkiem.  Jest to rzadki
typ bia³aczki, zwykle charakteryzuj¹cy siê wysok¹ leukocytoz¹. Ekspresja SmIg jest
silniejsza w porównaniu z B-CLL. W wiêkszoœci B-PLL nie stwierdza siê ekspresji
CD5 i CD23, natomiast wystêpuje silna ekspresja CD22 i FMC7.

Ch³oniak limfoplazmocytowy/makroglobulinemia Waldenstroema. Jest to
rozrost nowotworowy komórek ró¿nicuj¹cych siê w kierunku komórek plazma-
tycznych i ich prekursorów. S¹ to komórki B CD5(-), cechuj¹ce siê zaburzeniami
produkcji immunoglobulin. Komórki wykazuj¹ cytoplazmatyczn¹ i powierzchniow¹
obecnoœæ Ig (zwykle IgM, czasem IgG, rzadko IgA). Wykazuj¹ ekspresjê markerów
linii B (CD19, CD20, CD22, CD79a) i s¹ CD5(-), CD10(-), CD23(-) i CD38(+).
Brak CD5 i silna cytoplazmatyczna ekspresja Ig pozwala na ró¿nicowanie z CLL.
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Bia³aczka w³osianokomórkowa i wariant HCL (HCLv). Wiêkszoœæ komórek
HCL ma owalne do nerkowatych j¹dra, obfit¹ cytoplazmê. W b³onie komórkowej
wystêpuj¹ cienkie, nieregularne wypustki (st¹d nazwa „w³osianokomórkowa”).Te
cechy morfologiczne znajduj¹ odzwierciedlenie w obrazie cytometrycznym. W uk³a-
dzie FSC/SSC obraz komórek HCL ró¿ni siê od normalnych limfocytów. Komórki
nowotworowe przemieszczaj¹ siê na osi FSC w kierunku wy¿szych wartoœci
rozproszenia przedniego, co zbli¿a je do obrazu monocytów. Ekspresja  SmIg jest
silna, podobnie jak CD20 i CD22. Komórki HCL s¹ tak¿e CD11c (+), CD25 (+) i
CD103 (+). CD103, a tak¿e HC2 s¹ antygenami swoistymi dla HCL. Komórki te
nie wykazuj¹ te¿ obecnoœci CD24.

Komórki HCL-v morfologicznie cechuje wy¿szy stosunek j¹dro/cytoplazma i
obecnoœæ j¹derek w porównaniu z HCL. Liczba komórek bia³aczkowych  w krwi
obwodowej jest zwykle wy¿sza w HCLv ni¿ w klasycznym HCL. W obrazie
immunofenotypowym komórki HCLv nie wykazuj¹ obecnoœci CD25 i  HC2.

  Ch³oniak z komórek p³aszcza – MCL (mantle-cell lymphoma). Komórki
nowotworowe s¹ ma³e do œrednich, ze sk¹p¹ cytoplazm¹. J¹dro jest nieregularne.
MCL jest czêsto rozsiany, w krwi i szpiku mog¹ byæ obecne liczne komórki
nowotworowe. Obraz immunofenotypowy jest nastêpuj¹cy: CD5(+), CD20(+),
FMC7(+), CD10(-), CD23(-), SmIg (+), cyklina D1(+).

Ch³oniak grudkowy – FL (follicular lymphoma). FL szybko przechodzi w fazê
bia³aczkow¹. W obrazie immunofenotypowym  komórki FL wykazuj¹ siln¹ ekspresjê

RYCINA 3. Bia³aczka w³osianokomórkowa – wariant HCL (HCLv): A –  ekspresja antygenów ró¿nicowania
limfocytów B CD20 i CD22; B – ekspresja CD11c na komórkach nowotworowych; C – ekspresja CD103
na komórkach nowotworowych  i w odró¿nieniu od HCL brak obecnoœci CD25; D – ekspresja CD19 i
FMC7 na komórkach nowotworowych; E i F – cechy rozrostu monoklonalnego: obecnoœæ ³añcuchów
lekkich kappa immunoglobulin i brak ekspresji ³añcuchów lambda (wg Pathologyoutlines.com)
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SmIg (g³ównie IgM) i czêsto s³ab¹ ekspresjê CD10. Czasem FL jest  CD5 (+) lub
CD23(+). Badanie cytometryczne wewn¹trzkomórkowej ekspresji  bcl-2 pozwala
na zró¿nicowanie normalnych reaktywnych limfocytów B (s³aba ekspresja) od FL
(nadekspresja).

Ch³oniak strefy brze¿nej  œledziony z kosmkowymi limfocytami – SLVL
(splenic marginal zone lymphoma with villous lymphocytes). Komórki nowo-
tworowe s¹ ma³e do œrednich z okr¹g³ymi j¹drami, obfit¹ cytoplazm¹ z ma³ymi
wypustkami. SLVL szybko rozprzestrzenia siê do szpiku kostnego i krwi obwodowej,
na podstawie kryteriów morfologicznych jest zbli¿ony do B-CLL, a szczególnie do
HCL, ale immunofenotyp jest odmienny. Charakteryzuje siê normaln¹ lub siln¹
obecnoœci¹ SmIg (czasem równie¿  CyIg w czêœci komórek). Podobnie do HCL,
SLVL mo¿e wykazywaæ obecnoœæ  CD11c i CD24, ale zwykle jest  CD25(-) i
CD103(-). W wiêkszoœci przypadków  SLVL nie wykazuje równie¿ obecnoœci CD5,
CD23 i CD10. Brak j¹drowej ekspresji cykliny D1 pozwala na ró¿nicowanie z MCL.

Pozawêz³owe ch³oniaki strefy brze¿nej systemu MALT – MZL-MALT (marginal
zone lymphoma of mucosa associated lymphatic tissue). Komórki nowotworowe
wykazuj¹ ekspresjê IgM, rzadziej IgA lub IgG i restrykcjê ³añcuchów lekkich.
Wykazuj¹ równie¿ obecnoœæ antygenów zwi¹zanych ze stref¹ brze¿n¹ CD21 i CD35.
W diagnostyce ró¿nicowej z innymi ch³oniakami z komórek B istotny jest brak
charakterystycznych dla nich markerów: brak CD5  i cykliny D1 jest u¿yteczny w
diagnostyce ró¿nicowej z MCL, brak CD10 w diagnostyce ró¿nicowej z FL.

Ch³oniak Burkitta. Komórki tego ch³oniaka s¹ œredniej wielkoœci do du¿ych, z
okr¹g³ym j¹drem i zasadoch³onn¹ cytoplazm¹ z charakterystycznymi wodniczkami.
W analizie  immunofenotypowej stwierdza siê SmIgM, siln¹ ekspresjê CD10 i brak
TdT. Ocena immunofenotypowa mo¿e byæ uzupe³niona stwierdzeniem wewn¹trz-
komórkowej nadekspresji c-myc. W badaniu cytogenetycznym charakterystyczn¹
translokacj¹ jest t(8;14) lub rzadziej  t(2;8) czy t(8;22), które przenosz¹ c-myc na
chromosomie 8 do jednego z genów immunoglobulinowych.

Rozlany ch³oniak z du¿ych limfocytów B – DLBCL (diffuse large B-cell
lymphoma). Jest to rozrost z du¿ych limfocytów B, których j¹dra s¹ wielkoœci¹ zbli-
¿one do j¹der makrofagów i dwukrotnie przekraczaj¹ wielkoœæ j¹der normalnych
limfocytów. Komórki nowotworowe wykazuj¹ ekspresjê markerów limfocytów B CD19,
CD20, CD22, CD79a, ale mog¹ traciæ jeden lub wiêcej spoœród nich. Powierzchniow¹
lub cytoplazmatyczn¹ ekspresjê immunoglobulin stwierdza siê w 50–75% przypadków.
Immunoglobuliny cytoplazmatyczne stwierdza siê w przypadkach o ró¿nicowaniu
plazmocytarnym. Anaplastyczne ch³oniaki z du¿ych limfocytów B w wiêkszoœci
wykazuj¹ obecnoœæ CD30. 10% przypadków wykazuje obecnoœæ CD5, 25–50%
CD10. Przypadki CD5+ nie wykazuj¹ ekspresji cykliny D1, co odró¿nia je od
wariantu blastycznego MCL. W wiêkszoœci przypadków wystêpuj¹ markery
ró¿nicowania plazmocytarnego (np. CD138). Aktywnoœæ proliferacyjna mierzona
ekspresj¹ Ki-67 jest wysoka (>40%).

Ch³oniak z du¿ych komórek B œródpiersia (mediastinal large B-cell
lymphoma). Jest to podtyp DLBCL wywodz¹cy siê z grasiczych kom. B. Komórki
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nowotworowe wykazuj¹ obecnoœæ CD19 i CD20. Immunoglobuliny i antygeny HLA
s¹ czêsto nieobecne. CD5 i CD10 równie¿ nie wystêpuj¹. CD30 wystêpuje czêsto,
ale ekspresja jest s³aba. Ekspresja CD45 jest pe³na, w odró¿nieniu od klasycznego
ch³oniaka Burkitta, który jest typowo CD45(-).

Pierwotny ch³oniak wysiêkowy – PEL (primary effusion lymphoma). Jest
nowotworem z du¿ych limfocytów B przebiegaj¹cym z wysiêkiem surowiczym bez
wykrywalnej masy guza. Jest zwi¹zany z wirusami herpes. Komórki ch³oniaka
zwykle wykazuj¹ obecnoœæ CD45, przy braku ekspresji markerów linii B CD19,
CD20, CD79a. Nie stwierdza siê równie¿ cytoplazmatycznej i powierzchniowej
ekspresji immunoglobulin. Wykrywalne s¹ zwykle markery aktywacji i zwi¹zane z
ró¿nicowaniem plazmocytarnym CD30, CD38, CD138.

Wewn¹trznaczyniowy ch³oniak z du¿ych komórek B (intravascular large
B-cell lymphoma). Jest rzadkim podtypem pozawêz³owego DLBCL, charakteryzu-
j¹cym siê obecnoœci¹ komórek ch³oniakowych tylko w œwietle drobnych naczyñ,
szczególnie kapilarnych.

Komórki nowotworowe wykazuj¹ obecnoœæ antygenów ró¿nicowania limfocytów
B (CD19, CD20, CD22, CD79a). W czêœci przypadków s¹ CD5(+). Ch³oniak ten
rzadko wykazuje fenotyp komórek T.

OCENA CYTOMETRYCZNA CH£ONIAKÓW
Z KOMÓREK T I Z KOMÓREK NK

Cytometria przep³ywowa stanowi bardzo pomocne narzêdzie w ocenie rozrostów z
komórek limfoidalnych, w tym ch³oniaków wywodz¹cych siê z  linii  komórek T.
Niejednokrotnie wy³¹cznie na podstawie unikalnego sk³adu antygenów ró¿nicowania
mo¿na postawiæ prawid³owe rozpoznanie ch³oniaka. Trzeba jednak zaznaczyæ, ¿e ch³oniaki
T komórkowe maj¹ mniej charakterystyczny rozk³ad antygenów ró¿nicowania w
porównaniu z rozrostami linii B-komórkowej. Do zalet badania cytometrycznego, oprócz
wspomnianych ju¿ wczeœniej, nale¿y zaliczyæ mo¿liwoœæ oceny aktualnie od czterech
do oœmiu markerów na jednej komórce, wysok¹ czu³oœæ. Ponadto badania cytome-
tryczne w porównaniu z badaniami morfologicznymi daj¹ mo¿liwoœæ ³atwiejszej
obiektywizacji sk³adowych oceny, co powoduje, ¿e postawienie diagnozy opiera siê na
bardziej porównywalnych kryteriach. Nie znaczy to jednak, ¿e badanie cytometryczne
mo¿e wyeliminowaæ badania morfologiczne. Poniewa¿ daje czêsto mo¿liwoœæ
postawienia rozpoznania, jest raczej cennym uzupe³nieniem badania morfologicznego.

Cytometria przep³ywowa stwarza tak¿e niedogodnoœci, zw³aszcza w przypadku
nowotworowych rozrostów z komórek T. Trudnoœæ ta wynika przede wszystkim z
faktu braku czu³ego i ³atwego w u¿yciu markera do oceny monoklonalnoœci, co
powoduje, ¿e patologiczny immunofenotyp mo¿na rozpoznaæ tylko w 50–70%
badanych przypadków. Wœród innych ograniczeñ nale¿y wymieniæ: brak mo¿liwoœci
oceny z materia³u archiwalnego, koniecznoœæ u¿ycia do oceny  jedynie ¿ywych
komórek.  Ponadto nale¿y tu brak korelacji miêdzy fenotypem a obrazem morfolo-
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gicznym, wysokie nieswoiste t³o barwieñ cytoplazmatycznych i j¹drowych w
porównaniu z oznaczeniami antygenów powierzchniowych, ³atwa mo¿liwoœæ
uszkodzenia, a nawet rozpadu du¿ych komórek. Wszystko to powoduje ograniczenie
stosowania cytometrii przep³ywowej do diagnostyki ch³oniaków wielkokomórkowych
i anaplastycznych. Niemniej warto podkreœliæ, ¿e przy porównaniu badañ immuno-
histochemicznych i cytometrycznych w dobrych oœrodkach zgodnoœæ oceny immuno-
fenotypu siêga ponad 95%.  Wskazuje to, ¿e w ocenie  immunofenotypowej mo¿na
siê oprzeæ jedynie na jednym typie postêpowania, np. badaniu cytometrycznym.
Uzupe³nienie tego badania o rutynow¹ ocenê cytologiczn¹ umo¿liwia  szybkie
postawienie prawid³owego rozpoznania bez koniecznoœci pobierania ca³ego wêz³a
ch³onnego. W doœwiadczonych oœrodkach taka strategia zaczyna dominowaæ i daje
mo¿liwoœæ poprawnego rozpoznania ch³oniaków w przewa¿aj¹cej czêœci przypadków.
Jednoczeœnie, co jest szczególnie istotne dla chorego, jest to postêpowanie minimal-
nie inwazyjne. Nale¿y jednak zwróciæ uwagê, ¿e istniej¹ historyczne kontrowersje
co do mo¿liwoœci poprawnego rozpoznawania ch³oniaków, jedynie przy u¿yciu
materia³u cytologicznego bez pobierania ca³ego wêz³a ch³onnego, co uniemo¿liwia
pe³n¹ ocenê histologiczn¹ jego struktury i obrazu immunomorfologicznego .

Materia³ do badañ diagnostycznych  rozrostów T komórkowych, podobnie jak w
przypadku wszystkich ch³oniaków, mog¹ stanowiæ wszystkie substraty biologiczne
wymienione wczeœniej, a ponadto komórki izolowane z biopsji skóry. Pomimo
trudnoœci w izolacji tych komórek okazalo siê, ¿e i w tych przypadkach cytometria
mo¿e byæ skuteczn¹ metod¹ w ustaleniu rozpoznania ch³oniaków skórnych.

Markery charakterystyczne dla linii T komórkowej
Charakterystyczn¹ cech¹ rozrostów tej linii jest obecnoœæ antygenu CD3. Antygen

ten nie jest jednak obecny na wszystkich etapach ró¿nicowania komórki T. Komórki
niedojrza³e (immature T-cells) wykazuj¹ ekspresjê cytoplazmatyczn¹ (CyCD3),
natomiast komórki dojrza³e – ekspresjê powierzchniow¹ w b³onie komórkowej, gdzie
antygen CD3 jest powi¹zany z receptorem TCR tworz¹c charakterystyczny dla
dojrza³ych komórek T kompleks CD3-TCR. Typowymi markerami obecnymi na
wszystkich etapach ró¿nicowania komórek  linii T s¹ antygeny CD2 i CD7 .

Cechy immunofenotypowe nowotworowych rozrostów
z progenitorowych niedojrza³ych komórek linii T

Rozrosty te maj¹ j¹drow¹ ekspresjê terminalnej transferazy nukleotydów (TdT).
Obecnoœæ tego enzymu jest charakterystyczna dla nowotworów z niedojrza³ych,
prekursorowych komórek limfoidalnych linii zarówno B, jak i T komórkowej. W
niewielkim stopniu dotyczy to tak¿e  linii mieloidalnej. Rozrosty te maj¹ zazwyczaj
równie¿ ekspresjê antygenu CD34.  Wœród innych markerów w rozrostach z linii
T komórkowej spotykany jest antygen CD117. Najczêœciej jego obecnoœæ dotyczy
blastów ostrej bia³aczki linii mieloidalnej, niemniej stwierdzana jest tak¿e w rozrostach
z prekursorowych komórek  linii T, a tak¿e z komórek NK. Warto tak¿e zwróciæ
uwagê na mo¿liwoœæ jednoczesnego oznaczenia ekspresji  TdT i ploidii DNA, co
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mo¿e bardzo u³atwiæ postawienie diagnozy i nastêpnie na podstawie tych parametrów
monitorowanie choroby resztkowej. Spoœród innych markerów wart wymienienia jest
antygen CD90. Jego obecnoœæ  spotykana jest  w rozrostach z linii prekursorowych
komórek T i B, natomiast nie jest stwierdzana w tymocytach.

W ró¿nicowaniu przydaje siê tak¿e antygen CD133, którego ekspresjê spotyka
siê jedynie w obrêbie komórek prekursorowych CD34 dodatnich linii mieloidalnej.

Cechy immunofenotypowe rozrostów nowotworowych  z dojrza³ych komórek T
Rozrosty z dojrza³ych komórek T,  po zakoñczeniu ró¿nicowania  w grasicy, maj¹

powierzchniow¹ ekspresjê ³añcuchów TCR α/β  lub TCR  γ/δ  w postaci kompleksu
z antygenem CD3. Ekspresja ³añcuchów TCR γ/δ ze wzglêdu na wieloparametry-

RYCINA  4.  Prolimfocytowa bia³aczka T komórkowa ( T-cell prolymphocytic leukemia) – bramka FSC/
SCC. Populacja niedojrza³ych komórek T o podwójnie pozytywnym fenotypie – CD4(+)CD8(+) – A,
przy braku ekspresji antygenu CD3(-) – C. Ponadto obecna ekspresja antygenów CD7(+) – B, D i
CD5(+) – D, przy braku CD2(-) – B

A B

C D
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cznoœæ oceny  jest zdecydowanie ³atwiejsza do wykrycia w cytometrii przep³ywowej
ni¿ przy pomocy innych metod. Rozrosty z tych komórek najczêœciej spotykane s¹
w rozplemach typu T-LGL (ang. large granular cell leukaemia) du¿ych ziarnistych
limfocytów. Spotykane s¹ tak¿e pierwotne rozrosty w skórze, w¹trobie, a tak¿e
postacie blastyczne ch³oniaków z komórek TCR  γ/δ. Dalsze ró¿nicowanie opiera
siê najczêœciej na analizie ekspresji antygenów CD4 i CD8, a tak¿e analizie jakoœcio-
wej i iloœciowej ekspresji pozosta³ych podstawowych markerów linii T, takich jak:
CD2, CD5, CD7, CD57. Analiza ziarnistoœci cytotoksycznych powinna dotyczyæ
rozrostów CD8 dodatnich.

Charakterystycznymi cechami ch³oniaków T komórkowych s¹: utrata jednego lub
wiêcej antygenów ró¿nicowania, najczêœciej z grupy CD2, CD3, CD5 i/lub CD7.
Czêsto spotykane s¹ tak¿e ró¿nice intensywnoœci ekspresji wspomnianych markerów.

RYCINA  5. T-LGL leukaemia – bramka FSC/SCC. Obecna populacja dojrza³ych limfocytów T
CD3(+)CD8(+) – A, co potwierdza powierzchniowa ekspresja receptora dla antygenu TCR  – D. Brak
ekspresji antygenu CD56(-) – B wy³¹cza z ró¿nicowania rozplem z komórek NK. Rozrost komórek T
potwierdza ekspresja CD5 – C
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Ch³oniaki  z  komórek  T  najczêœciej  ujawniaj¹ wyraŸne przesuniêcie stosunku
CD4/CD8, mog¹ byæ tak¿e podwójnie negatywne CD4(-)CD8(-) b¹dŸ podwójnie
pozytywne CD4(+)CD8(+) – cecha charakterystyczna bia³aczki T prolimfocytowej.
Odczynowe rozrosty  z  komórek T  mog¹  przebiegaæ  ze wzrostem stosunku
CD4/CD8  czasami nawet ponad 10:1 Tak wysoki wzrost, o czym trzeba pamiêtaæ,
mo¿e byæ zwi¹zany z rozplemem odczynowym w przebiegu  ch³oniaka Hodgkina i
jest najczêœciej obserwowany w  postaci grudkowej i klasycznej tej choroby, rzadziej
w ch³oniakach B komórkowych. Ekspresja antygenu CD10 wystêpuje niekiedy w
ch³oniaku angioimmunoblastycznym, niemniej nie jest to cecha swoista.

W w¹tpliwych przypadkach rozstrzygaj¹ce jest potwierdzenie monoklonalnego
charakteru rozrostu.

RYCINA 6. Bia³aczka/ch³oniak z komórek NK (NK cell  leukemia/lymphoma) – bramka FSC/SCC.
Obecna populacja stosunkowo du¿ych o nieco podwy¿szonej ziarnistoœci komórek – A z ekspresj¹
antygenu CD56(+) – D i braku ekspresji antygenu CD3(-)  przy obecnoœci antygenu CD8 – C, co
wskazuje na  ró¿nicowanie z komórek NK. Ponadto obecna ekspresja antygenów CD2(+) i CD7(+) – B



138 J. ¯EROMSKI, J. SIKORA, G. DWORACKI

Tak jak w odniesieniu do rozrostów z komórek B potwierdzeniem monoklonalnoœci
rozplemu jest stwierdzenie restrykcji ³añcuchów lekkich immunoglobulin powierzchnio-
wych IgM, tak w odniesieniu do komórek T okreœlenie monoklonalnego charakteru
sta³o siê dostêpne dziêki analizie ekspresji rodzin ³añcucha TCR Vβ. £añcuch ten
wystêpuje w ok. 30 rodzinach  i przyjmuje siê, ¿e w warunkach rozplemu odczyno-
wego odsetek komórek nale¿¹cych do pojedynczej rodziny mieœci siê w granicach
0,5–15% ogó³u limfocytów T i zasadniczo nie przekracza tych granic. Standard tej
oceny jest obecnie rozwijany. Ocena monoklonalnoœci limfocytów T poprzez
oznaczanie ³añcucha Vβ nie jest mo¿liwa w odniesieniu do postaci z ni¿szych etapów
ró¿nicowania, kiedy nie dochodzi do powierzchniowej b¹dŸ cytoplazmatycznej  eks-
presji ³añcuchów receptora dla antygenu TCR. Cennym uzupe³nieniem badania
cytometrycznego mo¿e byæ w takich przypadkach ocena monoklonalnoœci rozrostu
z komórek T oparta na analizie rearan¿acji ³añcucha TCR Vγ i/lub TCR Vβ
technikami biologii molekularnej. Standard tych oznaczeñ zosta³ okreœlony w
europejskim programie Biomed-2.  Ocena molekularna ze wzglêdu na ni¿sze koszty,
stanowi aktualnie podstawowe badanie w ocenie monoklonalnoœci rozplemów T
komórkowych.  Warto tutaj zaznaczyæ, ¿e  cytometria przep³ywowa daje jednak
mo¿liwoœæ analizy wybranej poprzez bramkowanie wydzielonej populacji, co mo¿e
u³atwiæ i zwiêkszyæ czu³oœæ badania, zw³aszcza w odniesieniu do oceny choroby
resztkowej po leczeniu.

CECHY IMMUNOFENOTYPOWE SPOTYKANE
W  NOWOTWOROWYCH ROZROSTACH Z  KOMÓREK NK

Immunofenotypow¹ „definicjê” komórek NK okreœla w populacji limfocytów
ekspresja antygenów CD56 i CD16, przy braku ekspresji kompleksu TCR-CD3.
Subpopulacje komórek NK mog¹ mieæ tak¿e ekspresjê antygenów CD57 i CD8.
Charakterystyczna jest tak¿e ekspresja typowych dla linii komórek T antygenów
CD2 i CD7. Niemniej, monoklonalnoœæ rozplemu tych komórek jest bardzo trudna
do potwierdzenia jedynie na podstawie kryteriów fenotypowych. Jako pomocne w
ró¿nicowaniu rozrostów z komórek NK mo¿na wymieniæ receptory KIR (ang. killer
inhibitory receptors), a tak¿e bia³ka o funkcjach cytotoksycznych, takie jak
granzymy i perforyna. S¹ to jednak markery o tyle mniej wygodne, ¿e wymagaj¹
w celu oceny wykonania procedury permeabilizacji komórek.

CECHY IMMUNOFENOTYPOWE ROZROSTÓW
Z KOMÓREK DENDRYTYCZNYCH

S¹ to bardzo rzadkie rozrosty wœród nowotworów wywodz¹cych siê z uk³adu
krwiotwórczego. Najczêœciej nie s¹ diagnozowane metodami cytometrii przep³ywowej,
poniewa¿ komórki te ³atwo ulegaj¹ uszkodzeniu podczas prób izolacji i w trakcie etapów
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wirowania. Opisano jednak nowotworowy rozplem komórek o immunofenotypie
CD4(+)CD56(+)CD68(+)BDCA2(+)CD123(+)HLADR(+), przy równoczesnym braku
liniowych antygenów komórek B i innych antygenów linii T, co przy powy¿szym fenotypie
wskazuje na  rozplem z komórek prezentuj¹cych antygen. Komórki te w prezentacji
FSC/SCC najczêœciej lokalizuj¹ siê w obszarze typowym dla monocytów. Podejrzenia
rozrostów z komórek dendrytycznych mo¿na powzi¹æ w przypadku obecnoœci populacji
komórek liniowo negatywnych [CD20(-), CD7(-), CD56(-) CD14(-), CD16(-)] z siln¹
ekspresj¹ antygenów zgodnoœci tkankowej klasy II HLA DR(+).

NAJCZÊŒCIEJ SPOTYKANE ROZROSTY NOWOTWOROWE
Z KOMÓREK T I NK W DIAGNOSTYCE CYTOMETRYCZNEJ

Prolimfocytowa bia³aczka T-komórkowa (T-cell prolymphocytic leukemia).
Jest agresywnym typem rozrostu przebiegaj¹cym z hepatosplenomegali¹, uogólnionym
powiêkszeniem wêz³ów ch³onnych i  z wysok¹ leukocytoz¹. Najczêstszy immuno-
fenotyp ujawnia obecnoœæ populacji podwójnie pozytywnej CD4(+)CD8(+) z wyraŸn¹
ekspresj¹ antygenu CD7, przy s³abej b¹dŸ braku ekspresji antygenu CD25. Obecny
jest antygen komórek T CD3(+). Warto zaznaczyæ, ¿e niewielka (nawet do ok. 10%
wœród limfocytów) populacja komórek podwójnie dodatnich CD4(+)CD8(+) bywa
tak¿e spotykana u zdrowych osób bez jakichkolwiek stwierdzanych zaburzeñ
Przyk³ad przedstawiono na rycinie 4.

Bia³aczka/Ch³oniak z dojrza³ych komórek T – ATLL (Adult T-cell leukemia/
lymphoma). Rozrost ten jest najczêœciej zwi¹zany z endemicznym wystêpowaniem
zaka¿enia wirusem HTLV-1 i dotyczy g³ównie obszarów Japonii i Karaibów. W
typowych przypadkach komórki maj¹ ekspresjê antygenów CD3(+)/CD4(+)/CD8(-)
przy silnej ekspresji antygenu CD25(++).

Zespó³ Sezary'ego. Jest uogólnion¹ postaci¹ ziarniniaka grzybiastego – postaæ
ch³oniaka skórnego.  Komórki maj¹ ekspresjê antygenów CD3(+),CD4(+), przy braku
antygenów CD8(-) i CD25(-). Za charakterystyczn¹ cechê zespo³u Sezary'ego  uwa-
¿a siê brak  ekspresji antygenu CD26(-); czêsto spotyka siê tak¿e dominacjê klonu
z brakiem ekspresji antygenu CD7(-), nie jest to jednak cecha swoista i nie mo¿e
stanowiæ podstawy do rozpoznania. W przypadku podejrzenia zespo³u Sezary'ego
warto osobno zabezpieczyæ (zamroziæ) „pellet” leukocytów dla badañ molekularnych
oceny monoklonalnoœci, poniewa¿ przy obecnej  niewielkiej populacji nowotworowych
komórek T, dopiero skojarzone badanie mo¿e daæ podstawê do rozpoznania.

Rozrosty z du¿ych ziarnistych limfocytów – T-LGL (ang. large granular
lymphocytic leukaemia). Rozrosty te zwi¹zane s¹ z monoklonalnym rozplemem
komórek T i  NK. Pod wzglêdem morfologicznym s¹ to  du¿e ziarniste limfocyty,
co w obrazie „morfologii” badania cytometrycznego ujawnia populacjê nieco
wiêkszych i bardziej ziarnistych komórek le¿¹cych pomiêdzy limfocytami i mono-
cytami. Najczêœciej charakteryzuj¹ siê stosunkowo ³agodnym przebiegiem, chocia¿
rozrosty z komórek NK czêœciej maj¹ agresywny przebieg. Towarzyszy im najczêœ-



140 J. ¯EROMSKI, J. SIKORA, G. DWORACKI

ciej obraz cytopenii i wspó³istnienie chorób autoimmunizacyjnych. Ocena monoklonal-
noœci w przypadku rozrostów z komórek NK jest trudna, mo¿na j¹ jednak oprzeæ
na analizie ekspresji receptorów KIR (patrz poprzedni podrozdzia³). Pod wzglêdem
immunofenotypowym s¹ to najczêœciej komórki CD3(+),CD8(+) i/lub rzadziej
CD16(+)CD56(+)CD57(+), czyli nie jest to immunofenotyp, który wyczerpuje zna-
miona nowotworowego rozplemu. W wiêkszoœci przypadków, ró¿nicowanie w
przypadku rozplemów nowotworowych u³atwia stwierdzenie zaburzeñ ekspresji
antygenów CD2, CD5, CD94 i CD158, a tak¿e ocena monoklonalnoœci na podstawie
ekspresji TCR Vβ. Przyk³ady przedstawiono na rycinach 5 i 6.
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