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Streszczenie: Chloniaki sa nowotworami uktadu limfatycznego, ale komorki tego uktadu, gtéwnie limfo-
cyty sa morfologicznym substratem uktadu odpornosciowego. Limfocyty znamionuje ekspresja roznych
antygenow pojawiajacych sig na kolejnych stadiach ich r6znicowania. Antygeny te, ujgte w tzw. klasyfi-
kacji CD (ang. cluster determinants), wykazuja takze ekspresj¢ w chtoniakach. Pozwala to na ich wykry-
cie przy pomocy roznych metod, a w szczego6lnosci cytometrii przeplywowej. Ta ostatnia ma nie tylko
funkcje diagnostyczna, ale pozwala rowniez wykry¢ chorobg resztkowa, a takze monitorowac proces
nowotworowy w przebiegu leczenia. Diagnostyka chloniakow jest w pierwszym rzedzie oparta na
badaniu histopatologicznym skrawka tkankowego, ale cytometria stanowi tu cenne uzupehienie zapew-
niajac szybkos¢ uzyskania wyniku, dane liczbowe komorek dodatnich, odsetek komorek proliferujacych,
ploidi¢ DNA, jednak bez oceny topografii zmiany. Material do badania cytometrycznego moze pocho-
dzi¢ nie tylko z krwi czy szpiku kostnego, ale takze z oligobiopsji guza lub wezta chtonnego. Duza i stale
rosnaca liczba antygendw roéznicowania limfocytow stwarza szerokie mozliwos$ci oceny nie tylko chto-
niakow z komorek B, ale takze T i NK. Metodyka badania oparta na ocenie w §wietle lasera kilku do
kilkunastu tysigcy zywych komorek poddanych reakcji z przeciwcialem znakowanym fluorochromem
jest stosunkowo prosta i pozwala na uzyskanie wartosciowego wyniku w ciagu kilku godzin. W podsu-
mowaniu, przedstawione dane, poparte przyktadami obrazéw cytometrycznych, $wiadcza jednoznacz-
nie, ze rownolegle stosowanie cytometrii przeptywowej z oceng morfologiczna skrawka tkankowego
moze stanowi¢ ,,ztoty standard” w diagnostyce i monitorowaniu tej grupy nowotwordw ztosliwych.

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 rozdziatu zostalo czgsciowo sfinansowane ze $rodkéw Projektu Badawcze-
go Zamawianego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr PBZ-KBN 119/P05/2005.
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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

Chloniaki stanowia szczegdlna grupg nowotworow. Sa to bowiem guzy uktadu
limfatycznego bgdacego substratem morfologicznym uktadu odpornosciowego.
Komorki tego uktadu, ich subpopulacje, a takze cechy czynnosciowe sa stosunkowo
szczegblowo scharakteryzowane, a ich markery ré6znicowania ujete sa w jednolitej
klasyfikacji CD (ang. cluster determinants). Klasyfikacja ta obejmuje antygeny
roznicowania komorek, powierzchniowe i cytoplazmatyczne. Liczba opisanych antyge-
néw w CD sigga juz ponad 300 pozycji. Wigkszos$¢ tych antygenow ulega ekspresji
w przebiegu nowotworzenia, jednak ich ekspresja moze r6zni¢ sig¢ istotnie od stanu,
jaki ma miejsce w ontogenezie normalnej. Stwarza to unikalne mozliwosci wykorzys-
tania ekspresji poszczegdlnych molekut na/w komodrkach nowotworowych dla
charakterystyki nozologicznej guza i jego biologii. Pozwala to okresli¢, nie tylko na
jakim etapie rozwoju komorki powstat nowotwor, ale takze jego stopien dojrzatosci
i cechy czynnos$ciowe, takie jak: pomoc, cytotoksyczno$¢ czy produkcja immuno-
globulin. Niezwykle przydatna okazala si¢ tu cytometria przeptywowa pozwalajaca
w krotkim czasie okre$li¢ ekspresj¢ szeregu antygenéw w jednym badaniu, przy
uzyciu odpowiednich przeciwcial monoklonalnych znakowanych fluorochromami o
roznych kolorach fluorescencji.

Cytometria przeptywowa w klinice chtoniakéw wykorzystywana jest obecnie trojako:

+ Stuzy do ustalenia szczegotowej diagnozy danego nowotworu.

+ Pozwala potwierdzi¢ lub wykluczy¢ chorobe resztkowa.

+ Jest metoda z wyboru dla monitorowania leczenia przeciwnowotworowego.

Ponadto, w przypadku terapeutycznego przeszczepu szpiku, cytometria pozwala na
$ledzenie losow przeszczepionych komorek i stopnia regeneracji mikrosrodowiska szpiku.

ODREBNOSCI METODYCZNE W DIAGNOSTYCE CHELONIAKOW

W przeciwienstwie do diagnostyki biataczek i innych chorob krwi czy szpiku,
chtoniaki naleza do guzow litych i dlatego pierwszenstwo w ich ocenie majgq metody
morfologiczne. Patolog po otrzymaniu do badania bioptatu guza lub powigkszony
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wezet chlonny, oceni przede wszystkim skrawek z kostki parafinowej barwiony
hematoksylina i eozyna (H+E) i czgsto na tej podstawie ustali rozpoznanie, zwlaszcza
w przypadku zmian nienowotworowych. Gdy powstana watpliwosci odno$nie
rozpoznania, nast¢gpnym krokiem bedzie wykonanie reakcji immunohistochemicznych
na kolejnych skrawkach parafinowych. Moze to pozwoli¢ ustali¢ topografi¢ komodrek
tworzacych rozrost nowotworowy, a takze ich fenotyp, jezeli zastosuje si¢ odpowied-
nie przeciwciala przeciw antygenom réznicowania komorek. Zwykle jednak nie udaje
si¢ tu ustali¢ ko-ekspresji réznych antygendw, a takze stosunkoéw ilosciowych w
obrgbie poszczegdlnych rodzajow komorek. Postgpowanie diagnostyczne w pracowni
histopatologicznej moze jednak trwaé stosunkowo dtugo. Cykl przygotowania materia-
hu biologicznego do badania, jego ocena, wykonanie barwien dodatkowych i reakcji
immunohistochemicznych, czgsto powtarzanych, moze przedhuzy¢ uzyskanie ostatecz-
nego rozpoznania nawet do kilku tygodni.
Cytometria przeptywowa oferuje tu zupelnie nowe mozliwosci, aczkolwiek nie
moze zastapi¢ badania histopatologicznego. Naleza tu:
*  moznos¢ jednoczesnego badania komorek guza, krwi, a takze szpiku kostnego,
co pozwala okres$li¢ zakres inwazji,
e okreslenie ekspresji i ko-ekspresji powierzchniowej i/lub cytoplazmatyczne;j
poszczegblnych antygenow, a takze ich braku na komorkach nowotworowych,
* uzyskanie danych ilosciowych dla badanych subpopulacji komorek,
*  okreslenie liczbowe puli komorek proliferujacych,
*  mozno$¢ wykonania badania z materiatu uzyskanego droga oligobiopsji guza
lub wezta chlonnego,
e okreslanie w godzinach czasu potrzebnego do wykonania i oceny badania
cytometrycznego.
Natomiast pewna wada cytometrii przeplywowej jest brak mozliwosci okreslenia
topografii komorek. Ponadto, ktopoty sprawia niekiedy wymog dostarczenia do badania
zywych, nieuszkodzonych komoérek w zawiesinie krwi zabezpieczonej przed krzepnigciem.

WARUNKI POBIERANIA I RODZAJE MATERIALU BADAWCZEGO
NADAJACEGO SIE DO OCENY CYTOMETRYCZNEJ

W odniesieniu do krwi i1 szpiku kostnego pobranie materialu w zasadzie nie r6zni
si¢ od sposobow stosowanych w rutynowej diagnostyce hematologicznej. Kluczowe
znaczenie ma zapobiezenie krzepnigciu ze wzgledu na konieczno$¢ zapewnienia
swobodnego ruchu pojedynczych komorek w aparacie. Materiatl pobiera si¢ do
probowek zawierajacych odpowiednia ilo§¢ wersenianu sodu (EDTA).

W przypadku materiatu tkankowego, najczesciej z weztéw chlonnych lub z
migdatka, sytuacja jest nieco inna. Pobranie droga oligobiopsji pozwala bezposrednio
wykorzysta¢ komorki zawarte w igle biopsyjnej do reakcji immunofluorescencyjne;j
po zawieszeniu w buforowanym ptynie (PBS pH 7.4). Problemem jest tu mata ilo§¢
uzyskanych komorek, ograniczajaca liczbg reakcji mozliwych do wykonania.
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TABELA 1. Klasyfikacja chloniakéw nieziarniczych i ziarniczych wedlug  WHO z kodami ICD10
lub /i ICD-0 (wybrane jednostki)

ICDI10 | ICD-0 Chloniaki z komérek B
OSTRE
C91.0 |9835/3! ostra bialaczka/chloniak? limfoblastyczny-prekursor
9728/3? B-lymphoblastic leukemia/lymphoma (B-ALL/B-LBL)
PRZEWLEKLE
C91.1 | 9823/3 przewlekla bialaczka limfocytowa z komoérek B
B-cell chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma (CLL/SLL)
C91.3 |9833/3 bialaczka prolimfocytarna — B-cell prolymphocytic leukemia (B-PLL
C91.4 |19940/3 biataczka wlosiano-komorkowa — Hairy-cell leukemia (HCL)
C90.0 9732/3 szpiczak mnogi i nowotwory z komorek plazmatycznych —
plasma cell myeloma/plasmacytoma
C82  |9690/3 chloniak guzkowy (grudkowy) — follicular lymphoma (FL)
C83.7 |9687/3 9826/3 |chioniak Burkitta — Burkitt lymphoma/Burkitt cell leukemia (BL)
C83.5 |9680/3 chloniak z duzych komorek (rozlany) — diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)
9673/3 chloniak z komorek plaszcza — mantle cell lymphoma (MCL)
9689/3 chloniak strefy brzeznej §ledzionowy — splenic marginal zone lymphoma
(SMZL)
9699/3 chloniak strefy brzeznej wezlowy — nodal marginal zone B-cell lymphoma
(NMZL)
9671/3 chloniak limfoplazmatyczny/makroglobulineria Waldenstroma
lymphoplasmatic lymphoma/Waldestrém macroglobulinemia

Jesli natomiast otrzymamy fragment utkania powigkszonego wezta chtonnego po-
brany metoda chirurgiczna, to materiat taki wymaga mechanicznego rozdrobnienia
dla uzyskania zawiesiny komorek, zwykle bez koniecznos$ci stosowania enzymow.
Po przeptukaniu buforowanym ptynem komorki nadaja si¢ do uzytku.

Oprocz wspomnianych najczesciej stosowanych substratow biologicznych w
diagnostyce cytometrycznej chtoniakow, mozliwe jest uzycie niemal kazdego zrodta
komorek ustroju pod warunkiem, ze beda to komorki w zawiesinie hydrofilnej. Mozna
tu wymieni¢ wysigki optucnowe, ptyn mozgowo-rdzeniowy, mocz i inne.

KLASYFIKACJA CHLONIAKOW

Klasyfikacja tych guzow ma dtuga historig. Kilkanascie roznych klasyfikacji
(Rappaporta, Lukesa-Collinsa, Dorfmana, Lennerta itd.) opartych byto niemal
wytacznie na cechach morfologiczno-klinicznych, co odpowiadato duzej réznorodnosci
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TABELA 1 cd. Klasyfikacja chloniakow nieziarniczych i ziarniczych wedlug  WHO z kodami ICD10
lub /i ICD-0 (wybrane jednostki)

ICD10 |ICD-0 Chloniaki z komérek B

Chloniaki z komorek T i NK

OSTRE
C91.0 |9837/31 ostra biataczka/chloniak limfoblastyczny-prekursor

9729/32 T-lymphoblastic (acute) leukemia lymphoma (T-ALL/T-LBL)
PRZEWLEKLE
C91.3 |9834/3 biataczka prolimfocytarna — T cell prolymphocytic leukemia (T-PLL)

9831/3 biataczka limfocytarna z duzych ziarnistych komorek T

T-cell large granular lymphocytic leukemia (T-LGL)

C84.2 |9827/3 chloniak/biataczka strefy T doroslych — adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL)
C84.0 {9700/3 ziarniniak grzybiasty — mycosis fungoides
C84.1 (9701/3 zespot Sezary'ego — Sezary syndrome

C84.4 |9702/3(10) |chioniak z obwodowych limfocytow T
peripheral T-cell lymphoma, lymphoepithelioid cell lymphoma (Lennert)

C84.3 |9714/3 chioniak anaplastyczny wielokomorkowy — anaplastic large cell lymphoma (ALCL)

Chloniak Hodgkina (ziarnica zto$liwa)

C81.7 |9659/3 guzkowy chloniak Hodgkina z przewaga limfocytow
nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma (NLPHL)
C81 9650/3 chioniak (choroba) Hodgkina klasyczny — classical Hodgkin lymphoma
C81.1 |9663/3 stwardnienie guzkowe — nodular sclerosis classical Hodgkin lymphoma (NSHL)
C81.0 |9651/3 z przewaga limfocytow — lymphocyte rich classical Hodgkin lymphoma (LR CHL)
81.2 9652/3 Mieszanokomorkowa — mixed cellularity classical Hodgkin lymphoma (MCH)
C81.3 |9653/3 ze zmniejszeniem limfocytéw — lymphocyte depleted classical Hodgkin lymphoma (LDHL)

chtoniakéw. W 1994 roku w amerykanskim czasopismie Blood ukazat si¢ artykut
bedacy wspolnym wynikiem pracy badaczy amerykanskich i brytyjskich, ktory
catkowicie zmienit podejscie klasyfikacyjne do tej grupy nowotworow.

Autorzy wyszli z zalozenia, ze nowotwory te wywodza si¢ z komorek uktadu
immunologicznego, a wigc ich zrdéznicowanie jest pochodna bogactwa morfolo-
gicznego i czynnosciowego tego uktadu. Jako wyktadniki réznorodnosci tych guzéow
przyjeli antygeny réznicowania komorek limfoidalnych, co pozwolito odr6zni¢ od siebie
chtoniaki morfologicznie bardzo podobne jak cho¢by chtoniak limfocytarny i chtoniak
ptaszcza (mantle cell lymphoma). Podzial na chloniaki T i B oraz konsekwentne
stosowanie szerokiego wachlarza przeciwcial monoklonalnych przeciwko kilkunastu
czy nawet kilkudziesigciu antygenom roznicowania pozwolito stworzy¢ spojny system
podziatlu tych guzow, przyjety obecnie na catym $wiecie (poczatkowo klasyfikacja
REAL, a obecnie WHO. Podzialem tym obj¢to takze chtoniaki Hodgkina (ziarnicze),
w ktorych jednak rola diagnostyczna cytometrii przeplywowej jest stosunkowo
niewielka. Wynika to ze skapej liczby komorek znamiennej dla tej grupy chorob,
takich jak: komorki Reed-Sternberga (RS), czy komorki Hodgkina w guzie,
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majacych co prawda swoisty fenotyp (CD15%, CD30%) ale tatwiej rozpoznawanych
w skrawkach parafinowych. Warto jednak pamigta¢, ze komorki RS wykazujq takze
ekspresje takich antygenow, jak: CD25, HLA-DR, ICAM-1, CD95, CD40 i CD&6,
co stanowi odbicie ich interakcji z limfocytami B i T obecnymi w naciekach
komorkowych.

Glowne sktadowe klasyfikacji REAL/WHO z przyktadami jednostek chorobowych,
ich powszechnie stosowanymi skrotami, a takze z migdzynarodowymi kodami ICD10
i ICD-0 przedstawiono w tabeli 1.

MARKERY WYKORZYSTYWANE W DIAGNOSTYCE
CHLONIAKOW

CD1

Charakterystyka ogolna: Rodzina niepolimorficznych glikoprotein podobnych do
czasteczek HLA klasy I, obecnych na powierzchni roznych komorek prezentujacych
antygen. Nalezy do nadrodziny immunoglobulin. Wystepuje w postaci 5 réznych form
(CDl1a—CDle), wszystkie nickowalencyjnie zwiazane z [2-mikroglobuling. Infekcja
Mycobacterium tuberculosis lub ekspozycja na produkty jej $ciany komorkowej
przeksztatca CD1(-) prekursory linii mieloidalnej w kompetentne CD1(+) komorki
prezentujace antygen.

Funkcja: udziat w prezentacji autologicznych i bakteryjnych antygenéw lipidowych
komorkom T, moze takze uczestniczy¢ w rozwoju grasiczych limfocytow T;

Zastosowanie: diagnostyka histiocytozy X;

Reakcje dodatnie (kom. normalne): korowe tymocyty (70%), aktywowane
komorki T, komorki Langerhansa, komorki dendrytyczne;

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

Reakcje ujemne: dojrzate obwodowe limfocyty T, obwodowe chtoniaki T
komorkowe.

CD2

Charakterystyka ogolna: OkreSlany tez nazwa receptora rozet E (przeciwciata
przeciw CD2 blokuja tworzenie rozet z erytrocytami owcy), LFA2, T11, nalezy do
nadrodziny immunoglobulin, wczesny marker komorek T.

Funkcje: (a) wiaze CD58 (LFA3) na komorkach prezentujacych antygen (APC);
(b) indukuje sygnaty kostymulujace w komoérkach T; (¢) indukuje produkcje cytokin
przez komoérki T; (d) uczestniczy w przyleganiu komoérek T do APC; (e) reguluje
aktywnos$¢ cytolityczng komorek T i NK; (f) blokuje apoptoze aktywowanych
obwodowych limfocytow T; (g) reguluje anergi¢ limfocytow T;

Zastosowanie: marker limfocytow T, ekspresja powierzchniowa;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): tymocyty (95%), dojrzate obwodowe
limfocyty T, komorki NK (80-90%), grasicze komorki B (50%);
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Reakcje dodatnie (patologie): T-ALL, biataczki/chtoniaki T-komdrkowe;
Reakcje ujemne: limfocyty B, nowotwory spoza uktadu krwiotworczego.

CD3

Charakterystyka ogolna: OKT3. Nalezy do nadrodziny immunoglobulin.
Kompleks glikoproteinowych tancuchéw 0, €, v, §i¢e zwiazanych z receptorem
komorki T (TCR). Kompleks TCR-CD3 sktada si¢ z heterodimeréw TCR a/f lub
TCR y/0 wystgpujacych w btonie komorkowej w ko-ekspresji z CD3. CD3 zeta
wchodzi w interakcje z biatkiem HIV Nef.

Zastosowanie: najbardziej swoisty marker limfocytoéw T; ekspresja powierzch-
niowa oraz cytoplazmatyczna na nizszych etapach réznicowania limfocytow T;

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

Reakcje dodatnie (patologie): 80% chtoniakow z komorek T, chtoniaki z kom.
NK (cytoplazmatyczna, brak ekspresji btonowej);

Reakcje ujemne: wigkszo§¢ chtoniakéw B komorkowych, biataczka z duzych
ziarnistych kom. NK, rak drobnokomorkowy, czerniak, poprzeszczepowe zespoty

limfoproliferacyjne.
CD4

Charakterystyka ogolna: OKT4 — niepolimorficzna glikoproteina nalezaca do
nadrodziny immunoglobulin — wystepuje na powierzchni komoérek T pomocniczych,
jako koreceptor w aktywacji limfocytow T, w warunkach restrykcji MHC klasy II;
receptor dla wirusa HIV na komoérkach T, makrofagach, mézgu — homologiczny
do CD223;

Zastosowanie: klasyfikacja chloniakdéw i stanéw zapalnych; stezenie w surowicy
jest markerem progresji AIDS i odpowiedzi na terapig;

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

Reakcje dodatnie (patologie): wiele pograsiczych biataczek/chtoniakow z kom. T;

Reakcje ujemne: kom. NK, chtoniaki z komoérek T z fenotypem cytotoksycznym,
watrobowo-$ledzionowe chtoniaki @/ i y/d, zwykle chtoniaki z komorek B, chtoniak
Hodgkina (zwykle), nowotwory spoza uktadu krwiotworczego.

CD5

Charakterystyka ogolna: Nalezy do konserwatywnej nadrodziny receptoréw
zwiazanych z komoérkami B-1 produkujacymi polireaktywne, naturalne przeciwciata
o niskim powinowactwie przeciw antygenom egzogennym (toksoid tgzca, lipopolisa-
charyd), a takze autoreaktywne przeciwciata; pierwsza linia obrony przed antygenami,
o niskim progu aktywacji; jedyna linia obrony w sytuacji braku mozliwosci produkcji
swoistych przeciwcial; kluczowy regulator tolerancji immunologicznej, zaburzenia
moga by¢ przyczyna procesé6w autoimmunizacyjnych; wiaze si¢ z antygenem CD72;
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Zastosowanie: marker CLL, chtoniaka z komorek ptaszcza, komoérek T (normal-
nych i nowotworowych), raki grasicy;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): tymocyty, wigkszos¢ komorek T, komor-
ki B strefy ptaszcza $ledziony i weztow chlonnych, 12% limfocytéw B w krwi
obwodowej, komorki B w jamie ophucnej i otrzewnej, w zyciu ptodowym wigkszos¢
komoérek B w §ledzionie jest CD5™;

Reakcje dodatnie (patologie): komorki B w CLL/SLL, chtoniak z komorek
ptaszcza (80-90%), rozlany chtoniak z duzych limfocytow B, agresywny wariant
chtoniaka grudkowego, wigkszos¢ rozrostow nowotworowych z komorek T, chtoniaki
NK/T, biataczka prolimfocytowa;

Reakcje ujemne: chloniak z kom. T zwiazany z enteropatia, watrobowo-
$ledzionowe chtoniaki z kom. T z receptorem /83 i y/d, chtoniak z duzych ziarnistych
limfocytow T, wigkszos$¢ chtoniakow z komorek B innych niz MCL Iub CLL, komérki
Reed-Sternberga w chtoniaku Hodgkina.

CD7

Charakterystyka ogolna: nalezacy do nadrodziny immunoglobulin czynnik
kostymulujacy limfocytow T, ekspresja btonowa we wczesnych etapach rozwoju
limfocytow T, przed rearanzacja (przegrupowaniem) genéw TCR, odgrywanie istotnej
roli w interakcjach migdzy komorkami T i B we wezesnych fazach rozwoju utkania
limfatycznego, utrata ekspresji CD7 i zaburzenia glikozylacji moga by¢ przyczyna
oporno$ci na apoptozg¢ nowotworowych limfocytow T w ziarniniaku grzybiastym
(mycosis fungoides);

Zastosowanie: moze by¢ uzyteczny w diagnostyce ziarniniaka grzybiastego;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): tymocyty, dojrzate komorki T (85%),
wigkszo$¢ komoérek NK, monocyty, progenitorowe komodrki hematopoetyczne,
wczesne komorki linii mieloidalnej, komorki pre-B;

Reakcje dodatnie (patologie): T-ALL (bardzo dobry marker) i inne niedojrzate
komorki T, chtoniaki NK, rzadziej chioniaki B, ostra biataczka mieloidalna — AML
(czasem), przewlekte biataczki szpikowe (CML);

Reakcje ujemne: dojrzate komorki B, granulocyty, B-ALL, ziarniniak grzybiasty,
T komoérkowa biataczka/chtoniak dorostych, komorki Reed-Sternberga.

CD8

Charakterystyka ogolna: OKT8 — bltonowa glikoproteina, nalezaca do nadro-
dziny immunoglobulin, heterodimer zbudowany z tancuchow /B i y/0, zwiazanych
mostkiem dwusiarczkowym, wiaze si¢ z niepolimorficznym regionem czasteczek HLA
klasy I, niski stosunek CD8:CD3 sugeruje rozpoznanie ziarniniaka grzybiastego;

Zastosowanie: marker komoérek T cytotoksycznych;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): korowe tymocyty (70-80%), komorki
T (25-35% dojrzalych obwodowych komodrek T), komorek NK (30%, ktore sa
takze CD3 negatywne);
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Reakcje dodatnie (patologie): epidermotroficzne limfocyty w ziarniniaku grzy-
biastym, chtoniak z komoérek T w tkance podskornej, nieagresywny rozrost
prekursorow komorek T, chioniak z komorek NK/T (réznie), niektore pograsicze
chtoniaki z kom. T;

Reakcje ujemne: bialaczka/chtoniak z komoérek T dorostych.

CDI10

Charakterystyka ogolna: CALLA (Common Acute Lymphoblastic Leukemia
Antigen), obojetna endopeptydaza 24.11, neprylizyna, enkefalinaza, metalopeptydaza,
charakterystyczny marker komorek centr rozrodczych i chloniaka grudkowego,
inaktywuje bioaktywne peptydy, w tym bombezyng;

Zastosowanie: ostra biataczka limfoblastyczna (ALL): jeden z pierwszych marke-
réow do identyfikacji komorek bialaczkowych u dzieci, angioimmunoblastyczny
chtoniak z komoérek T: komorki nowotworowe sa CD10* w przypadku weztowej i
pozaweztowej lokalizacji innej niz szpikowa, w odréznieniu od braku ekspresji CD10
w innych chtoniakach z kom. T, nienowotworowe komoérki T moga by¢ CD10",
chtoniak Burkitta: potwierdzenie rozpoznania, rozlany chtoniak wielkokomoérkowy:
marker centr rozrodczych (takze bcl-6), chtoniak grudkowy: CD10+ moze potwier-
dzac¢ rozpoznanie; CD10" i bel-6* stanowi pozytywny czynnik rokowniczy, nietypowa
ekspresja w chtoniakach: opisano w chtoniaku z komoérek ptaszcza, chloniaku strefy
brzeznej, innych chloniakach z ko-ekspresja CDS5, reakcje dodatnie (komorki
normalne): komorki hematopoetyczne — pre-B, pre-T, komorki centr rozrodczych,
granulocyty, niektore komorki T;

Reakcje dodatnie (patologie): biataczka/chtoniak — preB ALL (75%), preT ALL
(63%), angioimmunoblastyczny z kom. T, chloniak Burkitta, CML w przetomie
blastycznym (90%), rozlany chtoniak z duzych komérek B, grudkowy (70%), biatacz-
ka wlosianokomoérkowa (10%), szpiczak (czasem);

Reakcje ujemne: bialaczki/chtoniaki — AML, chtoniak Burkitt's-like, CLL, zaburzenia
limfoproliferacyjne EBV*, chtoniak z komorek ptaszcza, chloniak strefy brzezne;.

CD19

Charakterystyka ogolna: wczesny antygen komorek B w tkankach ptodowych,
reguluje rozwdj, aktywacje i réznicowanie tych komorek;

Zastosowanie: ocena komorek B 1 zwigzanych z nimi zaburzen;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): komorki pre B, komoérki B, pierwszy
antygen kom. B po HLA-DR, grudkowe komorki dendrytyczne — FDC (follicular
dendpritic cells);

Reakcje dodatnie (patologie): biataczki/chtoniaki z komoérek B, czasem AML
(M0), czasem CML w fazie przetomu blastycznego, niekiedy w anaplastycznym
chtoniaku wielkokomérkowym;

Reakcje ujemne: komorki plazmatyczne, szpiczak, wigkszo$¢ chtoniakow z komorek T.
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CD20

Charakterystyka ogolna: pojawia si¢ na komorkach B po CD19/CD10 i przed
CD21/CD22 i immunoglobulinami powierzchniowymi, $cisle zwiazany z FMC7, ktory
rozpoznaje epitopy CD20, szczegodlnie w przypadkach wysokiej ekspresji CD20.
Rituximab jest chimerycznym mysio-ludzkim przeciwciatem anty-CD20 uzywanym
w leczeniu chloniakéw B komorkowych; leczenie moze powodowac selekcjg CD20
negatywnych (ale CD79a") subklonéw nowotworowych;

Zastosowanie: marker komorek B;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): wigkszos¢ komorek B, takze grudkowe
komorki dendrytyczne;

Reakcje dodatnie (patologie): 90% chtoniakow z komorek B; takze B-CLL,
HCL, pre B ALL/LBL, 20% klasycznych chtoniakow Hodgkina, niektore szpiczaki;

Reakcje ujemne: komorki spoza uktadu krwiotworczego, wigkszo$¢ limfocytow
T, komorki plazmatyczne.

CD21

Charakterystyka ogolna: CR2, receptor C3d, receptor EBV;

Zastosowanie: roznicuje skorne lub weztowe chtoniaki z komorek ptaszcza od
chloniaka grudkowego;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): dojrzate kom. B, grudkowe komorki dendrytyczne;

Reakcje dodatnie (patologie): migsak z grudkowych komorek dendrytycznych,
HCL, chtoniaki B komoérkowe (szczegdlnie z komorek plaszcza i strefy brzeznej),
niektore T-ALL;

Reakcje ujemne: komorki plazmatyczne.

CD22

Charakterystyka ogolna: czasteczka adhezyjna limfocytow B (BL-CAM); wiaze CDA45;
Zastosowanie: marker kom. B, diagnostyka HCL, B-CLL zwykle CD22(-);
Reakcje dodatnie (komorki normalne): kom. B;

Reakcje dodatnie (patologie): HCL, pre B-ALL, inne bialaczki/chtoniaki z kom. B;
Reakcje ujemne: komorki plazmatyczne.

CD23

Charakterystyka ogolna: Zwany rowniez receptorem dla IgE o niskim powino-
wactwie fragment Fc receptora IgE (lektyna typu C) dziala jako czynnik wzrostu i
aktywacji kom. B. Promuje réznicowanie do kom. plazmatycznych. Reguluje synteze
IgE przez wiazanie CD21 i IgE. CD21, CD23 i CD35 sa markerami komorek
dendrytycznych.

Zastosowanie: réznicowanie migdzy SLL/CLL (CD23*) i MCL lub chtoniakiem
MALT (CD23"); marker kom. B, szczeg6lnie w diagnostyce SLL/CLL, chloniaka
z duzych kom. B $rodpiersia i chloniaka limfoplazmocytarnego; chtoniak z komoérek
ptaszcza (MCL): zwykle CD23 ujemny, ale czasem CD23 jest obecny z niska
intensywnoscia w analizie cytometrycznej, przypadki CD23* MCL wykazuja wysoka



ROLA CYTOMETRII W DIAGNOSTYCE I MONITOROWANIU CHLONIAKOW 123

ekspresj¢ cykliny D1; réznicowanie migdzy MCL i chioniakiem grudkowym (FL);
wysokie stezenie rozpuszczalnego CD23 jest zwiazane z wicksza agresywnoscia i
gorsza prognoza w CLL;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): aktywowane, dojrzate kom. B wykazu-
jace ekspresje IgM lub IgD, aktywowane monocyty/makrofagi, ptytki, eozynofile,
kom. Langerhansa, FDC;

Reakcje dodatnie (patologie): kom. B w CLL/SLL (wigkszo$¢ przyp., wysoka
ekspresja); guzy z komorek dendrytycznych, chtoniak z duzych kom. B srodpiersia (70%),
chtoniak limfoplazmocytarny (61%, zwykle staba ekspresja), HCL (17%), DLBL (16%);

Reakcje ujemne: inne chloniaki B-komorkowe, jak chioniak Burkitta, chtoniak
Burkitt-like, FL, MCL, MZL; takze wigkszo$¢ chloniakow T komorkowych.

CD25

Charakterystyka ogolna: tancuch receptora dla IL-2 TAG;

Zastosowanie: wysoka ekspresja CD25 jest zwigzana z zaawansowanym skornym
chloniakiem T komorkowym;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): aktywowane kom. B i T, makrofagi,
niektore tymocyty, niektore kom. prekursorowe linii mieloidalnej;

Reakcje dodatnie (patologie): HCL (wigkszosc¢), anaplastyczny chtoniak wielko-
komorkowy, wigkszos¢ nowotworéw z kom. B, chtoniak/biataczka z kom. T
dorostych, wigkszo$¢ chtoniakéw Hodgkina, niektore AML;

Reakcje ujemne: chloniak strefy brzeznej, chtoniak/biataczka z duzych ziarnistych
kom. T, zwykle HCL-v.

CD30

Charakterystyka ogolna: Nalezy do rodziny powierzchniowych receptorow dla
TNF, nadekspresja powoduje konstytutywna ekspresje czynnika jadrowego NF-«B,
co tworzy molekularne podstawy nieprawidtowego wzrostu i ekspresji cytokin
prowadzacych do chtoniaka Hodgkina, przeciwciata anty-CD30 moga mie¢ zastoso-
wanie terapeutyczne w leczeniu opornych postaci chtoniaka Hodgkina;

Zastosowanie: potwierdzenie rozpoznania anaplastycznego chioniaka wielkoko-
morkowego 1 klasycznego chloniaka Hodgkina;

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

Reakcje dodatnie (patologie): anaplastyczny chtoniak wielkokomorkowy (90%),
komorki Reed-Sternberga, takze kom. Reed-Sternberg-podobne w chtoniaku grudko-
wym, chtoniak z duzych kom. B pierwotny $rodpiersia, obwodowy chioniak T
komorkowy (czasem), chfoniak Lennerta (czasem), pierwotny chioniak wysigkowy;

Reakcje ujemne: biataczka prolimfocytarna z komorek T, chloniak/biataczka z
kom. T dorostych, pre-B ALL.

CD34

Charakterystyka ogolna: migdzykomoérkowe biatko adhezyjne (mucyna) i
powierzchniowa glikoproteina; ligandem jest CD62L (L-selektyna), uczestniczy w
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wiazaniu komoérek macierzystych (pnia — stem cells) do szpikowej macierzy
pozakomorkowej lub bezposrednio do komoérek podscieliska, marker hematopoetycz-
nych komoérek macierzystych, wystepuje jednak takze w niektérych komoérkach
normalnych, np. we wszystkich srodblonkach naczyn;
Zastosowania w hematologii:
a) diagnostyka ostrych biataczek mieloblastycznych i biataczek/chtoniakow limfobla-
stycznych,
b) ocena ilosciowa i badania czystosci populacji limfohematopoetycznych komorek
progenitorowych do celow badawczych i w transplantologii,
¢) identyfikacja blastow w hipoplastycznych w szpikach dla réznicowania migdzy
ostra biataczka i zespotem mielodysplastycznym (blasty obecne) i anemia apla-
styczna (brak blastow/niska zawarto$¢ komorek CD34"),
d) zty czynik prognostyczny w $wiezo rozpoznanych AML,
e) diagnostyka przetomu blastycznego w MDS, CML,
f) roéznicowanie migdzy grasiczakiem bogatym w limfocyty (kom. CD34") i T-ALL
(zwykle CD34");
Reakcje dodatnie (w zakresie komorek normalnych ukladu krwiotworczego/
chionnego): hematopoetyczne komorki progenitorowe, prekursorowe limfocyty
T i B, megakariocyty;
Reakcje dodatnie (patologie w zakresie komorek ukiadu krwiotworczego/
chionnego): preB-ALL (75%), AML (40-60%), z wyjatkiem M3, AML-MO0
(wigkszosc¢), zespot mielodysplastyczny — MDS (mieloblasty), migsak Kaposiego.

CD38

Charakterystyka ogolna: wielofunkcyjny enzym, ligandem jest CD31, w zaleznosci
od srodowiska komorkowego ogranicza lub stymuluje aktywacje i proliferacje komorek,
udziat w adhezji miedzy limfocytami i komoérkami srodbtonka, marker aktywacji, moze
powodowaé fizjologiczna $mier¢ komorek T w grasicy, komorki T CD8" CD38" u
chorych HIV dodatnich moga by¢ bardziej podatne na apoptoze, obecnos¢ na 30% lub
wigcej komorek B-CLL jest zwigzana z gorszym rokowaniem;

Zastosowanie: identyfikacja komorek plazmatycznych 1 o réznicowaniu plazmoblas-
tycznym, diagnostyka szpiczaka, warto$¢ prognostyczna u chorych z CLL;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): silna reakcja komorek plazmatycznych,
komorki T, B, NK, monocyty, prekursory komorek linii erytrocytarnej i mieloidalne;;

Reakcje dodatnie (patologie): pre-T ALL, AML podtyp t(6;9) (100%), CLL/
SLL, rozlany chtoniak wielkokomérkowy z kom. B (czg$¢ przypadkéw), chtoniaki
grudkowy, limfoplazmocytarny (48%), plazmoblastyczny, szpiczak;

Reakcje ujemne: komorki tuczne, prymitywne wielopotencjalne komoérki pnia,
sledzionowy chtoniak strefy brzezne;.

CDs6

Charakterystyka ogolna: N-CAM (neural cell adhesion molecule), marker
kom. NK, obecny takze na kom. CD4* i CDS§";
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Zastosowanie: marker kom. NK i chtoniakow z kom. NK; roznicuje kom.
plazmatyczne w szpiczaku (CD56) od odczynowego rozrostu plazmocytow lub
gammapatii monoklonalnej o nieokreslonym znaczeniu — MGUS (CD56");

Reakcje dodatnie (komorki normalne): kom. NK (80-90%), aktywowane kom.
T, osteoblasty; tyreocyty, tkanka neuroendokrynna, mi¢énie szkieletowe (czasem);

Reakcje dodatnie (patologie): AML (czasem), skérne zespoty limfoprolife-
racyjne, chloniaki z komoérek NK/T, szpiczak mnogi (w czgsci przypadkow).

CD57

Charakterystyka ogolna: Leu7, B-1,3-glukuronylotransferaza 1, glikoproteina
petiaca funkcje czasteczki adhezyjnej;

Zastosowanie: marker kom. NK i nowotworéw neuroendokrynnych;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): kom. NK, T, takze tkanka neuroektoder-
malna, mdzg, prostata;

Reakcje dodatnie (patologie): niektore chtoniaki sledzionowowatrobowe z kom. T,
chtoniak Hodgkina, pre T-ALL (czasem), biataczka z duzych ziarnistych limfocytow
T (czasem);

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

CD79a

Charakterystyka ogolna: MB-1, tancuch  kompleksu receptorowego limfocy-
tow B (BCR); wczesny antygen roznicowania limfocytow B, obecny na tych
komorkach zanim pojawia si¢ markery dojrzatych limfoctow B,. wystepuje tez na
komorkach plazmatycznych;

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

Reakcje dodatnie (komorki normalne): limfocyty B, plazmocyty;

Reakcje dodatnie (patologie): biataczki/chtoniaki z komorek B;

Reakcje ujemne: anaplastyczny chtoniak wielkokomorkowy.

CD79

Charakterystyka ogolna: B29, lancuch kompleksu receptorowego limfocytow B (BCR);
Zastosowanie: roznicowanie CLL od innych rozrostow z komorek B;
Reakcje dodatnie (komorki normalne): limfocyty B, kom. plazmatyczne;
Reakcje dodatnie (patologie): chloniaki z kom. B i zespoly limfoproliferacyjne
— CLL (18%), CLL z ekspresja IgM (58%), chtoniak limfoplazmocytarny (85%);
Reakcje ujemne: HCL (zwykle).
CDI103

Charakterystyka ogolna: integryna ( EB7);
Zastosowanie: marker §rodnablonkowych limfocytow (normalnych lub nowotwo-
rowych);
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Reakcje dodatnie (komorki normalne): limfocyty $rédnabtonkowe, niektoére
limfocyty btony podstawnej w jelicie;

Reakcje dodatnie (patologie): HCL, AML, chloniak z komoérek T zwiazany z
enteropatia, biataczka z kom. T dorostych zwigzana z HTLV-1.

CDI117

Charakterystyka ogolna: c-kit, receptor czynnika wzrostu 145 kD kinazy tyrozynowej
niezbedny dla rozwoju i przezycia hematopoetycznych komoérek macierzystych;

Zastosowanie: roznicowanie nowotworéw o lokalizacji szpikowej;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): hematopoetyczne komorki progenito-
rowe, melanocyty, srodblonki, komoérki tuczne;

Reakcje dodatnie (patologie): AML, chtoniak Hodgkina (niektore komorki Reed-
Sternberga), migsak Ewinga, migsak granulocytarny.

CD138

Charakterystyka ogolna: syndekan-1, czasteczka adhezyjna, wiaze typ I kolage-
nu, receptor dla biatek macierzy pozakomoérkowej, czynnik wzrostu, zwiazany z pdzna
faza réznicowania kom. B, utrata ekspresji CD138 jest zwigzana ze wzrostem
agresywnosci raka plaskonablonkowego glowy, szyi 1 krtani, ekspresja powierzch-niowa;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): prekursory kom. B, kom. plazmatyczne,
nabtonek ptaski;

Reakcje dodatnie (patologie): rogowiak kolczysty (keratoacanthoma), szpiczak,
pierwotny chloniak wysigkowy, chtoniak na tle ropniaka optucne;;

Reakcje ujemne: dojrzale kom. B.

TdT

Charakterystyka ogolna: Terminalna deoksynukleotydylo-transferaza, polimera-
za, jadrowy enzym katalizujacy wiazanie nukleotydow do jednoniciowego DNA, jak
wykazano, TdT jest wlaczony w regulacj¢ rearanzacji genéw w czasie rozwoju
normalnych limfocytow T i B;

Reakcje dodatnie (komorki normalne): w jadrach niedojrzatych limfocytow
T i B obecnych w grasicy i szpiku kostnym;

Reakcje dodatnie (patologie): niektéore komorki nowotworowe biataczek/
chloniakow limfoblastycznych wykazuja wysoka aktywnos¢ TdT;

Reakcje ujemne: dojrzate limfocyty normalnej krwi obwodowej zwykle nie
zawieraja tego enzymu.

PROCEDURY REAKCJI IMMUNOFLUORESCENCYJNYCH

W wigkszosci przypadkoéw, identyfikacje markeréow poszczegoélnych typow
komoérek w toku przygotowania ich do analizy cytometrycznej w diagnostyce
biataczek/chtoniakéw prowadzi si¢ na podstawie bezposredniej reakcji immuno-
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fluorescencyjnej. Przeciwciala przeciw tym czasteczkom (najczes$ciej monoklonalne)
znakowane sg réznymi fluorochromami. Umozliwia to rownoczesng oceng ekspresji
kilku markeréw na okreslonej populacji komoérek. Zakres tej oceny jest uwarunko-
wany typem dostgpnego cytofluorymetru.

Ponizej zamieszczamy przyktad procedury bezposredniej reakcji immunofluores-
cencyjnej. Procedura ta umozliwia jednoczesng oceng ekspresji czasteczek powie-
rzchniowych i wystepujacych w cytoplazmie.

Procedura

1. Przygotowac zawiesing (komoérek wyizolowanych technika gradientowa lub
pochodzacych z hodowli komorkowej) zawierajaca 5% 10° komorek/ml w HBSS+0,1% BSA.

2. Do probéwek 12x75 mm wprowadzi¢ 100 1 zawiesiny komorek (5x10° kom.).
Dodac¢ okreslona objetos¢ przeciwciat przeciw biatkom powierzchniowym. Optymalna
objetos¢ przeciwciat nalezy okresli¢ w testach kontrolnych. Zwykle jest to 2—10 ul
przeciwciata. Inkubowa¢ 30 min, w temp. 4°C, bez dostgpu Swiatla.

3. Pluka¢ komérki 2x w HBSS 1 zawiesi¢ w 200 | tego medium.

Po wykonaniu tych czynnosci mozna przystapi¢ do cytometrycznej akwizycji
danych, gdy celem jest ocena ekspresji markerow powierzchniowych. Procedurg
mozna kontynuowac, gdy rownoczesnie chcemy zbadac¢ obecnos¢ bialek w cytoplaz-
mie badanych komorek.

4. Do zawiesiny komorek (zob. punkt 3) doda¢ 200 | §wiezo przygotowanego
2% roztworu paraformaldehydu w HBSS. Roztwor ten nie powinien by¢ dhtuzej
uzywany niz 1 tydzien. Utrwala¢ w temp. 4°C, przez 30 min.

5. Phuka¢ komérki nie mniej niz 3x w HBSS. Osad zawiesi¢ w 1 ml 0,1%
roztworu saponiny w HBSS. Permeabilizowa¢ przez 30 min w temp. 4°C.

6. Zwirowa¢, osad komorek pozostawi¢ w 100 1 supernatantu.

7. Doda¢ przeciwciato przeciw badanej czasteczce cytoplazmatycznej. Wymie-
sza¢. Inkubowa¢ 30 min w temp. pok., bez dostgpu $wiatla.

8. Pluka¢ komorki w HBSS. Zwirowa¢ 2000 rpm., 5 min. Odrzuci¢ supernatant.
Zawiesi¢ osad komorek w 300 1 PBS.

9. Przeprowadzi¢ akwizycje cytometryczna.

Procedurg reakcji cytoplazmatycznych mozna przeprowadzi¢ rowniez z zastoso-
waniem gotowych zestawow do utrwalania i permeabilizacji. Ich producenci okreslaja
sposob ich wykorzystania.

CHARAKTERYSTYKA IMMUNOFENOTYPOWA

Prekursorowe chloniaki z komoérek B

Prekursorowa bialaczka limfoblastyczna z komérek B (B-ALL)/ chloniak
limfoblastyczny (B-LBL). Limfoblasty w B-ALL/LBL wykazuja obecno$¢ transferazy
deoksynukleotydylowej (TdT), HLA-DR. Zwykle sa CD19(+) i ¢cCD79a(+). W
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RYCINA 1. Prekursorowa bialaczka limfoblas-
tyczna z komoérek B (B-ALL)/ chtoniak limfo-
blastyczny (B-LBL): A — homogenna populacja
matych, nieziarnistych komoérek; B —komorki te w

wigkszosci wykazuja ekspresje CD19, HLA-DR (C),
o+ CD34(D)iCDI0 (E)
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wigkszosci przypadkow sa CD10(+) i CD24(+). W ok. 30% B-ALL/B-LBL wystepuja
aberracje chomosomalne. Maja one znaczenie prognostyczne, sa tez zwigzane z
okreslonym obrazem immunofenotypowym, np. limfoblasty w t(4;11)ALL sg zwykle
CD10(-), CD24(-). Powierzchniowa ekspresja CD22 i CD20 jest zréznicowana,
natomiast obecno$¢ cCD22 jest liniowo-swoista. CD45 moze nie wystgpowac. Stopien
zroznicowania blastow koreluje z przebiegiem klinicznym i zaburzeniami genetycznymi.
W stadium najwczesniejszym (pro-B-ALL) blasty wykazuja obecnos¢ CD19, cCD79a,
c¢CD22 i TdT. W stadium posrednim (common ALL) blasty sa CD10(+). W stadium
dojrzatych prekursoréow (pre-B-ALL) blasty wykazuja ekspresj¢ cytoplazmatyczna
tancucha cigzkiego mu (cyt-mu). Charakterystyczny jest brak powierzchniowej ekspresji
immunoglobulin. CD34 wystgpuje w ok. 75% przypadkow. Moga by¢ obecne markery
linii mieloidalnej CD13 i CD33. Ich ekspresja nie wyklucza rozpoznania prekursorowego
chtoniaka z komorek B.
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RYCINA 2. Przewlekta biataczka limfatyczna z komoérek B: A, B — wérdd leukocytow dominuja limfocyty;
C—sato limfocyty B CD19 w wigkszo$ci wykazujace obecnos¢ CDS; D — limfocyty B CD20+ w catosci
wykazuja obecnos¢ CD23
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Rozrosty nowotworowe z dojrzatych limfocytow B

Przewlekte biataczki limfatyczne dzieli si¢ na cztery grupy. Najczesciej wystepuje
przewlekta bialaczka limfatyczna B-CLL (85-90%), rzadziej biataczka prolimfo-
cytowa z komorek B (5%), biataczka wtosianokomoérkowa (HCL) (5-10%) i HCLv
(hairy cell variant' leukaemia). Niektore typy B-NHL szybko przechodza w postaé
biataczkowa. W tych przypadkach, z klinicznego punktu widzenia, istotne jest rdzni-
cowanie miedzy klasyczna przewlekla bialaczka limfatyczng i réznymi podtypami
biataczkowych postaci B-NHL, takich jak: chtoniak z komoérek ptaszcza — MCL
(mantle-cell lymphoma), chtoniak grudkowy — FL (follicular lymphoma),
sledzionowy chtoniak strefy brzeznej — SLVL (splenic marginal zone lymphoma
with villous lymphocytes) 1 chtoniak Burkitta. Wieloparametryczna analiza
immunofenotypowa pozwala na réoznicowanie tych podtypoéw rozrostow nowotworo-
wych z dojrzatych limfocytow B.

Przewlekla bialaczka limfatyczna z komérek B. Typowe komorki B-CLL sa
wzglednie mate, zwykle nieco wigksze niz normalne limfocyty. Ekspresja powierzch-
niowych immunoglobulin jest staba do bardzo stabej. Komorki te wykazujg ekspresje
CDS5 i CD23. Jednoczes$nie komorki te wykazuja stabg ekspresje CD79b i CD22
oraz sa FMC7 ujemne.

Badania molekularne genéw immunoglobulinowych pozwolity na zidentyfikowanie
B-CLL bez somatycznych hipermutacji tych gendéw, co jest zwiazane z bardziej
agresywnym przebiegiem choroby. Brak mutacji somatycznych w badaniach cyto-
metrycznych koreluje z ekspresja kinazy ZAP-70 i w mniejszym zakresie z ekspresja
CD38.

Wsréd komoérek B-CLL moga wystepowaé komorki wigksze, jak prolimfocyty,
komorki podobne do immunoblastéw czy tez komorki o réznicowaniu limfoplaz-
mocytarnym z cytoplamatyczna ekspresja immunoglobulin. Czasem liczba prolim-
focytow wzrasta w miarg progresji choroby. Wzrost odsetka tych komorek do 10-
55% upowaznia do rozpoznania prolimfocytowej transformacji B-CLL.

Bialaczka prolimfocytowa z komérek B. Do rozpoznania B-PLL upowaznia
obecnos¢ wsrod komorek biataczki z dojrzatych limfocytéw B 55% lub wigcej pro-
limfocytow. Sa to komorki okragte, Sredniej wielkosci, ale dwukrotnie wigksze od
limfocytow, z jednym duzym centralnie zlokalizowanym jaderkiem. Jest to rzadki
typ biataczki, zwykle charakteryzujacy si¢ wysoka leukocytoza. Ekspresja Smlg jest
silniejsza w porownaniu z B-CLL. W wigkszo$ci B-PLL nie stwierdza si¢ ekspresji
CDS5 i CD23, natomiast wystepuje silna ekspresja CD22 i FMC7.

Chloniak limfoplazmocytowy/makroglobulinemia Waldenstroema. Jest to
rozrost nowotworowy komorek réznicujacych si¢ w kierunku komorek plazma-
tycznych i ich prekursorow. Sa to komorki B CD5(-), cechujace si¢ zaburzeniami
produkcji immunoglobulin. Komoérki wykazuja cytoplazmatyczna i powierzchniowa
obecnos¢ Ig (zwykle IgM, czasem IgG, rzadko IgA). Wykazuja ekspresje markerow
linii B (CD19, CD20, CD22, CD79a) i sa CD5(-), CD10(-), CD23(-) i CD38(+).
Brak CDS5 i silna cytoplazmatyczna ekspresja Ig pozwala na réznicowanie z CLL.
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RYCINA 3. Bialaczka wlosianokomorkowa — wariant HCL (HCLv): A— ekspresja antygenow roéznicowania
limfocytow B CD20 i CD22; B —ekspresja CD11c¢ na komorkach nowotworowych; C —ekspresja CD103
na komoérkach nowotworowych i w odréznieniu od HCL brak obecnosci CD25; D — ekspresja CD19 i
FMC7 na komoérkach nowotworowych; E i F — cechy rozrostu monoklonalnego: obecnos¢ tancuchow
lekkich kappa immunoglobulin i brak ekspresji tancuchow lambda (wg Pathologyoutlines.com)

Bialaczka wlosianokomoérkowa i wariant HCL (HCLv). Wigkszo$¢ komorek
HCL ma owalne do nerkowatych jadra, obfita cytoplazme. W blonie komorkowe;j
wystepuja cienkie, nieregularne wypustki (stad nazwa ,,wlosianokomorkowa”).Te
cechy morfologiczne znajduja odzwierciedlenie w obrazie cytometrycznym. W ukta-
dzie FSC/SSC obraz komérek HCL r6zni si¢ od normalnych limfocytow. Komorki
nowotworowe przemieszczaja si¢ na osi FSC w kierunku wyzszych warto$ci
rozproszenia przedniego, co zbliza je do obrazu monocytow. Ekspresja Smlg jest
silna, podobnie jak CD20 i CD22. Komorki HCL sa takze CDl1lc (+), CD25 (+) i
CD103 (+). CD103, a takze HC2 sa antygenami swoistymi dla HCL. Komorki te
nie wykazuja tez obecnosci CD24.

Komorki HCL-v morfologicznie cechuje wyzszy stosunek jadro/cytoplazma i
obecnos¢ jaderek w porownaniu z HCL. Liczba komorek biataczkowych w krwi
obwodowej jest zwykle wyzsza w HCLv niz w klasycznym HCL. W obrazie
immunofenotypowym komorki HCLv nie wykazuja obecnosci CD25 i HC2.

Chloniak z komoérek plaszcza — MCL (mantle-cell lymphoma). Komorki
nowotworowe sa mate do $rednich, ze skapa cytoplazma. Jadro jest nieregularne.
MCL jest czegsto rozsiany, w krwi 1 szpiku moga by¢ obecne liczne komorki
nowotworowe. Obraz immunofenotypowy jest nastepujacy: CD5(+), CD20(+),
FMC7(+), CD10(-), CD23(-), Smlg (+), cyklina D1(+).

Chloniak grudkowy — FL (follicular lymphoma). FL szybko przechodzi w faze
biataczkowa. W obrazie immunofenotypowym komorki FL wykazuja silng ekspresje
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Smlg (gtownie IgM) i czgsto staba ekspresj¢ CD10. Czasem FL jest CDS5 (+) lub
CD23(+). Badanie cytometryczne wewnatrzkomorkowej ekspresji  bel-2 pozwala
na zroznicowanie normalnych reaktywnych limfocytow B (staba ekspresja) od FL
(nadekspresja).

Chloniak strefy brzeznej S$ledziony z kosmkowymi limfocytami — SLVL
(splenic marginal zone lymphoma with villous lymphocytes). Komoérki nowo-
tworowe sa mate do $rednich z okraglymi jadrami, obfita cytoplazma z matymi
wypustkami. SLVL szybko rozprzestrzenia si¢ do szpiku kostnego i krwi obwodowe;j,
na podstawie kryteriow morfologicznych jest zblizony do B-CLL, a szczego6lnie do
HCL, ale immunofenotyp jest odmienny. Charakteryzuje si¢ normalna lub silna
obecnoscia Smlg (czasem rowniez Cylg w czesci komorek). Podobnie do HCL,
SLVL moze wykazywa¢ obecnos¢ CDllc i CD24, ale zwykle jest CD25(-) i
CD103(-). W wigkszos$ci przypadkéw SLVL nie wykazuje rowniez obecnosci CDS,
CD23 i CD10. Brak jadrowej ekspresji cykliny D1 pozwala na réznicowanie z MCL.

Pozaweztowe chloniaki strefy brzeznej systemu MALT — MZL-MALT (marginal
zone lymphoma of mucosa associated lymphatic tissue). Komorki nowotworowe
wykazuja ekspresje IgM, rzadziej IgA lub IgG i restrykcje tancuchow lekkich.
Wykazuja rowniez obecno$¢ antygenow zwiazanych ze strefa brzezna CD21 i CD35.
W diagnostyce réznicowej z innymi chloniakami z komoérek B istotny jest brak
charakterystycznych dla nich markeréw: brak CD5 1 cykliny D1 jest uzyteczny w
diagnostyce roznicowej z MCL, brak CD10 w diagnostyce roznicowej z FL.

Chloniak Burkitta. Komorki tego chloniaka sa sredniej wielkosci do duzych, z
okraglym jadrem i zasadochtonna cytoplazma z charakterystycznymi wodniczkami.
W analizie immunofenotypowej stwierdza si¢ SmIgM, silng ekspresje CD10 i brak
TdT. Ocena immunofenotypowa moze by¢ uzupehiona stwierdzeniem wewnatrz-
komorkowej nadekspresji c-myc. W badaniu cytogenetycznym charakterystyczna
translokacja jest t(8;14) lub rzadziej t(2;8) czy t(8;22), ktore przenosza c-myc na
chromosomie 8 do jednego z gendw immunoglobulinowych.

Rozlany chloniak z duzych limfocytow B — DLBCL (diffuse large B-cell
lymphoma). Jest to rozrost z duzych limfocytow B, ktorych jadra sa wielkoscia zbli-
zone do jader makrofagow i dwukrotnie przekraczaja wielko$¢ jader normalnych
limfocytow. Komorki nowotworowe wykazuja ekspresje markerow limfocytow B CD19,
CD20, CD22, CD79a, ale moga traci¢ jeden lub wigcej sposrod nich. Powierzchniowa
lub cytoplazmatyczng ekspresj¢ immunoglobulin stwierdza si¢ w 50-75% przypadkow.
Immunoglobuliny cytoplazmatyczne stwierdza si¢ w przypadkach o réznicowaniu
plazmocytarnym. Anaplastyczne chtoniaki z duzych limfocytow B w wigkszosci
wykazuja obecnos¢ CD30. 10% przypadkow wykazuje obecnos¢ CDS5, 25-50%
CDI10. Przypadki CD5+ nie wykazuja ekspresji cykliny DI, co odroznia je od
wariantu blastycznego MCL. W wigkszosci przypadkow wystgpuja markery
réznicowania plazmocytarnego (np. CD138). Aktywno$¢ proliferacyjna mierzona
ekspresja Ki-67 jest wysoka (>40%).

Chloniak z duzych komérek B Srdédpiersia (mediastinal large B-cell
lymphoma). Jest to podtyp DLBCL wywodzacy si¢ z grasiczych kom. B. Komorki
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nowotworowe wykazuja obecno$¢ CD19 i CD20. Immunoglobuliny i antygeny HLA
sa czesto nieobecne. CD5 1 CD10 rowniez nie wystepuja. CD30 wystgpuje czgsto,
ale ekspresja jest staba. Ekspresja CD45 jest petna, w odroznieniu od klasycznego
chtoniaka Burkitta, ktory jest typowo CD45(-).

Pierwotny chloniak wysiekowy — PEL (primary effusion lymphoma). Jest
nowotworem z duzych limfocytow B przebiegajacym z wysigkiem surowiczym bez
wykrywalnej masy guza. Jest zwiazany z wirusami herpes. Komorki chloniaka
zwykle wykazuja obecnos¢ CD45, przy braku ekspresji markeréw linii B CD19,
CD20, CD79a. Nie stwierdza si¢ rdwniez cytoplazmatycznej i powierzchniowej
ekspresji immunoglobulin. Wykrywalne sa zwykle markery aktywacji i zwiazane z
roznicowaniem plazmocytarnym CD30, CD38, CD138.

Wewnatrznaczyniowy chloniak z duzych komérek B (intravascular large
B-cell lymphoma). Jest rzadkim podtypem pozaweztowego DLBCL, charakteryzu-
jacym si¢ obecno$cia komorek chloniakowych tylko w $wietle drobnych naczyn,
szczegoblnie kapilarnych.

Komorki nowotworowe wykazuja obecnos¢ antygendw réznicowania limfocytow
B (CD19, CD20, CD22, CD79a). W czesci przypadkow sa CD5(+). Chioniak ten
rzadko wykazuje fenotyp komorek T.

OCENA CYTOMETRYCZNA CI’-ILONIAK(’)W
Z. KOMOREK T I Z KOMOREK NK

Cytometria przeptywowa stanowi bardzo pomocne narzedzie w ocenie 10zrostow z
komorek limfoidalnych, w tym chtoniakow wywodzacych si¢ z linii komoérek T.
Niejednokrotnie wytacznie na podstawie unikalnego sktadu antygenow rdéznicowania
mozna postawi¢ prawidtowe rozpoznanie chioniaka. Trzeba jednak zaznaczy¢, Zze chtoniaki
T komodrkowe maja mniej charakterystyczny rozklad antygenow réznicowania w
poréwnaniu z rozrostami linii B-komorkowej. Do zalet badania cytometrycznego, oprocz
wspomnianych juz wczesniej, nalezy zaliczy¢ mozliwos¢ oceny aktualnie od czterech
do o$miu markeré6w na jednej komorce, wysoka czuto$¢. Ponadto badania cytome-
tryczne w porownaniu z badaniami morfologicznymi daja mozliwo$¢ tatwiejszej
obiektywizacji skladowych oceny, co powoduje, ze postawienie diagnozy opiera si¢ na
bardziej porownywalnych kryteriach. Nie znaczy to jednak, ze badanie cytometryczne
moze wyeliminowa¢ badania morfologiczne. Poniewaz daje czgsto mozliwo$¢
postawienia rozpoznania, jest raczej cennym uzupelieniem badania morfologicznego.

Cytometria przeptywowa stwarza takze niedogodnosci, zwlaszcza w przypadku
nowotworowych rozrostoéw z komorek T. Trudnos¢ ta wynika przede wszystkim z
faktu braku czutego i tatwego w uzyciu markera do oceny monoklonalnosci, co
powoduje, ze patologiczny immunofenotyp mozna rozpozna¢ tylko w 50-70%
badanych przypadkow. Wsrdd innych ograniczen nalezy wymienié: brak mozliwosci
oceny z materiatu archiwalnego, konieczno$¢ uzycia do oceny jedynie zywych
komorek. Ponadto nalezy tu brak korelacji migdzy fenotypem a obrazem morfolo-



134 J. ZEROMSKI, J. SIKORA, G. DWORACKI

gicznym, wysokie nieswoiste tto barwien cytoplazmatycznych i jadrowych w
poréwnaniu z oznaczeniami antygenow powierzchniowych, tatwa mozliwos¢
uszkodzenia, a nawet rozpadu duzych komorek. Wszystko to powoduje ograniczenie
stosowania cytometrii przeptywowej do diagnostyki chtoniakow wielkokomorkowych
i anaplastycznych. Niemniej warto podkresli¢, ze przy poréwnaniu badan immuno-
histochemicznych i cytometrycznych w dobrych osrodkach zgodno$¢ oceny immuno-
fenotypu sigga ponad 95%. Wskazuje to, ze w ocenie immunofenotypowej mozna
si¢ oprze¢ jedynie na jednym typie postgpowania, np. badaniu cytometrycznym.
Uzupetnienie tego badania o rutynowa oceng cytologiczng umozliwia szybkie
postawienie prawidlowego rozpoznania bez koniecznosci pobierania catego wezta
chtonnego. W doswiadczonych osrodkach taka strategia zaczyna dominowac i daje
mozliwos¢ poprawnego rozpoznania chtoniakow w przewazajacej czesci przypadkow.
Jednoczesnie, co jest szczegolnie istotne dla chorego, jest to postgpowanie minimal-
nie inwazyjne. Nalezy jednak zwroci¢ uwagg, ze istnieja historyczne kontrowersje
co do mozliwo$ci poprawnego rozpoznawania chioniakow, jedynie przy uzyciu
materiatu cytologicznego bez pobierania calego wezta chtonnego, co uniemozliwia
petna oceng histologiczna jego struktury i obrazu immunomorfologicznego .

Materiat do badan diagnostycznych rozrostow T komodrkowych, podobnie jak w
przypadku wszystkich chtoniakdéw, moga stanowi¢ wszystkie substraty biologiczne
wymienione wczesniej, a ponadto komorki izolowane z biopsji skéry. Pomimo
trudnosci w izolacji tych komorek okazalo sig, ze i w tych przypadkach cytometria
moze by¢ skuteczna metoda w ustaleniu rozpoznania chtoniakow skornych.

Markery charakterystyczne dla linii T komorkowej

Charakterystyczna cecha rozrostéw tej linii jest obecnos¢ antygenu CD3. Antygen
ten nie jest jednak obecny na wszystkich etapach réznicowania komorki T. Komorki
niedojrzale (immature T-cells) wykazuja ekspresj¢ cytoplazmatyczna (CyCD3),
natomiast komorki dojrzate — ekspresj¢ powierzchniowa w btonie komorkowej, gdzie
antygen CD3 jest powiazany z receptorem TCR tworzac charakterystyczny dla
dojrzatych komorek T kompleks CD3-TCR. Typowymi markerami obecnymi na
wszystkich etapach réznicowania komoérek linii T sa antygeny CD2 i CD7 .

Cechy immunofenotypowe nowotworowych rozrostow
z progenitorowych niedojrzatych komorek linii T

Rozrosty te maja jadrowa ekspresj¢ terminalnej transferazy nukleotydow (TdT).
Obecno$¢ tego enzymu jest charakterystyczna dla nowotworéow z niedojrzatych,
prekursorowych komorek limfoidalnych linii zaréowno B, jak i T komorkowej. W
niewielkim stopniu dotyczy to takze linii mieloidalnej. Rozrosty te maja zazwyczaj
rowniez ekspresje antygenu CD34. Wsrod innych markerow w rozrostach z linii
T komorkowej spotykany jest antygen CD117. Najczgsciej jego obecnos¢ dotyczy
blastow ostrej biataczki linii mieloidalnej, niemniej stwierdzana jest takze w rozrostach
z prekursorowych komoérek linii T, a takze z komoérek NK. Warto takze zwrdcicé
uwage na mozliwo$¢ jednoczesnego oznaczenia ekspresji TdT i ploidii DNA, co
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moze bardzo utatwi¢ postawienie diagnozy i nastgpnie na podstawie tych parametrow
monitorowanie choroby resztkowej. Sposrod innych markeréw wart wymienienia jest
antygen CD90. Jego obecnos$¢ spotykana jest w rozrostach z linii prekursorowych
komoérek T i B, natomiast nie jest stwierdzana w tymocytach.

W rdéznicowaniu przydaje si¢ takze antygen CD133, ktérego ekspresje spotyka
si¢ jedynie w obrgbie komorek prekursorowych CD34 dodatnich linii mieloidalne;.

Cechy immunofenotypowe rozrostéw nowotworowych z dojrzatych komorek T

Rozrosty z dojrzatych komoérek T, po zakonczeniu roznicowania w grasicy, maja
powierzchniowa ekspresje tancuchow TCR a/f lub TCR y/0 w postaci kompleksu
z antygenem CD3. Ekspresja fancuchow TCR y/0 ze wzgledu na wieloparametry-
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RYCINA 4. Prolimfocytowa biataczka T komérkowa ( T-cell prolymphocytic leukemia) —bramka FSC/
SCC. Populacja niedojrzatych komoérek T o podwdjnie pozytywnym fenotypie — CD4(+)CD8(+) — A,
przy braku ekspresji antygenu CD3(-) — C. Ponadto obecna ekspresja antygenow CD7(+) — B, D i
CD5(+) — D, przy braku CD2(-) — B
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cznos¢ oceny jest zdecydowanie tatwiejsza do wykrycia w cytometrii przeptywowej
niz przy pomocy innych metod. Rozrosty z tych komorek najczegsciej spotykane sa
w rozplemach typu T-LGL (ang. large granular cell leukaemia) duzych ziarnistych
limfocytow. Spotykane sa takze pierwotne rozrosty w skorze, watrobie, a takze
postacie blastyczne chtoniakow z komoérek TCR y/d. Dalsze roznicowanie opiera
si¢ najczgsciej na analizie ekspresji antygenow CD4 i CDS, a takze analizie jakoscio-
wej 1 ilosciowej ekspresji pozostatych podstawowych markeréw linii T, takich jak:
CD2, CDS5, CD7, CD57. Analiza ziarnisto$ci cytotoksycznych powinna dotyczy¢
rozrostow CDS8 dodatnich.

Charakterystycznymi cechami chtoniakéw T komoérkowych sa: utrata jednego lub
wigcej antygendw rdznicowania, najczesciej z grupy CD2, CD3, CD5 i/lub CD7.
Czgsto spotykane sa takze roznice intensywnos$ci ekspresji wspomnianych markerow.
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RYCINA 5. T-LGL leukaemia — bramka FSC/SCC. Obecna populacja dojrzatych limfocytow T
CD3(+)CD8(+) — A, co potwierdza powierzchniowa ekspresja receptora dla antygenu TCR — D. Brak
ekspresji antygenu CD56(-) — B wylacza z réznicowania rozplem z komorek NK. Rozrost komorek T
potwierdza ekspresja CD5 — C
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Chtoniaki z komorek T najcze$ciej ujawniaja wyrazne przesunigcie stosunku
CD4/CDS, moga by¢ takze podwojnie negatywne CD4(-)CD8(-) badz podwdjnie
pozytywne CD4(+)CDS8(+) — cecha charakterystyczna biataczki T prolimfocytowe;.
Odczynowe rozrosty z komoérek T moga przebiegaé ze wzrostem stosunku
CD4/CD8 czasami nawet ponad 10:1 Tak wysoki wzrost, o czym trzeba pamigtac,
moze by¢ zwigzany z rozplemem odczynowym w przebiegu chtoniaka Hodgkina i
jest najczesciej obserwowany w postaci grudkowej i klasycznej tej choroby, rzadziej
w chtoniakach B komoérkowych. Ekspresja antygenu CD10 wystgpuje niekiedy w
chtoniaku angioimmunoblastycznym, niemniej nie jest to cecha swoista.

W watpliwych przypadkach rozstrzygajace jest potwierdzenie monoklonalnego
charakteru rozrostu.
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RYCINA 6. Bialaczka/chtoniak z komérek NK (NK cell leukemia/lymphoma) — bramka FSC/SCC.
Obecna populacja stosunkowo duzych o nieco podwyzszonej ziarnistosci komorek — A z ekspresja
antygenu CD56(+) — D i braku ekspresji antygenu CD3(-) przy obecnosci antygenu CD8 — C, co
wskazuje na réznicowanie z komorek NK. Ponadto obecna ekspresja antygenow CD2(+) i CD7(+) — B



138 J. ZEROMSKI, J. SIKORA, G. DWORACKI

Tak jak w odniesieniu do rozrostow z komoérek B potwierdzeniem monoklonalnosci
rozplemu jest stwierdzenie restrykcji tancuchow lekkich immunoglobulin powierzchnio-
wych IgM, tak w odniesieniu do komoérek T okreslenie monoklonalnego charakteru
stato si¢ dostgpne dzigki analizie ekspresji rodzin taficucha TCR VJ. Laficuch ten
wystepuje w ok. 30 rodzinach i przyjmuje si¢, ze w warunkach rozplemu odczyno-
wego odsetek komorek nalezacych do pojedynczej rodziny miesci si¢ w granicach
0,5-15% ogotu limfocytow T i zasadniczo nie przekracza tych granic. Standard tej
oceny jest obecnie rozwijany. Ocena monoklonalno$ci limfocytow T poprzez
oznaczanie taficucha Vg nie jest mozliwa w odniesieniu do postaci z nizszych etapow
réznicowania, kiedy nie dochodzi do powierzchniowej badz cytoplazmatycznej eks-
presji tancuchow receptora dla antygenu TCR. Cennym uzupetnieniem badania
cytometrycznego moze by¢ w takich przypadkach ocena monoklonalnosci rozrostu
z komorek T oparta na analizie rearanzacji tancucha TCR Vy i/lub TCR Vf
technikami biologii molekularnej. Standard tych oznaczen zostal okreslony w
europejskim programie Biomed-2. Ocena molekularna ze wzgledu na nizsze koszty,
stanowi aktualnie podstawowe badanie w ocenie monoklonalno$ci rozplemow T
komoérkowych. Warto tutaj zaznaczy¢, ze cytometria przeplywowa daje jednak
mozliwos$¢ analizy wybranej poprzez bramkowanie wydzielonej populacji, co moze
utatwic 1 zwigkszy¢ czutos¢ badania, zwlaszcza w odniesieniu do oceny choroby
resztkowej po leczeniu.

CECHY IMMUNOFENOTYPOWE SPOTYKANE
W NOWOTWOROWYCH ROZROSTACH Z KOMOREK NK

Immunofenotypows ,,definicje” komorek NK okresla w populacji limfocytow
ekspresja antygenéw CD56 i CD16, przy braku ekspresji kompleksu TCR-CD3.
Subpopulacje komorek NK moga mie¢ takze ekspresjg antygenow CD57 i CDS.
Charakterystyczna jest takze ekspresja typowych dla linii komorek T antygenow
CD2 i CD7. Niemniej, monoklonalnos$¢ rozplemu tych komorek jest bardzo trudna
do potwierdzenia jedynie na podstawie kryteriow fenotypowych. Jako pomocne w
réznicowaniu rozrostow z komorek NK mozna wymieni¢ receptory KIR (ang. killer
inhibitory receptors), a takze bialka o funkcjach cytotoksycznych, takie jak
granzymy i perforyna. Sa to jednak markery o tyle mniej wygodne, ze wymagaja
w celu oceny wykonania procedury permeabilizacji komorek.

CECHY IMMUNOFENOTYPOWE ROZROSTOW
Z KOMOREK DENDRYTYCZNYCH

Sa to bardzo rzadkie rozrosty wsréd nowotworéw wywodzacych si¢ z ukladu
krwiotworczego. Najczesciej nie sa diagnozowane metodami cytometrii przeptywowej,
poniewaz komorki te fatwo ulegaja uszkodzeniu podczas prob izolacji i w trakcie etapow
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wirowania. Opisano jednak nowotworowy rozplem komoérek o immunofenotypie
CD4(+)CD56(+)CD68(+)BDCA2(+)CD123(+)HLADR(+), przy rownoczesnym braku
liniowych antygenow komorek B i1 innych antygenow linii T, co przy powyzszym fenotypie
wskazuje na rozplem z komorek prezentujacych antygen. Komorki te w prezentacji
FSC/SCC najczesciej lokalizuja si¢ w obszarze typowym dla monocytéw. Podejrzenia
rozrostow z komorek dendrytycznych mozna powzia¢ w przypadku obecnosci populacji
komorek liniowo negatywnych [CD20(-), CD7(-), CD56(-) CD14(-), CD16(-)] z silna
ekspresja antygenéw zgodnosci tkankowej klasy I HLA DR(+).

NAJCZESCIEJ SPOTYKANE ROZROSTY NOWOTWOROWE
Z KOMOREK T I NK W DIAGNOSTYCE CYTOMETRYCZNEJ

Prolimfocytowa bialaczka T-komoérkowa (7-cell prolymphocytic leukemia).
Jest agresywnym typem rozrostu przebiegajacym z hepatosplenomegalia, uogélnionym
powigkszeniem wezlow chtonnych i z wysoka leukocytoza. Najczgstszy immuno-
fenotyp ujawnia obecnos¢ populacji podwojnie pozytywnej CD4(+)CD8(+) z wyrazna
ekspresja antygenu CD7, przy stabej badz braku ekspresji antygenu CD25. Obecny
jest antygen komoérek T CD3(+). Warto zaznaczy¢, ze niewielka (nawet do ok. 10%
wsrod limfocytow) populacja komorek podwojnie dodatnich CD4(+)CD8(+) bywa
takze spotykana u zdrowych osob bez jakichkolwiek stwierdzanych zaburzen
Przyktad przedstawiono na rycinie 4.

Bialaczka/Chloniak z dojrzalych komorek T — ATLL (Adult T-cell leukemia/
lymphoma). Rozrost ten jest najczeéciej zwiazany z endemicznym wystgpowaniem
zakazenia wirusem HTLV-1 i dotyczy gltownie obszardw Japonii i Karaibow. W
typowych przypadkach komorki maja ekspresje antygenéw CD3(+)/CD4(+)/CD8(-)
przy silnej ekspresji antygenu CD25(++).

Zespol Sezary'ego. Jest uogdlniong postacig ziarniniaka grzybiastego — postac
chtoniaka skornego. Komorki maja ekspresj¢ antygenow CD3(+),CD4(+), przy braku
antygenow CDS8(-) i CD25(-). Za charakterystyczna cechg zespotu Sezary'ego uwa-
za si¢ brak ekspresji antygenu CD26(-); czesto spotyka si¢ takze dominacje klonu
z brakiem ekspresji antygenu CD7(-), nie jest to jednak cecha swoista i nie moze
stanowi¢ podstawy do rozpoznania. W przypadku podejrzenia zespotu Sezary'ego
warto osobno zabezpieczy¢ (zamrozic€) ,,pellet” leukocytow dla badan molekularnych
oceny monoklonalnosci, poniewaz przy obecnej niewielkiej populacji nowotworowych
komorek T, dopiero skojarzone badanie moze da¢ podstawe do rozpoznania.

Rozrosty z duzych ziarnistych limfocytéw — T-LGL (ang. large granular
lymphocytic leukaemia). Rozrosty te zwiazane sa z monoklonalnym rozplemem
komorek T i NK. Pod wzglgdem morfologicznym sa to duze ziarniste limfocyty,
co w obrazie ,,morfologii” badania cytometrycznego ujawnia populacj¢ nieco
wigkszych i bardziej ziarnistych komoérek lezacych pomigdzy limfocytami i mono-
cytami. Najczesciej charakteryzuja si¢ stosunkowo tagodnym przebiegiem, chociaz
rozrosty z komorek NK czesciej maja agresywny przebieg. Towarzyszy im najczes-



140 J. ZEROMSKI, J. SIKORA, G. DWORACKI

ciej obraz cytopenii i wspotistnienie choréb autoimmunizacyjnych. Ocena monoklonal-
no$ci w przypadku rozrostow z komorek NK jest trudna, mozna ja jednak oprze¢
na analizie ekspresji receptorow KIR (patrz poprzedni podrozdziat). Pod wzgledem
immunofenotypowym sa to najczg$ciej komorki CD3(+),CD8(+) i/lub rzadziej
CD16(+)CD56(+)CD57(+), czyli nie jest to immunofenotyp, ktéry wyczerpuje zna-
miona nowotworowego rozplemu. W wigkszosci przypadkéw, rdéznicowanie w
przypadku rozpleméw nowotworowych ulatwia stwierdzenie zaburzen ekspresji
antygenow CD2, CD5, CD94 i CD158, a takze ocena monoklonalno$ci na podstawie
ekspresji TCR Vp. Przyktady przedstawiono na rycinach 5 i 6.
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