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Streszczenie: W pracy przedstawiono charakterystyke leukocytow krwi obwodowej i weztow chtonnych z
oceng immunofenotypow, podaniem zmienno$ci zwiazanej z wiekiem. W rozdziale o niedoborach odpornosci
przedstawione zostaty pierwotne niedobory wraz z opisem zmian w obrgbie proporcji populacji leukocytow
ocenianych metoda cytometrii przeptywowej. Omowiono szerzej te niedobory, w ktorych badania immuno-
fenotypu komorek krwi obwodowej 1 weztow chtonnych stanowi podstaweg rozpoznania.

Summary: The leukocytes characteristics from peripheral blood and lymph nodes including age-related
changes were shown. Primary immunodeficiencies were described based on quantitative changes within
lymphocytes T and B populations assayed with flow cytometry. Immunodeficiences with diagnosis
based on analysis of peripheral blood and lymph node cells' immunophenotypes were discussed.

1. OCENA OBECNOSCI I IMMUNOFENOTYPU POPULACJI
KOMORKOWYCH

Krew obwodowa

W warunkach fizjologicznych we krwi obwodowej obecne sa nastgpujace popula-
cje komoérkowe wyodrgbnione na podstawie wlasciwosci fizyko-chemicznych:
* male ziarniste komorki odpowiadajace granulocytom, w tym réwniez niewielka
populacja najbardziej ziarnistych komorek czyli granulocytow kwasochtonnych,
*  mate komorki nieziarniste odpowiadajace limfocytom,
e $redniej wielko$ci komorki o niewielkiej ilosci ziarnisto$ci odpowiadajace monocy-
tom, komoérkom NK.
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RYCINA 1. Populacje komorek krwi obwodowej po lizie erytrocytow. Rozklad punktowy (dot plot)
oparty na parametrach SSC i FSC ukazuje populacje komorek roézniace si¢ cechami fizycznymi —
wielko$cia i rozbudowa powierzchni odzwierciedlajaca ilos¢ ziarnistosci. Wyraznie widoczne sa komorki
male, skapoziarniste odpowiadajace limfocytom (bramka R3), nieco wigksze i bardziej ziarniste monocyty
(R2) oraz najwigksza ilo§ciowo populacja granulocytow wielojadrzastych (R1). Proporcje granulocytow
do limfocytéw zmieniaja si¢ z wiekiem i u dzieci do 3 roku zycia przewazaja limfocyty, a u starszych
dzieci 1 os6b dorostych — granulocyty

Ponadto we krwi obwodowej stwierdza si¢ komorki wystgpujace w odsetku
nizszym niz 1% (populacje $ladowe). Naleza do nich granulocyty zasadochtonne,
plazmocyty, komorki dendrytyczne, macierzyste komorki hematopoetyczne, czasami
pojedyncze komorki srodbtonkowe i inne korzystajace z krwi jako drogi transportowe;j
do miejsca docelowego. Do takich komoérek naleza np. komorki nowotworowe,
prekursorowe w stanach zapalnych.

W cytometrze przeptywowym zaleznie od ustawienia na wykresie punktowym o
osiach FSC i SSC rozktad tych populacji komorek obecnych we krwi obwodowej
jest r6zny (ryc. 1). W przypadku poszukiwania i analiz np. populacji §ladowych o
parametrach odpowiadajacych populacji limfoidalnej bardziej korzystne wydaje si¢
zastosowanie skali logarytmicznej FSC anizeli liniowej. Przygotowanie zawiesiny
komorkowej jest rowniez zalezne od celu analizy. Istnieja dwie podstawowe metody
badania komoérek krwi obwodowej. Jedna polega na barwieniu komoérek w petnej
krwi, a nastgpnie lizie erytrocytow. W pozostajacej po lizie zawiesinie komorek do
badania pozostaja wszystkie populacje krwinek biatych tacznie z granulocytami. Drugi
sposob polega na nieciagtym gradiencie ggstosci, po ktorym w interfazie pozostaje
zawiesina komorek jednojadrzastych pozbawiona erytrocytow i granulocytow. Metody
te sq stosowane zaleznie od potrzeb, ale w praktyce laboratoryjnej w celach poréw-
nawczych powinna by¢ stale uzywana jedna z tych metod, gdyz wyniki badan tej
samej zawiesiny komdrkowej zaleznie od metody moga si¢ nieco r6zni¢ zwtlaszcza
w ocenie odsetka danej populacji komorkowe;.
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Populacja limfocytéw zawiera zaro6wno limfocyty T, jak i B. Stanowi ona wyraznie
odgraniczona populacje komorek matych pozbawionych ziarnistosci tatwa do bramko-
wania na podstawie parametréw FSC i SSC. W wielokolorowej cytometrii podstawa
selekcji populacji limfocytow T jest obecnos¢ na powierzchni komérek CD3, a limfo-
cytow B — CD19 i/lub CD22.

Zestaw przeciwcial wykorzystywany do oceny populacji limfocytow zawiera
przeciwciata pozwalajace na szybka i wstepna analize (CD45, CD3, CD4, CDS,
CD2, CD5, CD7, CD19, CD16+CD56, CD14) populacji limfocytéw T i limfocytow
B, monocytow oraz komorek NK (ryc. 2). Analiza pozwalajaca na charakterystyke
immunofenotypowa i czgSciowo funkcjonalna subpopulacji limfocytow T oparta jest
na wykorzystaniu znacznej iloSci pozwalajacych na oceng ekspresji determinant
zwiazanych z réznicowaniem i funkcja tych komorek, przyktad takiej listy do
trojkolorowej analizy zawiera tabela 1.
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TABELA 1. Zestawienia przeciwcial monoklonalnych uzywane do okreslenia immunofenotypu
limfocytow krwi obwodowej

Przeciw- Przeciwciato | Przeciwcialo | Identyfikowana subpopulacja Uwagi
cialo FITC RPE sprzgzone z 3.
fluorochromem
CD15 CD14 CD45 Kontrola "bramki" limfocytarnej Czgsto w
CD5 CDI9 CD3 Limfocyty T: CD3+ zestawieniu bez
Limfocyty B: D5+/CD19,CD5-/CD19 |CD15
CD4 CD8 CD3 Limfocyty T: CD3/CD4 i CD3/CD8 | U dzieci $ladowa
CD4 CD45RA CD3 Limfocyty T: CD3/CD45RA populacja CD5+
CD8 CD45RA CD3
CD4 CD45RO CD3 Limfocyty T: CD3/CD45RO
CD8 CD45RO CD3
CD25 HLA-DR CD3 Marker aktywacji limfocytow T
TRC o/P TRC y/d CD3 Limfocyty T: o/f 1 y/d
CD7 CD16/CD56 |CD3 Komorki NK
CD8 CDI16/CD56 |CD3 Komoérki NK
CD38 HLA-DR CD19 Limfocyty B CD38 — marker
CD10 CD20 CD19 Limfocyty B: prekursory CD10+ komorek
slgM CD22 CDI9 prekursorowych
kappa lambda CD19

Odsetki i ilosci limfocytow T 1 B, komérek NK, granulocytéw i monocytéw
w warunkach prawidtowych zaleznie od wieku 1 ptci

W tabeli 2 1 3 pokazano proporcje odsetkowe i ilosci komorek nalezacych do
poszczegdlnych populacji w zaleznosci od wieku. Obecnie czgsto okresla si¢ obec-
nos$¢ populacji limfocytow T podwoédjnie ujemnych (CD3+/CD4/CDS§-) we krwi
obwodowej. Wzrost odsetkowy tej populacji obserwuje si¢ w okresach infekcji
bakteryjnej, wirusowej. Opisano rowniez niedobor odpornosci komorkowej polegajacy
na wysokim odsetku tych limfocytow T krazacych we krwi (tab. 2).

Komorki NK stanowia okoto 10% populacji jednojadrzastych komorek krwi
obwodowej. Ich liczba wzrasta w trakcie infekcji gldéwnie wirusowych, aczkolwiek
niektdre wirusy (np. wirus Epstein-Barr) prowadza do dtugotrwatego obnizenia liczby
komérek NK, co jest wiazane z objawami zespotu przewleklego zmeczenia (chronic
fatigue syndrome). Obecnie w wielu badaniach podkresla si¢ zaburzenia ekspresji
determinant (np. CD16) na powierzchni komorek NK, ale kliniczne znaczenie tych
zaburzen nie jest jednoznacznie ustalone.

Monocyty naleza do komorek prezentujacych antygeny i stad ich gléwna rola w
uktadzie odpornosci. Krytycznym dla prezentacji przetworzonych antygendéw jest
ekspresja determinant HLA-DR. W stanach przewleklych infekcji, rekonwalescencji
po ciezkich infekcjach wirusowych we krwi moga wystgpowac roézne subpopulacje
monocytow wiacznie z prekursorami i komorkami aktywowanymi. Odpowiednio beda
si¢ one roéznity immunofenotypami (np. w ekspresji CD14, CD64, CD16).
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TABELA 2. Zestawienia odsetkowe subpopulacji limfocytarnych T we krwi obwodowej
u noworodka, dziecka 1-rocznego i osoby dorosiej

Populacja limfocytow | Noworodek (%) |6 miesigcy (%) 12 miesigcy (%) Dorosty (%)
Limfocyty T: 79 (58-89) 72 (50-78) 65 (50-73) 72 (60-83)
CD3

Subpopulacje CD3+

TCR o/f 97 (94-99) 95 (90-97) 92 (88-98) 93 (83-97)
TCR /5 2 (0-3) 4 (1-6) 4 (2-8) 5 (2-15)
CD4 76 (69-87) 56 (34-64) 50 (30-62) 58 (52-69)
CD8 25 (13-31) 15 (8-32) 16 (8-34) 33 (27-46)
CD45 RA 79 (52-90) 80 (64-90) 80 (72-88) 60 (46-71)
CD45 RO 26 (16-65) 15 (13-71) 16 (9-54) 56 (48-71)
CD4/CD45RA 76 (41-88) 82 (72-91) 80 (65-97) 49 (35-70)
CD8/CD45RA 84 (67-97) 89 (84-94) 89 (81-100) 73 (55-80)
CD4/CD45RO 26 (17-73) 15 (13-90) 16 (11-65) 63 (47-81)
CD8/CD45RO 16 (5-43) 13 (5-65) 15 (7-41) 46 (38-59)
CD3/HLA-DR 3 (1-27) 3 (2-6) 3 2-7) 28 (3-45)
CD25 13 (10-21) 9 (6-11) 8 (6-10) 27 (19-36)

Opracowano na podstawie: Immunophenotyping of lymphocytes in healthy and
immunodeficient children. Esther de Vries, Immunologie, Rotterdam 1999

Wezly chtonne

Wezty chionne stanowia struktury tkanki limfatycznej i sa zasiedlone tylko przez
limfocyty — w rejonach korowych i czgsciowo rdzennych przez limfocyty T, natomiast
tzw. osrodki rozrodcze przez limfocyty B aktywowane zaleznie od potrzeb, czyli
produkcji swoistych przeciwciat i immunoglobulin. W centrach rozrodczych stwierdza
si¢ rowniez obecnos¢ plazmocytow i komoérek histiocytarnych. Proporcje pomigdzy
limfocytami T i B sa zalezne od stanu funkcjonalnego danego wezta chtonnego (w
okresach aktywacji wzrasta wyraznie odsetek limfocytow B, a w zakazeniu np.
pratkiem guzlicy sa to prawie wylacznie limfocyty T) oraz jego lokalizacji anato-
micznej. Najczgsciej badane sa wezly chtonne szyjne, pachowe, nadobojczykowe i
w warunkach fizjologicznych limfocyty T stanowia 50-70% wszystkich komorek, a
reszt¢ stanowia limfocyty B. Proporcje te nieznacznie zmieniaja si¢ z wiekiem — u
dzieci w okresie ,,bujania” tkanki tacznej (3—7 lat) wyzszy jest odsetek limfocytow
B (50-60%). W okresach pobudzenia (przewlekte zakazenia bakteryjne regionu, z
ktorego limfa sptywa do badanego wezta chlonnego) przewazaja limfocyty B, czgsto
wykazujace ekspresj¢ determinant prekursorowych, co jest dodatkowo oznaka
pobudzenia centrow rozrodczych. Natomiast budowa i proporcje komorkowe weztow
chlonnych pachwinowych (we¢zet Rosen-Millera) i krezkowych sa inne (np. wykazuja
wyzszy odsetek komorek CD45, CD3, CD19 ujemnych), co powoduje, ze
diagnostyka zmian chorobowych jest znacznie trudniejsza (ryc. 3).

Btony $luzowe — MALT

W obregbie blon §luzowych — MALT (mucous associated lymphoid tissue)
znajduja si¢ komorki uktadu odpornosci w dwoch zasadniczych strukturach —
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RYCINA 3. Krew obwodowa — leukocyty uzyskane metoda lizy erytrocytow. Widoczne sa komorki
odpowiadajace limfocytom, monocytom i granulocytom. Jest jeszcze populacja (R4) ktéra stanowi
mieszaning limfocytow, komorek NK, pojedynczych monocytow. U zdrowego dziecka (5 lat) w populacji
limfocytarnej (R1) limfocyty T stanowia okoto 70%, proporcja migdzy subpopulacja CD4 a CD8 jest
zachowana (2,5), limfocyty B stanowia 11,5%. Limfocyty T cytotoksyczne (CDS8) wykazuja silna
ekspresje determinanty CDS (ok. 10%). Komérki o posredniej i niskiej ekspresji naleza do populacji
komoérek NK. Rownoczesne barwienie tych komorek przeciwcialem dla CD3 i HLA-DR pozwala na
oceng odsetka komorek wykazujacych tylko ekspresje HLA-DR (limfocyty B) oraz rownoczesna ekspresje
CD3 i HLA-DR (aktywowane limfocyty T)

odpowiednikach weztéw chlonnych, czyli kgpkach Peyera w przewodzie pokarmo-
wym oraz w formie luznej tkanki limfatycznej. Populacja limfocytow T sklada sig z
limfocytow T wspomagajacych (Th) w 70% oraz supresyjnych (Ts) w 30-35%.
Ze wzgledu na szczegdlna rolg spetniang przez limfocyty T znajdujace si¢ w obregbie
MALT, a zwiazana z odpowiedzia swoista na liczne antygeny odsetek limfocytow T pamieci
siega 50%, a aktywowanych — 35%. Populacja limfocytow B wykazuje na powierzchni
glownie obecnos¢ tancuchow cigzkich IgM (sIgM) oraz IgD (sIgD), co odpowiada
limfocytom naiwnym (55%). Populacja limfocytéw B slgM+ bez ekspresji IgD, co
odpowiada limfocytom B pamigci, stanowi pozostate 45%. Proces zmiany izotypu
immunoglobulin (switch) prowadzi do powstania populacji dojrzalych limfocytow B
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RYCINA 4. Komorki wezta chtonnego. Zawiesing komodrek uzyskuje si¢ poprzez mechaniczne
rozdrobnienie fragmentu wezta chtonnego. W pokazanym rozktadzie punktowym widoczne sa w obrgbie
bramki (R1) dwie populacje komorek — mniejsze 1 wigksze stanowiace iloSciowa wigkszos¢. Obydwie
populacje sa limfocytami. W badanym wezle limfocyty T stanowity okoto 48%, w tym 38% — limfocyty
T CD4, a 10% — limfocyty CDS8. Dojrzale limfocyty B stanowia okoto 42%, wszystkie wykazuja
ekspresjg CD19, CD20, CD22 (niepokazane) oraz immunoglobulin o proporcji fancuchdw lekkich k/A —
2:1. Poza bramka pozostaly niewielkie ilosci komorek o charakterystyce granulocytow, trochg resztek po
uszkodzonych komorkach (detritus komoérkowy). Te granulocyty, niekiedy trochg monocytow to komorki
naptywajace z krwia do wezta chtonnego. Aby uzyska¢ zawiesing limfocytdw, nalezy wstegpnie uzyskane
komorki z wezta chtonnego podda¢ gradientowi ggstosci. W wezle chlonnym w trakcie przewlektego
procesu zapalnego dochodzi do zmiany proporcji limfocytéw T do B na rzecz tych ostatnich. Odsetek
limfocytow B moze osiaga¢ nawet 70%, ale obecne sa limfocyty B z tancuchami lekkimi obydwu
rodzajow (barwienie — CD19/kappa, CD19/lambda). Obecnos¢ tancucha lekkiego tylko jednego rodzaju
moze sugerowac rozrost monoklonalny

wykazujacych obecno$¢ sIgA (50-60%). Sa to limfocyty B i1 plazmocyty produkujace
lokalnie dwuczasteczkowe IgA (tzw. sekrecyjne IgA). Produkcja w $cianie jelita obejmuje
réwniez produkcje elementu faczacego pojedyncze molekuly IgA. Sekrecyjne IgA jest
odpowiedzialne za reakcje z antygenami obecnymi w blonie Sluzowe;.
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TABELA 3. Zestawienie odsetkowe populacji limfocytarnych i ilosci bezwzglgdne tych komorek we krwi
obwodowej 0s6b w roznym wieku

Populacja Dziecko 6 m-cy |12 miesigcy 2-5 lat 7-17 lat Dorosty
limfocytow % (Ilos¢/ ul) % (Ilos¢/ ul) % (Ilos¢/ul) % (Ilos¢/ ul) % (Ilos¢/ ul)
Limfocyty T:
CD3 71 (4030) 66(3300) 72 (3040) 70 (1800) 73 (1600)
45-79(3610-8840) |53-81(1460-6450) |62-80 (1610-4230) | 66-76 (1400-2000) |61-84 (960-2600)
CD4 49 (2950) 43(2070) 41(1800) 37(800) 46 (940)
36-61(1690-4600) |31-54(1020-3600) |35-51(900-2860) |33-41(700-1100) |32-60 (540-1660)
CD8 24 (1450) 25(1320) 30(1180) 30 (800) 27 (520)
16-34 (650-2450) |16-38(570-230) 630-1910) 27-35 (600-900) 13-40 (270-930)
Stosunek 2,2 (1,3-3.,5) 1,6(1,0-3,0) 1,4(1,0-2,4) 1,3 (1,1-1,4) 1,7 (0,9-4,5)
CD4:CD8
Limfocyty B:
CD19 ilub |23 (900) 23 (900) 24 (900) 16 (400) 13 (246)
CD20
19-31(500-1500)  [19-31(500-1500) |21-28(700-1300) |12-22 (300-500) 10-31(122-632)
Komorki NK:
CDl16 12,7 (790 +/-352) |12,5 (714 +/-300) |12,9 (573 +/- 264) [15,2 (408+/-196) |15,5 (318 +/- 191)
CD56 10,6 (627+/-308) 12,2 (676 +/- 296) [13,1 (586 +/- 310) |16,5 (438 +/- 181) |16,4 (343 +/- 214)

Opracowano na podstawie: Immunodeficiency disorders, General considerations. E.R. Stiehm, H.D. Ochs, A
Winkelstein

2. EKSPRESJA MOLEKUL ZWIAZANYCH Z FUNKCJA
LIMFOCYTOWTIB

W zapoczatkowaniu odpowiedzi immunologicznej na antygen odgrywa role
aktywacja limfocytu T skladajaca si¢ z dwdch etapow — pierwszego sygnatu i
wytworzenia synapsy immunologicznej pomigdzy limfocytem T a komorka prezen-
tujaca antygen oraz drugiego sygnalu, w ktérym najistotniejsze sa tzw. czastki
kostymulujace. Po procesie aktywacji i odpowiedzi na swoisty antygen wytwarza
si¢ pamig¢ immunologiczna. Limfocyty T pamigci maja inny immunofenotyp w
poréwnaniu z limfocytami T naiwnymi (dziewiczymi).

CD45RA — wystepuja glownie na populacji dziewiczych limfocytow T. Tylko
niewielki odsetek tych limfocytow T wykazuje ekspresjc CD45RO. Ta ostatnia
determinanta jest charakterystyczna dla limfocytow T pamigci.

CD25 — receptor dla interleukiny 2 (IL-2). Wystepuje na aktywowanych
limfocytach T. Jest zwiazany z produkcja IL-2 przez limfocyty T po aktywacji
drugim sygnatem po kontakcie z antygenem.

HLA-DR — wystgpuje na limfocytach B 1 monocytach bez wzgledu na stan aktywacji.
Na limfocytach T wystgpuje po aktywacji i rozpoczeciu odpowiedzi immunologiczne;.
Aktywowane limfocyty B wykazuja zwigkszona ekspresj¢ HLA-DR w poréwnaniu ze
spoczynkowymi limfocytami B.

TCR o/f — jest stwierdzane na 95% limfocytow T. Heterodimer tancuchow
o/P reaguje z antygenem w poczatkowych stadiach odpowiedzi limfocytéw T.

TCR y/6 — we krwi obwodowej stanowia mniej niz 5% limfocytow T, a w
populacji MALT — 5-10%. Uwaza si¢, ze limfocyty T y/d maja zdolno$é¢
rozpoznawania antygendw nieprzetworzonych przez komorki prezentujace antygen.
Limfocyty TCR y/d biora udzial w odpowiedzi przeciwzakaznej i przeciwnowo-
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TABELA 4. Zestawienia cigzkich skojarzonych niedoborow odpornosci
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Typ niedoboru Poziom Limfocyty B Limfocyty T Typ Uwagi
immunoglobulin | ilos¢ ilos¢ dziedzi-
czenia
1. T-B+ SCID: Obnizony Prawidlowa lub | Znacznie obnizona
podwyzszona XL* obnizona ilos¢ NK
a/ X-linked (niedobor vyc) AR** |-
b/ brak JAK3 AR NK prawidlowe
¢/ brak IL7receptora AR prawidlowe
d/ brak CD45 Obnizony Znacznie Znacznie obnizona limfocyty Tgd
2. T-B-SCID obnizona AR
a/ niedobor RAG1/2 AR
b/ niedobor ARTEMIS AR
¢/ niedobor ADA AR granulocytopenia,
d/ dysgenezja siateczki Obnizony, maloplytkowos¢
3. zesp6t Omenn'a Warost IgE Prawidlowa lub | Obecne (aktywowane) | AR erytrodermia,
obnizona (brak) eozynofilia, hepato-
splenomegalia
4. zespot hiper IgM Wzrost IgM, Obecne tylko Prawidlowe XL granulocytopenia,
(sprzezony z plcia) niskie IgG, IgA | IgM+, IgD+ maloptytkowos¢,
infekcje
oportunistyczne
5. brak CD40 Wazrost 1gM, Obecne IgM+, | Prawidlowe AR granulocytopenia
niskie IgG, IgA | IgD+
6. niedobdr determinant Prawidlowe lub | Prawidlowe Prawidlowe lub AR
MHC klasy 11 obnizone obnizone CD4
7. niedobor ZAP-70 r Prawidlowe Prawidlowe Prawidlowe CD4, AR
obnizone CD8
8. niedobor TAP-1, TAP- | Prawidlowe Prawidlowe Prawidlowe CD4, AR brak ekspresji
2 obnizone CD8 determinant MHC
klasy I
Niedobory immunoglobulin
1. choroba Brutona
(agammaglobulinemia) Niski lub brak | Pojedyncze Prawidlowe XL cigzkie bakteryjne
2. agammaglobulinemia Iub brak infekcje
Niski lub brak | Pojedyncze lub | Prawidlowe AR cigzkie bakteryjne
brak infekcje

Opracowano na podstawie: Primary immunodeficiency diseases: an update. Clin. Exp. Immunol., 2003, 132,

9-15

tworowej. Wigkszos$¢ limfocytow T y/8 nalezy do populacji CDS, a tylko niewielki
odsetek jest CD4. W obrebie MALT limfocyty T y/d odgrywaja istotna role jako
komorki regulacyjne zapobiegajac uogolnionej odpowiedzi na antygeny pokarmowe.

THI1 i TH2 sa to funkcjonalne subpopulacje limfocytow T (gtownie Th) rozniace
si¢ przede wszystkim profilem produkowanych cytokin.

3. PIERWOTNE NIEDOBORY ODPORNOSCI

Ze wzgledu na mozliwosci cytometrii przeptywowej jako metody diagnostyczne;j
przedstawiono tylko te niedobory odpornosci, w ktérych okreslenie iloci 1 proporcji
poszczegdlnych populacji komoérek krwi obwodowej oraz ocena ich immunofenotypu
ma znaczenie dla diagnostyki i monitorowania przebiegu choroby. Do niedoborow
odpornos$ci, w ktérych dochodzi do zaburzen ilosciowych (brak okreslonej populacji
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komorek), naleza cigzkie skojarzone niedobory odpornosci (SCID) oraz niedobory z
przewaga zaburzen odpornos$ci humoralnej (np. agammaglobulinemia sprzgzona z
chromosomem X, jak i dziedziczona recesywnie autosomalnie, zespot hiper IgM — ryc.
5, 6, 7) i komodrkowej (np. zespot DiGeorge'a, niedobor ZAP70 — obecnie wliczany przez
niektérych do grupy SCID). Druga grupa niedoboréw, w ktorych cytometria przeptywowa
jako metoda diagnostyczna jest przydatna, sa zaburzenia ekspresji okreslonych
determinant, receptorow itp. Do takich niedoboréw naleza m.in. zespot LAD (brak
ekspresji molekut adhezyjnych), brak ekspresji determinant uktadu MHC klasy 1I oraz
niedobor TAP-1, TAP-2 (brak ekspresji MHC klasy I), grupa niedoboréw zwiazanych
z brakiem ekspresji CD40 i CD40L (CD154), receptorow dla interferonu, 1L-12.

Cigzkie skojarzone niedobory odpornosci

W tabeli 4 zestawiono wybrane skojarzone niedobory odpornosci, w ktorych
dochodzi do braku okreslonej populacji komorek rozwijajacych si¢ w szpiku. Duza
grupg zroznicowanych klinicznie cigzkich skojarzonych niedoborow stanowia zespoty

< <
=) ©
~ 1 Krew obwodowa T 3 o
1 Liza erytrocytow : . 1 CD19 eb 3-822%
. . . ) b !
(] O o
24 3
I 6
A6 =3
wn -
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o4 E*' R1 g; - Iimfoclyty
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RYCINA 5. Krew obwodowa. Pacjent (W.B.) z
zespotem Brutona (agammaglobulinemia sprz¢zona
z chromosomem X). Komorki uzyskano metoda lizy
CD4-51,2% erytrocytow. W bramkach wyselekcjonowano popu-
CD 8-28.9% lacje limfocytarna (R1), monocytarna (R2) oraz
’ granulocytarng (R3). Limfocyty T stanowia 82%
populacji R1, natomiast komorki wykazujace eks-
presjg CD19 (limfocyty B) stanowig mniej niz 1,0%.
Proporcja pomigdzy subpopulacja CD4 a CD8
limfocytow T jest prawidlowa (2,3). Ze wzgledu na
znaczenie kliniczne rozpoznania choroby Brutona
brak populacji limfocytow B powinien by¢ wykaza-
ny rowniez przy uzyciu przeciwcial monoklonal-
nych reagujacych z innymi determinantami anizeli
CD19. Najczesciej uzywa sig przeciwcial dla CD20,
CD22, tancuchow lekkich i cigzkich immunoglobu-
lin (podwdjnego barwienia, np. CD19/u, CD19/x,
CD19/A)
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RYCINA 6. W badaniach limfocytow krwi obwodowej (bramka R2) u chorego (Sz.D.) z
agammaglobulinemia wykazano zaburzenia proporcji limfocytoéw CD4:CDS oraz podwyzszony odsetek
aktywowanych limfocytow T (wykazujacych ekspresjc HLA-DR, CD25). Jest to czgsto zwiazane z
przewlektymi i nawracajacymi zakazeniami bakteryjnymi
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RYCINA 7. Ekspresja ligandu dla CD40 (CD154) na komorkach zdrowego dawcy (kontrola) i 2 pacjentow
z zespotem hiper IgM. Limfocyty T pacjenta 1 po stymulacji wykazuja tylko 27% komorek z indukowalna
ekspresja CD154. Limfocyty pacjenta 2 wykazuja indukowalna ekspresje CD154 w wysokim odsetku
(88%), ale iloé¢ czasteczek przypadajaca na komorke jest niewielka (niski wskaznik MCF). Limfocyty
zdrowego dawcy odpowiadaja na stymulacj¢ wysokim odsetkiem komorek i odpowiednio wysokim

wskaznikiem MCF dla ekspresji CD154
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RYCINA 8. Cigzki skojarzony niedobor
odpornosci (SCID) — zespot Omenna. W
zawiesinie komorek krwi obwodowej uzyska-
nych po lizie erytrocytow stwierdzono popu-
lacjg granulocytarng (R2), limfocytarna (R1)
oraz monocytarng (R3). W obrgbie populacji
2%  RIlimfocyty T (CD3) stanowily 65%, limfo-
cyty B (CD19)—-2,6%. Poza znacznie obnizo-
nym odsetkiem limfocytow B wykazano
réwniez zaburzony stosunek limfocytow T
CD4:CDS8 (4,25), znacznie podwyzszony
s, odsetek aktywowanych limfocytow T
10 104 (CD3/HLA-DR — 45%)

FL1-H

charakteryzujace si¢ brakiem populacji limfocytow T we krwi obwodowej, co jest
zwiazane nie tylko z zaburzeniem szpikowej hematopoezy, ale i obecnoscia funkcji
grasicy. Wstepna sugestig takiego niedoboru u dziecka (noworodka, niemowlecia)
mozna wysunaé¢ na podstawie oceny obrazu odsetkowego leukocytow w badaniu
morfologii. Zaburzenie proporcji limfocytow i1 granulocytow na rzecz granulocytow,
czesto znaczne przesunigcie w strone form miodych zwiazane z zakazeniem bakte-
ryjnym moze wskazywa¢ na koniecznos$¢ szczegoétowego badania ilosciowego i
jakosciowego tych komorek. W ocenie komorek weztow chtonnych i grasicy roéwniez
nie stwierdza si¢ zasiedlenia rejonéw zwiazanych z obecnoscia limfocytow T. U
tych dzieci wezty chtonne i grasica stanowia resztkowa tkanke taczna. Niewielka
ilo$ciowo populacje komoérek o charakterystyce limfoidalnej stanowia limfocyty B,
ktoére i tak nie moga spetnia¢ swojej funkcji. Wykazanie obnizenia lub braku
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T TS, RYCINA 9. Cigzki skojarzony niedobdr odpornosci
10 107 (SCID) - zespot Omenna pacjent M.F. W zawiesinie
komorek krwi obwodowej uzyskanych po lizie
erytrocytow stwierdzono populacjg granulocytarna
-] (R2) zawierajaca jedynie granulocyty kwasochtonne
TCR gamma/delta - 1.7% (brak granulocytow obojetnochtonnych) oraz limfo-

= . cytarna (R1). W obrgbie populacji R1 limfocyty T

Lo o, (CD3) stanowity ok. 90%, limfocyty B (CD19) -
1% ponizej 1,0%. Poza brakiem limfocytow B wykaza-
no réwniez zaburzony stosunek limfocytow T
CD4:CDS (0,82), znacznie podwyzszony odsetek
aktywowanych limfocytow T (CD3/HLA-DR —
59%)

10
FL1-H

limfocytow T, a czesto rowniez i B we krwi obwodowej jest podstawa potwierdze-
nia wstgpnego klinicznego rozpoznania SCID.

W jednej z odmian SCID populacje prawidtowych limfocytow T i B zastepuja
komorki NK. Trudnosci z wezesng diagnostyka polegaja na tym, ze w obrazie krwi
w podstawowym badaniu morfologii proporcje granulocytow i ,,limfocytow” (komorki
NK) moga by¢ zachowane. Natomiast w ocenie immunofenotypu stwierdza sig
obecnos$¢ wysokiego odsetka komorek NK, a prawidlowe limfocyty T i B stanowia
czesto jedynie populacje resztkowe. Obecnie znane sa genetyczne zmiany zwiazane
z patogeneza i wykazanie w badaniach molekularnych tych zmian stanowi podstawe
klasyfikacji danego niedoboru.

W ocenie zaburzen sugerujacych zespdt SCID istotne jest wykonanie badania
przynajmniej dwukrotnie, gdyz moze si¢ zdarzy¢ nasilona odpowiedz szpikowa na stan
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RYCINA 10. Cigzki skojarzony niedobdr odpornosci
(SCID): W zawiesinie komoérek krwi obwodowej
uzyskanych po lizie erytrocytow stwierdzono
populacje granulocytarng (R2), monocytarna (R3) oraz
limfocytarna (R1). W obrebie populacji R1 limfocyty
T (CD3) stanowity jedynie 10%, limfocyty B (CD19)
—ok. 7%, a komorki NK — ok. 70%. Obecne niewielkie
ilo$ciowo populacje limfocytéw T i B byty zdolne do
swoistej odpowiedzi immunologicznej — u tego
~  pacjenta z zakazeniem wirusem cytomegalii stwier-
10" dzano przeciwciata w klasie IgG dla tego wirusa

T
10
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zakazenia, posocznicy, a znaczne obnizenie odsetka limfocytow jest zjawiskiem przejscio-
wym. Rownie krytycznie nalezy analizowa¢ wzrost odsetka komorek NK, ktory moze
by¢ zwiazany z zakazeniem, np. wirusem cytomegalii, a nie obrazem zespolu SCID.
Powtoérne badanie za kilka dni, czgsto w innej sytuacji klinicznej (poprawa stanu dziecka)
moze pomoc w rozstrzygnigciu tych watpliwosci. Najczesciej jednak obraz kliniczny, brak
obecnosci weztow chtonnych, cienia grasicy, wywiad rodzinny jednoznacznie wskazuja na
zespot skojarzonego niedoboru odpornosci, co ulatwia analize, a przed wszystkim
interpretacje zaburzen komorkowych we krwi obwodowe;.

Do SCID nalezy réwniez zespdt Omenna, ktéory ma bardzo charakterystyczny
obraz kliniczny (erytrodermia, powigkszenie weztow chtonnych, watroby, sledziony,
czesto przewlekte biegunki). W badaniu morfologii typowa jest wysoka liczba
leukocytow (hiperleukocytoza) oraz wysoki odsetek granulocytow kwasochtonnych.
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W ocenie immunofenotypowej komorek krwi obwodowej stwierdza si¢ obecno$¢
dodatkowej populacji komorek ziarnistych (granulocyty kwasochtonne), a w populacji
limfocytarnej czegsto obnizony odsetek lub brak limfocytow B. Limfocyty T przewa-
Zaja, proporcje pomigdzy subpopulacjami tych komorek sa zachowane. Stwierdza
si¢ cechy aktywacji, co przejawia si¢ tym, ze wigkszos¢, a w niektorych przypadkach
wszystkie limfocyty T wykazuja ekspresje HLA-DR, CD25. W cigzkich postaciach
zespotu Omenna moga by¢ dodatkowe zaburzenia hematopoezy, np. dyserytropoeza,
agranulocytoza. W weztach chlonnych nie stwierdza si¢ centrow rozrodczych w
ocenie histologicznej, a limfocytow B w badaniach populacji komérkowych wezta
chlonnego w cytometrze (ryc. 8 1 9).

Innym dobrze okreslonym niedoborem odpornosci komérkowej, w ktérym dominuje brak
populacji limfocytow T jest anomalia DiGeorge'a. Jest to zespot wad zwiazanych z
zaburzeniem rozwoju trzeciej i czwartej kieszonki skrzelowej. Do tego zespohu naleza — wada
serca (glownie duzych pni naczyniowych, tetralogia Fallota), brak przytarczyc (zaburzenia
gospodarki wapniowej), niedorozwdj lub brak grasicy (w konsekwencji brak limfocytow T),
dysmorfia twarzy. W ocenie subpopulacji komorek jednojadrzastych krwi obwodowe;j
populacja limfocytow jest zmniejszona, sktada si¢ glownie z limfocytéw B. Istnieja postacie
kompletnej i niekompletnej anomalii DiGeorge'a, a liczba limfocytow T moze by¢ rézna od
kilkunastu procent do prawie prawidtowej, proporcje pomigedzy subpopulacjami CD4 i CDS
zachowane. Potwierdzenie zespotu DiGeorge'a opiera si¢ na wykazaniu typowych delecji w
chromosomie 22, u czgsci chorych w chromosomie 10. Podobny obraz obnizonego odsetka
limfocytow T obserwuje si¢ w zespole Nijmehen oraz innych zespotach, takich jak: ataksja-
teleangiektazja, zespdt ataksjopodobny (mutacja genu Mre 11) nalezacych do grupy zwiazanej
z niestabilnoscia chromosoméw. W tych zespotach obraz kliniczny jest bardzo typowy i ocena
populacji limfocytow jest jedynie pomocnicza.

W niedoborach z przewaga mechanizmoéw humoralnych ocena populacji
limfocytow jest krytyczna dla rozpoznania agammaglobulinemii zarbwno w postaci
sprz¢zonej z chromosomem X (choroba Brutona), jak i znacznie rzadszej postaci o
dziedziczeniu autosomalnym recesywnym, w ktorej choruja i chlopcy, i dziewczeta.
Wykazanie bardzo niskiej liczby lub braku limfocytow B potwierdza inne wyniki
badan, takie jak: brak immunoglobulin w surowicy, klinicznie obserwowane $ladowe
migdalki czy niewyczuwalne wezly chlonne u dziecka z cigzkim przebiegiem zakazen
bakteryjnych (ryc.5 i 6).

Znacznie czg$ciej anizeli agammaglobulinemi¢ obserwuje si¢ pospolity zmienny
niedobér odpornosci (CVID) wystepujacy w réoznym wieku, u obu ptci. W tym
zespole podstawa rozpoznania jest obnizony poziom najczesciej IgG, ale towarzysza
temu u znacznego odsetka chorych zaburzenia proporcji limfocytow T CD4:CDS.
Limfocyty B sa obecne w ilosci prawidtowej dla wieku, cho¢ u czgsci chorych ich
liczba moze by¢ na dolnej granicy normy.

Zespot hiper-IgM wystepuje w formie sprzezonej z plcia (dziedziczony jako
sprzezony z chromosomem X) oraz w formie dziedziczonej autosomalnie recesywnie.
W postaci sprz¢zonej z chromosomem X na aktywowanych limfocytach T wspoma-
gajacych (CD4) chorego nie udaje si¢ stwierdzi¢ ekspresji ligandu dla czasteczki
CD40 (CD154). Brak tego ligandu uposledza interakcj¢ pomigdzy limfocytami T a
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limfocytami B. W konsekwencji nie dochodzi do prawidlowego réznicowania
limfocytéw B 1 nie nastgpuje zmiana izotypu wytwarzanych immunoglobulin. We krwi
kraza limfocyty B wykazujace na powierzchni jedynie IgM i IgD. Ocena ekspresji
CD40L wymaga procedury aktywacji komorek, rownoleglego hodowania komorek
osoby zdrowej (jako kontrola), réwnoczesnego barwienia CD4, CD8. Wykazanie
braku zmiany izotypu immunoglobulin polega na pokazaniu obecnosci jedynie tancucha
cigzkiego W 18 na powierzchni limfocytow B, a braku obecnosci tancucha cigzkiego
Y, O, €. Proporcja limfocytow B z IgM i tancuchem lekkim k do limfocytow B z
tancuchem lekkim A jest zachowana.

4. WTORNE NIEDOBORY ODPORNOSCI

Zmiany po infekcjach wirusowych

Infekcje wirusowe (np. wirus herpes, cytomegalii, Epsteina-Barr i odry, rézyczki)
powoduja czgsto obnizenie odsetka limfocytéw Th (CD4), ktoremu towarzyszy brak
odpowiedzi na stymulacje mitogenami i antygenami. Zjawisko to jest przejsciowe
aczkolwiek u niektorych chorych zwtaszcza po przebyciu mononukleozy zakaznej o
cigzkim przebiegu zaburzenia w odpornosci komoérkowej moga trwac¢ nawet kilka
lat. Z obserwacji wiadomo, ze wirus odry rowniez prowadzi do przejsciowego
zaburzenia odpowiedzi na antygeny i przebieg zakazen nastgpujacych niedtugo po
przebyciu odry moze by¢ cigzki i trudny do opanowania. Monitorowanie zaburzen w
proporcji subpopulacji limfocytow T oraz odpowiedzi limfocytow B na antygeny (np.
szczepionki) pozwala na okreslenie, jak giebokie sa to zaburzenia i jak dlugo trwaty.

Niedobory zwigzane z chemioterapia

Dlugotrwata chemioterapia prowadzi najczesciej do obnizenia odsetka limfocytow.
W przypadku ostrych biataczek limfoblastycznych lub chloniakéw nieziarniczych z
linii limfocytu B obnizenie liczby tych komoérek moze by¢ bardzo znaczne (nawet
ponizej 5%) i trwaé stosunkowo dtugo (do kilku miesiecy). U niektorych chorych
obserwuje si¢ zjawisko odwrotne — wzrost liczby limfocytow B i ich prekursorow
w szpiku, a czasem nawet we krwi obwodowej w niedtugi czas po zakonczeniu
chemioterapii. Jest to tzw. ,,odbicie” (rebound). Taki obraz moze sugerowaé wzno-
we ostrej biataczki limfoblastycznej z linii limfocytu B i wymaga czgstej kontroli.
Opisuje sig, ze wzrost liczby prekursorow i limfocytow B po zakonczeniu leczenia
moze trwaé do kilku miesiecy (ponad 6 miesigcy) bez objawdw wznowy procesu
rozrostowego. Po tym okresie nastgpuje normalizacja.

W zakresie limfocytow T nie obserwuje si¢ zjawiska ,,odbicia” natomiast moze do$¢
dtugo utrzymywac si¢ zaburzenie proporcji limfocytow CD4:CD8. Obnizenie odsetka i liczby
bezwzgledniej limfocytow T CD4 moze utrzymywac si¢ ponad rok. Monitorowanie
immunofenotypowe limfocytéw T pozwala na okreslenie czasu normalizacji iloSciowych
proporcji pomigdzy subpopulacjami tych komorek. Osobnym zagadnieniem jest zaburzenie
funkcji tych komorek, ktore utrzymuje sig u niektorych chorych przez dtugi okres. Chorzy
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ci po zakonczeniu leczenia chemioterapia moga wymagac¢ stosowania dozylnych preparatow
immunoglobulin jako leczenia wtornego niedoboru odpornosci humoralne;.

AIDS

Ze wzgledu na powszechng znajomos$¢ zmian w obrebie subpopulacji limfocytow
T u chorych zakazonych wirusem HIV i1 w trakcie rozwijajacego si¢ zespotu AIDS
wspominamy jedynie o tym, aby przypomnie¢, ze i w Polsce nalezy o tym zakazeniu
pamigta¢. Znaczne i postgpujace spadki odsetka i ilosci limfocytow CD4 u osob
mtodocianych i dorostych zwtaszcza z grup ryzyka powinny by¢ uzupekiane
badaniami wirusologicznymi na obecnos$¢ przeciwcial dla antygendéw wirusa HIV.
Monitorowanie chorych polega na systematycznej ocenie odsetka limfocytoéw CD4
1 CDS8 i okresleniu bezwzgledniej liczby limfocytow w kazdej z tych subpopulacji.

5. ZASTRZEZENIA 1 UWAGI DO OCENY ILOSCIOWEJ I
JAKOSCIOWEJ (W TYM IMMUNOFENOTYPU) KOMOREK
IMMUNOKOMPETENTNYCH W DIAGNOSTYCE
PIERWOTNYCH I WTORNYCH NIEDOBOROW ODPORNOSCI

Zastrzezenie i problemy w tych badaniach sa natury podstawowej i zwiazanej
z pierwotnymi niedoborami. Te podstawowe to mozliwo$¢ uszkodzenia komorek tak,
ze ilos¢ nieuszkodzonych jest niewielka, ekspresja determinant niska, zmienna lub
nieobecna. Wniosek z takiego obrazu na ekranie cytometru (dot plot FSC/SSC lub
CD45/CD3/CD19) jest jeden — powtorzy¢ badanie. W drugiej grupie problemow
sa takie, ktore wynikaja z natury niedoborow, np. w niektorych postaciach SCID
brakuje prawie catkiem populacji o charakterystyce limfocytarnej we krwi obwo-
dowej. Problem jest tym wigkszy, ze najczesciej sa to noworodki, niemowleta lub
mate dzieci o niskiej wadze, tak wyniszczone, ze pobranie wigkszych ilosci krwi
stanowi pewna trudno$¢ (np. moze by¢ wskazane przetoczenie napromieniowane;j i
ubogo leukocytarnej masy erytrocytarnej przed badaniami). Do zestawu przeciwciat
dla leukocytow krwi obwodowej (zestawy firmowe) czgsto trzeba dodac przeciw-
ciata, np. dla komérek NK. Poszukiwanie komorek NK jest wskazane szczegdlnie
wtedy, gdy komorki obecne w bramce limfocytarnej nie wykazuja ekspresji
determinant typowych dla limfocytow lub suma komérek o charakterystyce
immunofenotypowej limfocytow T i B jest niska, np. okoto 40%.

Rozpoznanie pierwotnego niedoboru odpornosci jest rozpoznaniem waznym dla
chorego 1 lekarza, a najczg$ciej jest to rozpoznanie na cate zycie. Standardy postgpo-
wania diagnostycznego sugeruja wykonanie wigcej niz tylko jednego badania i
sprawdzenie wyniku np. stosujac kilka przeciwciat dla limfocytow B, poszerzajac
panel przeciwciat dla aktywnych limfocytow T itd.

Mozliwo$¢ uzyskania zawiesiny komorek do oceny immunofenotypu metoda lizy
erytrocytow lub gradientu gestosci pozwala na uniknigcie problemow zwiazanych z
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trudno$cia wyodrgbnienia poszczegdlnych populacji na podstawie parametréw SSC
i FSC. Ponadto, obecnie dazy si¢ do wykorzystania 3- i 4-kolorowej cytometrii, co
pozwala na rownoczesne barwienie badanych komorek przeciwciatem dla tzw.
determinanty wyrdzniajacej np. dla limfocytow T — CD3, a dla limfocytow B —
CD19 w kazdej prébéwcee, w ktorej sa komorki barwione przeciwceiatami dla innych
determinant, np. CD4/CD8, CD20/CD22, tancuchy lekkie kappa/lambda itp.

Diagnostyka pierwotnych i wtéornych niedoboréw odpornosci jest istotna dla
ustalenia rozpoznania, prowadzenia chorych (profilaktyka zakazen, leczenie aktual-
nych infekcji), planowania leczenia perspektywicznego w tym roéwniez przesz-czepie-
nia szpiku jako metody trwatego wyleczenia w wielu niedoborach, zwtlaszcza
skojarzonych (np. SCID). Wprowadzanie szerokiego panelu przeciwcial do oceny
immunofenotypu pozwala na bardziej precyzyjne okreslenie typu niedoboru, a w
konsekwencji bardziej skuteczne leczenie.
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