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Charakterystyka proliferacji
z duzych ziarnistych limfocytéow T

Characteristics of T-cell large granular lymphocyte proliferations
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Pracownia Patomorfologii Zakladu Diagnostyki Hematologicznej i Transfuzjologiczne;j
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Streszczenie

Proliferacje z duzych ziarnistych limfocytow T (T-LGL, T-cell large granular lymphocytes)
uwazane sq za rozrosty rzadko wystepujgce. Wydaje sie, ze spowodowane to jest brakiem
wiedzy o tej chorobie, ktora wywoluje niewyjasniong neutropenie i limfocytoze oraz towarzyszy
chorobom autoimmunologicznym 1 ukladu krwiotworczego. Pojawia si¢ w voznych postaciach:
jako przejsciowa, odczynowa limfocytoza z poliklonalnych, cytotoksycznych limfocytow T CD8”,
jak 1 przewlekla oligoklonalna lub monoklonalna limfocytoza z T-LGL. Moze tez odpowiadac
objawowej biataczce z T-LGL.

Ze wzgledu na nieliczne 1 czesto dotyczqce niewielkich grup chorych opracowania na temat
proliferacyi z T-LGL oraz pojawiajgce sie nierzadko trudnosci diagnostyczne podjeto wlasne
wielokierunkowe badania kliniczne, histopatologiczne i immunohistochemiczne trepanobiop-
sji szpiku oraz badania immunofenotypu krwi lub szpiku metodg cytometrii przeplywowej
u 55 chorych z limfocytozq z T-LGL. Wykonano rowniez badania molekularne rearanzacji
genow kodujgcych czesci zmienne lanicuchow receptora komorek T (TCR, T-cell receptor)
1 immunoglobulin (1G). Umozliwily one lepsze poznanie kliniki i patologii tej nierzadko
pomijanej w diagnostyce jednostki chorobowe;.

Rozrosty z T-LGL wystepowaly u 0,4% badanych w Pracowni Patomorfologii chorych z podej-
rzeniem limfoproliferacji i/lub cytopeniq. Rozpoznanie biataczki T-LGL ustalono u 43 cho-
rych, a u 12 stwierdzono odczynowq limfocytoze z T-LGL. Objawy kliniczne takie jak powiek-
szenie Sledziony (43% przypadkow), nawracajgce zakazenia glownie drog oddechowych (26%),
ostabienie (19%) 1 zmiany skorne (12%) obserwowano u 71% chorych na biataczke T-LGL.
U wszystkich chorych stwierdzono przewlekle cytopenie: neutropenie (93%), leukopenie (33%),
niedokrwistosc (29%) 1 matoplytkowosc (38%). Chorzy z objawowq odczynowq limfocytozq
z T-LGL charakteryzowali si¢ obrazem klinicznym i nieprawidlowosciami w badaniach labora-
toryinych podobnymi do obserwowanych w biataczce, z wyjqtkiem nizszej limfocytozy z T-LGL
(p = 0,000) 1 rzadziej wystepujgcej neutropenii (p = 0,036).

Wazng cechq biataczki T-LGL byly procesy zwiqzane z limfocytami B polegajgce na ich
odczynowej aktywacyi, pojawieniu sie monoklonalosci i nastepnie proliferacji. Wyrazem tego
bylo wystepowanie chorob autoimmunologicznych u 50% chorych, najczesciej, u 36% chorych

Adres do korespondencji: dr n. med. Monika Prochorec-Sobieszek, Pracownia Patomorfologii Zaktadu Diagnostyki
Hematologicznej 1 Transfuzjologicznej IHiT, ul. Indiry Gandhi 14, 02-776 Warszawa, e-mail: monika.prochorec@interia.pl

www.jtm.viamedica.pl 81


https://core.ac.uk/display/268449374?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Journal of Transfusion Medicine 2009, tom 2, nr 3

82

reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS), chociaz niekiedy zmiany stawowe odpowiadaly
nieklasyfikowalnemu zapaleniu (7%). Nieprawidlowosci serologiczne (autoprzeciwciala i hi-
pergammagobulinemia poliklonalna) pojawily sie u 71% chorych, zarowno u tych, u ktorych
rozpoznano chorobe autoimmunologiczng, jak i bez jej objawow. Grudki chionne bedgce mor-
fologicznym wyktadnikiem pobudzenia limfocytow B wystepowaly w szpiku w 56% przypad-
kow. U 18% chorych na bialaczke T-LGL rearvanzacji genow kodujgcych czesci zmienne
lanicuchow TCR towarzyszyly rearvanzacje genow kodujgcych czesci zmienne lancuchow lek-
kich kappa i lambda IG swiadczgce o monoklonalnosci limfocytow B. U dwoch chorych rozwi-
nely sig przewlekle limfoproliferacje z komorek B (przewlekla biataczka limfocytowa i chioniak
strefy brzeznej). Zwiqzek proliferacyi z T-LGL z patologiq limfocytow B sugeruje ich wspolng
patogeneze polegajgcqg najprawdopodobnie) na przewleklej stymulacyi (auto)antygenowey.
Chorzy na biataczke T-LGL z towarzyszqcqg chorobg autoimmunologiczng roznili sie od cho-
rych na bialaczke T-LGL bez choroby wspotistniejgcej obrazem klinicznym: czestszym wyste-
powaniem powiekszenia sledziony, leukopenii, ciezkiej neutropenii, autoprzeciwcial, hiper-
gammaglobulinemii poliklonalnej ovaz mniejszq liczbg T-LGL (b = 0,000). Ponad polowa
chorych na bialaczke 1 chorobe autoimmunologiczng nie spelniata ilosciowego kryterium roz-
poznania dotyczqcego liczby T-LGL, co moze odpowiadac klonalnej reakcji na chorobe podsta-
wowq. Natomiast obraz histopatologiczny szpiku, immunofenotyp limfocytow T i czestosc
rearanzacyi poszczegolnych regionow genow TCR byly w obu grupach podobne. Zespol Felty'ego
stanowil unikalny przyklad wystepowania catego spektrum limfocytozy z T-LGL, od poliklo-
nalnej, poprzez oligoklonalng 1 monoklonalng, az do bialaczki T-LGL. Najczesciej (80%)
wystepowala monoklonalna limfocytoza. Swiadczy to o cigglosci procesu autoimmunologicznego
zakonczonego rozrostem klonalnym.

Badanie histopatologiczne 1 immunohistochemiczne szpiku stanowilo wazny element w dia-
gnostyce proliferacyi z T-LGL. Charakterystyczne dla bialaczki T-LGL byly nacieki z limfocytow
T o lokalizacyi srodmigzszowej z tworzeniem skupien komorek (100% przypadkow) i linijne
wewngtrzzatokowe (64%) o fenotypie: CD3* (100%), CD4 (91%), CD8" (85%), CD57* (85%)
1 granzym B* (88%). Wystepowatly rowniez odczynowe grudki chlonne (56%) ovaz zmniejszo-
na liczba prekursorow granulocytow (53%) z przesunieciem dojrzewania w lewo. Roznice
w obrazie histopatologicznym szpiku 1 ekspresji badanych antygenow u chorych na biataczke
T-LGL i u chorych z odczynowq limfocytozq z T-LGL dotyczyly czestosci wystepowania nacie-
kow linijnych wewngtrzzatokowych (b = 0,000) 1 srodmigzszowych skupien z limfocytow T
(p = 0,000) oraz ekspresji granzymu B (p = 0,002). Badania wplywu wybranych parametrow
morfologicznych i immunofenotypowych na przebieg kliniczny nie wykazaly zwiqzku pomiedzy
stopniem zajecia szpiku przez nacieki bialaczkowe, typem naciekow bialaczkowych (tylko srod-
miqgzszowy v. srodmigzszowy 1 wewngtrzzatokowy), czy tez cytolitycznym fenotypem limfocytow
T (granzym B v. granzym B") a wystepowaniem niedokrwistosci, leukopenii, neutropenii,
matoplytkowosci, objawow ogolnych 1 nawracajgcych zakazen. Stwierdzono tylko zaleznosc
pomiedzy pojawianiem sie grudek chlonnych w szpiku a wystepowaniem hipergmmaglobuline-
mii poliklonalne;.

Badanie metodg cytometrii przeplywowej pozwalalo na roznicowanie pomiedzy bialaczkq T-LGL
a limfocytozq odczynowq. Komorki bialaczki T-LGL charakteryzowaly sie obnizong ekspresjq
lub brakiem ekspresji jednego (100%) lub dwoch 1 wiecej (66%) antygenow komorek T: CD5
(81%), CD7 (67%), CD43 (80%), CD2 (19%), CD3 (13%) oraz obecnoscig tylko jednej
1zoformy czqsteczki CD45 (CD45RA w 89% przypadkow). Zaburzenia te nie wystepowaly na
odczynowych T-LGL. Komorki biataczki T-LGL wykazywaly zmienng ekspresje antygenow
komorek NK: CD16 (89%), CD56 (24%) i CD57 (74%). Antygeny te pojawialy si¢ rowniez na
odczynowych T-LGL i nie mialy znaczenia w roznicowaniu. Jednak ekspresja CD16 wystepo-
wala czesciej na komorkach biataczkowych (p = 0,006). Odrebnosci fenotypowe komorek biatacz-
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kowych w postact ekspresji CD4 (9% chorych), TCRyo (31%) lub CD56 (24%) nie mialy
wplywu na obraz kliniczny choroby. Bialaczka T-LGL z ekspresjg TCRy0 charakteryzowala sig
czestszym niz w postact klasycznej (TCRaB") wystepowaniem podwojnie ujemnego fenotypu:
CD47/CD& (p = 0,007) i ekspresji CD56 (p = 0,02). Monoklonalnej, jak 1 poliklonalnej limfocy-
tozie z T-LGL CD4" towarzyszyly chioniaki z matych komorek B, ktore mialy decydujqcy
wplyw na przebieg kliniczny.

U chorych na biataczke T-LGL najczesciej (71%) pojawialy sie rearanzacje genow kodujgcych
czesci zmienne jednoczesnie lancuchow beta 1 gamma TCR. Rearanzacje regionow genow
kodujqgcych czesci zmienne lancucha TCR wystepowaly w sposob przypadkowy, chociaz najcze-
sciej (82% chorych) ulegal rearanzacyi region Vyf,Vy,-Jy. W okolo 1/3 przypadkow wystepo-
waly biklonalne lub bialleliczne produkty rearanzacyi genow TCR. W badaniach kariotypu nie
stwierdzono zmian cytogenetycznych.

U wigkszosci chorych bialaczka T-LGL miala lagodny przebieg. W okresie srednio 17-mie-
siecznej obserwacyi 10% chorych zmarlo, glownie w wyniku powiklan infekcyinych zwigza-
nych z neutropeniq. Catkowitq lub czesciowq odpowiedz na leczenie udato sie osiggngc u 61%
chorych. Dobre wyniki uzyskano po leczeniu cyklosporyng A: catkowitq odpowiedz hematolo-
giczng u 1/9 chorych 1 czesciowq odpowiedz u 8/9 chorych orvaz metotreksatem: czesciowq
odpowiedZ u 5/8 chorych. Leki stosowano w monoterapii lub lgcznie z prednizonem i/lub
czynnikiem stymulacyynym kolonii granulocytowych.

Klinicznie 1 biologicznie bialaczka T-LGL znajduje sie na pograniczu procesow odczynowych
1 nowotworowych. Wskazuje na to jej lagodny przebieg nieprzypominajgcy chorob nowotworo-
wych 1 brak specyficznych dla tych chorob zaburzen cytogenetyczmych, przy jednoczesnie po-
twierdzonej klonalnosci i inwazyjnosci wyrazajqcej sie zajeciem narzqdow. Czeste wspotistnie-
nie z rozmymi chorobami, glownie autoimmunologicznymi i ukladu krwiotworczego, ktorych
objawy mogq by¢ dominujgce w obrazie klinicznym przy jednoczesnie niewielkim i stabo
widocznym zajeciu narzqdow przez nacieki bialaczkowe, powoduje, ze jednostka ta moze byc
latwo przeoczona lub niewzieta pod uwage w rozwazaniach diagnostycznych. Zwiqzek tej
bialaczki z licznymi chorobami sugeruje, ze monoklonalna limfocytoza z T-LGL, niekiedy
niespelniajgca diagnostyczmych kryteriow tlosciowych bialaczki, moze byc klonalng reakcjq na
chorobe podstawowq. Dlatego tez rozpoznanie bialaczki T-LGL nie powinno opierac sie tylko
na jednym rodzaju badan. Badania histopatologiczne 1 cytometryczne wykazujq cechy specy-
ficzne dla tej choroby, ale rozpoznanie wymaga potwierdzenia obecnosci rearvanzacji genow
TCR. Z kolei same badania molekularne potwierdzajgce klonalnosc, przy ich duzej czulosci,
mogq wawniac istnienie populacji monoklonalnych komorek, ktore nie spelniajq kryteriow
diagnostycznych biataczki T-LGL. Decydujqgce dla rozpoczecia leczenia lekami immunosupre-
syjnymi sq objawy kliniczne, ktorve mogq pojawic sig¢ zarowno w bialaczce, jak i w odczynowej
limfocytozie z T-LGL.

Stowa kluczowe: biataczka z duzych ziarnistych limfocytow T, histopatologia, immunofenotyp,
rearanzacje genow receptora komorek T, klonalna heterogennos¢, choroby
autoimmunologiczne

Summary

T-cell large granular lymphocyte (T-LGL) proliferations are considered rare probably due to
the lack of knowledge about this disorder as the cause of unexplained neutropenia and lympho-
cytosis, associated with autoimmune and hematological diseases. These proliferations may
occur either as transient, reactive expansion of polyclonal CD8" cytotoxic T lymphocytes or
chronic oligoclonal or monoclonal T-LGL lymphocytosis. They may also fit the criteria of
clinically overt T-LGL leukemia.
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Since publications on T-LGL proliferations are rather infrequent and often involve small
groups of patients, while diagnostic problems are quite frequent, personal studies were under-
taken. The aim was a multidivectional clinical, histopathological and immnunohistochemical
trephine biopsy studies as well as flow cytometry of peripheral blood and bone marrow of 55
patients with T-LGL lymphocytosis. The bone marrow samples were also evaluated for T-cell
receptor (TCR) and immunoglobulin (IG) variable genes rearrangements. All this contributed
to better knowledge of the clinical presentation and pathology of this often overlooked disease.

T-LGL proliferations occurred in 0.4% of patients evaluated in Department of Pathomorphol-
ogy with suspicion of lymphoproliferations and/or cytopenia. T-LGL leukemia was recognized
in 43 cases, 12 patients had reactive T-LGL lymphocytosis. The following clinical symptoms
were observed in 71% of T-LGL leukemia patients: splenomegaly (in 43% of cases), recurrent
infections mainly of respiratory tract (26%), fatigue (19%) and skin lesions (12%). All pa-
tients presented with chronic cytopenias: neutropenia (93%), leucopenia (33%), anemia (29%)
and thrombocytopenia (38%). Patients with symptomatic reactive T-LGL lymphocytosis had
similar clinical features and abnormalities in laboratory results to T-LGL leukemia patients
except for lower T-LGL lymphocytosis (p = 0.000) and less frequent neutropenia (p = 0.036).

An important feature of T-LGL leukemia were B-cell processes with reactive activation, clonal
evolution and proliferation. Autotmmune diseases were present in 50% of T-LGL leukemia
patients, most often rheumatoid arthritis (RA) in 36% of cases; some (7%) corresponding to
unclassified arthritis. Sevological abnormalities (autoantibodies and polyclonal hypergamma-
globuinemia) were observed in 71% of patients, both with diagnosed autoimmune disease or
asymptomatic. Lymphoid nodules as a morphological parameter of B cell activation were
present in bone marrow in 56% of cases. Moreover, 18% of patients demonstrated both TCR
and 1G kappa and lambda variable genes rearrangements characteritic for monoclonal B cells.
Chronic B cell lymphoproliferations developed in 2 patients (chronic lymphocytic leukemia and
marginal zone lymphoma). The association of T-LGL proliferations with B-cell pathology suggests
their common pathogenesis most probably depending on chronic (auto)antigenic stimulation.

Patients with T-LGL leukemia and associated autoimmune disease displayed morve often
splenomegaly, leucopenia, severe neutropenia, higher incidence of autoantibodies, polyclonal
hipergammaglobulinemia and lower count of T-LGL (p = 0.000) than T-LGL patients with-
out associated disease. More than half of T-LGL leukemia and autoimmune disease patients
did not fulfill the quantitative diagnostic criteria concerning the number of T-LGL, which
suggests a clonal reaction to the underlying disease. However, the histopathological pattern of
bone marrow infiltration, T-cell immunophenotype and frequency of rearrangements of indi-
vidual regions of TCR genes were similar in both groups. Felty's syndrome displayed a spec-
trum of T-LGL proliferations from reactive, polyclonal through oligoclonal and monoclonal to
T-LGL leukemia. Monoclonal lymphocytosis was most frequently observed (80%). It indicates
that ongoing autoimmune process may terminate in clonal proliferation.

Histopathological and immunohistochemical evaluation of bone marrow biopsies was of im-
portant value in T-LGL proliferations diagnosis. Characteristic for T-LGL leukemia were
infiltrations of T lymphocytes forming interstitial clusters (100% of cases) or in intravascular
linear location (64%) expressing CD3* (100%), CD4~ (91%), CD8" (85%), CD57" (85%),
granzym B* (88%). Reactive lymphoid nodules (56%) and lowered granulocyte precursors
with left-shifted maturation (53%) were also present. Histopathological pattern and immunofeno-
type of bone marrvow infiltration in T-LGL leukemia patients differ from patients with reactive
T-LGL lymphocytosis by frequency of linear intravascular (b = 0.000) and interstitial with
cluster formation (p = 0.000) infiltrations of T cells, and granzyme B expression (p = 0.002).
The effect of selected morphological and immunophenotypical parameters on the clinical course
of the disease was also investigated. No correlation was observed between the extent of bone
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marrow mfiltration with T-LGL leukemia cells, pattern of bone marrow infiltration (interstitial
alone v. interstitial and intravascular), cytolytic T-cell phenotype (granzyme B™ v. granzyme B")
and the presence of anemia, leucopenia, neutropenia, thrombocytopenia, constitutional symp-
toms and recurrent infections. Only correlation between the presence of lymphoid nodules in
the bone marrow and polyclonal hypergammaglobuinemia was noted.

Assessing phenotypic aberrancies by flow cytometry allowed to distinguish reactive from leuke-
mic T-LGL populations. T-LGL leukemia cells demonstrated abnormalities (dim or negative)
of one (100%) or two and more (66%) T-cell antigens: CD5 (81%), CD7 (67%), CD43 (80%),
CD2 (19%), CD3 (13%) and the presence of one of the isoforms of CD45 molecule (CD45RA in
89% of cases). These abnormalities did not occur in reactive T-LGL. T-LGL leukemic cells
showed varied expression of natural killer cells antigens such as CD16 (89%), CD56 (24%)
and CD57 (74%). These antigens also appeared on reactive T-LGL, so they were of no
importance for differentiation. However, CD16 expression was more frequent on leukemic cells
(p=0.006). Immunophenotypic variants of T-LGL leukemia with CD4 (9% of patients),
TCRyo (31%) or CD56 (24%) expression had no impact on the clinical presentation of the
disease. For T-LGL TCRyo" leukemia, the frequency of double negative CD4/CD8 pheno-
type (p = 0.007) and CD56 expression (b = 0.02) was higher as compared to common TCRaS*
leukemia. Monoclonal as well as polyclonal T-LGL CD4" lymphocytosis was associated with
small B-cell lymphomas, which determined the clinical course of the disease.

Most frequently, 71% T-LGL leukemia patients revealed simultaneous rearrangements of
TCRB and TCRG genes. The rearrangements occurred at a random pattern with Vylf,Vy,-Jy
region most frequently rearranged (82% of cases). In about 1/3 of cases, biclonal or biallelic
TCR genes rearrangements were present. Classic cytogenetic tests showed normal kariotypes.

During 17 months of follow-up the disease remained indolent in the majority of T-LGL
leukemia patients. Ten percent of patients died, mainly due to infections related to T-LGL
leukemia-associated neutropenia. The overall response rate to therapy was 61%. Good re-
sponse was for cyclosporine A with a complete hematologic remission in 1/9 cases, partial
response (PR) in 8/9 cases as well as for methotrexate (PR in 5/8 patients). Both were admin-
istered either in monotherapy or in combination with prednisone and/or granulocyte-colony
stimulating factor.

Clinically and biologically T-LGL leukemia is at the border of reactive and neoplastic
processes. The disease 1s indolent, unlike neoplastic diseases and with no cytogenetic abnor-
malities specific for such diseases, but with confirmed clonality and invasion expressed by
organ nfiltration. T-LGL leukemia may be easily overlooked or not considered due to only
minimal involvement of organs or the presence of a variety of other disorders, mainly autoim-
mune and hematologic, with their symptoms dominating in the clinical picture. The associa-
tion of this type of leukemia with numerous diseases suggests that T-LGL monoclonal lympho-
cytosis, which sometimes does not fulfill the quantitative criteria for leukemia, may be a clonal
reaction to the underlying disease. Thus, T-LGL leukemia diagnosis should not be based on
one type of testing only. Histopathological and cytometric studies reveal certain disease-specific
features, but TCR genes rearrangements need to be confirmed. On the other hand, the high
sensitivity of molecular biology tests may reveal populations of monoclonal cells that do not
meet the diagnostic criteria for T-LGL leukemia. The appearance of clinical symptoms ob-
served both in leukemia and reactive T-LGL lymphocytosis is crucial for the starting treat-
ment.

Key words: T-cell large granular lymphocyte leukemia, histopathology, immunophenotype,
rearrangements of T-cell receptor genes, clonal heterogeneity, autoimmune disorders
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1. Wstep

Proliferacje z duzych ziarnistych limfocytow
(LGL, large granular lymphocytes) wywodza sie
gtownie z dojrzatych, pobudzonych antygenowo,
cytotoksycznych limfocytow T oraz rzadziej z ko-
morek naturalnej cytotoksycznoS$ci (NK, natural
killers) [1]. Limfocytoza z duzych ziarnistych limfo-
cytow T (T-LGL, T-cell large granular lymphocytes)
pojawia sie w roznych chorobach, w patogenezie kto-
rych wystepuje prawidlowa lub zaburzona stymulacja
antygenowa, takich jak: zakazenia wirusowe, choro-
by autoimmunologiczne, stany po przeszczepieniu
narzadow; moze mieC rOwniez charakter nowotwo-
rowy [1]. Stad tez jej heterogenno$¢ klonalna, od
odczynowej-poliklonalnej, poprzez oligoklonalng
1 monoklonalna, do wymagajacej leczenia objawo-
wej biataczki [2].

W 1975 roku Brouet 1 wsp. [3] po raz pierwszy
opisali zespot przewlekiej limfocytozy z duzych ziar-
nistych limfocytow, ktory okreslili terminem prze-
wlektej biataczki limfocytowej T-komorkowe;j.
W 1977 roku przewlekla limfocytoza z T-LGL
z towarzyszaca neutropenia zostala wyodrebniona
jako oddzielna jednostka kliniczna przez McKenne
1 wsp. [4]. Termin biataczka z duzych ziarnistych
limfocytow T (T-LGL, T-cell large granular lympho-
cyte leukemia) zaproponowal w 1985 roku Loughran
1 wsp. [5], wskazujac na monoklonalny charakter
rozrostu z cytotoksycznych limfocytow T, jego in-
wazyjno$¢ wyrazajaca sie zajeciem szpiku, Sledzio-
ny i watroby oraz wystepowanie nieprawidlowosci
cytogenetycznych. W nowej klasyfikacji Nowotwo-
réw Uktadu Krwiotworczego i Chtonnego Swiatowej
Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Organiza-
tion) [6] biataczka T-LGL jest opisana jako oddziel-
na jednostka histo-kliniczna. Biataczka T-LGL jest
rzadko wystepujaca choroba, stanowi jedynie 2-3%
bialaczek z malych limfocytow [6]. Do 2003 roku
opublikowano okolo 400 takich przypadkow [7].
Mimo ze od jej opisania minelo juz 30 lat, ciagle wy-
daje sie choroba niedodiagnozowang [8].

Biataczka T-LGL rozwija sie najczeSciej u 0s6b
starszych, Sredni wiek w chwili rozpoznania wynosi
55-60 lat, chociaz moze pojawic sie w kazdym wie-
ku, nawet u dzieci. Z tg samg czestoScig wystepuje
u kobiet i mezczyzn. U wiekszo$ci chorych charak-
teryzuje sie tagodnym i przewlekiym przebiegiem
klinicznym [7, 9, 10], chociaz zdarzaja sie nieliczne
przypadki o agresywnym przebiegu [11, 12]. Sred-
ni czas przezycia wynosi wiecej niz 10 lat [13]. Naj-
bardziej typowy obraz kliniczny biataczki T-LGL
to niewielka limfocytoza i czesto ciezka neutrope-
nia, prowadzaca do powstawania nawracajacych

zakazen, gtownie drog oddechowych, co jest zwy-
kle powodem rozpoczecia leczenia przyczynowego
u tych chorych [9, 10, 13, 14].

U okoto 1/3 chorych biataczka T-LGL przebie-
ga bezobjawowo, stwierdza sie u nich jedynie zmia-
ny w morfologii krwi. U pozostaltych chorych moze
pojawic sie uczucie zmeczenia, goraczka bedaca
nastepstwem zakazen i spadek wagi ciata. Powiek-
szenie Sledziony spotyka sie do§¢ czesto (20-50%
przypadkow), rzadziej powiekszenie watroby (< 20%)
oraz sporadycznie powiekszenie weziow chtonnych.
Do objawow laboratoryjnych choroby nalezg cytope-
nie: leukopenia, niedokrwisto$¢ 1 matoptytkowosé,
ktore mogg pojawiac sie w roznych jej okresach [7,
9, 10, 13]. Ze wzgledu na towarzyszace bialaczce
T-LGL choroby autoimmunologiczne i uktadu
krwiotworczego podioze cytopenii moze byé wie-
loczynnikowe [9]. Zaobserwowano, ze u kobiet
z bialaczka T-LGL cigza moze wplywac korzystnie
na neutropenie [15].

Komorki bialaczkowe wywodza sie z duzych
ziarnistych limfocytow, ktore w warunkach prawidio-
wych stanowia okolo 10-15% limfocytow krwi ob-
wodowej (0,1-0,3 x 10%1). Sa to Sredniej wielkoSci
lub duze komorki charakteryzujace sie obfita obojet-
nochtonng cytoplazma z rozproszonymi azurochionny-
mi ziarnisto§ciami oraz niewielkim, okraglym ja-
drem ze skondensowang chromatyna [16]. W pra-
widlowej krwi obwodowej wiekszo§¢ LGL stanowig
komorki NK (CD3CD8%), mniej liczne s3 cytotok-
syczne limfocyty T (CD3*CD8*) [1]. Jednak 85%
biataczek z LGL powstaje z cytotoksycznych lim-
focytow T i one sg przedmiotem tego opracowania
[17]. Na podstawie cech cytomorfologicznych nie-
mozliwe jest odréznienie odczynowych od nowo-
tworowych LGL [16]. Zgodnie z klasyfikacja WHO
[6] kryterium rozpoznania biataczki T-LGL to trwa-
jaca co najmniej 6 miesiecy monoklonalna limfocy-
tozaz T-LGL > 2 x 10%1.

Mimo znacznego postepu wiedzy rozpoznanie
biataczki T-LGL stanowi nadal nielatwe zadanie
diagnostyczne. Przyczyna tego jest rzadko$¢ wyste-
powania rozrostow z T-LGL, czasami niewielka licz-
ba T-LGL we krwi obwodowej oraz podobienstwo
morfologiczne duzych ziarnistych limfocytow do
prekursorow granulocytow 1 monocytow w rozma-
zach szpiku. Ponadto, nie wszystkie T-LGL maja
typowa morfologie i moga nie zawierac ziarnistosci,
wtedy mozna je zidentyfikowac jedynie za pomoca
badan immunofenotypowych. Stabo widoczny i sub-
telny typ naciekania szpiku w trepanobiopsjach
praktycznie uniemozliwia rozpoznanie w rutyno-
wych barwieniach hematoksyling i eozyna (HE).
Utrudnieniem jest rowniez brak ogoblnie dostepnych
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markeréw okresSlajacych klonalno$é komorek T,
a takze wystepowanie limfocytozy z T-LGL w prze-
biegu proces6w odczynowych [1, 9, 17].

W przeciwienstwie do innych choréb limfopro-
liferacyjnych (giownie z komorek B), gdzie zmiany
w szpiku sa do$¢ specyficzne i dokladnie opisane,
istnieje jedynie kilka publikacji po§wieconych utka-
niu histopatologicznemu szpiku w bialaczce T-LGL
[13, 18-22]. W pracach z 1989 [18] 1 1994 [13] roku
zajecie szpiku okres§lano jako rozlane lub $rédmigz-
szowe 1 ze wzgledu na to, ze nacieki byly stabo wi-
doczne w rutynowych barwieniach, znajdowano je
jedynie u 25% badanych chorych. Mozliwo§¢
wykonywania badan immunohistochemicznych na
skrawkach parafinowych znacznie poprawila rozpo-
znawalno$¢ tej biataczki [20]. Prace z ostatnich lat
koncentrowaly sie na okreSleniu architektoniki za-
jecia szpiku z charakterystycznymi Srodmigzszowy-
mi naciekami z tworzeniem skupien komorek oraz
linijnymi naciekami wewnatrzzatokowymi, a takze
czestym wystepowaniu odczynowych grudek chion-
nych [21, 22].

Biataczkowe T-LGL posiadaja wiele cech po-
budzonych antygenowo, cytotoksycznych komorek
T 1w badaniach immunohistochemicznych trepano-
biopsji szpiku wykazuja najczeSciej ekspresje CD3
1 CD8 oraz zawieraja w cytoplazmie cytotoksyczne
ziarnisto$ci barwiace sie granzymem B, TIA-1 (7-
cell intracellular antigen-1) 1 perforyna [21, 22].
Odczyn z CD57 jest zmienny [21]. Antygen CD57
charakteryzuje efektorowe komorki T CD8*, w zwigz-
ku z tym w wiekszoSci przypadkow komorki biatacz-
kowe maja cechy limfocytow efektorowych, w in-
nych, bez ekspresji CD57 komorek pamieci [23,
24]. Zwykle obserwuje sie brak antygenu CD4, choé
moze on wystepowac w rzadkich podtypach bialacz-
ki: CD4%/CD8", CD4*/CD8" [25]. Opisywane sa
rowniez biataczki z podwdjnie ujemnym fenotypem:
CD47/CD8 [26]. Ekspresja CD56 moze pojawic sie
w czeSci przypadkow [27]. Gentile 1 wsp. [12] zasu-
gerowali, ze biataczka T-LGL z koekspresja CD56
charakteryzuje sie bardziej agresywnym przebie-
giem klinicznym. Wiekszo$¢ przypadkow biataczki
T-LGL wykazuje ekspresje receptora komorek T
(TCR, T-cell receptor) af*, co mozna ujawnic za po-
moca barwienia z przeciwcialem SF1 [27]. Opisano
rowniez rzadki podtyp biataczki TCRyd*, ktory sta-
nowi okolo 5% biataczek T-LGL [26]. W 2007 roku
stwierdzono w biataczce T-LGL wystepowanie eks-
presji granzymu M, nowego bialka cytotoksyczne-
go typowego dla komorek NK i cytotoksycznych
dziewiczych limfocytow T [28].

Zmiany histopatologiczne w §ledzionie u cho-
rych na biataczke T-LGL charakteryzuja sie wyste-

powaniem naciekow z limfocytow T w sinusoidach
miazgi czerwonej. Identyfikacja tych naciekow wy-
maga zastosowania barwien immunohistochemicz-
nych. W miazdze bialej Sledziony obserwowano roz-
rost grudek chtonnych z o$rodkami rozmnazania,
a niekiedy jej zanik [29]. W wezlach chlonnych na-
cieki biataczkowe zlokalizowane sg w zatokach
1 strefie miedzygrudkowej, natomiast w watrobie
w zatokach 1 w postaci skupien w przestrzeniach
wrotno-zoiciowych [27].

Badania krwi 1 szpiku metoda cytometrii prze-
plywowej (FCM, flow cytometry) pozwalaja na wy-
kazanie zaburzen w ekspresji antygenow komorek
biataczki T-LGL [30, 31]. Prawidlowe duze ziarni-
ste limfocyty T sg komorkami T CD8™ o fenotypie:
CDh2*, CD3*, CD4-, CD5", CD7*, CD167, CD56",
CD57*"[32]. Lundell i wsp. [31] wykazali, ze 80%
komorek biataczki T-LGL posiada nieprawidiowa
ekspresje (obnizona lub ujemng) antygen6w komo-
rek T, najczeSciej CD5 1 CD7, chociaz zdarza sie
rowniez ekspresja typu bright [30, 33]. Rzadziej
obserwuje sie obnizong ekspresje CD2 1 CD3 oraz
innych antygen6w komorek T [31]. Wystepowanie
antygenow komorek NK: CD16 (w okolo 80% przy-
padkow), CD57 (prawie w 100% przypadkow) i rza-
dziej CD56 jest charakterystyczne dla komorek bia-
taczki, chociaz spotyka sie je rOwniez w podtypie
prawidlowych limfocytow cytotoksycznych, tj. ko-
morkach typu NK [34]. Zaburzona jest takze eks-
presja CD94 i innych receptoréw dla antygenow
glownego ukladu zgodnosci tkankowej (MHC, ma-
jor histocompatibility complex) 1 klasy [31]. Wyste-
powanie antygenu CD26 uwazane jest za nieko-
rzystny czynnik rokowniczy [35].

Innym istotnym elementem w diagnostyce cy-
tometrycznej biataczki T-LGL sa badania recepto-
réow immunoglobulinopodobnych (KIR, killer cell
immunoglobulin-like receptors), ktore biora udzial
W procesach rozpoznawania antygenéw MCH I kla-
sy 1 wlasnej tolerancji na antygen. Wystepuja one
na komorkach T 1 NK, naleza do nadrodziny immu-
noglobulin i sa kodowane przez pojedynczy gen zlo-
kalizowany na chromosomie 19p13.4. W komorkach
biataczki T-LGL obserwowana jest nieprawidlowa,
jednakowa ekspresja pojedynczych antygenow KIR
lub catkowity brak tej ekspres;ji [36].

Wykazanie monoklonalno$ci jest waznym ele-
mentem diagnostycznym w rozpoznaniu biataczki
T-LGL [37]. Ontogeneza limfocytow T zwiazana
jest z rearanzacja genow kodujacych receptor TCR
1 powstaniem specyficznych populacji limfocytow T
charakteryzujacych sie unikalng molekularna
sekwencja nukleotydow. Receptor TCR jest blono-
wym heterodimerem skladajacym sie z dwoch
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tancuchéw polipeptydowych «/f lub y/6 [38]. Pod-
czas rozwoju limfocytow T rearanzacja genow VD]
kodujacych tancuchy «/8 1 genéw VJ kodujacych fan-
cuchy y/6 TCR zapewnia roznorodno$¢ molekularng
tych komorek [38, 39]. Ponadto dodanie lub usunie-
cie nukleotydoéw w regionach Igczacych geny V(D)J
oraz przypadkowe kombinacje genow TCRB,
TCRG, TCRD zwiekszaja roznorodno$¢ receptora
TCR. Ocenia sie, ze w wyniku tych mechanizmow
powstaje 10" unikalnych receptoréw TCR [40].
W rozwoju limfocytéw TCRyd najpierw wystepuja
rearanzacje z udzialem TCRD, a potem TCRG. Po-
dobnie w przypadku limfocytow TCRaf geny TCRB
ulegaja rearanzacji przed TCRA [41].

Rozrost monoklonalny polega na nadmiernej
proliferacji jednej populacji komorek ze specyficz-
nie i jednakowo zrearanzowanym receptorem TCR
[42, 43]. Do wykrywania klonalno$ci limfocytow
wskazane jest badanie genow TCRG 1 TCRB, po-
niewaz rearanzacje z ich udzialem moga by¢ obec-
ne nie tylko w limfocytach TCR ¢4, ale takze w TCR
af jako niefunkcjonalne rearanzacje [44, 45].

Rearanzacje genow kodujacych czeSci zmien-
ne fancuchow TCR potwierdzajace klonalnoS¢ lim-
focytow T wykrywa sie najczeSciej metoda So-
uthern blot i reakcja tancuchowe;j polimerazy (PCR,
polymerase chain reaction) [1]. Technika Southern
blot, uwazana do niedawna za zloty standard, jest
czasochlonna i wymaga znacznej ilo$ci dobrej jako-
§ci DNA. Multipleksowa metoda PCR charaktery-
zuje sie duzg czuloScig i wymaga niewielkiej iloSci
DNA, ktory mozna uzyska¢ nawet z materiatu
utrwalonego i zatopionego w parafinie. Alternatywna
metodg jest cytometria przeplywowa z zastosowa-
niem przeciwcial monoklonalnych rozpoznajacych
fragmenty tancuchow 8 region6w zmiennych recep-
tora TCR. Wykazanie przewazajacej obecnoSci jed-
nego z fragmentow tancuchow Swiadczy o monoklo-
nalno$ci limfocytow T. Jest to jednak mniej czula
metoda okres§lania klonalnoSci limfocytow T [46].

Przy uzyciu opisanych powyzej czutych metod
biologii molekularnej mozna wykry¢ nawet nie-
wielka liczbe komorek monoklonalnych, ktore wcale
nie musza spelniaé kryteriow diagnostycznych bia-
taczki T-LGL. Opisano przypadki graniczne z oli-
goklonalng limfocytoza o warto§ciach od 0,5 do 2 X
101, w ktorych pojawiata sie zmienna liczba komo-
rek monoklonalnych. Taka oligoklonalna/monoklo-
nalna limfocytoza z T-LGL moze wystepowac
w przebiegu prawidlowych 1 patologicznych odpo-
wiedzi immunologicznych [47-65] (tab. 1.1).

Niejasne jest znaczenie kliniczne takiej odczy-
nowej limfocytozy, poniewaz chorzy sa zwykle bez-
objawowi. Uwaza sie, ze w czeSci przypadkow moze

Tabela 1.1. Stany kliniczne zwigzane z odczynowa
oligoklonalng/monoklonalng limfocytozg z T-LGL

Reakcje immunologiczne u zdrowych oséb
w podesztym wieku

Immunosupresja

Choroby autoimmunologiczne:
reumatoidalne zapalenie stawow
autoimmunologiczne zapalenie tarczycy
pierwotna marskos¢ zétfciowa watroby
twardzina

Zakazenia wirusowe:

EBV

HIV

[@\Y\Y}

wirus odry

Zespoty mielodysplastyczne

Rozrosty nowotworowe

Stany po allogenicznych przeszczepach komérek
krwiotwérczych

Stany po przeszczepach narzgdowych
Stan po splenektomii

EBV (Epstein-Barr virus) — wirus Ebsteina-Barr; HIV (human immunodefi-
ciency virus) — ludzki wirus uposledzonej odpornosci; CMV (cytomegalo-
virus) — wirus cytomegalii

ona stanowic faze wstepng dla rozwoju biataczki
T-LGL. Dhodapkar i wsp. [13] zaproponowali dla
tego stanu okreSlenie ,klonopatia z komoérek T
o nieokreSlonym znaczeniu” (TCUS, T-cell clono-
pathy of undetermined significance) jako analogie do
,monoklonalnej gammapatii o nieokreslonym zna-
czeniu”. Pomimo stwierdzenia w tych przypadkach
monoklonalnej rearanzacji genow kodujacych czesci
zmienne fancuchow TCR, liczba monoklonalnych
T-LGL moze by¢ niewielka 1 wtedy trudno jest zi-
dentyfikowa¢ w badaniach histopatologicznych
1 cytometrii przeplywowej fenotypowo diagno-
styczng dla rozrostow nowotworowych populacje
komorek [21]. Trzeba podkresli¢, ze samo wyka-
zanie klonalnoSci, ktore jest kluczowym elementem
w diagnostyce procesu nowotworowego, jest nie-
wystarczajace dla rozpoznania biataczki T-LGL.
Niezbedne do ustalenia rozpoznania sa wielokierun-
kowe badania histopatologiczne, immunofenotypo-
we 1 molekularne facznie z danymi klinicznymi [1].
Nie mniej jednak Lamy i Loughran [7] podkresSlaja,
ze granica pomiedzy bialaczka T-LGL a odczynowg
klonalng limfocytoza jest trudna do zdefiniowania.
Co wiecej, przebieg kliniczny i zmiany hematolo-
giczne w tej postaci biataczki odbiegaja znacznie od
wystepujacych w procesach ztosliwych. Na ogot nie
obserwuje sie postepujacego rozrostu komorek
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| LGLw PB < 0,5 x 1071

CD3'/8°/57"/16"

CD3'/8°/57"/16"

Brak rearanzacji Rearanzacja
genéw TCR gendéw TCR

| ;

Brak objawéw Brak objawow

klinicznych klinicznych
(TCUS)

Poliklonalna odczynowa
limfocytoza T-LGL
Obserwacja

klonopatia z komoérek T
o nieokreslonym znaczeniu
Obserwacja

| LGL w PB > 0,5 x 1071

CD37/87/577/16"

CD37/87/57°/16"

Rearanzacja Rearanzacja
genéw TCR genéw TCR

| l

Brak objawow Objawy kliniczne:
klinicznych Cytopenia (neutropenia)
l Nawracajace zakazenia
Powiekszenie sledziony
Biataczka T-LGL Choroby autoimmunologiczne
Obserwacja l

Biataczka T-LGL
Leczenie

Rycina 1.1. Algorytm diagnostyczny w biataczce T-LGL [1]. PB (peripheral blood) — krew obwodowa; TCR (7-cel/
receptor) — receptor komérek T; TCUS (7-cell clonopathy of undetermined significance) — klonopatia z komoérek T
o nieokreslonym znaczeniu; T-LGL (7-cell large granular lymphocytes) — duze ziarniste limfocyty T

nowotworowych ani progresji w postacie bardziej
agresywne, a komorki biataczkowe sa dobrze zroz-
nicowane i przypominaja prawidiowe, pobudzone an-
tygenowo, efektorowe limfocyty T CD8*/CD57 [7].
Oprocz rozrostow monoklonalnych 1 oligoklo-
nalnych moze wystepowac poliklonalna, odczyno-
wa, przejSciowa limfocytoza z T-LGL, w ktorej brak
jest monoklonalnych rearanzacji gené6w kodujacych
czeSci zmienne fancuchéw T'CR. Liczba duzych ziar-
nistych limfocytow we krwi obwodowej jest mniej-
szaniz 0,5 X 10%1. Opisano ja w przebiegu ostrych
zakazen, chorob autoimmunologicznych oraz po-
wszechnego zmiennego niedoboru odpornosci
(CVID, commeon variable immunodeficiency) [66-68].
Rycina 1.1 przedstawia prosty algorytm rozpo-
znawania biataczki T-LGL. Opiera sie on na naste-
pujacych kryteriach: liczbie T-LGL we krwi obwo-
dowej (PB, peripheral blood), charakterystycznym fe-
notypie T-LGL, okre$leniu ich klonalnoSci i objawach
klinicznych towarzyszacych limfocytozie z T-LGL.
Zmiany cytogenetyczne wykrywane metodami
klasycznej cytogenetyki sg wyjatkowo rzadkie
u chorych na biataczke T-LGL, opisano jedynie oko-
to 20 takich przypadkow [69]. Polegaly one na in-
wersji chromosomu 7(p15q22) i 14(q11g32) (obie
aberracje dotyczyly locus genu receptora TCR) oraz
delecji w obrebie chromosomu 6 1 5q. Inne opisane
nieprawidlowo§ci to trisomia chromosomu 3, 81 14
oraz t(11;12) [5, 69, 70]. Nie wyodrebniono do tej
pory genetycznego ,,markera” dla tej biataczki.
Wykonane przez Kothapalli 1 wsp. [71] badania
mikromacierzy wykazalty, ze w biataczce T-LGL

wystepuje nadmierna ekspresja wielu genow kodu-
jacych proteazy zwigzane z funkcja cytotoksyczng
limfocytow: granzymow (A, B, H, K), katepsyn
(C 1 W), perforyny, kaspazy-8 i kalpainy.
Patogeneza biataczki T-LGL nie jest do konca
poznana. Epling-Burnette i wsp. [72] oraz Zambel-
lo 1 wsp. [73] sugeruja, ze przewlekla stymulacja
autoantygenami lub antygenami wirusowymi jest
czynnikiem inicjujacym rozrost T-LGL. Wedtug
O'Keefe 1 wsp. [74] oraz Wlodarskiego i wsp. [75]
poczatkowo poliklonalna lub oligoklonalna prolife-
racja moze doprowadzi¢ do rozrostu jednego klonu
komorkowego, czyli monoklonalnej transformacji.
Nie wiadomo, czy potrzebny jest drugi czynnik
molekularny do powstania w pelni nowotworowe-
go rozrostu. Cytowani powyzej autorzy uwazaja, ze
bialaczka T-LGL moze by¢ choroba autoimmuno-
logiczng wywolang przez przewlekla stymulacje
antygenowa, ktora doprowadza do rozrostu tylko
jednego klonu cytotoksycznych limfocytow T.
Wspolistnienie biataczki T-LGL z licznymi choro-
bami autoimmunologicznymi moze potwierdzac te
hipoteze [76]. W opublikowanej w 2008 roku pracy
Witodarski i wsp. [77] wykazali r6znice w ekspresji
gendw pomiedzy komorkami biataczki T-LGL i pra-
widlowymi limfocytami cytotoksycznymi. Dotyczy-
to to nieprawidlowej ekspresji gendw zwiazanych
z odpowiedzig immunologiczng na antygen i zaka-
zenie wirusowe, co jest kolejnym dowodem na
udzial tych czynniko6w w patogenezie choroby.
Chociaz w bialaczce T-LGL nie wyodrebniono
DNA ani RNA wirusa powodujacego klonalng trans-
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formacje, na podstawie przeprowadzonych badan
mozna przypuszczac, ze ludzki wirus limfotropowy
(HLTV-I, Human T-cell Leukemia/Lymphoma Virus
Type I) lub inny limfotropowy retrowirus lub her-
peswirusy y moga mieé udzial w jej patogenezie [78,
79]. Badania serologiczne Loughrana i wsp. [79]
wykazaly u chorych na biataczke T-LGL obecno$c
przeciwcial skierowanych przeciwko biatku
env p2le wirusa HTLV-I (a szczegoélnie jego epito-
powi BA21), co sugeruje, ze biatko komorkowe lub
wirusowe wykazujace homologie z BA21 moze
odgrywaé wazna role w patogenezie tej choroby.

Wyniki badan ostatnich lat dowodza, ze sygna-
ty wewnatrzkomorkowe indukowane przez recep-
tor TCR moga mieé znaczenie w rozwoju tej bia-
taczki [75]. Zgodnie z badaniami Wtodarskiego
1wsp. [75] proliferacja cytotoksycznych limfocytow
T wywotana dzialaniem nieznanego dotychczas an-
tygenu moze poprzedzac pojawienie sie czynnikow
onkogennych odpowiedzialnych za zaburzenia wzro-
stuiapoptozy, prowadzace do nowotworowej trans-
formacji i rozwoju biataczki T-LGL. Jednak poszu-
kiwania potencjalnego antygenu odpowiedzialnego
za rozw0j] monoklonanej proliferacji T-LGL przez
analize sekwencji nukleotydow regionu CDR3 (com-
Dplementarity-determining region 3) tahcuchow § genu
TCR odpowiedzialnego za wigzanie antygenu, przy-
niosly sprzeczne wyniki. Przeprowadzone przez
O'Keefe i wsp. [74] i Davey i wsp. [80] badania se-
kwencji nukleotydowych w regionie CDR3 w biatacz-
ce T-LGL nie wykazaly widocznych podobienstw
klonotypow. Natomiast Sandberg 1 wsp. [26] zaob-
serwowali, ze w polowie przypadkéw bialtaczki
T-LGL TCRyé™ monoklonalne komoérki T wykazy-
waly ten sam immunofenotyp (TCR-Vy9/Vé2) i po-
siadaty podobne sekwencje nukleotydow w regionie
Vo2-J61. Rowniez przeprowadzona przez Garrido
1 wsp. [81] analiza chorych z monoklonalng lim-
focytoza TCRapB*/CD4* wykazala, ze komorki
TCR-VB13.17/CD4" posiadajg taki sam haplotyp
HLA-DRB1*0701 i wykazuja podobne sekwencje
nukleotydowe w rejonie CDR3 genu TCRB, co su-
geruje dzialanie podobnego antygenu.

Wydaje sie, ze wérod wielu roznych czynnikow,
w patogenezie hiataczki T-LGL odgrywaja rowniez
wazna role zaburzenia w Sciezce sygnalowej Fas/Fas
ligand prowadzace do zaburzen apoptozy. Wiadomo,
ze w prawidlowo przebiegajacej odpowiedzi immu-
nologicznej stymulacja antygenowa powoduje poli-
klonalny rozrost komoérek T CD8", a nastepnie ich
roznicowanie w komorki efektorowe zwane cytotok-
sycznymi. W kolejnym etapie specyficzne antygeno-
wo efektorowe cytotoksyczne limfocyty T sa stop-
niowo usuwane w mechanizmie apoptozy zwigzanej

z Fas, a pozostaja tylko nieliczne komorki pamieci
[82]. Hipotetycznie zaklada sie, ze zaklocenia w fi-
zjologicznej odpowiedzi na antygen moga spowodo-
wac przetrwala klonalng ekspansje komorek cyto-
toksycznych 1 wywola¢ autoimmunologiczng lub
nowotworowa proliferacje T-LGL [77]. Klonalna
proliferacja cytotoksycznych limfocytow T w bia-
taczce T-LGL reprezentuje patologiczny odpowied-
nik rozrastajacych sie cytotoksycznych limfocytow
efektorowych [83]. W przeciwienstwie do prawidio-
wych limfocytow cytotoksycznych komorki biataczki
T-LGL sa oporne na apoptoze zwigzang z Fas, po-
mimo wysokiej ekspresji Fas 1 jego ligandu na
powierzchni komorek biataczkowych [84]. Mecha-
nizmy oporno$ci na apoptoze sg nadal niejasne. By¢
moze wysokie poziomy rozpuszczalnego Fas, kto-
re obecne s3 rowniez w surowicy u chorych z bia-
taczka T-LGL, blokuja apoptoze komorek biataczki
zwiazang z Fas 1 przyczyniaja sie do rozwoju lim-
foproliferacji [85]. Wykazano zwiazek pomiedzy po-
ziomem ligandu Fas w surowicy 1 aktywnos$cig cho-
roby oraz normalizacje jego poziomu po leczeniu [86].
Badania metoda mikromacierzy z 2008 roku [87]
rowniez wskazuja na zaburzenia ekspresji wielu ge-
néw zwigzanych z apoptoza. Zachwiana jest rowno-
waga pomiedzy pro- i antyapoptotycznymi Sciezka-
mi sygnalowymi zwigzanymi ze sfingolipidami [87].

Epling-Burnette i wsp. [72, 88] zaproponowali
teorie o zaburzonej funkcji czynnikow transkrypcyj-
nych w Sciezkach sygnatowych apoptozy w biatacz-
ce T-LGL. Komorki biataczki T-LGL znajduja sie
glownie w fazie G¢/G, cyklu komorkowego iich klo-
nalny rozrost moze takze by¢ wyrazem nadmiernej
ekspresji czynnikow transkrypcyjnych ulatwiaja-
cych ich przezycie 1 hamujacych apoptoze, co pro-
wadzi do nagromadzenia tych komorek. Wykazano,
ze STAT3 razem z aktywacja rodziny kinaz Src bie-
rze udzial w transformacji komorkowej i wydaje sie,
ze czynniki te sg zaktywowane w komorkach bia-
taczki T-LGL [72, 88]. Zakliada sie hipotetycznie,
ze aktywacja STAT3 w T-LGL moze hamowac
Sciezke apoptozy przez indukcje biatka MCL-1 na-
lezacego do rodziny anty-apoptotycznego bialka
BCL-2 [88].

Wedtug Wtodarskiego i wsp. [89] mechanizmy
patogenetyczne biataczki T-LGL leza pomiedzy
zaburzeniami regulacji wzrostu komorek spotyka-
nymi w rozrostach nowotworowych, a zaburzenia-
mi immunologicznymi charakterystycznymi dla
choréob autoimmunologicznych. Klinicznie biatacz-
ka nie przebiega jak typowy proces nowotworowy,
przypomina raczej chorobe autoimmunologiczna.

W konteksScie patogenetycznego zwiazku po-
miedzy biataczka T-LGL a procesami immunolo-
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gicznymi zrozumiale jest jej czeste wspolistnienie
z r6znymi zaburzeniami i chorobami autoimmuno-
logicznymi. U okoto 30% chorych wystepuje reu-
matoidalne zapalenie stawow (RZS), ktore poprze-
dza lub pojawia sie jednocze$nie z zaburzeniami
hematologicznymi typowymi dla biataczki [7, 9, 13,
76]. Chorzy na biataczke T-LGL i towarzyszace RZS
Kklinicznie bardzo przypominaja chorych z zespolem
Felty'ego (FS, Felty's syndrome), ktory jest rzadko
wystepujaca chorobg autoimmunologiczng charak-
teryzujaca sie triadg objawow: neutropenia, RZS
1 powiekszeniem Sledziony [90]. Podobienstwa
pomiedzy obiema jednostkami dotycza zaré6wno ob-
razu klinicznego, jak i cech immunogenetycznych
takich, jak na przyklad czestsze niz w prawidlowe;j
populacji wystepowanie allelu HLA-DR4 [91-93].
Ponadto, u okoto 1/3 chorych z zespolem Felty'ego
wystepuje monoklonalna limfocytoza z T-LGL [91,
94-96]. Burks 1 Loughran [97] sugeruja, ze ze
wzgledu na podobienstwo immunogenetyczne oraz
podobny typ rozrostu cytotoksycznych klonalnych
limfocytow T obie jednostki stanowig warianty tego
samego procesu kliniczno-patologicznego. Bialacz-
ce T-LGL moga rowniez towarzyszy¢ inne choro-
by autoimmunologiczne [7, 76, 98-101] (tab. 1.2).
Chorzy z biataczka T-LGL czesto tez wykazuja roz-
ne nieprawidlowoSci serologiczne [9, 102] (tab. 1.3).

Biataczka T-LGL moze réowniez wspolistnieé
z roznymi chorobami uktadu krwiotworczego i lim-
foproliferacyjnymi [13, 103-110] (tab. 1.4).

Zwykle w chorobach ukladu krwiotworczego
nie obserwuje sie bezwzglednej limfocytozy, cho-
ciaz liczba monoklonalnych T-LGL we krwi i szpi-
ku zidentyfikowanych za pomocg badan immunohi-
stochemicznych i cytometrycznych moze by¢ znacz-
na [104, 105].

U chorych z biataczka T-LGL obserwuje sie tez
wystepowanie roznych rozrostow z komorek B
[108]. Biorac pod uwage wyrazny zwiazek biatacz-
ki T-LGL z rozrostem i aktywnoS$cig komoérek B,
polegajacy na wspolistnieniu z chorobami autoim-
munologicznymi, wytwarzaniem przeciwcial, hiper-
gammaglobulinemii poliklonalnej i przewleklych
monoklonalnych limfoproliferacji z limfocytow B
oraz komorek plazmatycznych, mozna przypusz-
czaé, ze rozrosty zarowno z komorek B jak 1 T moze
wywolywac podobny czynnik patogenetyczny powo-
dujacy przetrwala stymulacje antygenowsa [108].
Pewnym potwierdzeniem tej teorii sg wyniki prze-
prowadzonych ostatnio przez Volkheimera i wsp.
[111] badan molekularnych regionu wiazacego an-
tygen genow lancuchow ciezkich i lekkich immu-
noglobulin w przewleklej bialaczce limfocytowe;j
(PBL). Wykazaly one, ze podobnie jak w biataczce

Tabela 1.2. Choroby autoimmunologiczne
towarzyszace biataczce T-LGL

Reumatoidalne zapalenie stawow i zespét Felty'ego

Autoimmunologiczne zapalenie tarczycy typu
Hashimoto

Zespot Sjogrena

Toczen rumieniowaty ukfadowy
Twardzina uktadowa

Wrzodziejace zapalenie jelita grubego
Autoimmunologiczne zapalenie watroby
tuszczyca

Nawracajace zapalenie teczéwki

Tabela 1.3. Nieprawidfowosci serologiczne u chorych
na biataczke T-LGL

Czynnik reumatoidalny

Przeciwciata przeciwjgdrowe

Przeciwciata przeciwptytkowe

Przeciwciata przeciwko cytoplazmie neutrocytow
Dodatni bezposredni test antyglobulinowy
Hiper- i hipogammaglobulinemia poliklonalna
Krazace kompleksy immunologiczne
Podwyzszone stezenie 3,-mikroglobuliny

Tabela 1.4. Choroby uktadu krwiotwérczego
i limfoproliferacyjne towarzyszace biataczce T-LGL

Autoimmunologiczna niedokrwistos¢ hemolityczna
Aplazja czysto czerwonokrwinkowa
Niedokrwistos¢ aplastyczna

Nocna napadowa hemoglobinuria
Matoptytkowos¢ immunologiczna

Cykliczna neutropenia dorostych

Zespoty mielodysplastyczne

Biataczka wtochatokomdrkowa

Przewlekta biataczka limfocytowa

Gammapatia monoklonalna o nieokreslonym znaczeniu
Szpiczak mnogi

Chtoniak Hodgkina

T-LGL, gdzie wystepuja identyczne sekwencje nu-
kleotydowe w regionie CDR3 fancuchow g genow
TCR, w PBL obserwuje sie podobienstwo nukleoty-
dowych sekwencji w regionie CDR3 genow IG.
Sugeruje to dziatanie czynnika antygenowego mo-
gacego inicjowac ten rozrost.
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Opisano przypadki biataczki T-LGL po prze-
szczepach nerek 1 watroby, a takze po allogenicz-
nych przeszczepach komérek krwiotwoérczych
[112-115]. Stanowig one przykiad poprzeszczepo-
wej lagodnej choroby limfoproliferacyjnej. W przy-
padku przeszczepow narzadowych sugerowano
W patogenezie role stymulacji rozrostu z T-LGL
przez alloantygeny lub czynniki zakaZne, takie jak
wirus Epsteina-Barr.

Wediug Burksa i Loughrana [97] cytopenia
w biataczce T-LGL jest wynikiem humoralnych i ko-
morkowych mechanizmoéw immunologicznych,
w nastepstwie ktorych monoklonalne T-LGL powo-
duja apoptoze prekursorow komorek krwiotwor-
czych w szpiku zarowno w mechanizmie bezposred-
niej cytotoksycznosci zwigzanej z receptorem TCR,
jak 1 przez wydzielane cytokiny. Wiodarski i wsp.
[89] zaproponowali hipoteze, ze jezeli celem dzia-
fania monoklonalnych T-LGL jest multipotencjalna
hemopoetyczna komorka pnia, wszystkie linie
krwiotworzenia sg uszkodzone, co powoduje pan-
cytopenie. Jezeli celem ataku sg komorki progeni-
torowe na wyzszym szczeblu dojrzewania, docho-
dzi do zahamowania wzrostu 1 dojrzewania, jednej
z linii, na przykiad niedokrwistoS$ci w wyniku uszko-
dzenia komorek progenitorowych linii czerwonokrwin-
kowe;j. Perzova i Loughran [116] uwazaja, ze komorki
biataczki T-LGL moga hamowac¢ proliferacje i roz-
nicowanie granulocytow w mechanizmie zwigzanej
z Fas apoptozy prekursorow granulocytow, co ttu-
maczyloby hipoplazje linii granulocytowej 1 brak po-
staci dojrzalych w szpiku. Stwierdzili, ze komorki
biataczki T-LGL posiadaja ekspresje ligandu Fas,
ktory po zwigzaniu sie z Fas powoduje apoptoze
komorki docelowej [116]. Maciejewski 1 wsp. [117]
zaobserwowali, ze w warunkach iz vitro komorki
progenitorowe szpiku CD34* moga wykazywac eks-
presje Fas po stymulacji czynnikiem martwicy no-
wotworow-alfa (TNF-a, tumor necrosis factor alpha)
1 interferonem gamma (INF-y, interferon-gamma).
Wiadomo z kolei, ze komorki biataczki T-LGL moga
spontanicznie lub po stymulacji wydziela¢ TNF-a
1 INF-y [118]. Tak wiec, wydzielane przez nie cyto-
kiny uaktywniaja ekspresje Fas na komorkach pro-
genitorowych, ktore stajg sie celem dla komorek
biataczki. Ten proces zwigzany z aktywnoScig cy-
totoksycznych limfocytow T moze by¢ takze odpo-
wiedzialny za wystapienie cytopenii, nawet przy
braku przewazajacej liczby komoérek monoklonal-
nych, czyli przed wystapieniem monoklonalne]
transformacji [89].

Jak wynika z pracy Osuji i wsp. [119], ktora
zawiera dane dotyczace leczenia 29 chorych na bia-

taczke T-LGL 1 przeglad piSmiennictwa, aktualnie
nie ma standardowego schematu leczenia tej bia-
taczki. Dane z literatury sg ograniczone do opisow
przypadkow, badan retrospektywnych i nielicznych
prospektywnych, dotyczacych jednak niewielu cho-
rych i leczonych r6znymi lekami. Nierzadko lecze-
nie jest modyfikowane przez fakt czestego wspolist-
nienia innych chorob. Celem leczenia w biataczce
T-LGL jest wyrownanie cytopenii, szczeg6lnie neu-
tropenii oraz zmniejszenie powiklan infekcyjnych.
Poprawe cytopenii mozna uzyskac bez eradykacji
komorek biataczkowych, ktore zwykle sg oporne na
terapie [120]. W leczeniu stosuje sie czynnik sty-
mulacyjny kolonii granulocytowych, leki immuno-
supresyjne (cyklosporyne A, mate dawki metotrek-
satu, cyklofosfamid), steroidy, leki cytotoksyczne
(analogi puryn, leki alkilujace) oraz splenektomie
[119,121-123].

2. Cel pracy

Celem pracy jest wielokierunkowa analiza cho-
rych z limfocytoza z duzych ziarnistych limfocytow
T uwzgledniajaca ocene:

— stanu klinicznego 1 nieprawidlowos§ci hemato-
logicznych oraz serologicznych u chorych;

— obrazu histopatologicznego 1 badan immunohi-
stochemicznych szpiku w trepanobiopsjach;

— immunofenotypu w badaniach krwi obwodowe;j
lub szpiku metodg cytometrii przeplywowej;

— rearanzacji genow kodujacych czeSci zmienne
tancuchow receptora komorek T oraz immuno-
globulin w badaniach molekularnych.

3. Material i metody

3.1. Charakterystyka kliniczna chorych

W latach 2006-2008 zbadano retrospektywnie
1 prospektywnie grupe 96 chorych z podejrzeniem
procesu rozrostowego z duzych ziarnistych limfocy-
tow T wysunietym na podstawie badania morfologii
krwi, w ktorej obserwowano limfocytoze 1 cytopenie
(gléwnie neutropenie) oraz cech klinicznych (wyste-
powanie chorob autoimmunologicznych, giownie
RZS, nawracajacych zakazen i powiekszenia Sledzio-
ny). W Przychodni Specjalistycznej i Klinice Cho-
rob Wewnetrznych i Hematologii Instytutu Hema-
tologii 1 Transfuzjologii (IHiT) diagnozowano i le-
czono 79 chorych, w Klinice Nowotworow Uktadu
Chlonnego Centrum Onkologii-Instytutu im.
M. Skiodowskiej-Curie (COI) 12 oraz w Katedrze
1 Klinice Hematologii, Onkologii i Choréb We-
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wnetrznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycz-

nego 5 chorych. Wszyscy chorzy wyrazili pisemng

zgode na przeprowadzenie badan diagnostycznych

1 leczenie. Badanie zostalo zaakceptowane przez

Komisje Bioetyczng IHiT.

Na podstawie badan krwi 1 szpiku, w tym ba-
dan cytomorfologicznych (rozmaz barwiony wg
metody May-Griinwald-Giemza), histopatologicz-
nych (badanie histopatologiczne i immunohistoche-
miczne szpiku) oraz immunofenotypowych (bada-
nie metoda cytometrii przeplywowej z uzyciem pa-
nelu przeciwcial do analizy limfocytow T 1 NK)
stwierdzono u 55 chorych limfocytoze z duzych ziar-
nistych limfocytow T i ta grupa bedzie przedmio-
tem dalszej analizy.

Kryteria wigczenia chorych do badania byty
nastepujace:

1. Bialaczke z duzych ziarnistych limfocytow T
rozpoznawano zgodnie z kryteriami WHO [6],
to jest morfologicznej i immunofenotypowej
identyfikacji populacji duzych ziarnistych lim-
focytow T (CD3*/CD16*/CD57/TCRaB*/yd™)
we krwi obwodowej i/lub szpiku oraz wykaza-
niu monoklonalnej rearanzacji genow koduja-
cych czesci zmienne tancuchow TCR. Zgodnie
ze zmodyfikowanymi kryteriami [124] do roz-
poznania wigczono przypadki z limfocytoza
z T-LGL we krwi obwodowe] wiekszg niz 2 X
10%/1, jak rowniez chorych z leukopenia
1 wzgledng limfocytoza z T-LGL, mniejsza niz
2 x 10%1. T-LGL stanowily wiecej niz 50%
wszystkich limfocytow we krwi obwodowe;.
Czes§¢ chorych wymagata rozpoczecia leczenia
wkrotce po rozpoznaniu choroby, w zwigzku
z tym nie u wszystkich uwzgledniono kryte-
rium o minimalnym okresie trwania monoklo-
nalnej limfocytozy z T-LGL wynoszacym
6 miesiecy. U badanych chorych wylaczono
mozliwo$¢ aktywnej choroby zakaznej lub to-
warzyszacej choroby nowotworowej. Nie mie-
1i oni cech mielodysplazji w szpiku.

2. Odczynowa limfocytoze z duzych ziarnistych
limfocytow T rozpoznawano w przypadkach
z obecno$cig populacji duzych ziarnistych lim-
focytow T o charakterystycznej morfologii i fe-
notypie (CD3"/CD167*/CD57"/TCRaf*/yd™)
we krwi obwodowej i/lub szpiku, w ktérych nie
stwierdzono rearanzacji genéw kodujacych czesci
zmienne fancuchow TCR. Liczba T-LGL we
krwi obwodowej byta wiekszaniz 0,2 x 10%11 sta-
nowily one wiecej niz 25% wszystkich limfocytow.
Dane kliniczne chorych, takie jak stan chorych

w chwili przyjecia, choroby towarzyszace oraz wy-

niki badan laboratoryjnych, uzyskano z dostepnej

dokumentacji kliniczne;.

U wszystkich chorych wykonano morfologie
krwi obwodowej z rozmazem. Rozmazy krwi bar-
wiono wedlug metody May-Griinwald-Giemza
1 badano w kierunku obecnosci duzych ziarnistych
limfocytow, okreslajac ich procent w stosunku do
wszystkich limfocytow.

Zmiany w morfologii krwi obwodowej definio-
wano nastepujaco:

— leukopenie, gdy liczba krwinek biatych < 4 X
107/,

— neutropenie — liczba granulocytéw obojetno-
chtonnych < 1,5 x 10%1,

— ciezka neutropenie — liczba granulocytow obo-
jetnochlonnych < 0,5 x 10%1,

— niedokrwisto§¢ — hemoglobina (Hb) < 13 g/dl
dla mezczyzn i < 11 g/dl dla kobiet,

— ciezka niedokrwisto$¢ — Hb < 8 X g/dl,

— maloplytkowo$é — liczba ptytek < 150 x 1071,

— ciezka maloplytkowo§é, gdy liczba plytek < 20
x 10%1.

W badaniach obrazowych (ultrasonografia, to-
mografia komputerowa) zwracano uwage na wiel-
ko$¢ §ledziony, przyjmujac jej wymiar w diugiej osi
wiekszy niz 140 mm jako kryterium powiekszenia.

Chorzy z podejrzeniem choroby autoimmuno-
logicznej byli konsultowani w Klinice Reumatolo-
gii Instytutu Reumatologii w Warszawie. Obecnos$c
4 lub wiecej kryteriow diagnostycznych American
Rheumatism Association (ARA) [125] umozliwiata
rozpoznanie reumatoidalnego zapalenia stawow.
Rozpoznanie innych autoimmunologicznych choréh
tkanki tacznej ustalono na podstawie kryteriow ARA
dla poszczegolnych jednostek. Zespot Felty'ego roz-
poznawano zgodnie ze zmodyfikowanymi kryteria-
mi tej jednostki [126].

W zaleznosci od objawow klinicznych oceniano
rowniez wybrane parametry odpowiedzi humoralne;:
1. przeciwciala przeciwjadrowe (ANA, antinuclear

antibodies) oznaczane metoda immunoenzyma-

tyczng Colorzyme na komorkach linii Hep-2.

Wartosci dodatnie uznawano dla rozcienczen

powyzej 1:160;

2. czynnik reumatoidalny w klasie IgM (RF, vheu-
matoid factor) oznaczany analizatorem nefelo-
metrycznym. Za dodatnie uwazano warto$ci
powyzej 34 IU/L;

3. przeciwciala antycytrulinowe (ACPA, anti-
-citrullinated protein antibodies) oznaczane ze-
stawem do oznaczania trzeciej generacji Quan-
tana Life CCP3 IgG ELISA (enzyme-linked im-
munosorbent assay) firmy Inova;
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4. przeciwciala antykardiolipinowe (aCL, anticar-
diolipin antibodies) klasy IgG i IgM oznaczano
testem ELISA opartym na metodzie Harrisa;

5. przeciwciala przeciw cytoplazmie neutrocytow
(ANCA, anti-neutrophil cytoplasmic antibodies)
oznaczane metoda ELISA zestawem firmy
HVD.

Czas przezycia chorych oceniany byt od daty
rozpoznania do daty ostatniej wizyty kontrolnej lub
zgonu. Kryteria odpowiedzi na leczenie oparte na
propozycjach Osuji 1 wsp. [119] byly nastepujace:
— calkowita odpowiedZ hematologiczna (CHR,

complete hematologic response): prawidiowa

morfologia krwi: Hb = 13 g/dl (mezczyzni),

> 11 g/dl (kobiety), granulocyty (> 2 x 10%1);

limfocyty (< 3,5 x 10%1), ptytki (> 150 x 10%1),

brak organomegalii i objawow ogdlnych;

— czeSciowa odpowiedz (PR, partial response):
poprawa wyjSciowych parametréw hematologicz-
nych 0 50% lub Hb = 12 g/dl (mezczyzni), 11g/dl
(kobiety), granulocyty (= 2 x 10%1), limfocyty
(< 15 x 10°), plytki (= 100 x 10%1), zmniejsze-
nie organomegalii 0 50% 1 brak objawow ogolnych;

— brak odpowiedzi (NR, no response): brak popra-
wy wyjSciowych parametréw, jednak bez ich
pogorszenia.

3.2. Badania histopatologiczne
1 immunohistochemiczne

U 45 chorych rozpoznanie ustalono na podsta-
wie badan histopatologicznych szpiku. Badania wy-
konano w Pracowni Patomorfologii IHiT. Trepano-
biopsje utrwalano w utrwalaczu oksfordzkim (for-
maldehyd 40%, kwas octowy lodowaty, NaCl, H,0
destylowana). Nastepnie odwadniano we wzrasta-
jacych stezeniach alkoholu i acetonu, przeSwietla-
no w ksylenie i zatapiano w parafinie. Bloczki para-
finowe krojono na skrawki gruboS$ci 4 um 1 nano-
szono na szkielka podstawowe. W przypadku barwien
immunohistochemicznych szkietka pokryte byly
2-procentowym roztworem 3-aminopropyltrietok-
sysilanu (Sigma A3648) w acetonie. Skrawki pod-
dawano inkubacji w cieplarce w temperaturze 60°C
przez 12-16 godzin, nastepnie odparafinowywano
1 uwadniano. Tkanki barwiono rutynowo hemato-
ksyling 1 eozyng (HE). Wykonywano rowniez har-
wienia immunohistochemiczne z uzyciem zestawu
uwidaczniajacego EnVision™*/HRP Mouse lub
EnVision™*/HRP Rabbit Detection System, Dako
Denmark A/S, Glostrup, Denmark (DAKO). Rodzaj
1 reaktywno$¢ uzywanych przeciwcial poli- i mono-
klonalnych przedstawiono w tabeli 3.2.1.

Badania immunohistochemiczne przy uzyciu
przeciwcial anty-CD20 1 CD3 mialy na celu ujaw-

nienie obecno$ci, nasilenia i lokalizacji naciekow

z limfocytow B 1 T. Populacja limfocytow T CD3"

byta dalej identyfikowana przy uzyciu panelu prze-

ciwcial skierowanych przeciwko antygenom specy-
ficznym dla limfocytow T cytotoksycznych: CDS,

CD571 granzymowi B, jak rowniez przeciwko CD4.

Przeciwciala przeciwko mieloperoksydazie 1 hemo-

globinie umozliwialy doktadniejsza ocene stanu

hemopoezy w szpiku.

Oznaczanie ekspresji poszczeg6lnych antyge-
no6w wykonywano zgodnie z nastepujaca procedura:
1. Odkrywanie antygenow:

— metoda termiczna — gotowanie preparatu

w buforze EDTA pH 9,0 w tazni wodne;j
w temp. 96-98 °C przez 30 minut (przy za-
stosowaniu przeciwciala anty-CD20, CD3,
CD8, CD4, CD57, granzym B);

— metoda enzymatyczna — nalozenie na pre-
parat roztworu trypsyny na 15 minut (Tryp-
sin Tablets; Sigma; T-7168); plukanie pod
biezaca woda przez 5 minut (przy zastosowa-
niu przeciwciala przeciwko hemoglobinie);

— przeciwcialo przeciwko mieloperoksydazie
nie wymaga stosowania powyzszych metod.

2. Plukanie w wodzie destylowanej.

3. Zanurzenie preparatu w 3-procentowym roz-
tworze H,0, na 5 minut w celu zahamowania
aktywnosci endogennej peroksydazy.

4. Dwukrotne pilukanie w wodzie destylowanej,
a nastepnie przez 5 minut w roztworze TBS
z BSA, pH 8,0 (Tris Buffered Saline with BSA;
Sigma; T-6789).

5. Nalozenie rozcienczonego w roztworze TBS
z BSA przeciwciala (tab. 3.2.1) i inkubacja w ko-
morze pod przykryciem w temperaturze poko-
jowej przez 60 minut.

6. Splukanie przeciwciala roztworem TBS z BSA,
nastepnie plukanie w nim preparatu przez
5 minut.

7. Nalozenie odczynnika uwidaczniajacego: EnVi-
sion™*/HRP Mouse (DAKO; K 4001) lub
EnVision™*/HRP Rabbit (DAKO; K 4003)
(w zaleznoS$ci od klonalnoSci przeciwciala)
1 inkubacja w komorze pod przykryciem przez
30 minut w temperaturze pokojowe].

8. Splukanie odczynnika uwidaczniajacego roz-
tworem TBS z BSA i ptukanie preparatu w roz-
tworze przez 5 minut.

9. Wywolywanie barwnej reakcji (kompleks anty-
gen—przeciwcialo) z wykorzystaniem 3,3-diami-
nobenzydyny jako chromogenu (Ligiud DAB+
Substrate-Chromogen System; DAKO, K 3468).

10. Barwienie w hematoksylinie Harrisa przez
1 minute, roznicowanie Ebnerem (kwasny al-
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Tabela 3.2.1. Zestawienie przeciwciat wykorzystanych do przeprowadzenia badan immunohistochemicznych

Przeciwciato Klon Symbol Rozcienczenie Producent Reaktywnos¢
CcD20 L 26 MO0755 1:50 DAKO Wszystkie limfocyty B
Cb3 Poliklonalne A0452 1:50 DAKO Wszystkie limfocyty T
CD8 C8/144B M7103 1:20 DAKO Limfocyty T
supresorowo/cytotoksyczne
Cb4 4B12 NCL-L-CD4-368 1:10 Novocastra Limfocyty T
pomocnicze
CD57 NK-1 NCL-NK1 1:50 Novocastra Komérki o aktywnosci
komérek NK, czes¢
supresorowych limfocytow T
Granzym B 11F1 NCL-L-GRAN-B 1:40 Novocastra Granzym B — proteaza
magazynowana w ziarnistosciach
litycznych limfocytow
cytotoksycznych i komorek NK
Hemoglobina Poliklonalne A0118 1:100 DAKO Prekursory krwinek czerwonych
Mieloperoksydaza Poliklonalne N1578 Gotowe do uzycia DAKO Prekursory granulocytéw w szpiku

Tabela 3.2.2. Zestawienie tkanek stosowanych do wykonania kontroli pozytywnej

Przeciwciato Rodzaj tkanki

Kontrola wewnetrzna

CD20 Odczynowy wezet chfonny Limfocyty strefy B

CD3 jw. Limfocyty strefy T

cb8 jw. jw.

Ccb4 jw. jw.

CD57 Migdatek Komorki NK, supresorowe limfocyty T
Granzym B Migdatek Limfocyty cytotoksyczne i komorki NK

Hemoglobina
Mieloperoksydaza

Prawidtowy szpik kostny
Prawidtowy szpik kostny

Prekursory krwinek czerwonych
Prekursory granulocytow

kohol), ptukanie pod biezaca woda, odwodnie-

nie, przeSwietlenie 1 zamkniecie w medium.

Uzyskiwano barwne (brazowe) odczyny btono-
we w przypadku przeciwcial: anty-CD20, CD3, CD4,
CD8, CD57, odczyny cytoplazmatyczne w przypad-
ku mieloperoksydazy i hemoglobiny oraz odczyny
ziarniste, cytoplazmatyczne w barwieniach z gran-
zymem B.

Zgodnie z przedstawionymi wcze$niej procedu-
rami ujawniania poszczegolnych antygendéw wyko-
nano kontrole negatywng przez poddanie prepara-
tu obrohce termicznej lub bezposSrednio przechodzo-
no do punktu 3, po czym kontynuowano barwienia
immunohistochemiczne, z tym ze w punkcie 5 za-
miast przeciwciala pierwotnego nakiadano roztwor
TBS z BSA, pH 8,0. W zadnym z preparatéw stano-
wiacych kontrole negatywna nie zauwazono odczy-
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nu barwnego z poszczeg6lnymi przeciwcialami.
Przeprowadzono réwniez kontrole pozytywne. Ze-
stawienie tkanek stosowanych do wykonywania
kontroli pozytywnej, jak i elementow komorkowych
stanowiacych kontrole wewnetrzna przy zastosowa-
niu poszczegodlnych przeciwcial zestawiono w tabeli
3.2.2. We wszystkich wycinkach kontrolnych obser-
wowano silng ekspresje poszczegolnych antygenow
w wiekszo§ci komorek stanowigcych kontrole wew-
netrzna.

W kazdym przypadku oceniano: komérkowosé
szpiku, stan hemopoezy (linie granulocytowa, czer-
wonokrwinkowa 1 megakariocyty) oraz procentowy
udzial naciekow limfocytarnych o okre$lonym feno-
typie 1 ich lokalizacje. Komorkowos$¢ i hemopoeza
oceniane byly w odniesieniu do odpowiednich wie-
kowo prawidlowych szpikow.
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Tabela 3.3.1. Przeciwciata stosowane w badaniach metoda cytometrii przeptywowej

Przeciwciato Klon Producent Reaktywnos¢

CD45 FITC 2D1 BD Wspdlny antygen leukocytéw

CD45 RA FITC L48 BD Limfocyty B i dziewicze limfocyty T

CD45 RO PE UCHL1 BD Limfocyty B i limfocyty T pamieci

CD2 PE S5.2 BD Limfocyty T i wiekszos¢ komorek NK

CD3 PerCP UCHT1 DAKO Powierzchniowa ekspresja na dojrzatych
limfocytach T, cytoplazmatyczna ekspresja
w niedojrzatych komoérkach T

CD4 FITC 4SK3 BD Limfocyty T pomocnicze, monocyty,
niedojrzate komaorki mieloidalne

CD5 FITC L17F12 BD Tymocyty, dojrzate limfocyty T,
podgrupa komérek B

CD7 FITC 4-H9 BD Limfocyty T, komorki NK, podgrupa
niedojrzatych komodrek mieloidalnych

CD8 PE i PerCP SK1 BD Limfocyty T cytotoksyczno/supresorowe,
podgrupa komérek NK

CD16 RPE DJ130c DAKO Komorki NK, komorki T typu NK
podgrupa monocytow

CD56 PE NCAM16.2 BD Komérki NK, limfocyty T typu NK

CD57 FITC NHK-1 Sigma-Aldrich Komorki NK, limfocyty T typu NK

CD25 PE 2A3 BD Aktywowane limfocyty Ti B

CD43 RPE L10 SEROTEC Limfocyty T, komorki linii mieloidalnej, monocyty

HLADR PE HLADR-L243 BD Aktywowane limfocyty T, mieloblasty,
monocyty, wszystkie limfocyty B

TCRap FITC WT31 BD Wiekszos¢ limfocytow T

TCRyo PE 11F2 BD Podgrupa limfocytéow T

3.3. Badania metoda cytometrii
przeplywowej

Badania metoda cytometrii przeplywowej
(FCM) wykonano u 40 chorych w Pracowniach Cy-
tometrii Przeplywowej COI oraz THiT. U 26 cho-
rych zbadano krew obwodowa, a u 14 aspirat szpi-
ku. Immunofenotypowanie komorek limfoidalnych
przeprowadzono, wykorzystujac 3-kolorowa FCM
z uzyciem panelu przeciwcial do analizy limfocytow
T iNK. Zawiesine komorek w PBS znakowano prze-
ciwcialami monoklonalnymi skoniugowanymi z flu-
orochromami o trzech zakresach emisji: izotiocyja-
nem fluoresceiny (FITC, fluorescein isothiocyanate),
fikoerytryna (PE, phycoerythrin) lub R-pochodna fi-
koerytryny (RPE) i periding-chlorofilem (PerCP,
peridinin chlorophyll protein). Panel przeciwcial
monoklonalnych przeciwko okreS§lonym antygenom
roznicowania (CD, cluster of differentiation) zesta-
wiono w tabeli 3.3.1.

Kontrole negatywne inkubowano z polaczong
z fluorochromami immunoglobuling o identycznym
1zotypie jak pozostale przeciwciala: simultest firmy
Becton Dickinson (BD) i IgG1 PerCP (BD). Anty-
geny komorek wyznakowane ww. przeciwcialami

rutynowo analizowano w ciggu godziny przy uzyciu
cytometru przeptywowego FACScalibur (BD), San
Jose, CA, USA z laserem argonowym o diugosci fali
488 nm, ustawiajac bramke na populacji komorek
limfoidalnych (5000 komorek/probke). Bramka na
komorkach limfoidalnych zostata ustawiona na pod-
stawie wielkoSci (FSC, forward scatter channel) 1 ziar-
nistoSci cytoplazmatycznych komorek (SSC, side
scatter channel) z wykorzystaniem przeciwcial
CD45/CD14, ktore pozwalajg na dokiadne zlokali-
zowanie badanych komorek limfoidalnych CD45%/
/CD14” w analizowanej probce. Ekspresje antyge-
noéw powierzchniowych oceniano na skali logaryt-
micznej. Do analizy wynikow uzyto programu Cell-
Quest. Ekspresje powierzchniowa oceniano na pod-
stawie poréwnania mediany intensywnos$ci
fluorescencji (MFI, median fluorescence intensity)
badanego antygenu na komorkach biataczki T-LGL
z intensywno$cig fluorescencji w probce zawiera-
jacej kontrole izotypowa 1 MFI antygenoéw na pra-
widlowych limfocytach T z krwi obwodowej lub
szpiku wspolistniejacych z T-LGL. Przyjeto, ze
komorki badane wykazujg ekspresje analizowane-
go antygenu, jezeli odsetek komorek wykazujacych
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fluorescencje jest wyzszy niz kontrola izotypowa
1 wynosi nie mniej niz 20 procent. Ustalono, ze eks-
presja antygenow pan-T (CD2, CD3, CD4, CD5,
CD7, CD8, CD43) na komorkach biataczki T-LGL
moze miec nastepujacy charakter: 1) jednopikowy
typu bright, taki sam jak na prawidlowych limfocy-
tach T (+); 2) mglisty typu dim, obnizony w sto-
sunku do prawidiowych limfocytow T na 100% ko-
morek T-LGL (+ | ); 3) mglisty typu dim, obnizony
w stosunku do prawidlowych limfocytow T na cze-
$ci (> 20 < 100%) komoérek T-LGL (+/-| ) oraz 4)
komorki T-LGL nie wykazuja ekspresji badanego
antygenu (-). Dodatkowo, ekspresje antygenow in-
nych niz pan-T (CD45 ijego izoformy, CD16, CD56,
CD57,CD251 HLADR) oceniano na komorkach bia-
taczki T-LGL w podobny sposoéb: jako dodatnig na
wszystkich komérkach (+), na czeSci komorek
(> 20 < 100%) (+/-) i brak ekspresji (-).

3.4. Badania genetyczne

3.4.1. Badania metodami
biologii molekularnej

U 47 chorych wykonano badania molekularne
w Pracowni Genetyki IHiT w celu wykazania klo-
nalno$ci procesu. Badano rearanzacje genow kodu-
jacych czeSci zmienne tancuchow TCR: TCR beta
(TCRB), TCR delta (TCRD) 1 TCR gamma (TCRG)
oraz immunoglobulin (/G): tancuchow ciezkich
(IGH), tancuchow lekkich kappa (/GK) i1 lambda
(IGL). Zbadano krew obwodowg (20 przypadkow)
lub aspirat szpiku kostnego (27 przypadkow), z kto-
rych izolowano komorki jednojadrowe na gradiencie
gestosci 1,077 g/ml (Gradisol L, Biomed). DNA izo-
lowano metoda kolumienkowa (QIAamp DNA Blo-
od Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany). Startery
1 parametry reakcji rearanzacji genow IG/TCR zosta-
ty ustalone wedtug protokoiu BIOMED-2 [127].

Reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) prze-
prowadzano w termocyklerze Tuchgene Gradient
Techne w koncowej objetosci 25 ul (50-100 ng
DNA, ABI Buffer II lub ABI Buffer Gold, 10 pmol
kazdego ze starterow 3" 15", ANTP w stezeniu kon-
cowym 200 umol/l, MgCl, w stezeniu koncowym
1,5-3,0 mmol/l, polimeraza AmpliTaq Gold 0,5-
-1 IU na jedng reakcje). Reakcja PCR polegata na
wstepnej aktywacji (7 min w 95°C) 1 kolejnych 35
cyklach amplifikacji, kazdy zlozony z fazy denatu-
racji (30 s w 94°C), przylaczania (30 s w 60°C), wy-
diuzania (30 s w 72°C) oraz koncowego wydiuzania
(10 min w 72°C).

Rearanzacje genow kodujacych cze$¢ zmienng
TCRB badano w trzech multipleksowych reakcjach
PCR, w tym TCRB-A z uzyciem 23 starter6w Vi, »

19 starterow J;1,27, TCRB-B z uzyciem 23 starte-
rOW V0,14 starterow J;1,25 1 TCRB-C z uzyciem
2 starterow Dy;; Dy, oraz 13 starterow J,, 57 Reakcje
ujawniajace rearanzacje genow kodujacych czesé
zmienng tancucha TCRG zostaly wykonane w 2 mul-
tipleksowych reakcjach PCR: TCRG-A z uzyciem
2 starterow V ;1 V,y oraz dwoch J,11011] ;1543 Oraz
TCRG-B z uzyciem 2 starter6w V41 V,;; oraz dwoch
Jo11121 1] y1305- Identyfikacje rearanzacji gendéw ko-
dujacych cze$¢ zmienng fancucha TCRD wykona-
no w multipleksowej reakcji PCR z uzyciem 7 star-
terow D, 1 D,, oraz 5 starterow Js_4 1 Dys.

Identyfikacje rearanzacji gené6w kodujacych
IGH wykonano w 3 multipleksowych reakcjach PCR
(kompletna), w tym IGH-A z uzyciem 6 starterow
forward Vyer 1 1 reverse Jy consensus, IGH-B
z uzyciem 7 starterow forward Vy, ;e 1 1 reverse
Ju consensus, IGH-C z uzyciem 7 starterow forward
Virrrs 11 reverse Ji consensus. Badanie niekomplet-
nej rearanzacji IGH wykonano w 2 reakcjach PCR:
IGH-D z uzyciem 6 starterow forward Dy,.41 1 rever-
se Jy consensus oraz IGH-E z uzyciem startera for-
ward Dy, 1 reverse Ji; consensus.

Rearanzacje genoéw kodujacych tancuch lekki
— IGK przeprowadzono w 2 multipleksowych
reakcjach PCR: IGK-A z uzyciem 6 starteréw for-
ward V,,.;;, reverse J, .4 1] oraz IGK-B z uzyciem
7 starterow forward V,,; 1 INTR 1 1 reverse Kde.
Rearanzacje genow kodujacych tancuch lekki —
IGL przeprowadzano w multipleksowej reakcji
z uzyciem 2 starteroéw forward V,,,,;5 oraz 1 starte-
ra reverse Ji .

Produkty PCR poddawano analizie heterodu-
pleksowej przez denaturacje w 95°C przez minute,
a nastepnie ponowng renaturacje w 4°C przez
60 min. Produkty PCR rozdzielano przy uzyciu elek-
troforezy w 6-procentowym zelu poliakrylamido-
wym1i0,5x buforze TBE (Tris-Borate-EDTA) przez
50 min, przy napieciu 150 mV. Zele barwiono przez
10 min w roztworze bromku etydyny o stezeniu
0,5ug/ml, a wyniki odczytywano w Swietle lampy UV.

Kazdorazowo wykonywano kontrole dodatnie
(DNA izolowane z linii komorkowej Jurkat, DNA pa-
cjentow z obecno$cig monoklonalnych rearanzacji)
1 kontrole ujemne (bez DNA oraz DNA zdrowych
dawcow).

Wykrycie na zelu jednego wyraznego prazka
Swiadczylo o obecno$ci monoklonalnej rearanzacji.
Jesli dochodzito do rearanzacji locus TCR na obu ko-
piach chromosomu wystepowala rearanzacja bialle-
liczna, co uwidacznialo sie na zelu w postaci dwoch
wyraznych prazkow. Podobna sytuacja miala miej-
sce w przypadku wystepowania dwoch fenotypowo
roznych populacji komorek biataczkowych. Tak
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wiec, probki, w ktorych analizie wykryto dwa wy-
razne prazki, okreslane byly jako bialleliczne/biklo-
nalne [127].

3.4.2. Badania cytogenetyczne

Badania cytogenetyczne wykonano u 15 cho-
rych w Samodzielnej Pracowni Cytogenetyki COL
Na komorkach aspiratu szpiku oceniano kariotyp
metoda prazkowa, a wyniki analizowano zgodnie
z Miedzynarodowym Systemem Nomenklatury Cy-
togenetycznej (2005).

3.5. Analiza statystyczna

Metody statystyczne

Do wykonania analizy materialu wykorzystano
nastepujace metody statystyczne: statystyke opi-
sowa, testy statystyczne dla tabel licznoSci i tabel
wielodzielczych. Statystyka opisowa dotyczyla wy-
liczenia $redniej, odchylenia standardowego, mini-
mum, maksimum 1 mediany. Tabele licznosci zawie-
raly liczby przypadkow (liczbe obserwacji w grupach)
oraz wskazniki struktury w ujeciu procentowym. Do
badania relacji pomiedzy zmiennymi kategoriami
stosowano w pierwszej kolejnosci statystyke Chi-
kwadrat. Gdy niespelnione byly warunki stosowa-
nia, dla tabel 2 X 2 uzywano dokladny test Fishera.
Jesli powigzanie miedzy zmiennymi (grupami) oka-
zywalo sie istotne, za miare sily powigzania przyj-
mowano wspoiczynnik Fi-kwadrat Yule’a. Do ta-
bel o wiekszej liczbie kolumn lub wierszy niz 2 sto-
sowano rozszerzony test dokladny dwukrotnie
roznymi algorytmami opisanymi w punkcie ,,narze-
dzia”. Za miare sily przyjmowano V kwadrat Cra-
mera. Dla zmiennych ciaglych badano, czy rozkia-
dy w grupach sa normalne (testem Shapiro-Wilka)
1 jednorodno$¢ wariancji (testem Levene’a). Gdy
speinione byly oba warunki, stosowano test Stu-
denta. Gdy warunki nie byly spelnione, stosowa-
no nieparametryczny test Manna-Whitneya. Za
granice istotno$ci statystycznej przyjeto warto$é
p < 0,05. W tabelach i opisach podano rzeczywista,
obliczong warto$c¢ p.

Narzedzia

Do przetworzenia danych, wykonania analiz
1 sporzadzenia dokumentow koncowych wykorzy-
stano aplikacje pakietu MS Office 2002 (XP) Pro-
fessional: MS Excel 2002, MS Access 2002 1 MS
Word 2002. Ponadto zastosowano Pakiet statystycz-
ny Statistica 6 PL, Pakiet R, Program SISA Tables.
Oprogramowanie udostepnione jest w internecie —
http://www.physics.csbsju.edu/stats/.

4. Wyniki

Limfocytoze z duzych ziarnistych limfocytow
T stwierdzono u 55 chorych na podstawie badan
krwi 1 szpiku, w tym badan cytomorfologicznych,
histopatologicznych i immunofenotypowych. Bada-
nia molekularne potwierdzily rozpoznanie biatacz-
ki T-LGL w 43 przypadkach, dwunastu chorych bez
rearanzacji genow TCR mialo odczynowg limfocy-
toze z T-LGL. U 12 chorych z limfocytoza i cytope-
nig zbadanych retrospektywnie skorygowano po-
przednie rozpoznania. I tak u 4 chorych rozpozna-
nie odczynowe]j limfocytozy towarzyszacej RZS,
u 4 chorych idiopatycznej neutropenii, zespoiu mie-
lodysplastycznego u 3 oraz u 1 chorego biataczki
prolimfocytowej z komoérek T zmieniono na rozpo-
znanie biataczki T-LGL. U jednego z 43 chorych na
biataczke T-LGL rozpoznano jednocze$nie bialacz-
ke T-LGL 1 przewleklg biataczke limfocytowa.
Zostal on wylaczony z przedstawionego badania.

Wsrod 9 857 badan trepanobiops;ji szpiku ocenia-
nych w tym okresie w Pracowni Patomorfologii IHiT
u chorych z podejrzeniem limfoproliferacji i/lub cyto-
penia jedynie 38 (0,4%) dotyczylo limfocytozy
z T-LGL.

4.1. Charakterystyka kliniczna chorych
i wyniki badan laboratoryjnych

Omawiana grupa obejmuje 42 chorych (29
kobiet i 13 mezczyzn) na bialaczke T-LGL w wie-
ku od 28-87 lat (Srednia 60,7 *+ 14,8). U wiekszo-
Sci chorych chorobe wykryto przypadkowo podczas
rutynowych badan morfologii krwi. Objawy ogoélne,
takie jak ostabienie i spadek masy ciala, miafo tyl-
ko 8 chorych (19%). CzeS¢ z nich skarzyla sie
na uczucie peinoSci 1 bole brzucha, spowodowane
powiekszeniem Sledziony, ktore obserwowano
u 18 chorych (42,9%). Przyczyna zgloszenia sie do
lekarza byly tez nawracajace zakazenia ukladu od-
dechowego (zapalenie gardta, zatok, oskrzeli i ptuc),
ropien stopy oraz ropowica reki i towarzyszaca temu
goraczka. Powiklania infekcyjne pojawily sie jedy-
nie u 11 chorych (26,2%), pomimo wystepujacej
u prawie wszystkich chorych neutropenii. Zmiany
skorne typu wysypki plamisto-grudkowej obserwo-
wano u 5 chorych (11,9%). Zaden z chorych nie miat
powiekszonej watroby ani wezlow chlonnych. Dwu-
nastu chorych (29%) w chwili rozpoznania nie wy-
kazywalo zadnych objawow klinicznych, poza nie-
prawidiowoSciami w morfologii krwi obwodowe]
(tab. 4.1.1).

Wszyscy chorzy mieli nieprawidlowe wyniki
morfologii i rozmazu krwi. Bezwzgledna liczba lim-
focytow we krwi obwodowej wahala sie od 0,6 do
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Tabela 4.1.1. Cechy kliniczne i zajecie narzadow
u 42 chorych na biataczke T-LGL

Tabela 4.1.2. Zaburzenia hematologiczne u 42 cho-
rych na biataczke T-LGL

Cecha Chorzy Cecha Chorzy

Liczba Odsetek Liczba Odsetek
Srednia wieku 60,7 = 14,8 Limfocytoza z T-LGL 15 35,7
(zakres) w latach (28-87) (0,5-2 x 10°/1)
Pte¢ (kobiety/mezczyzni) 29/13 Limfocytoza z T-LGL 5 11,9
Objawy ogodlne 8 19,0 (2-4 x 10°/1)
Nawracajace zakazenia 1 26,2 Limfocytozga zT-LGL 22 52,4
Powiekszenie sledziony 18 42,9 (>4x10 ./I)
Zmiany skorne 5 11,9 Neutropenia 39 92,9
Zajecie szpiku 42 100 Ciezka neutropenia 22 52,4
Powiekszenie watroby 0 0 Niedokrwistos¢ 12 28,6
Powiekszenie weztéw 0 0 Leukopenia 14 333
chtonnych Matoptytkowosé 15/40 37,5

@
el .gl

Rycina 4.1.1. Rozmaz krwi obwodowej chorej na bia-
taczke T-LGL. Dwa duze ziarniste limfocyty z okrggtym
jadrem i skondensowang chromatynag oraz obojetno-
chfonng obfitg cytoplazma zawierajacag azurochtonne
ziarnistosci (strzatki). Barwienie May-Griinwald-Giemza,
X 1000

34,5 x 10%1 (§rednio 7,2 + 6,8 x 10°%1). W badaniu
cytologicznym rozmazu krwi wiekszo$¢ limfocytow
stanowily duze ziarniste limfocyty (ryc. 4.1.1).
LGL stanowily od 55% do 95% (Srednio 79%
+ 23%) wszystkich limfocytéw, co odpowiadato od
0,5 do 26,9 x10° LGL na litr (Srednio 5,1 = 5,3 X
10%/1). Wysokie warto$ci limfocytozy z T-LGL
(> 4 x 10%1) miato 22 chorych (52,4%), ale u 15
(35,7%) obserwowano limfocytoze mniejszg niz 2 X
10%1. Poza limfocytoza najczeSciej obserwowang
nieprawidlowos$cia w morfologii krwi byla neutro-
penia. Wystepowatla u 39 chorycp (92,9 %), au 22
(52,4%) byta znacznego stopnia. Srednia liczba gra-

Tabela 4.1.3. Zaburzenia hematologiczne u 42 cho-
rych na biataczke T-LGL cd.

Cecha Srednia Mini-  Maksi-
mum  mum

Hemoglobina, g/dI 11,0x£2,7 4,5 14,9

Liczba krwinek 9,2+9,8 0,8 51,6

biatych, x 10°/I

Liczba granulocytéw, 1,1+3,0 0,1 19,6

x 10°/1

Liczba limfocytow, 7.2+6,8 0,6 34,5

x 10°/1

Liczba T-LGL, 5153 0,5 26,9

x 10°/1

Liczba ptytek, 176,9+87.8 21,0 406,0

x 10°/1

nulocytow obojetnochionnych wynosita 1,1 + 3,0 X
10%1 (zakres 0,1—19,6 x 10%1). U czeSci chorych
zanotowano inne cytopenie. Leukopenie stwierdzono
u 14 chorych (33,3%). Nipdokrwistoéé obserwowano
u 12 chorych (28,6%). Srednie warto$ci hemoglo-
biny wynosity 11,0 + 2,7 g/dl (zakres 4,5-14,9 g/dl).
Ciezka, wymagajaca przetoczen niedokrwistoS¢ wy-
stepowata tylko u 7 chorych (16,6%). U 7 chorych
rozpoznano niedokrwisto§¢ normocytarng, u 3
makrocytarna, a u 2 mikrocytarna. Maloplytkowo§¢é
pojawila sie u 15/40 chorych (37,5%), Srednia licz-
ba plytek wynosita 176,9 = 87,8 x 10%1 (zakres 21—
—406 x 10%1). Tylko 1 chory mial ciezka matoplyt-
kowos$¢ (tab. 4.1.214.1.3).

Zauwazono istotny zwigzek miedzy powieksze-
niem S$ledziony a wystepowaniem leukopenii
(tab. 4.1.4). Nie stwierdzono natomiast istotnego

www. jtm.viamedica.pl 99



Journal of Transfusion Medicine 2009, tom 2, nr 3

Tabela 4.1.4. Zaleznos¢ wystepowania leukopenii
od powiekszenia sledziony u chorych na biataczke
T-LGL

Powigkszenie Leukopenia Prawidtowa liczba
sledziony krwinek biatych
Nie 3 21

Tak 1 7

«* Pearsona 10,94 df =1 p = 0,001

Tabela 4.1.5. Zaleznos¢ wystepowania matoptytko-
wosci od powiekszenia sledziony u chorych na
biataczke T-LGL

Powigkszenie Matoptytkowos¢  Prawidtowa
sledziony liczba ptytek
Nie 7 16

Tak 8 9

x* Pearsona 1,15 df =1 p =0,283

zwigzku pomiedzy wystepowaniem matoptytkowo-
$ci a powiekszeniem §ledziony (tab. 4.1.5).
Towarzyszace biataczce T-LGL choroby auto-
immunologiczne, charakteryzujace sie wieloletnim
przebiegiem wystepowaly u 21 chorych (50%). Naj-
czesciej, u 15 chorych (35,7%), rozpoznano reuma-
toidalne zapalenie stawow (RZS). Nieklasyfikowal-
ne zapalenie stawow rozpoznano u 3 chorych
(7,1%), autoimmunologiczne zapalenie tarczycy
z podwyzszonym mianem przeciwcial przeciwtar-
czycowych u 6 (14,3%), a w pojedynczych przypad-
kach wtorny do RZS zespot Sjogrena, twardzine
(postac ograniczong — skorng) oraz mieszang cho-
robe tkanki fgcznej. Trwajace od 1 roku do 43 lat
($rednio 12,8 roku) RZS spelniajace kryteria diagno-
styczne ARA, z obecno$cia nadzerek powierzchni
stawowych w obrazie radiologicznym, zwykle wy-
przedzalo pojawienie sie objawow hematologicz-
nych o 10 miesiecy do 42 lat (Srednio 12,7 roku).
U jednej chorej oba schorzenia wystapily jednoczes-
nie. Ze wzgledu na towarzyszaca neutropenie
1 powiekszenie $ledziony u wszystkich chorych na
RZS rozpoznano zespot Felty’ego. U trzech chorych
wystepowato nieklasyfikowalne zapalenie stawow
przypominajace RZS, ale niespelniajace kryteriow
ARA. Zapalenie stawow bylo symetryczne i obwo-
dowe, z bolesnoS§cig stawow, sztywnoscia, okreso-
wymi obrzekami i podchrzestnymi torbielami
w badaniu USG, ale bez nadzerek. U dwoch chorych
artropatia pojawila sie 912 lata przed zaburzeniami
hematologicznymi, a u jednego chorego pojawila sie

Tabela 4.1.6. Choroby towarzyszace u 42 chorych
na biataczke T-LGL

Choroba Chorzy
Liczba  Odsetek

Reumatoidalne zapalenie stawéw 15 35,7

Autoimmunologiczne 6 14,3

zapalenie tarczycy

Nieklasyfikowalne zapalenie stawéw 3 7.1
Wtoérny zespot Sjogrena 1 2,4
Twardzina 1 2,4
Mieszana choroba tkanki tacznej 1 2,4
1

Zapalenie naczyn 2,4

Tabela 4.1.7. Nieprawidtowosci serologiczne u cho-
rych na biataczke T-LGL

Cecha Chorzy
Liczba  Odsetek
Czynnik reumatoidalny 19/32 59,4
Przeciwciata przeciwjgdrowe 20/34 58,8
Przeciwciata antycytrulinowe 16/20 80
Przeciwciata antykardiolipinowe 8/10 80
Hipergammaglobulinemia 26/40 65,0
poliklonalna
Przeciwciata przeciwko 2/17 11,8

cytoplazmie neutrocytéw

po 17 latach utrzymujacej sie leukopenii, limfocy-
tozy 1 neutropenii. Jedna z chorych miata zmiany
w mozgu 1 skorze odpowiadajace zapaleniu naczyn
(tab. 4.1.6).

NieprawidlowoSci serologiczne wystepowaly
u 30 chorych (71,4%), zar6wno u tych, u ktorych
rozpoznano chorobe autoimmunologiczna, jak 1 bez
jej objawow. W badaniu elektroforetycznym biatek
surowicy u 26/40 chorych (65%) stwierdzono hiper-
gammaglobulinemie poliklonalng. Obecno§¢ czyn-
nika reumatoidalnego (RF-IgM) wykazano u 19/32
badanych chorych (59,4%), przeciwcial antycytru-
linowych u 16/20 (80%), przeciwcial przeciwjadro-
wych u 20/34 (58,8%), przeciwcial antykardiolipi-
nowych u 8/10, przeciwcial przeciwplytkowych
u 1/10 oraz przeciwcial przeciwko cytoplazmie neu-
trocytow u 2/17 badanych chorych (tab. 4.1.7).

Druga badana grupe stanowito 12 chorych ze
zwiekszong liczbg T-LGL w krwi obwodowe] i z to-
warzyszaca cytopenia, u ktorych rozpoznano odczy-
nowa limfocytoze z T-LGL. W 10 przypadkach
udato sie ustali¢ jej etiologie. U 6 chorych limfocyto-
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Tabela 4.1.8. Choroby towarzyszgce u 12 chorych
z odczynowa limfocytoza z T-LGL

Liczba
chorych

Choroba

Reumatoidalne zapalenie stawow 3
Powszechny zmienny niedobér odpornosci
Autoimmunologiczne zapalenie tarczycy
Nieklasyfikowalne zapalenie stawow

Stan po przeszczepieniu watroby

2
1
1
Pierwotny zespo6t Sjogrena 1
1
Aplazja czysto czerwonokrwinkowa 1

1

Chtoniak strefy brzeznej

za pojawila sie w przebiegu choroby autoimmuno-
logicznej. U 3 chorych limfocytozie towarzyszylo
trwajace 5-15 lat RZS, a w pojedynczych przypadkach
nieklasyfikowalne zapalenie stawow, autoimmunolo-
giczne zapalenie tarczycy 1 zespol Sjogrena. U 2 cho-
rych limfocytoza z T-LGL pojawila sie w przebiegu
powszechnego zmiennego niedoboru odporno$ci
(CVID), a u jednej chorej po przeszczepie watroby.
U jednej chorej z odczynowa limfocytoza T-LGL
1 towarzyszaca aplazja czysto czerwonokrwinkowg
W ciaggu 2-letniej obserwacji ujawnil sie chloniak
strefy brzeznej. W pozostatych 2 przypadkach nie
udalo sie ustali¢ powigzania limfocytozy T-LGL
z zadng inng chorobg (tab. 4.1.8).

Czes$¢ badanych chorych ze wspélistniejaca
choroba zapalng stawow zostala wcze$niej opisana
w aspekcie powigzan proliferacji z T-LGL z RZS [76].

Srednia wieku chorych z odczynowa limfocytoza
T-LGL wynosita 49 = 12,3 roku (zakres 35-71).
Dwoch chorych mialo nawracajace zakazenia
gornych drog oddechowych i ptuc. U 5 chorych
(42%) obserwowano powiekszenie Sledziony, a u 2
chorych z CVID dodatkowo powiekszenie watroby
1 weziow chionnych.

Wszyscy chorzy mieli nieprawidlowoSci
w morfologii i rozmazie krwi. Limfocytoza we krwi
obwodowej wynosifa od 0,7 do 4,2 x 1071 (Srednio
2,1 = 1,5 x 10%1), a liczba T-LGL wahata sie od
0,2 do 1,9 x 10%1 (§rednio 0,73 = 0,5 x 10°1). Neu-
tropenia wystepowata u 8 chorych (67%) i u 4 byla
duzego stopnia. Srednia liczba neutrofiléw wynosi-
ta1,0 + 0,7 x 1091, (zakres 0,14-2,1 x 10%1). Leu-
kopenie obserwowano u 5 chorych, niedokrwisto$¢é
pojawila sie u 1, a matoptytkowo$¢ u 6 chorych.

Poréwnano dane kliniczne i wyniki badan labo-
ratoryjnych u 42 chorych na biataczke T-LGL 1 12
chorych z odczynowa limfocytoza z T-LGL. Chorzy
na bialaczke byli starsi (60,7 = 14,8 v. 49 = 12,3

roku, p = 0,016). W badaniach laboratoryjnych
u chorych na biataczke obserwowano istotnie
wiekszg $rednig liczbe limfocytow (7,2 = 6,8 0. 2,1 =
1,5 x 10%1, p = 0,002) i T-LGL (5,1 = 5,3 2. 0,73 +
0,5 x 10%1, p = 0,000). U zadnego z chorych
z odczynowa limfocytoza T-LGL liczba T-LGL nie
byta wieksza niz 2 X 10%1. Ponadto, u chorych na
bialaczke istotnie czeSciej wystepowala neutrope-
nia (93% v. 67%, p = 0,036).

Objawy kliniczne 1 inne badania laboratoryjne
byly podobne w obu grupach. Dotyczylo to czestosci
wystepowania powiekszenia Sledziony (43% v. 42%;
p = 0,942), nawracajacych zakazen (26% v. 17%;
p = 0,398), towarzyszacych chorob autoimmunolo-
gicznych (RZS: 36% v. 25%; p = 0,487), obecnosci
autoprzeciwcial: czynnika reumatoidalnego (59% v.
36%; p = 0,187), przeciwcial przeciwjadrowych
(59% v. 36%; p = 0,194) oraz hipergammaglobuli-
nemii poliklonalnej (65% v. 33%; p = 0,051), leu-
kopenii (33% v. 42%; p = 0,594), niedokrwistoSci
(29% v. 8%; p = 0,143) 1 matoplytkowosci (38% wv.
50%; p = 0,439).

4.2. Obraz histopatologiczny
i immunohistochemiczny
trepanobiopsji szpiku

Szpik badany byl u 34 chorych na biataczke
T-LGL. NajczeSciej (w 18 przypadkach) zanotowano
zwiekszona komorkowos$¢ szpiku, chociaz u 12 cho-
rych komorkowo$§¢ byla prawidlowa, a u 4 zmniej-
szona. U wszystkich chorych obserwowano $rod-
miazszowe nacieki z malych limfocytow, ale byly
one stabo widoczne i trudne do wykrycia w rutyno-
wym barwieniu HE. Ponadto, u 19 chorych (56%)
obserwowano niewielkie grudkowe, miedzybelecz-
kowe nacieki limfocytarne. Ocena hemopoezy
w szpiku wykazata zmniejszona liczbe prekursorow
granulocytow w 53% przypadkow 1 przesuniecie
dojrzewania granulocytow w lewo u 44% chorych.
Erytropoeza i megakariopoeza byly prawidlowe lub
niekiedy zmniejszone, bez zaburzen w dojrzewaniu.

Podobnie u 11 chorych z odczynowsa limfocy-
toza z T-LGL szpik najczeSciej wykazywal zwiek-
szong komorkowo§¢. Liczba prekursorow granulo-
cytow byla zwykle zmniejszona, a megakariopoeza
prawidlowa. Liczba prekursorow linii czerwonokrwin-
kowej byla prawidlowa lub zmniejszona, a u jednej
chorej obserwowano tylko pojedyncze erytroblasty,
co odpowiadalo rozpoznaniu aplazji czysto czerwo-
nokrwinkowej. Widoczne w barwieniu HE subtelne,
Srodmiazszowe nacieki limfocytarne obecne byly
w 5 przypadkach (45%). Ponadto u 5 pacjentow
obserwowano grudkowe skupienia limfocytow
(tab. 4.2.1).
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Tabela 4.2.1. Cechy morfologiczne szpiku 34 chorych na biataczke T-LGL i 11 chorych z odczynowa limfocy-

tozg z T-LGL
Komaérkowos¢ Erytropoeza Granulopoeza Megakariocyty

n (%) n (%) n (%) n (%)
Biataczka T-LGL
— zwiekszona 18 (53) - 1(3) -
— prawidtowa 12 (35) 25 (74) 15 (44) 31 (91)
— zmniejszona 4(12) 9 (26) 18 (53) 3(9)
Odczynowa limfocytoza z T-LGL
— zwiekszona 7 (64) - 2 (18) -
— prawidtowa 3(27) 9 (82) 4 (36) 11 (100)
— zmniejszona 1(9) 2 (18) 5 (45) -

Barwienia immunohistochemiczne wykonane
u 33 chorych na biataczke T-LGL przy uzyciu panelu
przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom
specyficznym dla cytotoksycznych limfocytow T:
CD3, CD8, CD57, granzymu B oraz CD4 ujawnily
zajecie szpiku przez limfocyty T. Stanowily one
Srednio 29% wszystkich komorek (zakres 15-80%)
1 mialy dwojakie rozmieszczenie.

U wszystkich chorych na biataczke obecne byly
nacieki §rodmigzszowe z tworzeniem skupien po
kilka komorek. Drugi typ zajecia szpiku byt znacz-
nie subtelniejszy i ujawnil sie w barwieniach immu-
nohistochemicznych u 21 chorych (64%) w postaci
naciekow o charakterystycznym linijnym ukladzie
w Swietle zatok.

Zarowno w naciekach §rodmiazszowych, jak
1 wewnatrzzatokowych u 25 chorych (76%) lim-
focyty T wykazywaly ekspresje CD3*/CD8%/CD4".
Ekspresja CD57 byta r6znorodna: dodatnia na
wszystkich limfocytach T u 20 chorych (61%),
dodatnia na czeSci komoérek w 8 przypadkach
iujemna u 5 chorych. Odczyn z granzymem B byt
dodatni we wszystkich limfocytach T w 16 przy-
padkach (49%). U 13 chorych ekspresja granzy-
mu B pojawiala sie jedynie na czeSci komorek,
au 4 odczyn byl uyjemny (ryc. 4.2.1. A-F). U 7 cho-
rych obserwowano rzadko spotykane fenotypy
biataczki T-LGL. U jednego chorego fenotyp CD4*/
/CD8&, u dwoch CD4*/CD8" 1 u czterech CD47/
/CD8& (tab. 4.2.2).

Grudkowe nacieki limfocytarne w lokalizacji
miedzybeleczkowej, ktore wystepowaly zarowno
u chorych na biataczke, jak 1 z odczynowa limfocy-
toza, morfologicznie i fenotypowo odpowiadaty od-
czynowym grudkom chtonnym. W centrum grudek
znajdowaly sie limfocyty B (CD20"), ktore w dwoch
przypadkach tworzyly oSrodki rozmnazania. Otoczone
byly przez mate limfocyty T (CD3"), gtéwnie CD4*

1 nieliczne CD8*. Odczyn z CD57 1 grazymem B byt
dodatni w pojedynczych komorkach (ryc. 4.2.2. A-F).

Barwienia immunohistochemiczne wykonano
rowniez u 11 chorych z odczynowsg limfocytoza
z T-LGL, uzywajac takiego samego panelu przeciw-
cial. W wiekszoSci przypadkow nacieki z limfocy-
tow T byly rozproszone. Nacieki Srodmigzszowe
z tworzeniem skupien pojawily sie u 5 chorych
z wiekszymi naciekami z limfocytow T w szpiku.
W zadnym przypadku nie stwierdzono naciekéw we-
wnatrzzatokowych. W 9 przypadkach limfocyty T
wykazywaly ekspresje CD3*/CD8*/CD4", w dwoch
CD3*/CD4%/CD8&". Odczyn z CD57 byt dodatni
w 8 przypadkach, ale tylko na czeSci komorek. Eks-
presja granzymu B byla obserwowana w 4 przypad-
kach, tylko w czeSci limfocytow T (ryc. 4.2.3. A-D).

W badaniach statystycznych istotne roznice
w obrazie histopatologicznym i ekspresji badanych
antygenow w szpiku chorych na biataczke T-LGL
1 chorych z odczynowa limfocytoza z T-LGL dotyczyty
czestoSci wystepowania naciekow z limfocytow T
w lokalizacji wewnatrzzatokowej (p = 0,000) 1 Srodmigz-
szowych z tworzeniem skupien komorek (p = 0,000)
oraz ekspresji granzymu B (p = 0,002) (tab. 4.2.3).

Oceniono wplyw wybranych parametréw mor-
fologicznych 1 immunofenotypowych szpiku na prze-
bieg kliniczny biataczki T-LGL (tab. 4.2.4).

Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy stopniem
zajecia szpiku przez nacieki biataczki T-LGL, typem
naciekania szpiku (nacieki tylko Srodmiazszowe v.
Srédmiazszowe 1 wewnatrznaczyniowe) i cytolitycz-
nym fenotypem komorek biataczkowych (granzym
B v. granzym B") a wystepowaniem niedokrwisto-
Sci, leukopenii, neutropenii, matoptytkowos$ci, ob-
jawow ogolnych i nawracajacych zakazen.

Poniewaz grudki chionne sa morfologicznym
wykladnikiem autoimmunizacji, zbadano zwigzek
pomiedzy ich wystepowaniem w szpiku a pojawia-
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Rycina 4.2.1. Obraz histopatologiczny i immunohistochemiczny szpiku chorej na biataczke T-LGL. (A) Szpik o zwiek-
szonej komérkowosci. Limfocyty w $wietle naczynia zatokowego (strzatka). Barw. HE, x 200; (B) Barwienie immuno-
histochemiczne z CD3 ujawnia $rddmiazszowe skupienia (krotkie strzatki) i wewnatrzzatokowe linijne (dtugie strzatki)
nacieki z limfocytéw T. Barw. EnVision, X 100; (C) Odczyn z CD8 na limfocytach T wystepujacych zaréwno
w skupieniach (krétka strzatka), jak i uktadajgcych sie linijnie w zatokach (dfuga strzatka); (D) Ekspresja CD57 na
limfocytach T zlokalizowanych w zatokach i srodmiagzszowo; (E) Odczyn z granzymem B, ujawniajacy ziarnistosci
cytotoksyczne w cytoplazmie limfocytéw T, znajdujacych sie gtéwnie w zatokach (strzatka); (F) Zmniejszona liczba
niedojrzatych postaci granulocytéw wykazujgcych ekspresje mieloperoksydazy. Barw. EnVision, x 200
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W ¥

Rycina 4.2.2. Odczynowe grudki chtonne w szpiku u chorego na biataczke T-LGL bez choroby autoimmunologiczne;j.
(A) Odczynowa grudka chtonna zlokalizowana miedzybeleczkowo (strzatka). Barw. HE, x 100; (B) Barwienie immuno-
histochemiczne z CD3 ujawnia zaréowno odczynowe limfocyty T w grudce (dtuga strzatka), jak i biataczkowe
w lokalizacji $rédmiagzszowej i wewnatrzzatokowej (krotkie strzatki) Barw. EnVision, X 100; (C) Wiekszo$¢ limfocytow T
w grudce wykazuje ekspresje CD4; (D) Nieliczne limfocyty T CD8" w nacieku grudkowym; (E) Pojedyncze limfocyty T
CD57%, (F) W czesci centralnej grudki nieliczne limfocyty B (CD20*). Barw. EnVision, x 200
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Tabela 4.2.2. Ocena ekspresji diagnostycznych antygenéw w badaniach immunohistochemicznych

w 33 przypadkach biafaczki T-LGL

Antygen Ekspresja na wszystkich komoérkach Ekspresja na czesci komérek Brak ekspresji
n (%) n (%) n (%)
CD3 33 (100) - -
CD4 3(9) - 30 (91)
CD8 27 (82) 1(3) 5(15)
CD57 20 (61) 8 (24) 5(15)
Granzym B 16 (49) 13 (39) 4(12)
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Rycina 4.2.3. Obraz histopatologiczny i immunohistochemiczny szpiku chorej z odczynowg limfocytozg z T-LGL w
przebiegu zespotu Felty’ego. Odczyny z CD3 (A) i CD8 (B) ujawniajg zwiekszong liczbe rozproszonych limfocytow T;
(C) Odczyn z CD57 dodatni w nielicznych komarkach; (D) Zwiekszona liczba niedojrzatych prekursoréw granulocytéw

wykazujgcych ekspresje mieloperoksydazy. Barw. EnVision, x 200.

niem sie Kklinicznych i serologicznych cech Swiad-
czacych o autoimmunizacji (tab. 4.2.5).
Stwierdzono statystycznie istotny zwigzek miedzy
obecnoscig grudek chlonnych a wystepowaniem hi-
pergammaglobulinemii poliklonalnej (p = 0,003).
Nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy wystepowa-

niem grudek chionnych a obecnoS$cia czynnika reu-
matoidalnego, przeciwcial przeciwjadrowych i towa-
rzyszacych choréb autoimmunologicznych.

U dwoch chorych limfocytozie z T-LGL towa-
rzyszyly chioniaki z komorek B. U jednego obecne
byly §rodmigzszowe nacieki biataczki T-LGL
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Tabela 4.2.3. Poréwnanie cech histopatologicznych oraz czestosci ekspresji wybranych antygenéw
na limfocytach T w szpiku u 34 chorych na biataczke T-LGL i u 11 z odczynowg limfocytozg z T-LGL

Biataczka T-LGL Odczynowa P
limfocytoza T- LGL
Nacieki wewnatrzzatokowe* 21/33 (64%) 0 (0%) **p = 0,000
Nacieki srédmigzszowe z tworzeniem skupiern komoérek* 33/33 (100%) 5 (45%) **p = 0,000
Grudki chfonne 19/34 (56%) 5 (45%) **p = 0,547
Zmniejszona liczba prekursoréw granulocytow 18/34 (53%) 5 (45%) **p = 0,665
CD8 28/33 (85%) 9 (82%) *¥**p = 0,571
Granzym B 29/33 (88%) 4 (36%) ***p = 0,002
CD57 28/33 (85%) 8 (73%) ***p = 0,313

*CD8" lub CD57* lub granzym B* (ekspresja na wszystkich lub na czesci komérek); **x* Pearsona; ***doktadny test Fishera

Tabela. 4.2.4. Zaleznos¢ wystepowania niedokrwistosci, leukopenii, neutropenii, matoptytkowosci, objawéw
0golnych i nawracajacych zakazen od stopnia zajecia szpiku przez nacieki biataczki, typu naciekania szpiku
(nacieki tylko sSrodmigzszowe v. srodmigzszowe i wewngtrznaczyniowe) oraz cytolitycznego fenotypu komaérek
biataczkowych (granzym B* v. granzym B)

Stopien zajecia szpiku Typ zajecia szpiku Ekspresja granzymu B
<30% >30% p S+w $ p Ekspresja  Brak p
n n n n n n
Niedokrwistosc TAK 7 3 * 341 5 5 ,246 7 3 ,073
NIE 12 1 16 7 22 1
Leukopenia TAK 4 7 *,081 5 6 ,250 10 1 ,593
NIE 15 7 16 6 19 3
Neutropenia TAK 17 13 *,517 7 6 *,346 11 2 ,519
NIE 2 1 14 6 18 2
Matoptytkowosé TAK 6 6 *,470 7 5 *,788 11 1 ,493
NIE 12 7 12 7 16 3
Objawy ogdlne TAK 3 3 ,510 4 2 ,626 5 1 ,571
NIE 16 11 17 10 24 3
Nawracajace TAK 6 2 *,234 5 3 , 627 7 1 ,691
zakazenia NIE 13 12 16 9 22 1

$ — érédmigzszowy; W — wewnatrzzatokowy; p — dokfadny test Fishera; *p — 5 Pearsona

Tabela 4.2.5. Zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem grudek chfonnych w szpiku a obecnoscig czynnika
reumatoidalnego, hipergammaglobulinemii poliklonalnej, przeciwciat przeciwjadrowych i choréb
autoimmunologicznych u 34 chorych na biataczke T-LGL

Czynnik Hipergammaglobulinemia Przeciwciata Choroby
reumatoidalny poliklonalna przeciwjadrowe autoimmunologiczne
Grudki chfonne 10/17 (59%) 17/18 (94%) 10/18 (56%) 10/19 (53%)
(n=19)
Brak grudek chfonnych 7/10 (70%) 7/15 (47%) 7/11 (64%) 9/15 (60%)
(n=15)
p *p = 0,437 *p = 0,003 **p = 0,668 **p = 0,667

*doktadny test Fishera; **y* Pearsona
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(CD4*/CD8"/CD57*"/granzym B*"), ktére stanowi-
ty okolo 40% wszystkich komorek szpiku oraz Srod-
migzszowe nacieki z limfocytow B CD207/CD5*/
/CD23* (ok. 40% komorek) odpowiadajace przewle-
klej biataczce limfocytowej (PBL) (ryc. 4.2.4. A-C).
Odpowiadaly one chioniakowi zlozonemu.

U drugiej chorej oprocz doS¢ obfitych (ok.
50% komoérek szpiku), Srodmigzszowych, odczyno-
wych naciekéw z T-LGL (CD3*/CD4*/CD8*"/
/CD57%"/granzym B*") obecne byly nieliczne, roz-
proszone, mate limfocyty B (CD20") stanowiace do
10% wszystkich komorek. W okresie 2-letniej ob-
serwacji liczha Srodmiazszowych naciekow z limfo-
cytow B (CD20*/CD5/CD237/cyklinaD1/CD107/
/bcl2%/bcl67) w szpiku zwiekszyla sie do 35%. Roz-
poznano nacieki chloniaka strefy brzeznej prawdo-
podobnie pierwotnego §ledziony. Pozostat odczyno-
wy naciek z T-LGL (ryc. 4.2.5. A-C).

4.3. Wyniki immunofenotypowania
W cytometrii przeplywowej

Komoérki biataczki T-LGL wykazywaly najcze-
Sciej ekspresje: CD45*ieh CD2*Prieht CD3J*+orisht

Rycina 4.2.4. Obraz histopatologiczny szpiku chorego
z chtoniakiem ztoZzonym: biataczkg T-LGL CD4*/CD8*
i PBL. (A) Obfite, srodmigzszowe nacieki z matych lim-
focytéw w szpiku. Barw. HE, x 200; (B) Srodmiazszowe
i linijne wewnatrzzatokowe (strzatka) nacieki z limfocy-
tow T (CD4*) odpowiadajgce naciekom biataczki T-LGL;
(C) Srédmiazszowe nacieki z limfocytéw B (CD23*) od-
powiadajgce naciekom PBL. Barw. EnVision, x 200

CD4-, CD8*"#" Ekspresja antygenéw CD5 i CD7
byla rozna (bright, dim lub ujemna) na wszystkich
lub na czesci komorek biataczki. W wiekszoSci przy-
padkow, u 25/31 chorych (81%) obserwowano za-
burzenia ekspresji CD5. Miata ona charakter mgli-
sty typu dim, obnizony w stosunku do prawidlowych
komorek T (CD57", CD57 lub CD8") na wszyst-
kich komorkach bialaczkowych u 8/31 chorych
(26%) 1ub na czesci komorek u 10/31 chorych (32%),
oraz byla ujemna w 7/31 przypadkach (23%). U 6/31
chorych ekspresja CD5 byla porownywalna z eks-
presja na prawidlowych limfocytach T. Obnizona
ekspresja CD7, podobna do CD5, obecna byta u21/31
chorych (67%). Brak ekspresji obserwowano w 6/31
przypadkoéw (19%) oraz obnizong na wszystkich
komorkach biataczkowych u 5/31 (16%) chorych
1na czeSci komorek u 10/31 (32%) chorych. U 6 cho-
rych limfocyty T charakteryzowaly sie catkowitym
brakiem antygenow CD5 1 CD7. W 8/10 badanych
przypadkow komorki bialaczkowe wykazywaly nie-
znacznie nizszg ekspresje CD43 w poréwnaniu
z ekspresjg CD43"™" na prawidlowych limfocytach T.
Nieprawidiowa, obnizona ekspresja CD2 wystepo-
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watla u 6 chorych (19%), a CD3 w 4 przypadkach
(13%). W wiekszo$ci badanych przypadkow, u 25/28
chorych (89%) pojawiala sie ekspresja CD16. Jednak
w 14 przypadkach obserwowano ja tylko na czeSci
(> 20 < 100%) komorek biataczkowych. Ekspre-
sja CD56 byla ujemna w 22 przypadkach, u 7 cho-
rych pojawila sie na wiecej niz 50% komorek bia-
taczkowych. W 20/27 przypadkow (74%) 20-100%
komorek biataczki wykazywato ekspresje CD57,
brak ekspresji tego antygenu obserwowano u 7 cho-
rych. Antygen HLA DR byl obecny w 18/22 przy-
padkach na roznej liczbie komorek. We wszystkich
badanych przypadkach pojawiala sie ekspresja tylko
jednej z izoform CD45, czeSciej CD45RA u 17/19
chorych (89%), rzadziej CD45R0O u 2/19 chorych
(11%). U zadnego z 20 badanych chorych nie stwier-
dzono obecno$ci antygenu CD25. Biatko TCR ba-
dane bylo w 32 przypadkach. U 22 chorych (69%)
obserwowano ekspresje TCRaf, a u 10 (31%)
TCRys (tab. 4.3.1, ryc. 4.3.1).

We wszystkich analizowanych przypadkach
oprocz komorek biataczkowych CD57* znajdowata
sie populacja prawidiowych limfocytow T CD57".
W przeciwienstwie do komorek biataczki nie wyka-

4;,',";'

M u :l'l-'

Rycina 4.2.5. Obraz szpiku chorej z odczynowa limfocy-
toza z T-LGL CD4*/CD8*-/CD57*-/granzym B*"~, chfonia-
kiem strefy brzeznej i aplazjg czysto czerwonokrwinkowa.
(A) Src’)dmiaiszowe nacieki z odczynowych limfocytow
T CD4*; (B) Srédmiqiszowe nacieki z matych limfocytéw
B (CD20*) odpowiadajgce naciekom chtoniaka; (C) Poje-
dyncze komorki prekursorowe linii erytroidalnej wykazu-
jace ekspresje hemoglobiny. Barw. EnVision, x 200.

zywaly one zaburzen w ekspresji antygenow komo-
rek T (ryc. 4.3.1. F).

U jednej chorej opisanej wcze$niej [128] wyste-
powaly dwie immunofenotypowo rozne populacje
komorek biataczki T-LGL (ryc. 4.3.2.). Komorki jed-
nej populacji wykazywaly ekspresje CD3*/CD47/
/CD8"4™/CD57*/CD5*%™ i stanowily 24% wszystkich
limfocytow. Druga wieksza populacja (48% limfocy-
tow) charakteryzowala sie fenotypem: CD3*/CD47/
/CD87/CD57/CD5". Ponadto komoérki obu populacji
posiadaty ekspresje CD167*, CD567*, CD45RA",
CD2*%™ CD7*% CD43*, HLA-DR*,TCRy6*. Odczy-
ny z CD45R0, CD25, TCRaf byly ujemne.

U innego chorego oprocz komorek biataczki
T-LGL o fenotypie CD45RA*, CD2*, CD3",
CD4*m CD5*" CD7* CD8", CD16"%, CD56",
CD57*, ktoére stanowity 38% wszystkich limfocy-
tow, obecna byta populacja limfocytow (ok. 40%
komorek szpiku) o fenotypie odpowiadajacym prze-
wleklej biataczce limfocytowej: CD19*, CD20*%™,
CD5*%™ CD23" (ryc. 4.3.3).

U 8 chorych z odczynowg limfocytoza z T-LGL
limfocyty T wykazywaly prawidlowa ekspresje an-
tygenow pan-T. Charakteryzowaly sie tez jedno-
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Tabela 4.3.1. Ocena ekspresji diagnostycznych antygendw w 32 przypadkach biataczki T-LGL badanych

metodg cytometrii przeptywowej

Antygen (n) Ekspresja na 100%

Ekspresja na > 20

Nieprawidtowa Brak ekspresji

komorek < 100% komoérek ekspresja dim n (%)
n (%) n (%) n (%)

CD2 (n = 32) 26 (81) - 6(19) -
CD3 (n = 32) 28 (88) - 4 (13) -
CD4 (n = 32) 1(3) - 1(3) 30 (94)
CD5(n = 31) 6 (19) - 18 (58) 7 (23)
CD7 (n = 31) 10 (32) - 15 (48) 6 (19)
CD8 (n = 32) 25 (78) 1(3) 1(3) 5(16)
CD16 (n = 28) 11 (39) 14 (50) - 3(11)
CD56 (n = 29) 1(3) 6(21) - 22 (76)
CD57 (n = 27) 9(33) 11 (41) - 7 (26)
CD43 (n = 10) 2 (20) - 8 (80) -
CD45RA (n = 19) 17 (89) - - 2(11)
CD45R0O (n = 19) 2(11) - - 17 (89)
HLADR (n = 22) 8 (36) 10 (45) - 4(18)
CD25 (n = 20) - - - 20 (100)
TCRap (n = 32) 22 (69) - - 10 (31)
TCRyd (n = 32) 10 (31) - - 22 (69)

czesng ekspresja obu izoform czasteczki CD45 za-
rowno CD45RA, jak i CD45RO0. Najczesciej spoty-
kany byl nastepujacy fenotyp limfocytow T:
CD45+bright, CD45RA+ bright’ CD45R0+ bright, CD2 +bright,
CD3+bright’ CD4—, CD5+ bright’ CD7+ bn'ght, CD8+bright, CDZS—,
CD43"" HLADR"", TCRaB". Ekspresja CD16 byla
dodatnia na cze$ci komorek w 3/8 przypadkach, CD56
w 2/8, a CD57 u 5/8 chorych (tab. 4.3.2).

W celu wykazania charakterystycznych cech
immunofenotypowych dla biataczki T-LGL porow-
nano czestoS¢ 1 rodzaj ekspresji tego samego pane-
lu antygenéw u chorych na biataczke i1 u chorych
z odczynowg limfocytoza z T-LGL (tab. 4.3.3).

We wszystkich przypadkach komorki biatacz-
kowe wykazywaly zaburzenia ekspresji jednego,
aw 21/32 (66%) dwoch lub wiecej antygenow ko-
morek T w porownaniu z prawidiowymi limfocyta-
mi T CD577, najczesSciej CD5 (81%), CD7 (67%)
1 CD43 (80%), oraz wystepowala tylko jedna z izo-
form czasteczki CD45, najczesciej CD45RA (89%).
Istotne réznice w ekspresji badanych antygenéow
u chorych na hiataczke T-LGL i u chorych z odczy-
nowga limfocytoza z T-LGL dotyczyly wystepowa-
nia nieprawidtowej (obnizonej lub braku) ekspresji
antygenow komorek T: CD5 (p = 0,000), CD7
(p = 0,001) 1 CD43 (p = 0,035) oraz pojawiania sie
tylko jednej izoformy CD45 (p = 0,000) w bialaczce
T-LGL. Natomiast antygeny CD16, CD56 1 CD57
obecne byly zar6wno na biataczkowych, jak 1 odczy-

nowych limfocytach T i nie stanowily elementu roz-
nicowania, chociaz ekspresja CD16 pojawiala sie
istotnie czeSciej (p = 0,006) na komorkach biatacz-
kowych.

Komorki biataczki T-LGL najczeSciej charaktery-
zowaly sie nastepujacym fenotypem: CD45RA e,
CD2+bright CDS +bright’ CD47, CD5+/—dim ,CD7+/—dim,
CD8*"# CD16", CD567, CD57", CD43"", CD25,
HLADR"", TCRap"*, TCRyo".

Wsrod chorych na biataczke T-LGL wyodreb-
niono trzy rzadkie warianty fenotypowe na podsta-
wie badan immunohistochemicznych i immunofe-
notypowych szpiku: biataczke T-LGL CD4°,
biataczke T-LGL TCRyé* i biataczke T-LGL
z koekspresja CD56".

I. Podtyp z ekspresja antygenu CD4: CD4*/CD8"
oraz CD4*/CD8" wystepowal u 4/42 chorych (9%).
Chorzy na biataczke T-LGL CD4*/CD8"*/TCRap*
stanowili heterogenng klinicznie grupe. Dwie cho-
re mialy bardzo podobny obraz kliniczny: nieklasy-
fikowalne zapalenie stawoéw przypominajace RZS,
autoprzeciwciala, obwodowa limfocytoze z T-LGL
< 2 X 10%1, leukopenie, ciezkg neutropenie i zwia-
zane z nig nawracajace zakazenia drog oddecho-
wych, zmiany skorne 1 znaczne powiekszenie Sle-
dziony. W badaniach molekularnych obserwowano
u nich rearanzacje genu tylko tancucha beta TCR.
U jednej z chorych nieprawidiowoS$ci hematologicz-
ne wystapily po 7 latach trwania artropatii, u dru-
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Rycina 4.3.1. Cytogram chorej na biataczke T-LGL. (A) Obraz FSS/SSC (wielko$¢/ziarnisto$¢) — w regionie R1 mate
limfocyty stanowiagce 89% wszystkich komaérek krwi obwodowej; (B) CD45 v. CD14. Silna ekspresja CD45 na limfocy-
tach; (C) CD3 v. CD19. Limfocyty T CD3* stanowig 97% wszystkich komérek; (D) Populacja komorek z ekspresjg CD3
i CD16; (E) Limfocyty T CD3*/CD56™ odpowiadajgce komdérkom biataczkowym; (F) Komorki biataczkowe z ekspresja
CD2*/CD57". W regionie R2 prawidtowe limfocyty T CD2*CD57*; (G) CD8*/CD4 komorki biataczkowe; (H) CD2*/CD7-
komorki biataczkowe i wykazujaca ekspresje obu antygenéw populacja odpowiadajgca prawidtowym limfocytom T
w regionie R3; (I) CD5/CD25 komorki biataczkowe. W regionie R4 prawidtowe limfocyty z ekspresjg CD5 i CD25; (J)
Komorki biataczkowe z ekspresjg CD3 i CD45RA; (K) Komorki biataczkowe wykazujg ekspresje CD3 i TCRes; (L)
Komoérki biataczkowe CD7- wykazujg nieznacznie stabszg ekspresje CD43 niz na znajdujacych sie w regionie R5
prawidtowych limfocytach CD77/CD43*. FITC — izotiocyjan fluresceiny, PE — fikoerytryna, PerCP-peridina-chlorofil

TCR — receptor komoérek T
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Rycina 4.3.2. Biklonalna biataczka T-LGL TCRysé*. Cytogram przedstawiajgcy gtéwne cechy fenotypowe dwéch popu-
lacji komorek biataczkowych: CD3*/CD47/CD8*“™/CD57*/CD5"“™ (24% wszystkich limfocytéw) (dtuga strzatka); CD3*/
/CD47/CD87/CD577/CD5 (48% wszystkich limfocytow) (krotka strzatka) w pordwnaniu z prawidtowymi limfocytami T (CD8*9™,

CD4*) (komorki w elipsach)

giej zmiany stawowe pojawily sie po 17 latach leu-
kopenii i1 neutropenii. U dwoch innych chorych je-
dyna nieprawidlowoscia stwierdzong w badaniach
laboratoryjnych byta limfocytoza z T-LGL. W bada-
niu klinicznym nie bylo powiekszenia §ledziony ani
wezlow chlonnych, ani tez objawow chorob autoim-
munologicznych. U jednego z tych chorych jednocze-
Snie wystepowata przewlekla biataczka limfocytowa.

Limfocytoza T-LGL CD4*/CD8"" pojawila sie
rowniez u dwoch innych chorych, u ktorych nie
wykazano rearanzacji genow TCR. U jednej z nich
z towarzyszacg PRCA, po 2 latach obserwacji roz-
winal sie chloniak strefy brzezne].

I1. U 10/32 chorych (31%) na biataczke T-LGL
stwierdzono w badaniach cytometrycznych ekspre-

sje czasteczki TCRyd 1 rozpoznano rzadki wariant
biataczki T-LGL TCRyd*. Poréwnano obraz klinicz-
no-patologiczny tych chorych z wystepujacym u 22
chorych na biataczke T-LGL TCRapB™ (tab. 4.3.4).
Dane Kkliniczne dotyczace: wieku, plci, czestoSci
wystepowania powiekszenia Sledziony, towarzyszace-
go RZS, niedokrwistoSci, leukopenii 1 matoptytkowo-
§ci nie roznily sie istotnie w obu grupach. Zblizona
byta §rednia liczba krazacych T-LGL (5,2 0. 5,1 x 10%1).
U chorych na biataczke TCRyd " rzadziej pojawiata
sie neutropenia, jednak czesto§¢ nawracajacych
zakazen w obu podtypach biataczki byla podobna.
Przebieg choroby w obu podtypach byt fagodny.
W badaniach immunohistochemicznych i cyto-
metrii przeplywowej komorki obu podtypow bia-
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Rycina 4.3.3. Wyniki badan cytometrycznych chorego z chtoniakiem ztozonym: biataczkg T-LGL CD4*/CD8" i PBL. (A)
Cytogram przedstawiajgcy limfocyty T CD3* i populacje limfocytow CD4*“™/CD8* odpowiadajacg biataczce T-LGL.
Histogramy pokazujgce ekspresje CD16 na limfocytach T CD3" i ekspresje CD57 na limfocytach CD4*“™, (B) Histogramy
pokazujgce ekspresje antygenéw CD20, CD23 i CD5 na limfocytach B CD19* odpowiadajace PBL

Tabela 4.3.2. Ocena ekspresji diagnostycznych antygendéw w badaniu metodga cytometrii przeptywowej
w 8 przypadkach odczynowej limfocytozy z T-LGL

Antygen (n) Ekspresja na 100% Ekspresja na > 20 Nieprawidtowa Brak ekspresji
komoérek < 100% komorek ekspresja dim

CD2 (n = 8)
CD3 (n = 8)
CD4 (n = 8)
CD5(n = 8)
CD7 (n = 8)
CD8 (n = 8)
CD16 (n = 8)
CD56 (n = 8)
CD57 (n = 8)
CD43 (n = 3)
CD45RA (n = 8)
CD45R0 (n = 8)
HLADR (n = 6)
TCRaf (n = 4)
TCRyS (n = 4)
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Tabela 4.3.3. Poréwnanie czestosci i rodzaju ekspresji wybranych antygendéw u 32 chorych na biataczke T-LGL
i u 8 chorych z odczynowa limfocytozg z T-LGL w badaniach cytometrycznych

Antygen Monoklonalne T-LGL Poliklonalne T-LGL o]

n (°/o) n (°/o)
CD45 RA&RO 0/19 (0) 8 (100) p = 0,000
CD5* 6/31 (19) 8 (100) p = 0,000
CD5** 25/31 (81) 0 (0)
cD7* 10/31 (32) 8 (100) p = 0,001
CD7** 21/31 (67) 0 (0)
CD43* 1/10 (10) 3/3 (100) p = 0,035
CD43** 8/10 (80) 0(0)
CD16* 25/28 (89) 3/8 (38) p = 0,006
CD56* 7/29 (24) 2/8 (25) p = 0,643
CD57* 20/27 (74) 5/8 (63) p=0,411

*jednoczesna ekspresja obu antygenow; *prawidfowa ekspresja na wszystkich lub czesci komorek; **obnizona ekspresja typu dim na wszystkich lub czesci

komorek i brak ekspresji; p — oznaczane doktadnym testem Fishera

Tabela 4.3.4. Charakterystyka kliniczna i immunofenotypowa chorych na biataczke T-LGL TCRyd" i TCRaS*

TCRyé n (%) TCRapB n (%) P

Liczba chorych 10 22

Wiek, srednia (zakres) w latach 57,2 = 11,8 (39-73) 61,8 = 15,7 (28-87) *p = 0,856
Pte¢: kobiety/mezczyzni 5/5 15/7 **n = 0,136
Powiekszenie sledziony 4 (40) 10 (45,5) **p = 0,566
Nawracajace zakazenia 2 (20) 5(22,7) **p = 0,229
Reumatoidalne zapalenie stawéw 4 (40) 7 (31,8) **p = 0,513
Leukopenia 5 (50) 6(27,3) **p =0,184
Niedokrwistos¢ 3 (30) 6 (27,3) **p = 0,600
Neutropenia 7 (70) 22 (100) **p = 0,01
Ciezka neutropenia 3 (30) 13 (59,1) ***p = 0,104
Matoptytkowos¢ 4 (40) 8 (36,5) **p = 0,568
Limfocytoza z T-LGL > 4 x 10°/I 5(50) 12 (54,5) ***p = 0,862
Limfocytoza z T-LGL > 2 x 10°/I 6 (60) 20 (62,5) **p = 0,585
Fenotyp CD47/CD8" 4 (40) 0/21 (0) **p = 0,007
Fenotyp CD47/CD8* 4 (40) 21/21 (100) **p = 0,000
Ekspresja CD56 5/9 (55,5) 2/20 (10) **p = 0,020
Ekspresja CD57 4/8 (50) 19 (86,3) **p = 0,059
Ekspresja CD16 7/9 (77,8) 17/18 (94,4) **p = 0,250

*test t-Studenta; **doktadny test Fishera; ***y* Pearsona

taczki roznily sie ekspresja antygenow CD4/CD8.
Komorki biataczki TCRyS* czeSciej charakteryzo-
waly sie brakiem obu antygenéw CD4 1 CD8 w po-
roéwnaniu z przypadkami TCRafS", gdzie fenotyp
CD47/CD8 nie pojawit sie u zadnego chorego. Fe-
notyp CD47/CD8" wystepowal w 40% przypadkow
biataczki TCRyé". U chorych na biataczke TCRyo™*
czeSciej pojawiala sie ekspresja CD56. Nie wyka-
zano ro6znic w obrazie histopatologicznym
w obu podtypach. Pomimo braku cytotoksycznego

fenotypu i ekspresji CD8 w 3/5 przypadkow biatacz-
ki T-LGL TCRy6* w badaniach immunohistoche-
micznych szpiku wystepowatl dodatni odczyn z gran-
zymem B. Fenotyp komérek biataczki T-LGL
TCRyd* byl nastepujacy: CD2"(60%), CD3"(80%),
CD47(90%), CD5"™(60%), CD7*-*™(50%), CD&"
(50%), CD16"(56%), CD56*(44%), CD57(50%).

I1I. Ekspresje CD56 stwierdzono w badaniach
cytometrycznych w 7/29 badanych przypadkow
(24%) biataczki T-LGL. Antygen ten wystepowal na
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wszystkich komorkach biataczkowych u jednego
chorego z wysoka limfocytoza z T-LGL (19,6 x 107/1).
Chory ten zmart po 15 miesigcach obserwacji,
a przyczyng zgonu bylo zapalenie pluc zwigzane
z neutropenia. U pozostalych 6 chorych antygen
CD56 byt obserwowany na czeSci komorek biatacz-
kowych. Obraz kliniczny 1 wyniki badan laboratoryj-
nych tych chorych byly porownywalne do przypad-
kow biataczki bez ekspresji tego antygenu. Charak-
teryzowali sie oni rowniez fagodnym przebiegiem
klinicznym. Nie obserwowano progresji splenome-
galii, powiekszenia wezlow chlonnych, czy tez ob-
jawow ogolnych ani wysokiej leukocytozy.

4.4. Wyniki badan genetycznych

U 12 chorych nie wykazano monoklonalnych
rearanzacji gendow kodujacych czeSci zmienne lan-
cuchow TCR, co przemawialo za poliklonalna, od-
czynowa limfocytoza z T-LGL.

Rearanzacje genoéw kodujacych czeSci zmien-
ne fancuchow TCR potwierdzajace monoklonalno§é
limfocytow T wykryto u 34 badanych chorych
(ryc. 4.4.1).

U 18 chorych (563%) wykryto rearanzacje ge-
now kodujacych tylko tancuchy beta i gamma.
U 6 chorych (18%) wykazano rearanzacje genow ko-
dujacych tancuchy beta, gamma i delta, u 7 (21%)
rearanzacje genow kodujacych tylko tancuchy gam-
ma 1 delta, a u 3 chorych (9%) rearanzacje genow
kodujacych tylko fancuchy beta (tab. 4.4.1).

Zakres rearanzacji poszczegolnych regionow
genow kodujacych czesci zmienne tancuchow TCR
byt roznorodny, jednak najczesciej, bo u 28 chorych
(82%), ulegat rearanzacji region V,If,V,,-J,. U 13
chorych (38%) wykryto biklonalne lub bialleliczne
produkty rearanzacji genéw TCR (tab. 4.4.2).

U 6 chorych (18%) na biataczke T-LGL z obec-
noscig morfologicznie 1 immunofenotypowo odczy-
nowych naciekéw z matych limfocytéw B w trepa-
nobiopsji szpiku (w postaci grudek chionnych
u 5 chorych 1 naciek6w rozproszonych u 1 chorego)
rearanzacji genow TCR towarzyszyly rearanzacje
genow kodujacych regiony zmienne jednego lub
dwoch tancuchow lekkich immunoglobulin: kappa
lub/i lambda (ryc. 4.4.2). Trzech z tych chorych mia-
fo chorobe autoimmunologiczng. U zadnego z nich
w ciggu 5-16 miesiecy obserwacji nie rozwinal sie
chloniak z komorek B.

U jednej chorej rozpoznano biklonalng biatacz-
ke T-LGL z biklonalnymi produktami genow TCRG
1 TCRD oraz dwoma réznymi fenotypowo klonami
zidentyfikowanymi w badaniu metoda cytometrii
przeplywowej (ryc. 4.4.3).

Rycina 4.4.1. Wynik elektroforezy w zelu poliakrylamido-
wym z rozdziatem produktéw multipleks PCR i analizy
heterodupleksowej wykazujagcy monoklonalng rearan-
zacje genow kodujacych czesci zmienne tancuchéw
TCR u chorej na biataczke T-LGL. Sciezki: 1) rearanzacja
TCRB-A — wynik ujemny (poliklonalny); 2) rearanzacja
TCRB-B — wynik dodatni, monoklonalny produkt 250
bp (i); 3) rearanzacja TCRB-C — wynik ujemny; 4) wzo-
rzec wielkosci 50 bp; 5) rearanzacja TCRG-A — wynik
dodatni, monoklonalny produkt 230 bp (ii); 6) rearanza-
cja TCRG-B — wynik dodatni, monoklonalny produkt
180 bp (iii); 7) rearanzacja TCRD — wynik ujemny

Jeden chory poza rearanzacja gendw TCR
w populacji komoérek odpowiadajacej bialaczce T-LGL
wykazywal jednoczeSnie rearanzacje genow tancu-
chow ciezkich 1 lekkich IG w populacji komérek
morfologicznie i fenotypowo odpowiadajacych prze-
wlektej bialaczce limfocytowej. U dwoch chorych
z poliklonalng, odczynowa limfocytoza z T-LGL wy-
kazano rearanzacje genow kodujacych czeSci zmien-
ne tancuchow ciezkich, jak 1 lekkich immunogobu-
lin. W ciagu 2 lat obserwacji u jednego z nich roz-
winal sie chloniak strefy brzeznej.

W grupie 15 chorych na RZS z towarzyszaca
neutropenia, u ktérych rozpoznano zespot Felty’ego,
obserwowano caly zakres limfocytozy z T-LGL, od
poliklonalnej — poprzez oligoklonalng 1 monoklo-
nalana, az do biataczki T-LGL. Pieciu chorych spel-
nialo kryteria diagnostyczne dla biataczki T-LGL,
z bezwzgledna liczbg T-LGL > 2 X 1011 obecno$cia
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Tabela 4.4.1. Czestos¢ wystepowania rearanzacji gendéw kodujacych czesci zmienne poszczegélnych
tancuchdéw receptora TCR u 34 chorych na biataczke T-LGL

Rodzaj rearanzacji Tylko 8 Tylko B +y B+y+9o Tylkoy + 6

Czestosc rearanzacji, n (%) 3 (9%) 18 (53%) 6 (18%) 7 (21%)

Tabela 4.4.2. Czestos¢ wystepowania rearanzacji poszczegdlnych regiondw genéw kodujacych czesci zmienne
tancuchdéw receptora TCR u 34 chorych na biataczke T-LGL

Rodzaj rearanzacji TCRB TCRG TCRD

Vs-Jg1.dp2 Vi-Jg2 Dy1,Dp2-Js VI, V,10-J, V,0,V)117J, Vs, Dsy-Js,Dss
Czestosc rearanzacji 19 (56%) 15 (44%) 19 (56%) 28 (82%) 12 (35%) 13 (38%)
n (%) b-2 b-2 b-8 b-2 b-5

b — biklonalny lub bialleliczny

Rycina 4.4.2. Obraz histopatologiczny szpiku i wyniki ba-
dan biologii molekularnej u chorej na biataczke T-LGL
i RZS z obecnoscig grudek chtonnych w szpiku oraz
jednoczesng rearanzacjag gendéw kodujacych czesci
zmienne tancuchow TCR i fancuchéw lekkich /G; (A)
Grudka chtonna zawierajaca limfocyty T (CD3*) (dfuga
strzatka), wokot niej niewielkie srédmigzszowe nacieki
biataczki T-LGL (CD3*) (krétkie strzatki); (B) Liczne mate
limfocyty B (CD20*) w grudce; Barw. EnVision, x 100
(C) Sciezki: 1) rearanzacja /IGH-A — wynik ujemny (poli-
klonalny); 2) rearanzacja /GH-B — wynik ujemny; 3) re-
aranzacja /GH-C — wynik ujemny; 4) wzorzec wielkosci
50 bp; 5) rearanzacja /GH-D — wynik ujemny; 6) rearan-
zacja IGH-E — wynik ujemny; 7) rearanzacja /GK-A —
wynik ujemny; 8) rearanzacja /GK-B — wynik dodatni —
monoklonalny produkt 210-250 bp (strzatka), 9) rearan-
zacja /GL — wynik ujemny
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Rycina 4.4.3. Biklonalna biataczka T-LGL TCRys¢*. Elek-
troforeza produktow PCR w badaniu rearanzacji genow
kodujacych czesci zmienne tanuchéw TCR. Sciezki: 1)
wzorzec wielkosci 50 bp; 2) rearanzacja TCRB-A — wy-
nik ujemny; 3) rearanzacja TCRB-B — wynik ujemny; 4)
TCRB-C — wynik dodatni — biklonalne produkty 200 bp
i 290 bp (i, ii); b) rearanzacja TCRG-A — wynik dodatni,
biklonalne produkty 180 i 220 bp (iii, iv); 6) rearanzacja
TCRG-B — wynik ujemny; 7) rearanzacja TCRD — wy-
nik dodatni, biklonalne produkty 170 i 220 bp (v, vi)

rearanzacji genow kodujacych czesci zmienne tanu-
chow TCRB, TCRG i TCRD. W szpiku wystepowaly
typowe dla biataczki §rédmiagzszowe 1 wewnatrz-
zatokowe nacieki z limfocytow T wykazujace eks-
presje CD3, CD8, CD57 i granzymu B, a w bada-
niach FCM limfocyty T charakteryzowaly sie nie-
prawidiowa ekspresjg antygendéw CD5, CD71CD43.
Dziewieciu chorych miato wzgledna limfocytoze
T-LGL, ale bezwzgledna limfocytoza byla mniejsza
niz 2 X 10%1 (zakres 0,5-1,9 x 10%1). U chorych tych
obserwowano typowe dla rozrostow monoklonal-
nych rearanzacje genow TCR i charakterystyczny
fenotyp komorek. W szpiku przewazaly nacieki
§rodmigzszowe, a w badaniach FCM obserwowano
nieprawidlowg ekspresje antygenow komorek T. U
jednego chorego uchwycono cechy monoklonalnej
transformacji w obrebie poliklonalnej limfocytozy.
W badaniu PCR w poliklonalnym tle obecny byt
monoklonalny produkt rearanzacji regionu Vye, Vy;-
Jy genu TCRG. W szpiku obecne byly obfite Srod-
migzszowe nacieki z komorek T CD3*/CD47/CD8%/
granzym BY/TCRyo " (ryc. 4.4.4).

Trzech chorych bez klonalnej rearanzacji ge-
noéw kodujacych czeSci zmienne tancuchow TCR

to przyktad odczynowej, poliklonalnej limfocytozy
z T-LGL zwiazanej z chorobg autoimmunologiczna.
W szpiku obecne byly rozproszone T-LGL o fenotypie
CD3*/CD47/CD8*/CD57""/granzym B*"/TCRap",
ktore w badaniach FCM wykazywaly prawidiowa
ekspresje antygenow pan-T limfocytow, co odpo-
wiadato poliklonalnej limfocytozie.

Chorzy na biataczke T-LGL z towarzyszaca
choroba autoimmunologiczng r6znili sie od chorych
na biataczke T-LGL bez choroby wspolistniejace;j
obrazem klinicznym i zmianami w badaniach labo-
ratoryjnych. Istotnie czeSciej wystepowalo u nich
powiekszenie Sledziony, autoprzeciwciala, hiper-
gammaglobulinemia poliklonalna i leukopenia. Po-
nadto w pierwszej grupie zanotowano istotnie
wiekszg liczbe chorych z ciezka neutropenia, chociaz
czesto§¢ pojawiania sie nawracajacych zakazen byla
podobna w obu grupach. U chorych na biataczke
T-LGL z choroba autoimmunologiczng $rednia licz-
ba krazacych T-LGL byta istotnie nizsza, jak i mniej-
sza liczba chorych wykazywata warto$ci limfocyto-
zy z T-LGL wieksze niz 2 x 10°/1. Trzynastu z 21
(62%) chorych z choroba autoimmunologiczng nie
spelniato kryterium ilo§ciowego rozpoznania biatacz-
kiz T-LGL, w tym 10 chorych z powodu leukopenii.
Obraz histopatologiczny 1 immunofenotypowy szpi-
ku byt podobny w obu grupach (tab. 4.4.3). Nie wy-
kazano roznic w czestoSci wystepowania rearanza-
¢ji poszczegolnych regionow gendéw kodujacych cze-
Sci zmienne lancuchow receptora TCR (tab. 4.4.4).

Badania metoda klasycznej cytogenetyki pole-
gajace na ocenie kariotypu metoda prazkowa u 15
badanych chorych na biataczke T-LGL wykazaty
prawidlowy kariotyp.

4.5. Obserwacja i leczenie

Dane dotyczace leczenia przeanalizowano u 29/
42 chorych na biataczke T-LGL. Informacje doty-
czace leczenia pozostatych 13 chorych nie byty do-
stepne. Przyczyna rozpoczecia leczenia byly cyto-
penie, to znaczy neutropenia i niedokrwistos$¢, jak
rowniez nawracajace zakazenia, powiekszenie Sle-
dziony i zapalenie stawow. Stosowano cyklospory-
ne A (CSA), metotreksat (MTX), steroidy i czyn-
nik stymulacyjny kolonii granulocytowych (G-CSF).
Odpowiedz na leczenie zaobserwowano u 61% cho-
rych. Dziewieciu chorych leczono CSA w postaci
doustnej (2-3 mg/kg dziennie), 5 w monoterapii,
4 w polaczeniu z prednizonem i1 G-CSF przez Sred-
nio 7,4 miesigca (zakres 5-15 miesiecy). U jednej
chorej leczonej CSA, prednizonem 1 G-CSF osig-
gnieto catkowita remisje hematologiczng (CHR),
a u pozostalych 8 chorych cze$ciowa odpowiedz
(PR). U jednego chorego przed leczeniem CSA wy-
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konano splenektomie. U 8 chorych zastosowano male
doustne dawki MTX (7,5 do 15 mg tygodniowo) przez
1 do 36 miesiecy (Srednio 12,5 miesiaca). Pieciu cho-
rych otrzymywato jednoczes$nie prednizon (5 do 40 mg
dziennie), a 2 dodatkowo G-CSF. U 5/8 chorych
uzyskano PR. Tylko prednizon (5-20 mg dziennie)
przez 5 do 35 miesiecy ($rednio 16,7) otrzymywalo
8 chorych, 6 jako kontynuacje leczenia zapalenia
stawow. Nie zaobserwowano u nich zadnej odpo-
wiedzi hematologicznej (NR), ale niedokrwisto$c¢,
nawracajace zakazenia 1 zapalenie stawow byto
kontrolowane. U dwoch chorych zastosowano
chlorambucil 2 mg dziennie przez 5 miesiecy
1 uzyskano PR. Jedna chora otrzymywala cyklo-
fosfamid 450 mg przez 3 dni z dobrym efektem
(PR). Jedna chora pozostawala 5 lat bez leczenia,

Eﬁ? B "E'J'

'|I-

Rycina 4.4.4. Monoklonalna transformacja wywodzaca
sie z poliklonalnej limfocytozy z T-LGL u chorego z ze-
spotem Felty’ego. Badania histopatologiczne i biologii
molekularnej. (A) Do$¢ obfite srodmigzszowe z tworze-
niem skupien nacieki z limfocytéw T (CD3); (B) i CD8".
Barw. EnVision, x 200; (C) Sciezki: 1) rearanzacja TCRG-
A — wynik dodatni, monoklonalny produkt 180 bp (i);
2) rearanzacja TCRG-B — wynik dodatni, monoklonalny
produkt 210 bp (ii) w poliklonalnym tle; 3) rearanzacja
TCRD — wynik dodatni, monoklonalny produkt 160 bp
(iii); 4) rearanzacja TCGB-A — wynik ujemny; 5) wzo-
rzec wielkosci 50 bp; 6) rearanzacja TCRB-B — wynik
ujemny; 7) rearanzacja TCRB-C — wynik ujemny

bez powiklan zwigzanych z neutropenia i bez pro-
gresji choroby (tab. 4.5.1).

W chwili zakonczenia badania Sredni okres ob-
serwacji 29 chorych wynosit 17 miesiecy (zakres 1—-
—60 miesiecy) 1 u wiekszoS$ci chorych choroba mia-
ta tagodny przebieg. Trzech chorych zmarto: dwoch
z powodu ciezkiego bakteryjnego zapalenia ptuc, be-
dacego wynikiem zwiazanej z biataczka neutrope-
nii. Jedna chora zmarta z powodu wtornej amyloido-
zy AA nerek, jako powiklania dtugotrwatego RZS,
a wiec nie z powodu choroby podstawowe;.

5. Dyskusja

Praca zawiera wyniki kompleksowych badan 43
chorych na biataczke T-LGL 1 12 z odczynowa lim-
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Tabela 4.4.3. Obraz kliniczny oraz wybrane cechy histopatologiczne i immunofenotypowe u chorych na biataczke
T-LGL ze wspodtistniejacg chorobg autoimmunologiczng oraz u chorych na biataczke T-LGL bez choroby

towarzyszacej
Biataczka T-LGL Biataczka T-LGL p
z choroba bez choroby
autoimmunologicznag towarzyszgcej
n (%) n (%)

Liczba chorych 21 21

Wiek, srednia (zakres) w latach 59,7 + 15,7 (28-85) 61,6 =14,2 (33-87) *p =0,772
Pte¢: kobiety/mezczyzni 18/3 11/10 **p = 0,019
Powiekszenie sledziony 13 (62) 5 (24) **p = 0,013
Nawracajace zakazenia 6 (29) 5(24) **p = 0,726
Czynnik reumatoidalny 17/19 (89) 2/13 (15) **p = 0,000
Przeciwciata przeciwjadrowe 18/20 (90) 2/14 (14) **p = 0,000
Hipergammaglobulinemia poliklonalna 17 (81) 9/19 (47) **p = 0,026
Leukopenia 10 (48) 4(19) **p = 0,0495
Niedokrwistos¢ 5/21 (24) 7 (33) **p = 0,495
Neutropenia 21 (100) 18 (86) ***p = 0,116
Ciezka neutropenia 15(71) 7 (33) **p = 0,013
Matoptytkowosé 9/20 (45) 6/20 (30) **p = 0,327
Liczba T-LGL, $rednia (zakres) x 1071 2,8 +2,6(0,5-11,4) 7,5 £6,3(1,4-26,9) *p = 0,000
Limfocytoza z T-LGL > 2 x 10°/I 8 (38) 18 (86) **p = 0,001
Stopien zajecia szpiku przez nacieki T-LGL 38% 33% *p = 0,579
Nacieki wewngatrzzatokowe 11/19 (58) 11/15 (73) **p = 0,350
Fenotyp CD4*/CD8" 13/18 (72) 14/15 (93) **p =0,133
Ekspresja CD57 15/18 (83) 13/15 (87) **p = 0,591
Ekspresja granzymu B 15/18 (83) 14/15 (93) **p = 0,374
Zmniejszona liczba prekursoréw granulocytow 11/19 (58) 7/15 (47) **p = 0,515
Grudki chfonne 10/19 (53) 9/15 (60) **p = 0,667

*test Manna-Whitneya; **y* Pearsona; ***doktadny test Fishera

Tabela 4.4.4. Poréwnanie czestosci wystepowania rearanzacji regionow genéw kodujacych czesci zmienne
tancuchdéw TCR u 15 chorych na biataczke T-LGL ze wspotistniejgcg chorobg autoimmunologiczng i 19 chorych
na biataczke T-LGL bez choroby towarzyszacej

Rodzaj rearanzacji TCRB TCRG TCRD
Vﬁ'JﬂhJﬂZ Vﬂ'-jﬂz DﬁhDﬂZ'Jﬁ Vylf:Vﬂo—Jy V791V711_Jy Vs, Ds2—Js:Ds3

Biataczka T-LGL 67% (10) 47% (7) 60% (9) 80% (12) 33% (5) 33% (5)

i choroba

autoimmunologiczna

Czestosc rearanzacji % (n)

Biataczka T-LGL 47% (9) 42% (8) 53% (10) 84% (16) 37% (7) 42% (8)

bez choroby

wspotistniejacej

Czestosc rearanzacji % (n)

P *p =0,260 *p =0,790 *p = 0,667 **p = 0,548 *p = 0,832 *p = 0,601

*y? Pearsona; **doktadny test Fishera

piSmiennictwie 1 jedno z niewielu oryginalnych
opracowan w literaturze $wiatowej dotyczace sto-
sunkowo duzej grupy chorych z ta chorobg oraz

focytoza z T-LGL, uwzgledniajace korelacje cech
klinicznych, histopatologicznych, immunofenotypo-
wych i genetycznych. Jest to pierwsze w krajowym
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Tabela 4.5.1. OdpowiedzZ na leczenie u 28 chorych na biaftaczke T-LGL

Leczenie Liczba Czas leczenia Liczba CHR Liczba PR  Catkowita odpowiedz
chorych w miesigcach (zakres) na leczenie

MTX 3 9,7 £9,8 (4-21) 0 1 5/8

MTX + prednizon 5 14,2 + 15 (1-36) 0 4

CSA 5 7,8 = 4,5 (5-15) 0 5 9/9

CSA + prednizon 4 7 = 3,1(5-10) 1 3

Prednizon 8 16,7 = 9,3 (5-35) 0 0 0/8
Chlorambucil 2 5 (5-5) 0 2 2/2
Cyklofosfamid 1 3 dni 0 1 11

CHR — catkowita odpowiedz hematologiczna; CSA — cyklosporyna A; MTX — metotreksat, PR — odpowiedz czesciowa

podnoszace rozne jej aspekty. W piSmiennictwie
Swiatowym najwieksza praca pochodzaca z Mayo
Clinic, opublikowana w formie streszczenia zjazdo-
wego, dotyczyla klinicznych czynnik6w progno-
stycznych u 286 chorych [129]. Inni autorzy [7, 9,
10, 13, 14, 119, 124] badali mniejsze grupy chorych
1 koncentrowali sie na wybranych zagadnieniach
dotyczacych biataczki T-LGL. W polskiej literatu-
rze w latach 1991-2008 opublikowano 4 doniesie-
nia kazuistyczne opisujace Iacznie 7 chorych na bia-
taczke T-LGL [11, 130-132] i1 pojedyncze prace
pogladowe [93, 133-137].

Na ogo6! uwaza sie, ze limfocytoza z T-LGL,
ktora moze byc¢ zarowno odczynowa, jak i oligoklo-
nalna/monoklonalna, lub tez reprezentowac obja-
wowa biataczke, wystepuje rzadko [2]. Wydaje sie,
ze wynika to z malej wiedzy o tej jednostce choro-
bowej jako przyczynie niewyjasnionej neutropenii
1 limfocytozy, towarzyszacej roznym chorobom au-
toimmunologicznym i ukladu krwiotwoérczego [8].
Dowodem na niedoszacowanie czestoSci wystepo-
wania tej choroby sg ostatnio opublikowane bada-
nia przesiewowe duzych grup osob, u ktorych
stwierdzono wystepowanie zwiekszonej liczby,
glownie poliklonalnych, ale 1 oligo/monoklonalnych
T-LGL. Roden i wsp. [68] w badaniach cytometrycz-
nych krwi obwodowej stwierdzili u 62//352 kolejno
badanych os6b (18%) poliklonalng, giownie bezob-
jawowa limfocytoze z T-LGL TCRyd* o wartoSciach
wyzszych niz 0,2 x 10%1, T-LGL stanowily wiecej
niz 5% wszystkich limfocytow. U czeSci tych cho-
rych obserwowano wspolistnienie zakazen, prze-
wleklych chorob zapalnych, autoimmunologicznych
1 limfoproliferacyjnych. Stwierdzono ja takze u cho-
rych, ktorzy wczesniej przebyli splenektomie. W 2
przypadkach obecna byla rearanzacja genow TCR.
Z kolei z 870 osob przesiewowo badanych przez
Scotta i wsp. [32], 269 (31%) wykazywalo zwiek-
szony odsetek (> 25%) lub zwiekszong bez-

wzgledna liczbe (> 1 x 10%/1) komérek NK/LGL.
Klonalno$§¢ stwierdzono u 16 z 58 badanych osob.
Po 3 latach obserwacji 112 os6b mialo przewlekla
limfocytoze, ktéra u wiekszoSci nie wymagala lecze-
nia 1 nie ulegala progresji, chociaz w czesci przy-
padkéw zwigzana byla z neutropenia 1 zapalnymi
chorobami tkanki Iacznej. Dowodem na to, ze limfocy-
toza z T-LGL pojawia sie czeSciej, niz zwyklo sie uwa-
zacé, jest doniesienie Sabnani i wsp. [138] z 2006 roku.
Stwierdzili oni monoklonalng limfocytoze z T-LGL
okreslong jako TCUS u chorych z niewyjasnionymi,
niewielkimi zaburzeniami hematologicznymi typu nie-
znacznej niedokrwisto$ci, neutropenii 1 matoplytko-
wosci, ktorzy nie mieli pelnych objawow klinicznych
biataczki T-LGL. Wystepowanie proliferacji z T-LGL
jedynie u 0,4% chorych z podejrzeniem limfoproli-
feracjii/lub z cytopenia we wlasnym materiale histo-
patologicznym moze Swiadczy¢ albo o rzadkoSci tego
zjawiska, albo by¢ spowodowane brakiem wskazan
do wykonywania badan immunohistochemicznych
w przypadkach Kklinicznie bezobjawowych.
Rozpoznanie biataczki T-LGL powinno by¢ bra-
ne pod uwage u wszystkich chorych z niewyjasniong
cytopenia 1 zwiekszong liczbg LGL w badaniu cyto-
morfologicznym i/lub cytometrycznym. Jednak kry-
teria diagnostyczne biataczki T-LGL odno$nie licz-
by T-LGL sg ciagle przedmiotem dyskusji. Wedtug
klasyfikacji WHO z 2008 roku [6] wykrycie mono-
klonalnej limfocytozy z T-LGL > 2 x 1071 jest
wazng cecha diagnostyczna. W badaniu wlasnym
wzrost liczby T-LGL > 2 x 10%1 obserwowano
u64% chorych, a potowa z nich miata wysokie war-
toSci limfocytozy z T-LGL (> 4 x 10%1). Jednakze
w 36% przypadkow bezwzgledna liczba T-LGL byla
nizsza, gtownie z powodu leukopenii. To kryterium
diagnostyczne jest zatem nieprzydatne u chorych
ze wzgledng monoklonalng limfocytoza 1 towarzy-
szaca leukopenia, co moze zdarzy¢ sie w tej choro-
bie. Semenzato 1 wsp. [124] opisali 9 chorych

www.jtm.viamedica.pl 119



Journal of Transfusion Medicine 2009, tom 2, nr 3

z limfocytoza z T-LGL o warto$ciach od 0,5 do 2 X
10%1 z klinicznymi i laboratoryjnymi cechami bia-
faczki T-LGL. Podkreslili fakt, ze nie sama liczba
limfocytow T-LGL jest decydujaca do rozpoznania
biataczki T-LGL, ale calo$ciowa analiza danych Kli-
nicznych, immunopatologicznych i molekularnych.
Obraz kliniczny obecnie badanej grupy chorych
na bialaczke T-LGL byl podobny do opisywanego
wczesniej w literaturze [7, 9, 10, 13]. Wiekszo§¢
przypadkoéw charakteryzowala sie fagodnym prze-
biegiem. U 71% chorych na biataczke T-LGL obser-
wowano objawy kliniczne, takie jak oslabienie
(19%), nawracajace zakazenia gtownie drog odde-
chowych (26%), powiekszenie Sledziony (43%)
1 zmiany skorne (12%). U wszystkich chorych
stwierdzono przewlekle cytopenie: neutropenie,
leukopenie, niedokrwisto$§¢ 1 maloplytkowos¢.
Neutropenia wystepowala u 93% badanych cho-
rych, w 52% przypadkach rozwinela sie ciezka neu-
tropenia. Podobng czesto$¢ wystepowania neutro-
penii (74-84%) 1 agranulocytozy (40-48%) podawali
inni autorzy [9, 13]. Uwaza sie, ze wiele mechani-
zmoOw moze braé udzial w powstawaniu neutrope-
nii w biataczce T-LGL. W badaniach eksperymen-
talnych wykazano, ze komorki bialaczkowe rozpo-
znaja komorki progenitorowe linii mieloidalne;j
1 niszczg je zarOwno w mechanizmie zwigzane]
z Fas/FasL apoptozy, jak i wywieraja efekt supre-
syjny przez wydzielane cytokiny i chemokiny [71,
84, 116, 139, 140]. Jako inne przyczyny neutrope-
nii wymienia sie zaburzenia dojrzewania komorek
linii mieloidalnej, niszczenie dojrzatych granulocy-
tow na obwodzie przez przeciwciala i kompleksy im-
munologiczne oraz hipersplenizm [1, 7, 97]. Burks
1 Loughran [97] uwazaja, ze obraz linii granulocyto-
wej w szpiku, a szczegolnie typ niszczonych komo-
rek docelowych, moze czeSciowo wyjas$niaC przy-
czyny neutropenii. Zubozenie linii granulocytowej
w szpiku sugeruje, ze wczesne prekursory granulo-
cytow sg celem dla cytotoksycznych limfocytow T.
Kompensacyjny rozrost linii granulocytowe;j z prze-
sunieciem w lewo wskazuje, ze niszczone sa komor-
ki bardziej dojrzale. Badania trepanobiopsji szpiku
we wlasnej grupie chorych wykazaly zaré6wno
zmniejszong liczbe prekursoréow granulocytow
w 53% przypadkéw, jak 1 przesuniecie dojrzewania
w lewo u 44% chorych, co jest zgodne z powyzej
cytowanymi spostrzezeniami oraz obserwacjami
Morice 1 wsp. [21]. Przeciwciala ANCA obecne byly
jedynie u 2 z 17 badanych chorych na biataczke
T-LGL. Sugeruje to, ze neutropenia w wiekszym
stopniu byla wynikiem niszczenia granulocytow
w szpiku w mechanizmie najprawdopodobniej ko-
moérkowym niz humoralnym na obwodzie. Nalezy

jednak zaznaczy¢, ze znaczenie kliniczne wystepo-
wania ANCA jest niejasne. Wydaje sie, ze za pomocg
rutynowo dostepnych testow nie wykrywa sie ich
we wszystkich przypadkach [141]. Udowodniono
rowniez, ze przeciwciala te nie powodujg znaczace-
go hamowania tworzenia kolonii komorek mieloidal-
nych, co neguje ich role jako waznego czynnika
W patogenezie neutropenii [141].

W przeprowadzonym badaniu wykazano zwia-
zek pomiedzy wystepowaniem powiekszenia Sle-
dziony a pojawianiem sie leukopenii, co sugeruje
udzial Sledziony w sekwestracji i niszczeniu leuko-
cytow. Potwierdzaja to obserwacje Rashba 1 wsp.
[142] o poprawie parametréw hematologicznych po
splenektomii u prawie 100% chorych z FS. Ostat-
nio opublikowane badania Subbiaha 1 wsp. [143]
wykazaly u chorych na biataczke T-LGL z powiek-
szong $ledziong statystycznie czestsze wystepowa-
nie bi- 1 pancytopenii. Autorzy ci zaobserwowali
odpowiedZ hematologiczna po splenektomii, pomimo
utrzymujacych sie w szpiku naciekow bialaczko-
wych. W mechanizmach patogenetycznych leuko-
1 granulocytopenii nie mozna rowniez wykluczy¢
dziatania przeciwcial wytwarzanych przez pobu-
dzona immunologicznie §ledzione, w ktorej obser-
wuje sie rozrost grudek chtonnych z o§rodkami roz-
mnazania oraz liczne komorki plazmatyczne §wiad-
czace o produkcji immunoglobulin [29].

Pomimo ze neutropenia pojawiala sie u prawie
wszystkich chorych, jedynie 26% chorych (w innych
badaniach 15-39%) mialo nawracajace zakazenia,
glownie uktadu oddechowego [9, 10, 13]. W przeci-
wienstwie zatem do neutropenii towarzyszacej in-
nym chorobom rozrostowym ukladu krwiotworcze-
go, chorzy na bialaczke T-LGL moga przez dtuzszy
czas nie mie¢ powikian infekcyjnych. Chociaz mo-
noklonalno$¢ T-LGL sugeruje zmniejszony zakres
rozpoznawanych przez cytotoksyczne limfocyty T
antygenow, to zakazenia oportunistyczne rzadko
wystepuja u tych chorych [10].

Niedokrwisto§¢ wystepowata u 29% chorych,
czyli rzadziej niz w innych opracowaniach, gdzie jej
czestoS$¢ okreslano na okolo 50%. Ciezka, wyma-
gajaca przetoczen niedokrwistoS¢ pojawila sie
u 17% chorych, co jest zgodne z wczeSniejszymi
spostrzezeniami [9, 13]. Podobnie jak w przypadku
linii granulocytowej najbardziej prawdopodobny wy-
daje sie mechanizm cytotoksycznego dzialania lim-
focytow T na prekursory linii erytroidalnej i nisz-
czenia ich zaro6wno w wyniku zwigzanej z Fas apop-
tozy, jak i przez wydzielane cytokiny [89, 144].
Uwaza sie, ze bialaczka T-LGL jest najczestsza cho-
roba towarzyszacg aplazji czysto czerwonokrwinko-
wej (PRCA, pure red cell aplasia) 1 wystepuje u 8—
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—-19% tych chorych [104, 145]. We wtasnych bada-
niach, u polowy chorych na biataczke T-LGL z to-
warzyszaca niedokrwisto§cia, w trepanobiopsji szpi-
ku obserwowano zmniejszenie liczby prekursorow
linii erytroidalne;j. Jednakze PRCA obecna byla tyl-
ko u 1 chorej z poliklonalng limfocytoza z T-LGL.
W badaniach Morice 1 wsp. [21] liczba erytroblastow
w szpiku byla najczeSciej zwiekszona, a wedlug
Osuji 1 wsp. [22] prawidiowa. U polowy badanych
chorych wystepowaly choroby autoimmunologicz-
ne (gtownie RZS), ktore leczone byly latami nieste-
roidowymi lekami przeciwzapalnymi i lekami mo-
dyfikujacymi przebieg choroby. Niedokrwisto$¢
miala zatem najprawdopodobniej zlozony charakter
1 poza wplywem komorek bialaczkowych na komor-
ki linii czerwonokrwinkowej w szpiku byla to nie-
dokrwisto§¢é w przebiegu chorob przewleklych, nie-
dokrwisto§¢ z niedoboru zelaza oraz niedokrwisto$c
megaloblastyczna [146]. U zadnego z badanych
chorych nie obserwowano opisywanej w piSmien-
nictwie autoimmunologicznej niedokrwistoSci
hemolitycznej [103].

Umiarkowana matoplytkowos$¢ i powiekszenie
Sledziony wystepowaly w badanej grupie z czestoScig
podobng do opisywanej w piSmiennictwie (odpowied-
nio 38% v. 19-36% 1 43% v. 20-50%) [9, 10, 13]. Nie
udato sie wykazaé zwigzku miedzy wystepowaniem
maloplytkowosSci a obecno$cig powiekszenia Sledzio-
ny, co sugeruje, ze prawdopodobne mechanizmy ma-
foptytkowosci w bialaczce T-LGL zwigzane sa nie
tylko z sekwestracja plytek w powiekszonej Sledzio-
nie. Maloplytkowo§é moze by¢ rowniez wynikiem
hamowania megakariopoezy w szpiku przez wyka-
zujace wilasciwosci cytotoksyczne komorki biatacz-
kowe oraz zwigzanym z przeciwcialami niszczeniem
plytek na obwodzie w przypadkach wspolistnieja-
cych z immunologiczng matoptytkowoscia [7]. Jed-
nak tylko u 2 z 13 badanych chorych z matoptytko-
woScig obserwowano w szpiku zmniejszong liczbe
megakariocytow. W pozostatych przypadkach za-
rowno morfologia, jak iliczba megakariocytow byly
prawidlowe. Ponadto, tylko jedna z 10 badanych
chorych miata przeciwciala przeciwplytkowe.

Badania wplywu wybranych parametrow mor-
fologicznych i immunofenotypowych na wystepowa-
nie nieprawidlowo$ci w badaniach laboratoryjnych
nie wykazaly zwiazku miedzy stopniem zajecia szpi-
ku przez nacieki bialaczkowe, typem naciekow bia-
faczkowych (tylko §rodmiazszowy v. Srodmigzszo-
wy 1 wewnatrzzatokowy), czy tez cytolitycznym fe-
notypem limfocytow T (granzym B*v. granzym B~)
a pojawianiem sie niedokrwisto$ci, leukopenii, neu-
tropenii, maloplytkowos$ci. Inni autorzy rowniez nie
stwierdzili zwigzku pomiedzy stopniem nacieczenia

szpiku przez komorki biataczkowe a nasileniem cy-
topenii [7, 9]. Wskazuje to na odmienna patoge-
neze cytopenii w bialaczce T-LGL w poréwnaniu
z innymi chorobami limfoproliferacyjnymi, w kto-
rych (np. w PBL) cytopenie zwiazane sa w wiek-
szoSci przypadkow z wypieraniem komorek uktadu
krwiotworczego przez nacieki z komorek biatacz-
kowych 1 nasilajg sie wraz z rozwojem choroby [97].

Towarzyszace biataczce T-LGL choroby auto-
immunologiczne wystepowaly u 50% badanych cho-
rych. NajczeSciej stwierdzono RZS (36%), autoim-
munologiczne zapalenie tarczycy (14%), nieklasy-
fikowalne zapalenie stawow (7%) oraz pojedyncze
przypadki wtornego zespolu Sjogrena, twardziny,
mieszanej choroby tkanki lacznej i zapalenia naczyn.
Czesto$c¢ ich wystepowania byla nieco wyzsza niz
okre§lane w piSmiennictwie na 12-28% wspolist-
nienie biataczki z RZS [8-10, 13, 119]. Najprawdo-
podobniej bylo to wynikiem dokladnych badan
w kierunku uktadowych chorob tkanki tacznej, ja-
kie zostaly przeprowadzone w badanej grupie cho-
rych. Ciekawym spostrzezeniem bylo wystepowa-
nie u czeSci chorych nieklasyfikowalnego zapalenia
stawow, ktore przypominajac zmiany stawowe spo-
tykane w RZS, nie spelnialo jego pelnych kryteriow.
Wskazuje to na pewne odrebno$ci w zmianach sta-
wowych u chorych z artropatia i biataczka T-LGL,
ktore nie zawsze spelniaja peine kryteria RZS.

NieprawidlowoSci serologiczne polegajace na
obecnosci czynnika reumatoidalnego, przeciwcial
przeciwjadrowych, antycytrulinowych, antykardio-
lipinowych 1 przeciwcial przeciwko cytoplazmie
neutrocytéw oraz hipergammaglobulinemii poliklo-
nalnej obecne byly u 71% badanych chorych, zarow-
no u tych, u ktoérych rozpoznano towarzyszaca cho-
robe autoimmunologiczna, jak i bez jej objawow.
Wystepowanie przeciwcial antycytrulinowych
w biataczce T-LGL nie bylo do tej pory opisywane.
CzestoS¢ pojawiania sie nieprawidlowosci serolo-
gicznych w biataczce T-LGL okre$lana jest w pi-
Smiennictwie na 40-60% [10, 102, 147, 148].

Z caloSci przeprowadzonych badan wynika, ze
procesy zwiazane z limfocytami B, zar6wno odczy-
nowe jak 1 nowotworowe, sa wazng cechg biataczki
T-LGL 1 wplywaja na obraz kliniczny choroby. Wy-
razem odczynowej aktywacji limfocytow B u bada-
nych chorych byto czeste wspoélistnienie chorob au-
toimmunologicznych oraz wystepowanie humoral-
nych zaburzen immunologicznych. Morfologicznym
wykladnikiem autoimmunizacji i pobudzenia limfo-
cytow B w szpiku byly grudki chionne, ktore ob-
serwowano u wiecej niz polowy badanych chorych.
Za wystepowanie zjawisk autoimmunologicznych
u chorych na biataczke T-LGL odpowiedzialne s3
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prawdopodobnie zaburzenia w funkcjonowaniu lim-
focytow B, spowodowane dzialaniem na nie proza-
palnych cytokin wytwarzanych przez monoklonal-
ne T-LGL [140, 147]. Komorki biataczki T-LGL
produkuja po stymulacji fitohemaglutyning duze ilo$ci
rozpuszczalnego receptora interleukiny-2 (sIL-2R),
TNF-a, IL-6, IL-8 1 IL-10 [149]. Wytwarzaja row-
niez prozapalne chemokiny, takie jak RANTES,
MIP1-« 1 MIP1-B [140]. Ponadto, pomimo cytotok-
sycznego fenotypu, iz vitro komorki biataczki
T-LGL nie hamuja syntezy immunoglobulin przez
pobudzone limfocyty B [9]. Hipotetyczna patogene-
za biataczki T-LGL polegajaca na przewleklej sty-
mulacji antygenowe;j jest podobna do wystepujacej
w chorobach autoimmunologicznych, co moze ozna-
czac aktywacje zaréowno limfocytow T, jak 1 B do
wytwarzania przeciwcial [74].

W badanej grupie chorych wystepowaly tez zja-
wiska Swiadczace o monoklonalnej transformacji
1 proliferacji limfocytow B. U prawie 1/5 badanych
chorych na biataczke T-LGL rearanzacji genow ko-
dujacych czesci zmienne lancuchow TCR towarzy-
szyly rearanzacje genow kodujacych czeSci zmien-
ne fancuchow lekkich kappa i/lub lambda /G charak-
teryzujace monoklonalne limfocyty B. Wystepowaly
one glownie w przypadkach z obecnoScig grudek
chionnych w szpiku. Jednakze u zadnego z tych
chorych nie rozwinal sie w ciggu 5-16 miesiecy ob-
serwacji chloniak z komorek B. Wystepowanie re-
aranzacji genow IG u chorych na biataczke T-LGL
bez towarzyszacej limfoproliferacji z komorek B nie
byto dotad opisywane w literaturze. Obecno$¢ ta-
kich rearanzacji, mimo braku objawow klinicznych,
morfologicznych i immunofenotypowych chioniaka,
moze wyprzedzac rozw0j limfoproliferacji z komo-
rek B. Wykrycie rearanzacji genow IG wymaga za-
tem okresowej kontroli chorych na biataczke T-LGL
w kierunku rozwoju chtoniaka z komorek B. Sytu-
acje taka obrazuje chora z poliklonalng limfocytoza
T-LGL, u ktoérej poczatkowo obserwowano nie-
wielka liczbe monoklonalnych limfocytow B,
apo 2 latach obserwacji rozwinat sie u niej chloniak
strefy brzeznej najprawdopodobniej pierwotny $le-
dziony. U jednego z badanych chorych obecne byly
jednocze$nie dwa monoklonalne rozrosty z komorek
BiT,tojest PBL1biataczka T-LGL. Viny i wsp. [108]
zwrocili uwage na zwiekszong czesto§¢ wystepowa-
nia dyskrazji z komoérek B u chorych na biataczke
T-LGL. Pojawily sie one u 43% chorych 1 polegaty
na wystepowaniu hiper- lub hipogammaglobuline-
mii poliklonalnej (16% przypadkéw), gammapatii
monoklonalnej MGUS, monoclonal gammopathy of
undetermined significance) (19%) 1 PBL (8% cho-
rych). Z przeprowadzonego przez tych autorow

przegladu piSmiennictwa wynika, ze z bialaczka
T-LGL najczesciej wspolistnieje bialaczka wiocha-
tokomorkowa, MGUS, PBL i chioniak Hodgkina.
W wiekszo$ci przypadkow obie choroby rozpozna-
no jednoczes$nie. Takie wspolistnienie proliferacji
z komorek B 1 T sugeruje istnienie wspolnego czyn-
nika antygenowego, ktory moze stymulowac poczat-
kowo poliklonalny, a potem monoklonalny rozrost
zarowno limfocytow T, jak i B. Inna hipoteza ttu-
maczy to zjawisko przez regulatorowg role limfo-
cytow B 1 T w kontroli rozrostu nowotworowego.
Komorki biataczki T-LGL mogg stanowi¢ element
immunologicznego systemu kontroli wzrostu nowo-
tworow w stosunku do monoklonalnych rozrostow
z komorek B. Z drugiej strony monoklonalne T-LGL
moga stanowi¢ czynnik wyzwalajacy dzialanie regu-
latorowe limfocytow B [108].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze chorzy
z objawowa odczynowg limfocytoza z T-LGL charak-
teryzowali sie obrazem klinicznym i nieprawidlowo-
Sciami w badaniach laboratoryjnych podobnymi do
obserwowanych u chorych na bialaczke T-LGL.
Oznacza to, ze w badanej grupie chorych klonalno$§¢
nie bylta czynnikiem wplywajacym na inny obraz
kliniczny. Dotyczylto to podobnej czestoSci wyste-
powania towarzyszacych choréb autoimmunologicz-
nych, nawracajacych zakazen, powiekszenia Sledzio-
ny, autoprzeciwcial, niedokrwisto$ci, leukopenii
1 matoplytkowosci. Wyjatkiem byla mniejsza liczba
obwodowych T-LGL nieprzekraczajaca wartoSci
2 x 10%11irzadziej wystepujaca neutropenia u cho-
rych z odczynowa limfocytoza T-LGL. Podobnie jak
w doniesieniach innych autor6w, w badanej grupie
chorych obhjawowa poliklonalna limfocytoza pojawia-
ta sie w przebiegu chorob autoimmunologicznych,
towarzyszyla powszechnemu zmiennemu niedobo-
rowi odpornoSci lub wystepowala po przeszczepie
watroby [21, 32, 67, 68, 150].

W badaniach Biataczkowej Grupy z Yorkshire
[32] wykazano, ze zarowno klonalne, jak 1 nieklo-
nalne przetrwate proliferacje LGL/NK CD3* moga
miec podobna prezentacje kliniczng z wystepowa-
niem neutropenii i towarzyszacych ukladowych
chorob tkanki tacznej, chociaz zdecydowanie czes-
ciej wystepuja one u chorych z rearanzacja genow
TCR. W 2008 roku Wtodarski i wsp. [150] wykaza-
11, ze cale spektrum proliferacji z cytotoksycznych
limfocytow T CD87, od poliklonalnych do oligo-
1 monoklonalnych, moze by¢ przyczyng przewlektlej
neutropenii. Sugeruje to, ze rowniez poliklonalne
T-LGL, ktore sa limfocytami cytotoksycznymi, mogg
mieé wplyw na hemopoeze i powodowac cytopenie.
Potwierdzaja to rowniez obserwacje Holma 1 wsp.
[67], ktorzy donoszg o wystepowaniu poliklonanej
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limfocytozy LGL CD8* u prawie polowy chorych
z powszechnym zmiennym niedoborem odpornosci,
ktoremu klinicznie towarzyszylo powiekszenie Sle-
dziony, neutropenia i zwiekszony poziom rozpusz-
czalnego ligandu Fas. W obu badanych grupach cho-
rych z poliklonalng limfocytoza i1 biataczkg T-LGL
w badaniu histopatologicznym szpiku obraz wszyst-
kich trzech linii krwiotworzenia byt podobny. Doty-
czylo to rowniez czestosci wystepowania zubozalej li-
nii granulocytowe], z cechami przesuniecia w lewo,
co sugeruje podobny jak w biataczce T-LGL mechanizm
patogenetyczny. Interesujacym przypadkiem, po-
twierdzajacym, ze rowniez poliklonalne T-LGL moga
wywolywac cytopenie, byto wspolistnienie PRCA
z poliklonalng limfocytoza z T-LGL CD4*/CD8*".

Pomimo podobnego obrazu klinicznego chorzy
na bialaczke T-LGL 1 chorzy z odczynowa limfocy-
toza roznili sie architektonika naciekow z limfocy-
tow T w trepanobiopsji szpiku 1 wystepowaniem
zaburzen ekspresji antygenow pan-T w badaniach
immunofenotypowych. Spostrzezenia te zostang
omoOwione ponizej.

Poznanie obrazu histopatologicznego szpiku
w proliferacjach z T-LGL ma duze znaczenie prak-
tyczne, poniewaz istnieja choroby nowotworowe,
jak 1 odczynowe, ktore klinicznie i niekiedy morfo-
logicznie przypominaja obraz biataczki T-LGL. Tre-
panobiopsje wykonywane sa czesto u chorych z cy-
topenia, co jest zarowno cecha biataczki T-LGL, jak
1 zespolow mielodysplastycznych (MDS, myelody-
splastic syndrome). Nieuwzglednienie bialaczki
T-LGL w diagnostyce roznicowej cytopenii, subtelny
typ naciekania szpiku oraz zahamowanie dojrzewa-
nia linii granulocytowej moga spowodowac biedne
rozpoznanie MDS. Z kolei w MDS, oprocz charak-
terystycznych dla rozpoznania zaburzen dojrzewa-
nia komorek krwiotworczych, moga pojawic sie oli-
go- 1 monoklonalne nacieki z T-LGL, u czesci cho-
rych spelniajace kryteria biataczki [151, 152, 153].
Rozwaza sie nawet znaczenie monoklonalnych na-
ciekow z T-LGL w patogenezie MDS [107, 151,
152]. Podobna sytuacja moze zaistnie¢ w przypad-
ku aplazji czysto czerwonokrwinkowej [104] czy
niedokrwisto$ci aplastycznej [105,153], gdzie row-
niez moga pojawic sie nacieki z monoklonalnych
T-LGL. Udowodniono udziat T-LGL w patogenezie
tych jednostek chorobowych [104, 105]. Poniewaz
odczynowe grudki chtonne s3 lepiej widoczne w ru-
tynowym barwieniu HE niz nacieki biataczkowe,
obraz histopatologiczny biataczki T-LGL bywa my-
lony ze zmianami zapalnymi pojawiajagcymi sie
w szpiku w przebiegu nieswoistych zakazen i cho-
rob autoimmunologicznych [154]. Fakt, ze choroby
te czesto towarzysza bialaczce T-LGL, jest do-

datkowym utrudnieniem. Niemozliwe jest odroznie-
nie monoklonalnych od odczynowych naciekow
z T-LGL na poziomie badania histopatologicznego.
Trudno$ci diagnostyczne w tej chorobie odzwier-
ciedlaja postawione wcze$niej bledne rozpoznania
odczynowej limfocytozy towarzyszacej RZS, idiopa-
tycznej neutropenii, zespolu mielodysplastycznego
1 biataczki prolimfocytowej z komoérek T u okolo
30% retrospektywnie badanych chorych.
Podobnie jak u innych autorow [20, 21], w ba-
danym materiale nacieki limfocytarne w szpiku
u chorych na biataczke T-LGL byly stabo widoczne
w barwieniach rutynowych HE i zwykle nie budzi-
ty podejrzen choroby limfoproliferacyjnej. Dopiero
barwienia immunohistochemiczne z uzyciem panelu
przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom
typowym dla cytotoksycznych limfocytow T ujaw-
nialy ukrytg chorobe, co podkresla duza role tych
badan w diagnostyce biataczki T-LGL. Nacieki §rod-
migzszowe z tworzeniem skupien po 6-8 komorek
T, wykazujace najczeSciej ekspresje CD3 1 CDS,
pojawialy sie u wszystkich badanych chorych na
biataczke, co jest zgodne ze spostrzezeniami innych
autorow [20-22]. Nacieki rodmigzszowe wystepo-
waly rowniez u 45% badanych chorych z odczynowa
limfocytoza z T-LGL 1 wiekszym zajeciem szpiku,
jednakze limfocyty T w naciekach odczynowych
byty najczesciej rozproszone, rzadziej tworzyly sku-
pienia i wykazywaly ekspresje granzymu B. We-
wnatrzzatokowe, linijne nacieki zostaly zidentyfiko-
wane u 64% badanych chorych na biataczke T-LGL.
Costes 1 wsp. [155] opisali je u 58% chorych,
a Morice 1 wsp. [21] w 67% przypadkach. Wydaje
sie, ze wewnatrzzatokowe nacieki odzwierciedlajg
raczej nature biataczki jako rozsianej choroby, po-
niewaz moga pojawiac sie w innych typach biataczek
1 chloniakéw. Wystepuja najczesSciej w chioniaku
strefy brzeznej pierwotnym §ledziony, chioniaku
watrobowo-§ledzionowym z komorek T i chionia-
ku rozlanym z duzych komorek B [155]. Niemniej
jednak takiej lokalizacji naciekO6w nie spotykano
w odczynowej limfocytozie z T-LGL ani we wlasnym
materiale, ani w doniesieniach innych autorow [21].
W zwiagzku z tym lacznie z wykazaniem ekspres;ji spe-
cyficznych dla biataczki T-LGL antygenow moze by¢
uwazana za charakterystyczna ceche morfologiczna.
Ekspresja CD57 pojawia sie z ro6znym nasile-
niem i czesto$cig w biataczce T-LGL i ta r6znorod-
noS¢ ekspresji wediug niektorych autorow [21]
dyskwalifikuje to przeciwcialo jako powtarzalny, uzy-
teczny marker w diagnostyce tej biataczki. W bada-
niu wiasnym ekspresja CD57 na limfocytach T wy-
stepowala do$¢ czesto 1 byta dodatnia u 61% cho-
rych, dodatnia jedynie w cze$ci limfocytow T w 24%
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przypadkoéw i ujemna tylko u 15% chorych. W pra-
cy Morice 1 wsp. [21] wystepowala tylko u 17% cho-
rych. Taka rozbiezno$¢ wynikow moze by¢ spowo-
dowana na przyklad zniszczeniem epitopow anty-
genowych podczas nieprawidiowego procesu
utrwalania tkanek. Wykonane w przedstawionej
pracy rownolegle badania cytometryczne potwier-
dzily podobna czesto§¢é wystepowania tego odczy-
nu w obu metodach (85% v. 74% przypadkow). Dla-
tego wydaje sie, ze pomimo wystepowania tego
antygenu u niektorych chorych tylko na cze$ci ko-
morek T 1 mozliwo$ci jego obecno$ci na limfocytach
odczynowych, ekspresja na limfocytach T w charak-
terystycznej dla biataczki linijnej wewnatrzzatoko-
wej lokalizacji i w skupieniach §rodmiazszowych
moze by¢ uznana za wiarygodny marker w diagno-
styce immunohistochemiczne;j tej bialaczki.

Z bhadan wlasnych wynika, ze odczynowe grudki
chlonne sg rowniez cecha obrazu szpiku w bialacz-
ce T-LGL. Pojawiaja sie one w szpiku u ludzi zdro-
wych, szczegdlnie w podeszlym wieku, w przebie-
gu chorob mieloproliferacyjnych, niedokrwistoS$ci
aplastycznej i zespolow mielodysplastycznych oraz
zakazen wirusowych, ale najczeSciej wystepuja
w chorobach autoimmunologicznych [156]. Grudki
chionne uwazane sg za morfologiczny wykiadnik
autoimmunizacji 1 s3 wyrazem wplywu procesow
immunologicznych wywolanych przez autoantyge-
ny 1 komplement na mikroSrodowisko szpiku [157].
W szpikach badanych chorych na biataczke T-LGL
grudki chionne wystepowaly do§¢ czesto (w 56%
przypadkow). Jest to zgodne ze spostrzezeniami
Osuji [22], ktora obserwowata grudki chtonne u 55%
chorych. Natomiast we wczeSniejszych doniesie-
niach okreslano ich obecnos$¢ na okoto 25% [18, 20,
21, 155]. Mniejsza wykrywalno$¢ grudek zwigzana
byta prawdopodobnie z mniejszg liczba badanych
chorych oraz uzyciem panelu przeciwcial skierowa-
nemu gléwnie przeciwko limfocytom T, a nie B. Nie
bez znaczenia wydaje sie pomijanie tego zjawiska
lub kwalifikowanie go jako wylacznie odczynowe,
niezwiagzane z bialaczka T-LGL. Czeste wystepowa-
nie grudek w badanym materiale mozna tlumaczyc
obecno$cia w polowie przypadkow towarzyszacych
chorob autoimmnunologicznych. Jednakze grudki
pojawialy sie z podobng czesto§cig u chorych na bia-
taczke T-LGL ze wspolistniejaca choroba autoim-
munologiczna, jak i bez objawow tej choroby. Swiad-
czy to o niemalym udziale limfocytow B 1 zjawisk
immunologicznych w patogenezie biataczki T-LGL.

Dlatego tez zbadano zwigzek parametrow se-
rologicznych §wiadczacych o procesie autoimmuno-
logicznym (czynnika reumatoidalnego, przeciwcial
przeciwjadrowych 1 hipergammaglobulinemii poli-

klonalnej) z wystepowaniem grudek chionnych jako
morfologicznych wykladnik6w immunizacji u cho-
rych na biataczke T-LGL. Badania statystyczne
potwierdzily tylko zwigzek wystepowania hipergam-
maglobulinemii poliklonalnej z obecno$cia grudek
chtonnych. Wystepowanie podwyzszonej frakcji gam-
maglobulin wskazuje na toczacy sie przewlekly pro-
ces zapalny lub chorobe autoimmunologiczna i jest
wyktadnikiem zaburzen funkcji limfocytow B [102].

W badanym materiale grudkowe, miedzybe-
leczkowe skupienia z limfocytow B (CD20%) 1 T
(CD3*, CD4") morfologicznie odpowiadaly odczy-
nowym grudkom chlonnym. Jednakze w czeSci tych
przypadkow wykryto monoklonalng rearanzacje
genow kodujacych jeden lub dwa Iancuchy lekkie
1G, $wiadczaca o monoklonalno$ci limfocytow B.
U potowy chorych, u ktorych stwierdzono rearan-
zacje genow IG, wystepowaly towarzyszace choro-
by autoimmunologiczne. Wystepowanie monoklo-
nalnych limfocytow B w morfologicznie odczyno-
wych grudkach chionnych w szpiku u chorych
z chorobami autoimmunologicznymi zostalo ostat-
nio opisane przez Engelsa 1 wsp. [154] 1 zwigzane
jest najprawdopodobniej z przewlekla stymulacjg
antygenowa limfocytow B w tych chorobach. W ma-
teriale wlasnym czeSci przypadkoéw z obecno$cig
grudek i rearanzacja genow IG nie towarzyszyla jed-
nak objawowa choroba autoimmunologiczna. Re-
aranzacja pojawila sie rowniez u jednego chorego
na biataczke T-LGL bez grudek chionnych w szpi-
ku. Niewykluczone, ze wystepowanie rearanzacji
genow IG towarzyszacych monoklonalnej prolifera-
cji z T-LGL moze by¢ rowniez zwigzane ze zjawi-
skiem krzyzowej rearanzacji genow TCR.

W badaniach wtasnych wykazano, ze obraz
morfologiczny szpiku polegajacy na Srodmigzszo-
wych, tworzacych skupienia (100% przypadkow)
1 linijnych wewnatrzzatokowych (64%) naciekach
z limfocytow T o fenotypie: CD3*(100%)/CD4~
(91%)/CD8"(85%)/CD57*(85%)/granzym B*(88%),
wystepowaniu odczynowych grudek chlonnych
(56%) oraz zmniejszonej liczbie prekursorow gra-
nulocytow (53%) moze by¢ uwazany za charakte-
rystyczny dla biataczki T-LGL. Potwierdza to do-
niesienie Morice 1 wsp. [21] oraz ostatnio opubli-
kowane Osuji 1 wsp. [22]. Na podstawie danych
z piSmiennictwa oraz wlasnego do$wiadczenia od-
no$nie zajecia szpiku w przebiegu réznych choroéb
limfoproliferacyjnych mozna stwierdzié, ze taki typ
1 fenotyp nacieku nie jest spotykany w przypadkach
zajecia szpiku przez inne procesy limfoproliferacyj-
ne ani w przebiegu naciekdw odczynowych. W innych
chloniakach i biataczkach sa to najczeSciej wyraz-
nie widoczne w preparatach HE nacieki rozlane,
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Srodmiazszowe, guzkowe okolobeleczkowe lub
miedzybeleczkowe, a niekiedy wewnatrzzatokowe,
charakteryzujace sie specyficznym fenotypem [158].
Badanie metoda cytometrii przeplywowe;j
(FCM) ma istotne znaczenie w diagnostyce hialaczki
T-LGL ze wzgledu na mozliwo$¢ szybkiej, wyko-
nywanej z krwi obwodowej lub szpiku precyzyjnej
ilo$ciowej oraz jakoSciowej analizy fenotypu limfo-
cytow T. Daje tez mozliwoS¢ roznicowania z proce-
sami nienowotworowymi oraz innymi biataczkami
z dojrzatych komoérek T/NK. FCM jest szczego6lnie
wazne, gdy w badaniu cytologicznym LGL sa nie-
liczne 1 nie posiadajg typowych ziarnisto$ci. Stano-
wi ono badanie komplementarne do badania histo-
patologicznego trepanobiops;ji szpiku. O ile trepa-
nobiopsja szpiku pozwala oceni¢ charakterystyczng
architektonike i fenotyp naciekéw oraz stan hemo-
poezy, to badanie FCM umozliwia poza ocena feno-
typu rowniez wykazanie zaburzen ekspresji anty-
genow komorkowych. Mimo ze trepanobiopsja jest
materialem utrwalonym, w badaniu wlasnym cze-
sto§¢ wystepowanie antygenow CD3, CD4, CD8
1 CD57 byta porownywalna do wynikow FCM.
Podobnie jak we wcze$niejszych opracowaniach,
wykazano, ze komorki biataczki T-LGL charaktery-
zuja sie zmienng ekspresja antygenow komorek NK:
CD16, CD56 1 CD57 [30, 31, 33]. Ekspresja CD57
obecna byla w 74% badanych przypadkow, z tym
ze u 41% chorych wystepowala tylko na czesci ko-
morek. W innych duzych badaniach zaobserwowa-
no ekspresje tego antygenu we wszystkich przypad-
kach biataczki [30, 31]. Interpretacja tego odczynu
moze sprawiaé problemy, szczeg6lnie przy malej
liczbie komorek nowotworowych 1 ekspresji tylko
na czeSci komorek bialaczkowych, poniewaz ten
antygen wystepuje na prawidlowych cytotoksycz-
nych limfocytach T [30]. Antygen ten wystepowat
w badanej grupie chorych z limfocytoza odczynowa
z podobna jak w biataczce T-LGL czesto$cia (63%
przypadkow). Poniewaz biataczkowe limfocyty T
moga nie wykazywac ekspresji CD57, tak jak miato
to miejsce u 26% badanych chorych, wskazana jest
ocena innych antygenow komorek NK, takich jak
CD16 1 CD56, ktore wydaja sie lepszymi markera-
mi tej bialaczki. Wlasne obserwacje sugeruja, ze
ocena CD16 jest pewniejsza, poniewaz w prawidlo-
wej krwi obwodowej nie ma duzej populacji komo-
rek CD16%, co ulatwia wiarygodna ocene w bada-
niach FCM [159]. Ponadto czasteczka CD16 jest
najczesciej pojawiajacym sie antygenem zwigzanym
z komorkami NK w tej biataczce. W badanym ma-
teriale wystepowata w 89% przypadkow, podczas
gdy inni autorzy [30] donoszg o wystepowaniu an-
tygenu CD16 na wszystkich komorkach biataczki.

W badaniu wiasnym antygen ten pojawial sie w po-
towie przypadkéw tylko na czeSci komorek. Wedtug
Sivakumarana i wsp. [159] wystepowanie tego an-
tygenu Scisle koreluje z rearanzacja genéow TCR
1 wydaje sie on charakterystyczny dla biataczki
T-LGL, chociaz jak wynika z wlasnych spostrzezen,
obserwacji Roden i wsp. [68] oraz Scotta i wsp. [32],
pojawia sie on tez na odczynowych limfocytach T,
z tym ze istotnie rzadziej (okoto 1/3 przypadkow).
Poniewaz CD16 nie wystepuje we wszystkich przy-
padkach biataczki i moze towarzyszy¢ limfocytozie
odczynowej, wskazane jest uzycie jeszcze innego
antygenu zwiazanego z komoérkami NK, jakim jest
CD56. Z wtasnych badan wynika, ze jeden z tych
antygenow: CD16 lub CD56, albo oba jednoczesnie,
wystepuje w prawie wszystkich badanych przypad-
kach biataczki (93%), choé ekspresja CD56 znacz-
nie rzadziej niz CD16 (24% v. 89%), co potwierdza
celowo$c¢ badania ich obu. Niestety, antygen CD56
moze rowniez wystepowac na odczynowych limfo-
cytach T-LGL, w badaniu wlasnym w 25% przypad-
kow. U dwoch chorych z badanej grupy nie wyste-
powala ekspresja CD16 ani CD56, natomiast obec-
na byta czasteczka CD57 i1 zaburzenia ekspresji
innych antygenéw. Wystepowanie antygenow
CD16, CD56 1 CD57 stanowi zatem ceche pomocng
W rozpoznawaniu tej bialaczki oraz moze stuzy¢ do
diagnostyki roznicowej z innymi bialaczkami z doj-
rzatych komorek T/NK CD8*/CD4". Natomiast eks-
presja tych antygenow nie stanowi elementu po-
twierdzajacego monoklonalno§¢ limfocytow T, po-
niewaz moze pojawic sie na odczynowych T-LGL
1w zwiazku z tym nie jest pomocna w roznicowaniu
proliferacji odczynowych od nowotworowych [68].

U wszystkich badanych chorych na bialaczke
T-LGL obecne byly zaburzenia ekspres;ji jednego,
aw 66% przypadkow dwoch albo wiecej antygenow
komorek T. Polegaly one glownie na obnizonej
lub braku ekspresji, a w nielicznych przypadkach na
podwyzszonej w poréownaniu do obserwowanej na
towarzyszacych prawidiowych limfocytach T. Jest
to zgodne z doniesieniami Lundell i wsp. [31]. Ob-
nizenie lub brak ekspresji dotyczylo antygenow:
CD5 (81%), CD7 (67%), CD43 (80%), CD2 (19%)
1 CD3 (13%) i zjawisko to wystepowalo z podobng
czestoS$cig jak w badaniach Lundell 1 wsp. [31] oraz
Morice 1 wsp. [30]. Zaburzenia ekspresji antygenow
pan-T obserwowane sg nie tylko w biataczce T-LGL.
Wystepuja czesto w innych limfoproliferacjach
z komorek T 1 s3 elementem potwierdzajacym roz-
poznanie [33]. We wiasnym materiale stwierdzono,
ze zaburzenia ekspresji antygenow pan-T na komor-
kach biataczkowych korelujg z obecnoScig rearan-
zacji gendow TCR 1 nie pojawiajg sie w limfocytozie
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odczynowej. Mogtoby to §wiadczy¢ o monoklonal-
no$ci rozrostu 1 wraz z danymi klinicznymi sugero-
wacé rozpoznanie bialaczki. Jednak z ostatnich ba-
dan przeprowadzonych na grupie oséb z limfocytoza
T-LGL TCRy6™ przez Roden 1 wsp. [68] wynika, ze
wprawdzie nieliczne, ale odczynowe T-LGL TCRy6*
moga rowniez wykazywac zaburzenia ekspresji an-
tygenow pan-T, podobnie jak w bialaczce. Dotyczyto
to glownie antygenow CD5 (26% przypadkow)
1CD7 (5%). Dodatkowo zaburzeniom ekspresji CD5
towarzyszyla typowa dla komoérek bialaczkowych
koekspresja antygenow CD16 1 CD57. Zmniejsza to
znaczenie tej cechy w potwierdzeniu monoklonal-
nosci rozrostow z T-LGL TCRyé" i1 wskazuje na
konieczno$¢ oceny wielu parametrow przy rozpo-
znaniu tego typu biataczki T-LGL.

Pewne roznice fenotypowe w poszczegolnych
przypadkach bialaczki, polegajace na wystepowaniu
roznych izoform czasteczki CD45 (RA lub RO),
a takze obecnoSci lub braku ekspresji CD57,
Swiadcza o heterogenno$ci pochodzenia komorek
bialaczki. Uwaza sie, ze CD57 charakteryzuje efek-
torowe komorki CD87, a brak ekspresji CD57 jest
cecha komorek pamieci [23, 24]. Podobnie z izofor-
mami CD45; CD45R0O wystepuje na komorkach
pamieci, a CD4RA cechuje dziewicze limfocyty T.
U wiekszoSci badanych chorych (89%) obecna byta
czasteczka CD45RA. Obecnos$¢ czasteczki CD45R0O
na komorkach hiataczkowych stwierdzono jedynie
u 2 chorych, ktoérzy zmarli z powodu zapalenia pluc
stanowigcego powiklanie agranulocytozy, a nie cho-
roby o wiekszej agresywnosSci klinicznej.

Komérki biataczki T-LGL charakteryzuja sie
najczesciej fenotypem: CD3*,CD4-,CD8*,CD16"",
CD567,CD57"", TCRaB*. W badanej grupie chorych
stwierdzono trzy warianty fenotypowe biataczki
T-LGL. Biataczka T-LGL CD4" pojawila sie u 9%
chorych, biataczka TCRyé " u 31% chorych i biatacz-
ka z koekspresja CD56" w 24% przypadkach. Na
podstawie pojedynczych obserwacji tych podtypow
sugeruje sie, ze mogg stanowi¢ odrebne jednostki
histo-kliniczne [12, 25].

Komoérki CD4*/CD&7/*%™ i z ekspresja antyge-
now komorek NK uwazane sg za wyspecjalizowany
podtyp limfocytow TCReB" pojawiajacy sie w roz-
nych procesach patologicznych: w przebiegu nowo-
tworow, zakazen wirusowych, chorob autoimmuno-
logicznych 1 w procesie odrzucania przeszczepow
[25]. Ze wzgledu na bardzo rzadkie wystepowanie
biataczki T-LGL z ekspresja antygenu CD4, infor-
macje dotyczace tej jednostki sg ograniczone i po-
chodza z dwoch wielooSrodkowych badan dotycza-
cych 34 1 36 chorych [25, 81] oraz opiséw nielicz-
nych przypadkéw. Lima i wsp. [25] przedstawiajg

monoklonalng limfocytoze CD2*™#"/CD4*/CD77/*%/
/CD87*“™/TCRef*/granzym B*/CD56*/CD57* jako
odrebny podtyp limfoproliferacji z T-LGL, charak-
teryzujacy sie lagodnym przebiegiem klinicznym
oraz wyraznymi roznicami od klasycznej biataczki
T-LGL CD8*/CD4". Wiekszo§¢ chorych na biatacz-
ke z ekspresjg CD4 (80%) nie wykazuje odchylen
w badaniu klinicznym, rzadko wystepuje u nich sple-
nomegalia, natomiast nieco czesciej limfadenopatia.
Brak jest typowej dla biataczki T-LGL CD4/CD8*
neutropenii, niedokrwisto$ci, zwigzku z RZS 1 in-
nymi chorobami autoimmunologicznymi. Byé moze
brak innych objawow poza limfocytoza jest przy-
czyna tak rzadkiego rozpoznawania tej jednostki.
Natomiast obserwuje sie doS¢ czeste (u ok. 30%
chorych) wspélistnienie z chorobami limfoprolife-
racyjnymi z komorek B 1 innymi chorobami nowo-
tworowymi, od ktorych zalezy rokowanie i przebieg
choroby [25].

W badanej grupie 4 chorych mialo biataczke
T-LGL o fenotypie CD4*/ CD8" " /TCRap*, ale
stanowili oni niejednorodng grupe. Klinicznie 2 cho-
rych przypominato chorobe opisywang przez Lime
1 wsp. [25]. Wystepowala u nich jedynie limfocyto-
za T-LGL, bez cytopenii, splenomegalii i towarzy-
szacych chorob autoimmunologicznych. U jednego
z nich rozpoznano jednocze$nie PBL. U dwoch po-
zostalych chorych obraz kliniczny byl podobny do
spotykanego w klasycznej bialaczce CD47/CD8*.

Limfocytoza T-LGL CD4*/CD8"" pojawila sie
rowniez u dwoch chorych bez rearanzacji genow
TCR. Interesujace, ze u jednej z nich po 2 latach
obserwacji rozwinat sie chloniak strefy brzeznej, co
moze sugerowaé, ze w przebiegu tej limfocytozy,
nawet poliklonalnej, moga powstaé wtoérne nowo-
twory. Badana grupa chorych jest niewielka, ale
pojawienie sie az u 2/6 chorych limfoproliferacji
z komorek B zwiagzanych z ta limfocytoza sugeruje
konieczno$¢ okresowej kontroli chorych z limfocy-
toza T-LGL CD4" pod katem rozwoju drugiej cho-
roby nowotworowej. Sadzi sie, ze w tym podtypie
biataczki do§¢ czesto pojawiajg sie drugie procesy
nowotworowe, poniewaz proliferujace T-LGL
CD4", ktore wykazuja cechy zaro6wno komorek cy-
totoksycznych (CD56%, CD57*, granzym B"), jak
i aktywowanych (CD2*, CD11a*, HLADR™), wspo-
magaja system immunologiczny w kontroli wzrostu
nowotworow [25]. Przebieg kliniczny u badanych
chorych bez towarzyszacej drugiej limfoproliferacji
byt tagodny, a u chorej z poliklonalng limfocytoza
nastapila samoistna regresja limfocytozy w okresie
6 miesiecznej obserwacji.

U 10 chorych (31%) na biataczke T-LGL ko-
morki nowotworowe charakteryzowaly sie w bada-
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niach FCM ekspresja TCRyd. Rozpoznano u nich
rzadki podtyp biataczki T-LGL TCRyé ™, ktory sta-
nowi okoto 5% biataczek T-LGL [26]. Dostepne
w piSmiennictwie dane dotyczace bialaczki T-LGL
TCRy6™ pochodza z dwoch opracowan dotyczacych
44120 chorych [26, 160] oraz opiso6w okolo 30 przy-
padkow [161, 162]. Przeanalizowano dane klinicz-
ne oraz obraz histopatologiczny i immunofenotypo-
wy szpiku 10 chorych na biataczke T-LGL TCRys*
oraz poréwnano te dane z wynikami badan 22 cho-
rych na biataczke TCRe¢8". Obraz kliniczny choroby
w obu podtypach byt podobny. Dotyczylto to wieku,
plci, czestoSci wystepowania powiekszenia Sledzio-
ny, chor6ob autoimmunologicznych, autoprzeciwciat
1 nawracajacych zakazen. U badanych chorych na
biataczke T-LGL TCRyé* rzadziej pojawiala sie
neutropenia. Niedokrwisto§¢ 1 maloplytkowosé
wystepowaly z podobna czestoScia, jak i zblizona
byta Srednia liczba duzych ziarnistych limfocytow
T. Jest to zgodne z obserwacjami Bourgault-Rouxel
1 wsp. [160], ktorzy porownali dane 20 chorych
z bialaczka T-LGL TCRyd* z 196 przypadkami bia-
taczki T-LGL TCRepB* opisanymi w dwoch zbior-
czych pracach Loughrana i wsp. [9] oraz Dhodap-
kara 1 wsp. [13].

W badaniach immunohistochemicznych i cyto-
metrii przeplywowej na komoérkach biataczki T-LGL
TCRyd* czeSciej obserwowano brak obu antyge-
now: CD4 i CD8 niz w przypadkach TCRaf*, gdzie
fenotyp CD47/CD8™ nie pojawil sie u zadnego cho-
rego, natomiast obecny byl fenotyp CD4/CD8".
Odczyn z CD56 wystepowal u wiekszej liczby cho-
rych na biataczke TCRyd™ niz TCRaB”, czego nie
opisywali inni autorzy. Roznice fenotypowe pomie-
dzy podtypami wynikaja najprawdopodobnie] z roz-
nych prekursoroéw tych rozrostow: prawidlowego
limfocyta Tyo™ lub ¢B*. W przypadkach biataczki T-
LGL TCRyd" z podwojnie ujemnym fenotypem
CD47/CD8 itowarzyszaca ekspresja CD56, co miato
miejsce w okolo 50% naszych przypadkow, trudnos-
ci moze sprawiaé roznicowanie z chioniakiem wa-
trobowo-$§ledzionowym z komorek Tys* (HSTCL,
hepatosplenic T-cell lymphoma). Chioniak HSTCL
ma podobny do biataczki T-LGL wewnatrzzatoko-
wy typ naciekania $ledziony, watroby i szpiku oraz
podobny fenotyp CD2*/CD3*/CD47/CD5/CD7%"/
/CD8/CD16%7/CD56"/CD57". Odroznienie tych
dwoch procesow jest wazne, poniewaz HSTCL cha-
rakteryzuje sie agresywnym przebiegiem Kklinicz-
nym i wymaga innego leczenia. O rozpoznaniu bia-
taczki T-LGL decyduje cato$¢ obrazu klinicznego
(fagodny 1 przewlekly przebieg choroby, starszy
wiek chorych, wspélistnienie chorob autoimmuno-
logicznych) oraz morfologicznych 1 immunofenoty-

powych (ziarnisto$§ci w cytoplazmie komorek, eks-
presja CD5 1 granzymu B), ktore nie pojawiaja sie
w HSTCL [163, 164]. W czeSci przypadkow HSTCL
wystepuje isochromosom 7q [165]. Biataczka
T-LGL TCRyé™ wymaga rowniez odroznienia od in-
nych rownie rzadko spotykanych, ale agresywnie
przebiegajacych chioniakow z komorek T TCRys*
to jest chioniaka z komorek NK/T nosowego, chlo-
niaka jelitowego z komorek T zwigzanego z ente-
ropatig oraz biataczki limfoblastycznej z komorek
Tyo* [166].

Gentile 1 wsp. [12] sugerowali, ze biataczka
T-LGL z koekspresja CD56 charakteryzuje sie bar-
dziej agresywnym przebiegiem klinicznym, jednak
brak dtuzszych obserwacji klinicznych tych chorych.
W badanym materiale 24% chorych wykazywalo
ekspresje CD56, zwykle na czeSci komorek biatacz-
ki. Jest to zgodne ze spostrzezeniami Gorczycy
1 wsp. [33], ktorzy stwierdzili u okolo 1/3 chorych
ekspresje tego antygenu. Wystepowanie antygenu
CD56 nie jest wiec rzadkie w tej bialaczce. Wiek-
szo$¢ badanych chorych, u ktorych biataczkowe lim-
focyty T wykazywaly ekspresje CD56, charaktery-
zowala sie fagodnym przebiegiem klinicznym. Nie
stwierdzono réznic w liczbie obwodowych T-LGL,
czestoSci wystepowania cytopenii, powiekszenia
§ledziony, odpowiedzi na leczenie i czasie przezy-
cia w porownaniu z chorymi na bialaczke T-LGL bez
ekspres;ji tego antygenu. Wyjatkiem byt jeden cho-
ry, u ktérego zwracata uwage wysoka liczba T-LGL.
Zmart on po 15 miesigcach obserwacji, z powodu
zapalenia pluc zwigzanego z neutropenia, a nie ukla-
dowej, agresywnej choroby. Sandberg 1 wsp. [26]
stwierdzili wystepowanie ekspresji CD56 u 45%
chorych na bialaczke T-LGL TCRyé*, ale zaden
z nich nie charakteryzowat sie gorszym przebiegiem
klinicznym. Opisane przez Gentile 1 wsp. [12]
4 przypadki biataczki T-LGL CD8" TCR 8* z koek-
spresja CD56 cechowat agresywny przebieg klinicz-
ny z szybko powiekszajacg sie Sledziong, limfade-
nopatig, objawami ogo6lnymi, wysoka leukocytoza
1 oporno$cia na leczenie. Sugerowali, ze jest to od-
rebna jednostka rozniaca sie od najczesciej spoty-
kanej biataczki CD3*/CD56", a podobna do agresyw-
nie przebiegajacej biataczki z komorek NK. Biatacz-
ka z komoérek NK charakteryzuje sie ekspresja
CD56%, jednak w przeciwienstwie do bialaczki
T-LGL nie ma ekspresji CD3 1 znaczng role w jej
patogenezie odgrywa EBV. Macon i wsp. [167]
przedstawili 6 chorych na agresywnie przebiegajaca
bialaczke T-LGL CD56" klinicznie charakteryzujaca
sie objawami ogdlnymi oraz powiekszeniem watro-
by 1 §ledziony. W 3 przypadkach stwierdzili niepra-
widlowy kariotyp. Ostatnio Alekshun i wsp. [168]
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opisali chorego na agresywnie przebiegajaca biatacz-
ke T-LGL CD3"/CD8"/CD56", a Matutes 1 wsp.
[169] przypadek transformacji biataczki T-LGL
CD56" w chioniaka z obwodowych limfocytow T
z ekspresja CD30.

U badanych chorych na biataczke T-LGL naj-
czescie] wystepowaly rearanzacje genow koduja-
cych czeSci zmienne jednocze$nie fancuchow beta
1 gamma TCR. Nie wykazano preferencyjnego wy-
stepowania rearanzacji okre§lonych regionéw ge-
now kodujacych czesci zmienne fancuchoéw TCR,
pojawialy sie one w sposob przypadkowy, chociaz
najczesciej ulegal rearanzacji region V,If, Vi J,.
Przeprowadzona przez innych autorow [31, 46, 74]
analiza cytometryczna czestoSci wystepowania frag-
mentow fancuchow g regionéw zmiennych TCR
w biataczce T-LGL nie wykazala preferencyjnego
pojawiania sie ktoregokolwiek z segmentow. Davey
1 wsp. [80] wykazali wystepowanie segmentu V3-6
tylko u chorych z hiataczka T-LGL i towarzyszacym
RZS. Natomiast badania sekwencji nukleotydow
regionu CDR3 tancuchow g genu TCR odpowie-
dzialnego za wigzanie antygenu, przyniosly sprzecz-
ne wyniki. Przeprowadzone przez O'Keefe 1 wsp.
[74] 1 Davey 1 wsp. [80] badania sekwencji nukle-
otydowych w rejonie CDR3 w biataczce T-LGL nie
wykazaly widocznych podobienstw klonotypow.
Natomiast Sandberg i wsp. [26] zaobserwowali, ze
w polowie przypadkow biataczki T-LGL TCRyé*
monoklonalne komorki T wykazywaly ten sam im-
munofenotyp (TCR-Vy9/Vé2) 1 posiadaly podobne
sekwencje nukleotydow w regionie V62-J61. Row-
niez przeprowadzona przez Garrido 1 wsp. [81] ana-
liza chorych z monoklonalng limfocytoza TCRaB*/
/CD4" wykazata, ze komdrki TCR-Vp13.17/CD4*
posiadajg taki sam haplotyp HLA-DRB1*0701 1 wy-
kazuja podobne sekwencje nukleotydowe w regio-
nie CDR3 genu TCRB, co sugeruje dzialanie podob-
nego antygenu odpowiedzialnego za rozwo6j mono-
klonanej proliferacji T-LGL. Brak preferencyjnego
wystepowania rearanzacji okreslonych regionow
genow TCR we wlasnym badaniu sugeruje wieksza
réznorodno$§¢ domniemanych antygenow bioracych
udzial w patogenezie biataczki T-LGL CD8". Jest
to zgodne z obserwacjami Wtodarskiego 1 wsp. [75],
ktorzy wykazali, ze rearanzacje regionow TCRVp
u chorych na biataczke T-LGL CD8" sg raczej roz-
norodne i tylko u czeSci chorych wystepuja podob-
ne sekwencje nukleotydowe w regionie CDR3.

W badaniach kariotypu metodg prazkowa nie
wykazano zadnych zmian cytogenetycznych w ana-
lizowanej grupie chorych na biataczke T-LGL. Jest
to zgodne z danymi z piSmiennictwa, z ktorych
wynika, ze jedynie nieliczni chorzy wykazuja zabu-

rzenia cytogenetyczne [5, 69, 70]. W zwigzku z tym
prawdopodobny mechanizm patogenetyczny prowa-
dzacy do wydluzonego przezycia lub/i proliferacji
specyficznych klonéw komorek T u chorych z T-LGL
wydaje sie bardziej zwigzany ze stymulacjg antyge-
nowa 1 zaburzeniami w procesie apoptozy niz zmia-
nami cytogenetycznymi typowymi dla innych pro-
cesOW nowotworowych [74]. Nalezy podkreslic, ze
rearanzacje genow TCR wystepujace w bialaczce
T-LGL, potwierdzajace monoklonalng chorobe lim-
foproliferacyjna, niekoniecznie Swiadcza o jej nowo-
tworowym charakterze.

Zwiazek patogenetyczny pomiedzy RZS a roz-
nymi typami limfocytozy z T-LGL jest niejasny, tak
samo jak niewyjasniona jest etiologia tych chorob.
Nie moze on by¢ przypadkowy, ze wzgledu na cze-
ste wspolistnienie tych jednostek [8, 170, 171].
Monoklonalna limfocytoza z T-LGL moze pojawiac
sie u chorych na RZS, a RZS jest najczestsza cho-
roba autoimmunologiczng towarzyszaca bialaczce
T-LGL i wystepuje u okoto 30% chorych [7, 9, 13,
76]. W badaniach wiasnych wykazano to u 36% cho-
rych. RZS zwykle wyprzedza lub wystepuje jedno-
cze$nie z pojawieniem sie zaburzen hematologicz-
nych zwiazanych z biataczka, ale zdarzaja sie przy-
padki, podobnie jak w przedstawionym badaniu, ze
biataczka wyprzedza na wiele lat pojawienie sie
zmian stawowych [9].

Wiadomo, ze w patogenezie obu chordb odgry-
wa role przetrwala odpowiedZ immunologiczna na
nieznany czynnik antygenowy, ktora nie moze za-
konczy¢ sie prawidiowo [172, 173]. RZS jest prze-
wlekla choroba zapalna, w ktoérej gtéwng role
w uszkodzeniu stawow pelnig limfocyty T [173].
Bowman i wsp. stwierdzili zwiekszona liczbe oligo-
klonalnych limfocytow CD3", CD8" 1 CD57" z eks-
presja segmentow Vg1, 3, 6, 8, 13.2 1 18 u chorych
z RZS [96]. W innym badaniu u 15% chorych na RZS
obserwowano klonalng limfocytoze Va 12.1/CD8%/
/HLADQ2" [174]. Zwiekszong liczbe komorek
o fenotypie podobnym do komorek biataczki T-LGL
(CD3*/CD16") obserwowano rowniez w plynie sta-
wowym chorych na RZS [175]. Poli- i oligo/mono-
klonalna limfocytoza wystepuje u chorych na RZS
zarOwno z neutropenia, jak i1 z prawidiowa liczbg
granulocytow [95, 176]. U 1/3 chorych na RZS
z neutropenig i niekiedy powiekszeniem Sledziony,
co zgodnie z nowymi kryteriami odpowiada zespo-
towi Felty'ego (FS), opisywano monoklonalng lim-
focytoze T-LGL, czesto spelniajaca kryteria biatacz-
ki[76, 96]. Ze wzgledu na podobienstwa obrazu kli-
nicznego, cech immunogenetycznych oraz rozrostu
cytotoksycznych klonalnych limfocytow T pomie-
dzy FSibiataczka T-LGL ze wspolistniejacym RZS,
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Burks 1 Loughran [97] zasugerowali, ze obie jed-
nostki stanowia warianty tego samego procesu kli-
niczno-patologicznego.

W grupie 15 badanych chorych z FS obserwo-
wano caly zakres limfocytozy T-LGL — od poliklo-
nalnej, poprzez oligoklonalng i monoklonalang, az
do biataczki T-LGL. Istnienie takiej heterogenno-
$ci moze by¢ dowodem potwierdzajacym hipoteze
O Keefe 1 wsp. [74] 1 Wiodarskiego i wsp. [75, 77],
ze bialaczka T-LGL rozwija sie w wyniku nadmier-
nej klonalnej odpowiedzi immunologicznej na prze-
trwalg stymulacje antygenowa wystepujaca w cho-
robach autoimmunologicznych, ktora poczatkowo
powoduje poliklonalna, reaktywna limfocytoze,
a potem ekspansje tylko jednego klonu cytotoksycz-
nych komorek T CD8*. Monoklonalna limfocytoza
T-LGL wystepowala najczeSciej w badanej grupie
z FS, to jest u 80% chorych, co wskazuje na niedo-
szacowanie tego zjawiska, ktore okreslano wczes$niej
na 33-35% [94, 95]. Jednak tylko 5 chorych z FS spet-
nialo kryteria diagnostyczne dla biataczki T-LGL
dotyczace zaréwno wartoSci bezwzglednej limfocy-
tozy T-LGL > 2 x 10%1, jak i typowych zmian histo-
patologicznych 1 immunofenotypowych w szpiku.
Dziewieciu chorych z FS miato wzgledna limfocy-
toze T-LGL, a bezwzgledna limfocytoza z T-LGL
byta mniejsza niz 2 x 10%1. U tych chorych wyka-
zano rearanzacje genow TCR $wiadczace o rozro-
§cie monoklonalnym oraz charakterystyczna dla
bialaczki T-LGL architektonike naciekow w szpi-
ku i fenotyp limfocytow T. Powstaje wiec pytanie,
czy przypadki te powinny by¢ klasyfikowane jako
wla$ciwa biataczka, czy tez rozrost klonalny o nie-
jasnym znaczeniu zwiazany z FS. Sokol 1 wsp. [1]
uwazaja, ze najwazniejsze do rozpoznania bialaczki
T-LGL sa typowe objawy kliniczne, monoklonalno§é
T-LGL 1 zajecie szpiku, a liczba T-LGL ma mnie;j-
sze znaczenie. Natomiast w TCUS liczba klonal-
nych T-LGL nie jest precyzyjnie okreS§lona, a naj-
wazniejszy wydaje sie brak objawow klinicznych
biataczki [138].

Szczegolnie interesujacy byl chory z cechami
monoklonalnej transformacji na podtozu poliklonal-
nej limfocytozy. W badaniu PCR w poliklonalnym
tle obecny byt u niego staby monoklonalny produkt
rearanzacji genu TCRG. W szpiku obserwowano
obfite §rodmigzszowe nacieki z komorek T CD3*/
/CD47/CD8*/granzymB~, jednak bez lokalizacji we-
wnatrzzatokowej. Obserwacje te s zgodne z donie-
sieniami Langeraka i wsp. [177], ktorzy w badaniach
FCM z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych
przeciwko fragmentom lancuchéw g regiondéw
zmiennych receptora TCR w licznych przypadkach
biataczki T-LGL wykryli oprocz przewazajacej eks-

presji jednego z segmentéw dodatkowe stabe mo-
noklonalne produkty, co §wiadczy o pojawieniu sie
monoklonalnej proliferacji w poli- lub oligoklonal-
nym tle. Poli- 1 oligoklonalne produkty Swiadcza
o istnieniu nadmiernej klonalnej odpowiedzi immu-
nologicznej na przetrwalg stymulacje wywolana
autoantygenami lub antygenami wirusowymi i moga
reprezentowac przedkliniczny i prekursorowy stan
dla rozwoju bialaczki [74, 89]. Ostatnio Langerak
1 wsp. [2] oraz Sandberg 1 wsp. [26], uzywajac czu-
tych metod PCR, wykazali ciggte spektrum tych
proliferacji. Lima i wsp. [46] zauwazyli podobna za-
lezno$¢ w badaniach cytometrycznych z zastosowa-
niem przeciwcial monoklonalnych rozpoznajacych
fragmenty tancuchow g regionéw zmiennych recep-
tora TCR u chorych z limfocytoza T-LGL CD4*/
/CD8". Trzech chorych z FS bez klonalnej rearan-
zacji genow kodujacych czesci zmienne tancucha
TCR stanowilo przyktad odczynowej, poliklonalne;j
limfocytozy z T-LGL zwigzanej z chorobg autoim-
munologiczng. Rozproszone w szpiku nacieki
T-LGL w badaniach cytometrycznych wykazywaty
prawidlowa ekspresje antygenow limfocytow T.
Podobnie jak u innych autorow [31], u wszystkich
chorych z monoklonalng rearanzacja genow
w badaniu FCM oprocz klonalnych limfocytow T
CD57" wykazujacych zaburzenia ekspresji antyge-
now pan-T obecna byla populacja prawidiowych
odczynowych limfocytow T CD577. Niewykluczo-
ne, ze komorki te moga by¢ prekursorami dla bia-
taczki T-LGL.

Porownanie wynikow badan chorych na bia-
taczke T-LGL ze wspélistniejgcymi chorobami au-
toimmunologicznymi (gtéwnie RZS) 1 na biataczke
przebiegajaca bez choroby towarzyszacej wykaza-
o r6znice w obrazie klinicznym i badaniach labora-
toryjnych. U chorych z bialaczka i1 chorobg autoim-
munologiczng czeSciej wystepowaly: powiekszenie
§ledziony, czynnik reumatoidalny, przeciwciala
przeciwjadrowe, hipergammaglobulinemia poliklo-
nalnaileukopenia. Ponadto w tej grupie czesciej po-
jawiala sie ciezka neutropenia i nizsza byta érednia
liczba krazacych T-LGL. Ponad polowa chorych
(62%) z chorobg autoimmunologiczng nie spelniala
kryterium ilo§ciowego rozpoznania biataczki T-LGL
(T-LGL > 2 x 10%1). Wykazano jednak duze podo-
bienstwo biologiczne obu proceséw, dotyczace ob-
razu histopatologicznego, immunofenotypu i cha-
rakterystyki molekularne;j.

Biataczka T-LGL z towarzyszacym RZS jest
rzadko wystepujaca choroba, jednak dalsze badania
moga dostarczy¢ waznych danych dotyczacych pa-
togenezy RZS, choroby stanowigcej daleko wiekszy
problem spoleczny. Wydaje sie, ze analiza sekwen-

www.jtm.viamedica.pl 129



Journal of Transfusion Medicine 2009, tom 2, nr 3

¢ji nukleotydowych w regionie CDR3 tancuchow
genoéw TCR, odpowiedzialnego za wigzanie antyge-
nu moze by¢ kluczem do znalezienia potencjalnego
antygenu odpowiedzialnego za oba procesy [176].
Przebieg kliniczny biataczki T-LGL jest tagod-
ny, a leczenie polegajace na zastosowaniu lekow
immunosupresyjnych w dawkach stosowanych
w terapii uktadowych chor6b autoimmunologicznych
wplywa na poprawe objawow klinicznych i cytope-
nii, chociaz nie eliminuje komoérek biataczkowych
[123]. Sugeruje to, ze nie ma ono dzialania cytotok-
sycznego, a immunosupresyjne lub immunomodu-
lujace. Sredni czas obserwacji 29 badanych chorych
na bialaczke T-LGL wynosil 17 miesiecy (zakres
1-60 miesiecy) 1 u wiekszosci chorych choroba mia-
ta tagodny przebieg. Trzech chorych (10%) zmarto.
Dwoch z powodu powikian infekcyjnych, ktore byty
wynikiem zwiazanej z biataczka neutropenii, i jed-
na chora z powodu amyloidozy nerek wtornej do
RZS, czyli przyczyny niezwiazanej z choroha pod-
stawowa. W badaniu dotyczacym 151 chorych [10]
17% chorych zmarlo podczas 23-miesiecznej obser-
wacji, ale w innym [9], trwajacym 2 lata badaniu
przebieg choroby byt bardziej agresywny i zmarto
9/25 (36%) chorych. W badaniu Dhodapkara i wsp.
[13] dotyczacym 68 chorych Sredni czas przezycia
byt dtuzszy niz 10 lat, a w badaniu Nowakowskiego
1 wsp. [129] wynosil 74,3 miesigca. Zgony Spowo-
dowane byly powiklaniami infekcyjnymi i tylko
w kilku przypadkach progresja choroby. Pandolfi
1 wsp. [10] na podstawie analizy przebiegu choroby
w duzej grupie chorych stwierdzili, ze wieksze ry-
zyko zgonu istnieje u chorych z objawami ogblny-
mi, zwlaszcza goraczka, oraz u chorych z powiek-
szong watroba 1 weztami chlonnymi, a takze ze
zmianami skornymi. Do niekorzystnych czynnikow
rokowniczych zaliczyli tez niewielki odsetek limfo-
cytow CD57" 1 mala liczbe obwodowych T-LGL. Nie
stwierdzili natomiast zwigzku pomiedzy agresyw-
nym przebiegiem choroby a wystepowaniem cyto-
penii oraz stopniem nacieczenia szpiku przez lim-
focyty. W badaniu z Mayo Clinic [129] niedokrwi-
stoS¢, ciezka neutropenia i limfopenia stanowily
niezalezne niekorzystnyne rokowniczo czynniki.
W badaniu wlasnym prawie wszyscy chorzy
(97%) wymagali leczenia, ze wzgledu na neutrope-
nie 1 bedace jej nastepstwem nawracajace zakaze-
nia, niedokrwisto$¢, objawowe powiekszenie §Sle-
dziony i zapalenie stawow. W innych opracowaniach
leczono 69% 1 73% chorych [9, 13]. Catkowita od-
powiedz na terapie u analizowanych chorych wyno-
sita 61% i byta podobna do opisywanej w innych ba-
daniach, gdzie wynosita 60-100% [10, 13, 119]. We

wlasnym materiale wykazano dobrg odpowiedZ na
leczenie MTX (PR u 5/8 chorych) 1 CSA (1/9 CHR,
8/9 PR). Oba leki byly stosowane w monoterapii lub
tacznie z prednizonem i/lub G-CSF. Koreluje to
z danymi z piSmiennictwa, gdzie odpowiedZ na le-
czenie MTX wynosita 60-100% [10, 13, 119, 121],
a na CSA 67-100% [119, 120, 122]. W literaturze
podkresla sie znaczenie dziatania G-CSF szybko po-
prawiajacego neutropenie jako czynnika wspoma-
gajacego leczenie immunosupresyjne [119]. W ba-
daniu wlasnym nie uzyskano odpowiedzi hemato-
logicznej po zastosowaniu steroidow w monoterapii.
Stwierdzono, ze steroidy powoduja zwiekszenie
liczby granulocytow tylko u nielicznych chorych [9].
Jednak zastosowane lacznie z MTX lub cyklofos-
famidem w ciagu pierwszego miesiaca leczenia po-
woduja szybka poprawe objawow ogolnych 1 para-
metrow hematologicznych [1, 7]. W trakcie badan
klinicznych sa nowe typy terapii celowanej z uzy-
ciem przeciwcial monoklonalnych przeciwko anty-
genom CD2 1 CD52, podjednostce 8 receptora dla
interleukiny-2 oraz matych czasteczek, takich jak
tipifarnib [123].

Podsumowanie

Klinicznie i biologicznie biataczka T-LGL znaj-
duje sie na pograniczu proceséw odczynowych
1 nowotworowych. Wskazuje na to jej lagodny prze-
bieg kliniczny nieprzypominajacy chorob nowotwo-
rowych 1 brak specyficznych dla tych chorob zabu-
rzen cytogenetycznych, przy jednocze$nie potwier-
dzonej klonalno$ci i inwazyjnoSci wyrazajacej sie
zajeciem narzadow. Czeste wspolistnienie z rozny-
mi chorobami, giéwnie autoimmunologicznymi
1 ukfadu krwiotworczego, ktorych objawy moga by¢
dominujace w obrazie klinicznym oraz jednoczesne
niewielkie 1 stabo widoczne zajecie kluczowych na-
rzadow przez nacieki bialaczkowe powoduja, ze moze
by¢ latwo przeoczona lub niewzieta pod uwage
w rozwazaniach diagnostycznych. Dlatego zaleca-
ne jest poszukiwanie biataczki T-LGL w chorobach
uznanych za towarzyszace jej, szczeg6lnie gdy
w ich przebiegu pojawi sie cytopenia i limfocytoza.
Zwiazek tej biataczki z licznymi chorobami sugeru-
je, ze monoklonalna limfocytoza z T-LGL, niekiedy
niespelniajaca diagnostycznych kryteriow iloScio-
wych biataczki moze by¢ klonalng reakcja na cho-
robe podstawowa. Dlatego tez, rozpoznanie biatacz-
ki T-LGL nie moze opierac sie na jednym typie ba-
dan. Badania histopatologiczne i cytometryczne
wykazuja cechy specyficzne dla tej choroby, ale roz-
poznanie biataczki wymaga potwierdzenia badania-
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mi rearanzacji gené6w TCR. Z kolei same badania
molekularne, przy ich duzej czulo$ci, moga ujaw-
nia¢ istnienie populacji monoklonalnych komorek,
ktore nie spelniaja kryteriow diagnostycznych dla
biataczki T-LGL. Decydujace dla rozpoczecia lecze-
nia lekami immunosupresyjnymi s3 objawy klinicz-
ne, ktére moga pojawic sie zarowno w bialaczce, jak
1 w odczynowej limfocytozie z T-LGL.

6. Wnioski

1. U chorych z niewyjasniona limfocytoza i cyto-
penig oraz towarzyszacymi zaburzeniami auto-
immunologicznymi badanie histopatologiczne
1 immunofenotypowe szpiku uwzgledniajace
uzycie panelu przeciwcial nie tylko przeciwko
antygenom limfocytow B, ale rowniez T i NK
umozliwia zwiekszenie wykrywalnos$ci uwaza-
nych za rzadko wystepujace rozrostow z T-LGL.

2. Badanie histopatologiczne i immunohistoche-
miczne szpiku stanowi wazny element w dia-
gnostyce proliferacji z T-LGL. Za najbardziej
charakterystyczne dla bialaczki nalezy uznaé
nacieki linijne wewnatrzzatokowe 1 Srodmiaz-
szowe skupienia z limfocytow T o fenotypie
CD37/CD47/CD8*/CD57*/granzym B~.

3. Badanie metoda cytometrii przeplywowej po-
zwala na roznicowanie miedzy biataczka a lim-
focytoza odczynows. Najwazniejsze do rozpo-
znania bialaczki T-LGL CD3*CD8" sg zaburze-
nia ekspresji antygenow komorek T (CD5,
CD7, CD43) oraz ekspresja CD45RA 1 CD16.
Odrebnosci fenotypowe komorek biataczko-
wych (ekspresja TCRyd, CD4, CD56) nie maja
wplywu na obraz kliniczny choroby.

4. W biataczkowych T-LGL rearanzacje regionéw
gendéw kodujacych czesci zmienne taficucha
TCR wystepuja w sposob przypadkowy, cho-
ciaz najczeSciej ulega rearanzacji region
V,If, V-], Obraz kliniczny chorych z objawowg
monoklonalng 1 poliklonalng limfocytoza
z T-LGL jest podobny.

5. Zespol Felty'ego stanowi unikalny przykiad wy-
stepowania calego spektrum limfocytozy
z T-LGL, od poliklonalnej, poprzez oligoklo-
nalng 1 monoklonalna, az do biataczki T-LGL.
Swiadczy to o cigglo$ci procesu autoimmunolo-
gicznego zakonczonego rozrostem klonalnym.

6. Wazna cechg biataczki T-LGL sa procesy zwia-
zane z limfocytami B, polegajace na ich odczy-
nowej aktywacji, pojawieniu sie monoklonalo-
$ci 1 nastepnie proliferacji.
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