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Streszczenie

Wprowadzenie. Komérki dendrytyczne (KD) odgrywajg kluczowa role w inicjacji i kontroli pierwotnej i wtérnej
odpowiedzi immunologicznej oraz w powstawaniu zjawisk tolerancji.

Cel pracy. Ilosciowa ocena populacji KD krwi u dzieci z chorobami rozrostowymi uktadu krwiotwérczego w za-
leznosci od etapu leczenia i rodzaju odpowiedzi na terapi¢, poréwnanie tych wynikéw z wartosciami stwierdzany-
mi u dzieci zdrowych oraz okreslenie zwigzku migdzy liczbg KD krwi a aktywacjg limfocytéw T.

Material i metody. Badaniami objeto 76 dzieci (30 dziewczynek i 46 chtopcow) w wieku od 15 miesigcy do 18 lat
(mediana 9 lat), leczonych w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigcej AM we Wrocla-
wiu, z powodu: ALL — 39, AML - 15, NHL - 8, HD — 10 oraz LCAL — 4 pacjentéw. Grupg¢ kontrolng stanowito
21 zdrowych dzieci w wieku 3—18 lat (mediana 11 lat). Analizg ilosciowg subpopulacji limfocytéw T oraz KD krwi
przeprowadzono technikg cytofluorymetrii przeptywowej. Populacje KD krwi definiowano na podstawie ekspresji
swoistych markerow BDCA-1, BDCA-2, BDCA-3, prowadzgc niezaleznie od tych oznaczen analiz¢ populacji KD
wykazujacych ekspresje antygenu CD83, swoistego dla dojrzatych KD.

Wiyniki. U wigkszosci pacjentéw w chwili rozpoznania choroby obserwowano mniejsze wartosci analizowanych
populacji limfocytéw T w poréwnaniu z dzie¢mi zdrowymi oraz znaczne obnizenie liczebnosci tych komérek pod-
czas prowadzonego leczenia. We wszystkich grupach chorych w okresie obserwacji odnotowywano wyzszy pro-
centowy udziat KD w populacji MNC w odniesieniu do grupy kontrolnej. Podwyzszone wartosci KD wykazywa-
ty dodatnig korelacj¢ ze wzrostem odsetka aktywowanych limfocytéw T (CD3*CD26%) w ogdlnej populacji limfo-
cytéw T w krazeniu.

Whioski. Obserwowane u dzieci z chorobg nowotworowa wigksze, w poréwnaniu z grupg kontrolng, wartosci KD
na poczatku leczenia Swiadczg o aktywacji uktadu odpornosciowego w odpowiedzi na istniejacy proces chorobo-
wy. Utrzymywanie si¢ podwyzszonego udziatu procentowego KD w populacji MNC w czasie leczenia, a takze 1-2
miesigce po jego zakoriczeniu Swiadczy o utrzymujacym si¢ stanie aktywacji uktadu odpornosciowego, co moze
mie¢ istotne znaczenie w kontroli choroby resztkowej (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 4, 689-702).

Stowa kluczowe: subpopulacje limfocytow, komorki dendrytyczne krwi, dzieci, nowotwory.

Abstract

Background. Dendritic cells (DC) are important antigen-presenting cells (APC) of immune system that induce and
modulate primary and secondary immune responses; they also induce central and peripheral tolerance T lympho-
cytes to self-antigens.

Objectives. The aim of the study was analysis of subpopulations T lymphocytes and blood DC (BDC) in patients
with hematological malignancies at time of various stage of treatment in comparison with control group and desi-
gnation of correlation between number of BDC and activation of T lymphocytes.

Material and Methods. The total number of 76 patients: 30 females and 46 males, aged from 15 months to 18 ye-
ars (median 9 years) treated in the Department of Children Bone Marrow Transplantation, Oncology and Hemato-
logy, Medical University of Wroclaw, Poland (ALL — 39, AML — 15, NHL - §, HD - 10, LCAL — 4) were exami-
ned. The populations of lymphocytes and BDC were analyzed by flow cytometry. The subpopulations of BDC we-
re defined on the ground of expression of specific markers for distinct blood dendritic cell populations: BDCA-1,
BDCA-2, BDCA-3 and activated BDC were identified as showed the expression of activation state antigen CD83.
Results. The results of study showed: 1) decreased number of T lymphocytes at the time of diagnosis in many pa-
tients; 2) significantly decreased number of lymphocytes during chemotherapy and 1-2 months after cessation of
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treatment; 3) increased level of BDC in patients in comparison to the control group of healthy children. Those
yields explained positive correlation with value of activated T lymphocytes (CD3*CD26").

Conclusions. Increased value of BDC in children with haematological malignancies, as well as in patients
1-2 months after cessation of treatment, may indicate on activation of immune system. This fact may play impor-
tant role in control of residual disease (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 4, 689-702).

Key words: lymphocytes subpopulations, blood dendritic cells, children, neoplasms.

Choroba nowotworowa jest stanem, w ktérym
dochodzi do niekontrolowanej proliferacji ko-
morek organizmu, niepodlegajacej mechanizmom
regulacyjnym ustroju. Mutacje genetyczne towa-
rzyszace onkogenezie prowadzg do powstania
zmian antygenowych w komoérkach nowotworo-
wych. Nabywajg one mozliwos¢ ekspresji biatek
zmienionych lub charakteryzujacych etap ptodo-
WYy roZwoju organizmu, przez co mogg by¢ rozpoz-
nawane przez komoérki immunokompetentne jako
obce. Do najwazniejszych mechanizméw efekto-
rowych odpowiedzi immunologicznej przeciw ko-
moérkom nowotworowym nalezy zaliczy¢: aktyw-
nos¢ komérek NK, cytotoksycznos¢ limfocytow
Tc, aktywnos¢ cytokin wydzielanych przez limfo-
cyty T oraz aktywowane makrofagi, cytotoksycz-
nos¢ makrofagédw i neutrofiléw, cytotoksycznosc¢
komérkowg zalezng od przeciwcial oraz cytoto-
ksycznos¢ przeciwciatl zalezng od dopetniacza [1].

Warunkiem niezb¢dnym do zainicjowania od-
powiedzi immunologicznej jest rozpoznanie anty-
genu przez komorki efektorowe. Limfocyty T wy-
magajg zaprezentowania antygenu przez profesjo-
nalne komdrki APC (antigen presenting cells).
Limfocyty B mogg same rozpoznawac antygen
przez powierzchniowe receptory immunoglobuli-
nowe, mogg tez ulega¢ aktywacji w obecnosci cyto-
kin wydzielanych przez limfocyty Th (IL-4, IL-5,
IL-10), aktywowane limfocyty B (IL-4) oraz akty-
wowane komoérki dendrytyczne (KD) — IL-12. Ko-
morki NK wykazujg zdolnosé do spontanicznego
zabijania komorek docelowych, przy czym KD
zwigkszajg aktywnos¢ cytotoksyczng komérek NK
przez bezposrednie oddzialywania oraz za posred-
nictwem wydzielanych cytokin (IFN-a, IL-12, IL-15,
IL-18). Kluczowa role w inicjacji oraz kontroli pier-
wotnej 1 wtérnej odpowiedzi immunologicznej oraz
w powstawaniu zjawisk tolerancji odgrywaja KD,
ktére wchodza w interakcje z limfocytami T, B, ko-
moérkami NK, powodujge ich aktywacje, réznico-
wanie i zwickszenie funkcji efektorowych [2].

KD krwi stanowig okoto 1% komérek jedno-
jadrzastych krwi obwodowej. Sg populacjg zr6zni-
cowang pod wzgledem fenotypowym i funkcjonal-
nym. We krwi, obok prekursorowych KD, mogg
rowniez wystepowaé KD migrujgce do narzadéw
chtonnych, ktére zostaty aktywowane pod wply-
wem kontaktu z antygenem i czynnikami stymulu-
jacymi ich dojrzewanie.

Przeprowadzone przez Dzionka et al. [3] ba-
dania budowy antygenowej i réznic funkcjonal-
nych swiezo izolowanych KD, pochodzacych od
zdrowych dawcow, doprowadzity do identyfikacji
trzech nowych markeréw powierzchniowych cha-
rakteryzujgcych KD krwi, nieobecnych na innych
komoérkach krwi obwodowej: BDCA-2, BDCA-3,
BDCA-4. Opisany przez nich réwniez antygen
BDCA-1 odpowiadal pod wzgledem struktural-
nym czgsteczce CD1c, poniewaz dodanie przeciw-
cial monoklonalnych stosowanych do oznaczenia
BDCA-1 blokowatlo reakcj¢ CDIc z anty-CDlc.
Na podstawie tych markeréw zaproponowano wy-
réznienie trzech subpopulacji KD krwi:

— KD BDCA-1* (CDIc*) — KD CD]11ctbrisht
(silna ekspresja) CD123*m (staba ekspresja)
CDI19 o morfologii monocytoidalnej; antygen
CDlc stwierdzono takze na malej subpopulacji
spoczynkowych limfocytéw B.

— KD BDCA-2*, BDCA-4*— KD o morfolo-
gii plazmocytoidalnej i fenotypie CD11cCD123*.

— KD BDCA-3* — malej subpopulacji KD
CD11c¢*™CD123- 0 morfologii monocytoidalne;j.

Celem pracy byta ocena subpopulacji KD krwi
u dzieci z chorobami rozrostowymi uktadu krwio-
tworczego w zaleznosci od etapu leczenia i rodza-
ju odpowiedzi na terapi¢, poréwnanie tych wyni-
kéw z wartosciami stwierdzanymi u dzieci zdro-
wych oraz okreslenie zwigzku migdzy liczbg KD
krwi a aktywacjg limfocytéw T.

Material i metody

Analiza objeto 76 dzieci (46 chlopcow
i 30 dziewczat) w wieku od 15 miesiecy do 18 lat
(mediana 9 lat) leczonych w Klinice Transplantacji
Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigcej AM
we Wroclawiu z powodu: ostrej biataczki limfo-
blastycznej (ALL) — 39 dzieci, ostrej biataczki
szpikowej (AML) — 15 pacjentéw, chtoniakéw nie-
ziarnicznych B-komérkowych (NHL-B) — 8 dzieci,
choroby Hodgkina (HD) — 10 chorych oraz chto-
niakéw anaplastycznych  wielkokomérkowych
(LCAL) — 4 pacjentéw. Badania uktadu odpornos-
ciowego analizowane w tej pracy dotycza okresu
leczenia prowadzonego za pomocg konwencjonal-
nej chemioterapii. Grupe kontrolng stanowito
21 zdrowych dzieci (12 chlopcow, 9 dziewczat),
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Tabela 1. Etapy pobierania krwi do badan, liczebnos¢ grup pacjentéw na poszczegélnych etapach leczenia

Table 1. Stage of treatment at which blood samples were collect, number of patients

Rozpoznanie Etap leczenia
(Diagnosis) (Stage of treatment)
diagnostyka | remisja/ LPR progresja wznowa 2 remisja zakonczenie
(diagnosing) | w czasie (maintenance | (progression) | (relapse) (2m leczenia
leczenia therapy) remission) (end of
(remission/ treatment)
during
therapy)
ALL 34 33 21 3 8" 2 -
AML 14 11 8 3 2 1 -
HD 10 9 - - - - 9
LCAL 4 2 1 1 - - 1
NHL-B 7 - - - - 7

5 pacjentéw chorych na ALL zakwalifikowanych do badan na etapie rozpoznania nawrotu choroby.
“5 ALL patients were included to study while diagnosing leukemia relapse.

" 1 dziecko chore na AML zakwalifikowane do badan na etapie rozpoznania nawrotu choroby.

" 1 AML child was included to study while diagnosing leukemia relapse.

potencjalnych dawcow szpiku do przeszczepdw al-
logenicznych, w wieku 3—18 lat (mediana 11 lat).
Do badari pobierano 1-2 ml krwi obwodowej
na heparyn¢ na réznych etapach diagnostyki i le-
czenia: w czasie rozpoznania, po osiagni¢ciu remi-
sji hematologicznej (pacjenci chorzy na ALL
i1 AML), w czasie badan bilansowych oceniajacych
odpowiedz na leczenie (dzieci chore na HD, NHL-B,
LCAL), przed rozpoczgciem leczenia podtrzymu-
jacego remisje (LPR), po zakoriczeniu terapii,
a takze w przypadku stwierdzenia nawrotu lub pro-
gresji choroby (tab. 1). Warunkiem pobrania mate-
rialu do badan, poza rozpoznaniem nowotworu lub
jego wznowy, byl dobry stan kliniczny pacjenta
i wykluczenie aktywnej infekcji na podstawie ba-
dania fizykalnego oraz badan dodatkowych. Kaz-
dorazowo krew byta pobierana przy okazji rutyno-
wych badan zwigzanych z diagnostyka lub kwalifi-
kacja pacjenta do cyklu chemioterapii, w przypad-
ku grupy kontrolnej — podczas badain HLA lub ba-
dan zwigzanych z kwalifikacjg do pobrania szpiku.
Tlosciowg oceng KD krwi oraz aktywowanych
limfocytéw T o fenotypie CD3*CD26* przeprowa-
dzono technikg cytofluorymetrii przeptywowe;.
W identyfikacji KD krwi wykorzystywano prze-
ciwciala monoklonalne: anty-BDCA-1, anty-
-BDCA-2, anty-BDCA-3, (Miltenyj Biotec, Niem-
cy) skierowane przeciw swoistym markerom po-
wierzchniowym definiujgcym trzy rézne populacje
tych komorek, prowadzac niezaleznie od tych
oznaczen analiz¢ aktywowanych KD krwi, definio-
wanych jako KD CD11c*CD83*HLA-DR* i KD
CD11cCD83*HLA-DR*. W znakowaniu aktywo-
wanych KD i limfocytéw stosowano odpowiednio
przeciwciata anty-CD83 (Pharmingen, CA), anty-

-CDllc, anty-HLA-DR oraz anty-CD3, anty-
CD26 (BD, Biosciencies, CA). W przypadku sub-
populacji limfocytéw analizowano 5-10 x 10° ko-
morek/prébke, a do oznaczenia populacji KD —
50-75 x 10* komérek/prébke. Analize uzyskanych
wynikéw przeprowadzono za pomocg programu
WinList for Win32, wer. 3.0 (Verity Software House,
Inc., USA), stosujac do oceny odsetka poszczeg6l-
nych populacji limfocytéw — bramke limfocytarna,
w przypadku KD — bramke komoérek jednojadrza-
stych (MNC). Aby poréwnaé uzyskane wyniki
oraz obliczy¢ wartosci liczbowe poszczegdlnych
populacji komoérek, dane uzyskiwane dla danej
czystosci bramki (czystos¢ 1 wielkos¢ bramki usta-
lana na podstawie znakowania z CD14/CD45 wo-
bec kontroli izotypowej, BD Biosciencies, CA)
przeliczano do wartosci, ktére uzyskano by przy
czystosci bramki 100%. Liczbg bezwzgledng po-
szczegblnych populacji limfocytéw i KD obliczano
na podstawie morfologii krwi obwodowej, stosujac
rozmaz manualny jako metode referencyjng do
okreslenia udzialu procentowego poszczegdlnych
populacji uktadu biatokrwinkowego.

Obliczenia statystyczne wykonano za pomocg
programu StatSoft STATISTICA 6.0.

Wyniki

W celu przedstawienia wynikéw obrazujacych
liczebnos¢ poszczegdlnych populacji komoérko-
wych postuzono si¢ wielkoscig mediany, podajac
zakresy uzyskiwanych wartosci (szczegdtowe ze-
stawienie danych przedstawiono w tabelach). Za
istotne statystycznie przyjmowano wyniki, w kto-
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rych wspdétczynnik ufnosci wynosit: p < 0,05 dla
populacji limfocytéw oraz p < 0,005 dla populacji
KD. Wartosci bezwzgledne limfocytéw oraz ko-
morek jednojadrzastych krwi przedstawiano jako
liczbe komérek w 1 pl krwi (kom./pl), a w przy-
padku KD krwi, biorgc pod uwage matg liczeb-
nos¢ populacji — w postaci liczby komérek w 1 ml
krwi (kom./ml).

KD BDCA-1*

W grupie poréwnawczej odsetek KD BDCA-1*
w populacji MNC miescit si¢ w zakresie
(0,130-0,331%) z mediang 0,262%, natomiast
wartosci liczbowe zawieraly si¢ w przedziale
(1,84-19,45) x 10°%ml z mediang 5,99 x 10°/ml.
U dzieci z chorobg nowotworowg na poczatku le-
czenia obserwowano znaczne zréznicowanie obu
wskaznikéw niezaleznie od rozpoznania, ale war-
tosci median zaréwno w przypadku udziatu pro-
centowego, jak i liczbowego, byly wyzsze w po-
réwnaniu z grupg kontrolng.

Odsetek KD BDCA-1* u chorych na ALL po
uzyskaniu remisji hematologicznej oraz przed roz-
poczeciem LPR byt podwyzszony w stosunku do
stanu wyjsciowego, chociaz stwierdzano nizsze
wartosci liczbowe niz na poczatku leczenia. U pa-
cjentow ze wznowg ALL odsetek i liczba KD
BDCA-1* wynosity 0,510% i 8,81 x 10%ml, byly
wyzsze w porownaniu z dzie¢mi zdrowymi. W od-
niesieniu do wynikéw chorych rozpoczynajacych
leczenie, pacjenci z nawrotem choroby prezentowa-
li wigkszy procent omawianej populacji komoérek
w MNC (ALL-wznowa) — 0,510% vs ALL-dgn) —
0,377%; p < 0,005), ale obserwowane wartosci bez-
wzgledne byly mniejsze (ALL-wznowa) — 8,81 x
x 10°%/ml vs ALL-dgn — 9,81 x 10*/ml; p < 0,005).
U chorych z drugg remisjg hematologiczng stwier-
dzano podwyzszenie KD BDCA-1* wzgledem gru-
py kontrolnej. U pacjentéw z progresja ALL odno-
towywano mniejsze wartosci omawianej populacji
KD w odniesieniu do dzieci zdrowych (tab. 2).

U chorych na AML po osiggnigciu remisji he-
matologicznej i przed rozpoczgciem LPR stwier-
dzono wzrost odsetka KD BDCA1* w populacji
MNC w poréwnaniu ze stanem wyjsciowym, na-
tomiast wartosci liczbowe stwierdzane na tych eta-
pach leczenia byly mniejsze w odniesieniu do ob-
serwowanych w chwili rozpoznania biataczki.
U dzieci z progresja AML odnotowywano tez
podwyzszenie omawianych KD (0,900% i 6,99 x
x 10%ml), podobnie jak u jednego z pacjentéw
z nawrotem choroby (0,620% i 13,99 x 10*/ml),
w poréwnaniu z grupg kontrolng (tab. 2).

Procent KD BDCA-1* wsréd komérek MNC
oraz ich liczba u chorych na HD, LCAL, NHL-B
byly wigksze w czasie trwania leczenia i w okresie

1-2 miesigcy od jego zakonczenia w poréwnaniu
7 dzie¢mi zdrowymi (tab. 3).

KD BDCA-2*

U dzieci zdrowych odsetek KD BDCA-2*
wsréd MNC  zawieral si¢ w  przedziale
0,280-0,670% z mediang 0,450%, natomiast war-
tosci bezwzglgdne miescily si¢ w zakresie
3,95-39,37 x 10°/ml z mediang 10,33 x 10%/ml.
Procent tych komérek wsréd MNC we wszystkich
grupach pacjentow, niezaleznie od etapu leczenia,
byt wiekszy w poréwnaniu z grupg kontrolna.

U dzieci chorych na ALL odsetek wsréd MNC
i liczba KD BDCA-2* wynosily odpowiednio:
w chwili rozpoznania — 0,460% i 16,12 x 10*/ml, po
uzyskaniu remisji hematologicznej — 0,510% 1 8,31
x 10%/ml, na etapie LPR — 0,550% i 6,14 x 10°/ml.
Podwyzszenie obu wskaznikéw w stosunku do gru-
py kontrolnej stwierdzano u pacjentéw z nawrotem
choroby, a takze u chorych, ktérzy osiggneli drugg
remisj¢ oraz u dzieci z progresja ALL (tab. 2).

U chorych na AML przed rozpoczeciem lecze-
nia i po osiggnieciu remisji stwierdzono wigksze
wartosSci KD BDCA-2* w poréwnaniu z grupg
kontrolng. W przypadku rozpoznania nawrotu
choroby wykazano wigksze wartosci KD w odnie-
sieniu do dzieci zdrowych. U chorych z progresjg
AML obserwowano wiekszy procent KD BDCA2*
wzgledem grupy poréwnawczej, cho¢ odnotowy-
wane wartosci liczbowe byly mniejsze niz u dzie-
ci zdrowych (tab. 2).

U dzieci chorych na HD i LCAL na poczatku
leczenia i w czasie jego trwania liczba KD BDCA-2*
byta wieksza w poréwnaniu z grupa kontrolng.
U chorych na NHL-B na etapie rozpoznania no-
wotworu obserwowane wartosci bezwzgledne wy-
kazywaly duze zréznicowanie z mediang
9,88 x 10%/ml, w czasie trwania chemioterapii byly
wyzsze od stwierdzanych u dzieci zdrowych. W gru-
pie pacjentow, ktérzy zakonczyli leczenie w okresie
1-2 miesiecy od ostatniego cyklu chemioterapii,
wigkszos¢ chorych na NHL-B i LCAL miata wigk-
sze wartosci KD BDCA-2* w odniesieniu do grupy
poréwnawczej; tendencji takiej nie obserwowano
u dzieci leczonych z powodu HD (tab. 3).

KD BDCA-3*

KD BDCA-3* stanowily najmniej liczng po-
pulacj¢ KD krwi zaréwno w grupie pacjentéw, jak
i w grupie kontrolnej. U wielu badanych nie
stwierdzono ich obecnosci. Mediana wartosci licz-
bowych KD BDCA-3* u dzieci zdrowych wynosi-
ta 0,70 x 10°/ml z zakresem (0-7,66) x 10°*/ml, od-
setek w populacji MNC zawieral si¢ w przedziale
(0-0,130%) z mediang 0,030%.
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U chorych na ALL, AML, HD, LCAL i NHL-B
na poczatku leczenia stwierdzono podwyzszenie
odsetka i liczby KD BDCA-3* w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Podczas leczenia we wszyst-
kich grupach chorych wykazano wigksze wartosci
KD BDCA-3* w odniesieniu do grupy dzieci zdro-
wych (tab. 21 3).

U chorych z progresjag ALL i LCAL nie stwier-
dzono KD BDCA-3* (tab. 2 i 3).

Aktywowane KD:
CD11¢*CD83*HLA-DR*
i CD11cCD83*HLA-DR*

U dzieci zdrowych odsetek KD CD11¢*CD83*
HLA-DR* wsréd MNC zawierat si¢ w zakresie
(0-0,240%) z mediang 0,080%, wartosci liczbowe
miescily sie w przedziale (0-5,89) x 10°%/ml z me-
diang 1,84 x 10%/ml. Procent KD CD11cCD83*
HLA-DR* wynosit (0-0,210%) z mediang 0,105%,
wyniki liczbowe natomiast przyjmowaly wartosci
(0-12,34) x 10*/ml z mediang 2,41 x 10*/ml.

W analizowanym materiale na poczatku lecze-
nia odsetek KD CD11c*CD83*HLA-DR* wsréd
MNC u pacjentéw z HD byt poréwnywalny z gru-
pa kontrolng, u pozostatych chorych byt wigkszy
w odniesieniu do dzieci zdrowych. Podobne ten-
dencje odnotowywano w przypadku wartosci bez-
wzglednych.

Podwyzszenie odsetka oraz liczebnosci oma-
wianej populacji komérek stwierdzano takze
u chorych z nawrotem ALL i AML przed rozpo-
czeciem leczenia wznowy.

We wszystkich grupach pacjentéw w czasie
trwania leczenia obserwowano podwyzszone wy-
niki KD CD11¢c*CD83*HLA-DR* w odniesieniu
do dzieci zdrowych, chociaz u chorych na ALL
bezposrednio po zakoriczeniu leczenia indukujace-
go remisje wartosci te bylty nizsze w poréwnaniu
z grupg kontrolng (0,040% i 0,65 x 10%ml vs
0,080% i 1,84 x 10°%/ml). U pacjentéw chorych na
NHL-B i LCAL, 1-2 miesigce po ostatnim cyklu
chemioterapii, utrzymywaly si¢ podwyzszone
wartosci KD CD11c*CD83*HLA-DR*; tendencji
takiej nie odnotowano u chorych z HD (tab. 2 1 3).

Procent w MNC 1 wartosci bezwzgledne KD
CD11cCD83*HLA-DR* u chorych na ALL,
AML, HD i LCAL przed rozpoczgciem leczenia
byty wigksze w odniesieniu do stwierdzanych
u dzieci zdrowych; zaleznosci takiej nie wykaza-
no, u pacjentéw chorych na NHL-B. Wyzsze wy-
niki omawianych KD obserwowano rowniez
u chorych z nawrotem ALL lub AML.

U chorych na AML, HD, LCAL i NHL-B
stwierdzano podwyzszenie odsetka i wartosci bez-
wzglednych KD CD11¢'CD83*HLA-DR* w czasie

leczenia w poréwnaniu z grupg kontrolng, tenden-
cji takiej nie odnotowano w przypadkach ALL na
etapie osiggnigcia remisji hematologicznej i przed
rozpoczgciem LPR. U chorych z progresjag ALL
Iub AML wartosci omawianych KD byly réwniez
wigksze niz u dzieci zdrowych (tab. 2 i 3).

Aktywowane limfocyty T
(CD3*CD26%)

U dzieci zdrowych procent limfocytéw
CD3*CD26* w og6lnej populacji limfocytéw krwi
obwodowej wynosit (15,97-38,29%) z mediang
27,33%, wartosci bezwzglgedne natomiast miescity
sic w zakresie (0,35-1,90) x 10%/ul z mediang
0,76 x 103/pl.

Liczebnos¢ populacji limfocytéw CD3*CD26*
u chorych na HD, LCAL na poczatku leczenia by-
fa mniejsza w poréwnaniu z grupa kontrolna.
U dzieci chorych na ALL, AML i NHL-B wskaz-
nik ten byt wyzszy w odniesieniu do dzieci zdro-
wych. Podobnie jak w przypadku catkowitej popu-
lacji limfocytéw T, liczba limfocytéw CD3*CD26*
u wigkszosci dzieci z chorobg nowotworowg obni-
zala si¢ w miar¢ trwania chemioterapii. Pacjenci
z nawrotem ALL i AML przed rozpoczgciem le-
czenia wznowy mieli mniejsze wartosci omawia-
nej populacji komérek w odniesieniu do grupy
kontrolnej (tab. 4 1 5).

Ekspresja antygenu CD26 na limfocytach T
zalezy Scisle od ich aktywacji, w zwiagzku z tym
poddano analizie udzial procentowy limfocytéw
T CD26" w catkowitej populacji limfocytéw T.
W przypadku grupy kontrolnej odsetek ten wyno-
sit 39,77%, podczas gdy wartosci stwierdzane
u dzieci z chorobg nowotworowa byly znacznie
wyzsze, np. HD-dgn. — 50,25%, LCAL-dgn.
—57,24%, NHL-B-dgn. — 58,69%) (tab. 41 5).

KD krwi
a aktywacja limfocytow T

U dzieci z chorobg nowotworowa objetych ba-
daniami w tej pracy stwierdzono wystepowanie
podwyzszonych wartosci procentowych KD w po-
pulacji komoérek jednojadrzastych krwi w poréw-
naniu z grupa kontrolng. Analiza liczebnosci po-
pulacji limfocytéw T we wszystkich grupach pa-
cjentéw wykazala znaczny spadek ich liczby pod
wplywem chemioterapii, a takze obserwowane
u wielu chorych wystepowanie ich obnizonych
wartosci przed rozpoczgciem leczenia. Rozpatru-
jac jednak wzajemne relacje ilosciowe, dotyczace
odsetka limfocytow CD3*CD26* w ogdlnej puli
limfocytéw T obecnych w krazeniu, stwierdzono
znacznie wigksze wartosci tego wskaznika u dzie-
ci z nowotworami hematologicznymi na przestrze-
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Tabela 4. Limfocyty CD3*CD26*. Procent limfocytéw CD3*CD26* w populacji limfocytéw T u chorych na ALL i AML

Table 4. CD3*CD26* lymphocytes. Percentage of CD3*CD26* lymphocytes in T-lymphocytes population in patients with

ALL and AML
Grupa Etap leczenia Mediana — zakres
(Group) | (Stage of (Median — range)
treatment) CD3*CD26* limfocyty CD3* % CD26+*CD3*
(CD3* lymphocytes) w populacji CD3*
% x 10° kom./ul | % x 10° kom./ul | (% of CD26*CD3*
x 10° cells/pl X 10° cells/ul | in CD3* population)
Kontrola 27,33 0,76 64,44 1,67 39,77
(Control) (15,97-38,29) | (0,35-1,90) (49,99-73,73) | (0,84-3,36) (34,77-51,02)
ALL diagnostyka 35,60 1,03 64,69 2,03 57,92
(diagnostics) (8,06-52,19) | (0,06-5,93) (21,39-84,92) | (0,17-7,14) (15,74-76,22)
remisja 40,41 0,51 68,69 0,59 58,89
(remission) (21,62-68,57) | (0,17-1,87) (51,75-83,42) | (0,36-2,31) (34,56-92,36)
LPR 42,48 0,38 62,20 0,51 58,29
(maintenance (17,82-59,16) | (0,24-1,25) (53,54-74,62) | (0,40-2,31) (30,98-95,12)
therapy)
progresja 47,88 0,58 64,27 0,79 74,88
(progression) (47,12-48,63) | (0,37-0,79) (59,13-69,40) | (0,46-1,12) (70,07-79,68)
wznowa 39,53 0,74 70,95 1,19 62,69
(relapse) (20,91-61,82) | (0,20-4,99) (48,29-72,47) | (0,41-5,49) (29,18-90,57)
2 remisja 35,10 0,47 74,08 0,95 58,11
(2" remission) (26,26-43,93) | (0,44-0,51) (73,57-74,78) | (0,69-1,21) (57,98-58,24)
AML diagnostyka 42,55 1,13 71,05 1,83 60,68
(diagnostics) (36,49-52,49) | (0,23-4,09) (60,13-81,62) | (0,36-6,36) (53,95-77,27)
remisja 46,01 0,30 71,04 0,62 61,61
(remission) (18,90-67,15) | (0,12-1,53) (59,31-86,08) | (0,19-2,08) (25,33-78,01)
LPR 35,67 0,54 57,21 0,88 61,84
(maintenance (28,61-42,73) | (0,53-0,56) (49,04-65,39) | (0,83-0,91) (58,34-65,34)
therapy)
progresja 36,12 0,38 60,06 0,65 66,34
(progression) (32,45-49,81) | (0,21-1,83) (48,91-61,24) | (0,31-2,20) (58,41-82,93)
wznowa 35,99 0,48 53,66 0,70 62,92
(relapse) (17,06-54,92) | (0,19-0,78) (35,17-72,14) | 0,28-1,12 (48,51-77,34)
2 remisja 32,31 0,32 74,52 0,44 66,34
(2" remission)

ni calego okresu obserwacji w poréwnaniu z gru-
pa kontrolng. Zaleznos¢ ta wykazywata dodatnig
korelacj¢ z obserwowanymi podwyzszonymi war-
tosciami réznych populacji KD, nie stwierdzono
jej jedynie w przypadku populacji aktywowanych
KD u dzieci chorych na ALL po zakonczeniu le-
czenia indukujacego remisjg.

Wartosci KD krwi u dzieci
Z nawrotem oraz progresja
choroby nowotworowej

W przypadku pacjentéw z nawrotem ALL,
przed rozpoczeciem leczenia wznowy, obserwo-
wano wigkszy procent analizowanych populacji
KD w populacji MNC krwi, w poréwnaniu z dzie¢-

mi zdrowymi (np. KD BDCA-1* ALL-wznowa) —
0,510% vs grupa kontrolna — 0,262%) oraz pod-
wyzszenie odsetka KD BDCA-1*, KD BDCA-2*
i KD z markerami aktywacji (KD
CD11c¢*CD83*HLA-DR* i1 KD CD11cCD83*HLA-
DR*), w odniesieniu do grupy pacjentow rozpoczy-
najacych leczenie ALL (np. w przypadku KD
BDCA-1*: ALL-wznowa) — 0,510% vs ALL-dgn.
—0,377%). Wartosci liczbowe poszczegdlnych po-
pulacji KD u dzieci z nawrotem ALL byty wigksze
w poréwnaniu z grupg kontrolng, w odniesieniu
natomiast do stwierdzanych w grupie chorych roz-
poczynajacych leczenie, byty ré6zne w przypadku
poszczeg6lnych pacjentéw. U dwojga dzieci z na-
wrotem ALL rozpoznanych w 3. i 4. miesigcu od
rozpoczecia leczenia biataczki odnotowywano na
przestrzeni calego okresu obserwacji wartosci KD



Komoérki dendrytyczne a choroby rozrostowe uktadu krwiotwoérczego

697

Tabela 5. Limfocyty CD3*CD26*. Procent limfocytéw CD3*CD26* w populacji limfocytéw T u chorych na HD, LCAL i NHL-B

Table 5. CD3*CD26* lymphocytes. Percentage of CD3*CD26* lymphocytes in T-lymphocytes population in patients with
HD, LCAL and NHL-B

Grupa Etap leczenia Mediana — zakres
(Group) | (Stage of (Median — range)
treatment) CD3*CD26* limfocyty CD3* % CD26+*CD3*
(CD3* lymphocytes) w populacji CD3*
% x 10° kom./ul | % x 10° kom./ul | (% of CD26*CD3*
x 10° cells/pl X 10° cells/ul | in CD3* population)
Kontrola 27,33 0,76 64,44 1,67 39,77
(Control) (15,97-38,29) | (0,35-1,90) (49,99-73,73) | (0,84-3,36) (34,77-51,02)
HD diagnostyka 35,15 0,38 68,12 0,55 50,25
(diagnostics) (29,58-49,28) | (0,14-1,05) (50,07-76,18) | (0,31-2,49) (42,12-70,20)
remisja 36,18 0,44 64,17 0,77 56,38
(remission) (25,39-42,19) | (0,26-0,98) (59,25-69,45) | (0,98-1,62) (43,24-69,54)
koniec leczenia 25,18 0,26 60,39 0,62 43,32
(end of treatment) | (24,25-35,19) | (0,15-0,36) (55,98-64,14) | (0,36-0,71) (39,26-58,27)
LCAL diagnostyka 37,91 0,45 66,43 0,78 57,24
(diagnostics) (20,62-47,16) | (0,07-1,52) (49,96-78,82) | (0,24-2,54) (31,03-60,43)
remisja 29,11 0,30 48,63 0,50 59,86
(remission) (18,45-36,95) | (0,12-0,67) (29,03-64,99) | (0,18-1,18) (39,18-69,83)
LPR 46,50 0,17 73,98 0,27 62,86
(maintenance
therapy)
progresja 45,91 0,65 70,82 1,01 64,83
(progression)
koniec leczenia 27,18 0,30 52,37 0,57 51,90
(end of treatment)
NHL-B | diagnostyka 36,43 0,94 62,09 1,34 58,69
(diagnostics) (22,86-40,68) | (0,56-1,12) (54,59-63,52) | (1,09-2,40) (36,86-73,04)
remisja 38,78 0,55 71,08 0,94 60,04
(remission) (28,49-51,97) | (0,17-0,95) (50,68-85,63) | (0,32-1,43) (41,47-69,89)
koniec leczenia 38,18 0,56 69,47 1,11 55,14
(end of treatment) | (36,75-42,15) | (0,25-1,23) (65,39-77,93) | (0,17-2,41) (53,56-56,39)

mieszczgce si¢ w dolnej czesci przedzialéw pro-
centowych i liczbowych dla danego etapu leczenia
ALL. Obaj pacjenci zmarli przed uzyskaniem dru-
giej remisji hematologiczne;j.

Wartosci bezwzgledne i procentowe poszcze-
g6lnych populacji KD krwi w przypadku chorych
z nawrotem AML byty wyzsze w odniesieniu do
grupy kontrolnej. Liczba KD u pacjentéw z na-
wrotem biataczki byla nizsza w poréwnaniu ze
stwierdzong w grupie dzieci rozpoczynajacych le-
czenie AML. U pacjenta zakwalifikowanego do
badan w chwili rozpoznania pierwszego rzutu cho-
roby obserwowano mniejsze wartosci KD na po-
szczegblnych etapach obserwacji w stosunku do
odnotowywanych u chorych z korzystng odpowie-
dzig na leczenie.

Wartosci bezwzgledne KD u pacjentéw z pro-
gresja ALL i AML byly mniejsze od stwierdza-
nych u tych samych chorych na etapie rozpoczecia
obserwacji biataczki. Liczba KD krwi u tych pa-

cjentéw podczas diagnostyki pierwszego lub dru-
giego rzutu choroby byta mniejsza w stosunku do
obserwowanej w grupach dzieci chorych na ALL
i AML rozpoczynajgcych leczenie, ktére korzyst-
nie odpowiedzialy na terapie.

Wartosci KD u pacjentéow
rozpoczynajacych leczenie

z objawami zakazenia

w badaniu fizykalnym i/lub
podwyzszonym stezeniem CRP

U 9 pacjentéw (ALL — 6 dzieci, AML — 1 cho-
ry, LCAL — 1 pacjent, NHL-B — 1 dziecko) w cza-
sie rozpoznania choroby nowotworowej stwier-
dzono w badaniu fizykalnym objawy zakazenia
i/lub w badaniach dodatkowych wysokie miana
CRP. Wartosci KD obserwowane u tych chorych
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przed rozpoczeciem leczenia przeciwnowotworo-
wego nie réznity sie¢ istotnie od wynikéw pozosta-
tych dzieci w danej grupie. Warunkiem pobrania
materiatu do badan na etapach kontroli odpowie-
dzi na leczenie byl dobry stan kliniczny pacjenta
i wykluczenie aktywnego zakazenia na podstawie
badania fizykalnego oraz badarni dodatkowych
(CRP, morfologia z rozmazem, badanie ogdlne
moczu).

Omowienie

Interakcje migdzy nowotworem a uktadem im-
munologicznym pacjenta majg ztozony charakter.
Rozwd6j choroby nowotworowej interferuje z me-
chanizmami obronnymi uktadu odpornosciowego,
a prowadzone leczenie przeciwnowotworowe po-
glebia immunosupresje. Wystgpowanie cigzkich
powiktari infekcyjnych u chorych z uposledzong
odpornoscig jest bezposrednim zagrozeniem zycia,
moze wplywaé tez na ostateczne wyniki terapii
przez powodowanie przerw w realizowanym lecze-
niu. Nalezy jednak podkresli¢, ze uktad immunolo-
giczny dysponuje mechanizmami efektorowymi
zdolnymi do eliminacji komérek nowotworowych,
co prébuje si¢ wykorzysta¢é w immunoterapii no-
wotworow i co moze mie¢ decydujace znaczenie
w kontroli choroby resztkowej [4].

U dzieci chorych na ALL, AML, HD, LCAL
i1 NHL-B objetych analizg w przeprowadzonych ba-
daniach stwierdzono podwyzszenie wartosci KD
krwi: KD BDCA-1*, KD BDCA-2*, KD BDCA-3*
przed rozpoczgciem leczenia, szczegdlnie duze
u chorych na ALL i AML. Podobne wyniki uzyska-
no w zakresie populacji KD wykazujacych ekspres-
j¢ markeréw aktywacji: KD CD11c*CD83*HLA-DR*
i KD CD11cCD83*HLA-DR*. Podwyzszenie war-
tosci omawianych KD dotyczyto zaréwno ich licz-
by bezwzglednej w krwi obwodowej, jak i ich
udziatu procentowego w populacji MNC. We wszyst-
kich grupach pacjentéw w czasie trwania leczenia
odnotowywano podwyzszony odsetek poszczegdl-
nych populacji KD krwi wsréd MNC w poréwna-
niu z grupg dzieci zdrowych. Na tym etapie obser-
wacji krew do badan byta pobierana po odnowie he-
matologicznej w obrebie uktadu granulocytarnego
i ptytkotwdrczego, umozliwiajgcej rozpoczecie ko-
lejnego cyklu chemioterapii. Wartosci liczbowe KD
obserwowane w tym okresie u chorych na HD,
LCAL i NHL-B byly wigksze w odniesieniu do gru-
py kontrolnej i tendencje te utrzymywaty si¢ 1-2 mie-
sigce po zakoniczeniu leczenia przeciwnowotworo-
wego. W przypadku AML, po uzyskaniu remisji
hematologicznej, przed rozpoczgciem konsolidacji
remisji, odnotowywano wieksze wartosci bez-
wzgledne KD w poréwnaniu z dzie¢mi zdrowymi,

ale znacznie mniejsze w stosunku do stwierdzanych
w chwili rozpoznania, co nalezy wigza¢ z silnym
mielosupresyjnym dziataniem stosowanego lecze-
nia. Najmniejsza liczba KD u tych chorych byta ob-
serwowana po zakonczeniu leczenia konsolidujace-
go remisj¢. Podobne tendencje stwierdzono u cho-
rych na ALL, przy czym wartosci liczbowe KD na
etapie osiagnigcia remisji oraz przed rozpoczeciem
LPR byty mniejsze niz u dzieci zdrowych, zwia-
szcza w przypadku populacji aktywowanych KD
CD83*. U dzieci chorych na ALL i AML w chwili
rozpoznania nawrotu choroby obserwowano znacz-
nie wicksze wartosci KD w poréwnaniu z grupg
kontrolng. W odniesieniu do wynikéw uzyskiwa-
nych w grupach dzieci rozpoczynajacych leczenie
ALL Iub AML KD byta mniejsza, z wyjatkiem po-
pulacji aktywowanych KD CD11c*CD83*HLA-DR".
U chorych z progresjg ALL i AML wykazano wigk-
sze wartosci liczbowe KD od stwierdzanych w gru-
pie kontrolnej, ale mniejsze niz w czasie rozpozna-
nia choroby.

Analiza liczebnosci populacji limfocytéw T
we wszystkich grupach chorych wykazata znaczny
spadek ich liczby pod wptywem chemioterapii,
a takze obserwowane u wielu chorych wystgpowa-
nie ich obnizonych wartosci przed rozpoczeciem
leczenia. Rozpatrujac jednak wzajemne relacje
ilosciowe dotyczace udziatu limfocytéw T CD26*
w og6lnej puli limfocytéw T w krgzeniu, stwier-
dzono znacznie wigksze wartosci tego wskaznika
u dzieci z nowotworami hematologicznymi na r6z-
nych etapach obserwacji w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Zaleznos¢ ta wykazywata dodatnig ko-
relacj¢ z obserwowanymi podwyzszonymi odset-
kami réznych populacji KD, nie stwierdzono jej
jedynie w przypadku populacji aktywowanych
KD u dzieci chorych na ALL po zakoriczeniu le-
czenia indukujgcego remisj¢. Ekspresja antygenu
CD26 na limfocytach T zalezy Scisle od ich akty-
wacji [1, 5]. Znaczng aktywacj¢ limfocytow T
u chorych leczonych z powodu NHL obserwowali
takze Mackall et al. [6].

KD odgrywajg kluczowa role w regulacji pier-
wotnej i wtornej odpowiedzi immunologicznej,
stad podwyzszone wartosci KD krwi stwierdzane
u dzieci z chorobg nowotworowg mogg Swiadczy¢
o aktywacji uktadu odpornosciowego w odpowie-
dzi na istniejacy proces chorobowy. KD krwi sg
heterogenng populacjg zréznicowang pod wzgle-
dem fenotypowym i funkcjonalnym. We krwi sa
obecne prekursorowe KD oraz KD podlegajace
procesowi aktywacji pod wptywem kontaktu z anty-
genem oraz czynnikami stymulujacymi ich dojrze-
wanie [1]. Podwyzszenie wartosci KD krwi u ba-
danych chorych na nowotwory moze by¢ zatem
wyrazem wzmozonego wytwarzania tych ko-
morek oraz zwigkszonej migracji dojrzewajacych
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KD do obwodowych narzgdéw chtonnych. Duze
wartosci KD krwi u chorych na biataczki w chwi-
li rozpoznania choroby lub jej nawrotu lub w przy-
padku braku odpowiedzi na leczenie, mogg by¢
spowodowane obecnoscig komdrek blastycznych
w krazeniu, stwierdzanych u wigkszosci tych dzie-
ci w ww. sytuacjach klinicznych. Trzeba zazna-
czy¢, ze wartosci KD u pacjentdéw z progresjg oraz
u wigkszosci dzieci z nawrotem choroby byty
mniejsze od obserwowanych u chorych na etapach
rozpoznania biataczki. KD krwi u tych pacjentéw
w czasie diagnostyki pierwszego lub drugiego rzu-
tu choroby przyjmowaly mniejsze wartosci w sto-
sunku do stwierdzanych w grupach dzieci z ALL
1 AML rozpoczynajacych leczenie, ktére korzyst-
nie odpowiedzialy na terapi¢. W wielu doniesie-
niach wykazano zwigkszong koncentracje KD
w obrebie guza nowotworowego, wskazujgc na
istnienie zwigzku miedzy liczbg KD otaczajacych
zmian¢ nowotworowg oraz stopniem ich dojrzato-
sci a stadium zaawansowania choroby i rokowa-
niem [7]. Stan immunosupresji zwigzany z istnie-
niem nowotworu oraz prowadzonym leczeniem
stwarza ryzyko ciezkich powiktan infekcyjnych,
dlatego u pacjentéw leczonych onkologicznie, nie-
zaleznie od mozliwosci aktywacji KD zwigzanej
z indukcja odpowiedzi przeciwnowotworowej, do
aktywacji KD moze dochodzi¢ w wyniku toczacej
si¢ reakcji zapalnej. Martwica tkanek, lipopolisa-
charydy s$cian bakteryjnych, bakteryjne DNA,
TNF-a, IL-1, zewnatrzkomérkowy ATP sg czyn-
nikami silnie pobudzajagcymi dojrzewanie KD [2].
Wprawdzie warunkiem pobrania krwi do badani
w analizowanej grupie dzieci na etapach kontrolu-
jacych przebieg choroby byto wykluczenie zaka-
zenia na podstawie badania fizykalnego oraz ba-
dan laboratoryjnych, to nie mozna jednak wyklu-
czy¢ istnienia miejscowej reakcji zapalnej u tych
chorych. U 9 pacjentéw, giéwnie chorych na bia-
taczki, w czasie rozpoznania choroby nowotworo-
wej stwierdzono w badaniu fizykalnym objawy
zakazenia i/lub w badaniach dodatkowych wyso-
kie miana CRP. Wartosci KD obserwowane u tych
chorych przed rozpoczgciem leczenia przeciwno-
wotworowego nie réznily si¢ istotnie od wynikow
pozostatych dzieci w danej grupie, co moze wska-
zywacé, ze choroba nowotworowa byla gléwnym
czynnikiem determinujagcym wysokos$¢ uzyska-
nych wartosci KD, cho¢ niewatpliwie aktywacja
odpowiedzi przeciwzapalnej mogla wywrzeé
wplyw na ostateczne wyniki populacji KD krwi.
Innym waznym aspektem leczenia przeciwno-
wotworowego opartego na wysokodawkowane]
chemioterapii jest stosowanie G-CSF i GM-CSF
w celu skrécenia okresu neutropenii [8]. Uwaza
si¢, ze GM-CSF jest cytoking o kluczowym zna-
czeniu w réznicowaniu mieloidalnych KD, co zo-

stato udokumentowane w funkcjonujacych proce-
durach uzyskiwania KD in vitro z komérek CD34*
i monocytéw krwi obwodowej [9, 10]. Arpinati
et al. analizujac populacje KD w krwi zdrowych
dawcéw do allo-PBSCT poddanych mobilizacji
z uzyciem G-CSF, w dawce 10-16 pg/kg przez
5 dni, wykazali wzrost wartosci KD u badanych,
zwlaszcza populacji KD CDl1lc [11]. Powyzsze
dane mogg wskazywac, ze stosowanie G-CSF lub
GM-CSF w leczeniu wspomagajacym chorych
z granulocytopenig moze takze pobudza¢ wytwa-
rzanie KD.

U pacjentéw chorych na ALL bezposrednio po
zakoriczeniu leczenia indukujacego remisj¢ obser-
wowano mate wartosci liczbowe aktywowanych
KD, definiowanych jako populacja wykazujaca
ekspresje antygenéw CD83 i1 HLA-DR. Fakt ten
moze by¢ spowodowany stosowaniem duzych da-
wek glikokortykosterydéw w okresie indukcji re-
misji (Encorton 60 mg/m? przez 28 dni, nastgpnie
stopniowe zmniejszanie dawek przez kolejne 9 dni
do odstawienia preparatu) i pobraniem krwi do ba-
dan bezposrednio po odstawieniu tego leku. W ba-
daniach in vitro stwierdzono, ze glikokortykoste-
roidy hamujg r6znicowanie i dojrzewanie ludzkich
KD generowanych z monocytéw krwi obwodowe;j
oraz komoérek macierzystych ukladu krwiotwor-
czego CD34*, przy czym w tym drugim przypad-
ku hamujacy wptyw nie dotyczyt rozwoju ko-
morek Langerhansa [12, 13]. Piemonti et al. wyka-
zali, ze KD réznicujace si¢ z monocytéw krwi ob-
wodowej pod wptywem IL-4 i GM-CSF w obec-
nosci deksametazonu (10 mol/l) majg zdolnosé
do rozwoju charakterystycznej dendrytycznej
morfologii, wykazuja jednak znaczne réznice
w budowie fenotypowej i wiasciwosciach funkcjo-
nalnych w poréwnaniu z KD wystgpujacych wy-
tacznie w Srodowisku wyzej wymienionych cyto-
kin. KD, ktérych rozwéj przebiegal w obecnosci
deksametazonu, charakteryzowata: obnizona eks-
presja czgstek kostymulujgcych (CD40, CD86,
CD58), wzrost ekspresji receptoréw zaangazowa-
nych w proces pochtaniania Ag (DEC-205,
CD32), zaburzony proces dojrzewania pod wpty-
wem TNF-a, CD40L lub LPS, przejawiajacy sie
obnizong ekspresja CD83, CD80, CD86, podwyz-
szona zdolnos¢ do endocytozy oraz uposledzona
funkcja prezentacji Ag i wytwarzanie wielu cyto-
kin [12]. Podobne wyniki uzyskali Rea et al. Au-
torzy ci wykazali, ze KD poddane aktywacji droga
CD40 w obecnosci deksametazonu (stezenia
10* mol/l i wigksze) majg obnizong zdolnos¢ do
stymulacji limfocytéw CD4* w kierunku odpowie-
dzi Thl oraz sg zdolne do wzmozonej sekrecji
IL-10, w odréznieniu od KD niepoddanych dziata-
niu tego leku, wydzielajacych IL-12 w takich sa-
mych warunkach aktywacji [13]. Przedstawione
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dane wskazuja, ze wielokierunkowe, immunosu-
presyjne dziatanie glikokortykosteroidéw na prze-
bieg odpowiedzi immunologicznej moze, w duzej
mierze, wynika¢ z ich modulujgcego wplywu na
dojrzewanie i funkcj¢ KD.

KD krwi sg bardzo matg populacjg komdrek
jednojadrzastych krwi. Przez wiele lat metody
oceniajace liczebnos¢ tej populacji byly oparte na
ekstrapolacji wynikéw uzyskanych na podstawie
izolacji KD z okreslonej objetosci krwi. Otrzyma-
ne w ten sposob wyniki zalezaty od techniki izola-
cji 1 kryteriow przyjetych do definiowania KD
[14]. Metody te, w zwigzku ze zlozonym charakte-
rem procedur izolacji, nie mogly mie¢ zastosowa-
nia w rutynowym monitorowaniu liczby KD krwi.
Nie mozna ponadto wykluczy¢ wptywu stosowa-
nych technik izolacji na fenotyp i wlasciwosci
funkcjonalne KD [3, 10]. Podstawowym proble-
mem utrudniajagcym rozwdj badan nad KD, szcze-
g6lnie nad KD krwi, byt brak swoistych markeréw
definiujacych t¢ populacje komérek. Do niedawna
KD byty charakteryzowane na podstawie braku
ekspresji markeréw powierzchniowych swoistych
dla pozostatych populacji leukocytéw (Lin") oraz
duzej ekspresji czastek MHC klasy I i II. Dokta-
dniejsza charakterystyka KD jest mozliwa na pod-
stawie stwierdzenia obecnosci antygenéw wyste-
pujacych na dojrzatych KD: CD83 [15], CRMF-44
[14] oraz czastek kostymulujagcych CD40, CD80,
CD86 [16], metody te w odniesieniu do okreslenia
liczby KD krwi wymagaty jednak aktywacji tych
komoérek pod wpltywem krétkotrwatych, 18-24
godzinnych, hodowli. Fernaley et al. badali liczbe
KD krwi u zdrowych dorostych ochotnikéw, defi-
niujgc te komorki na podstawie ekspresji CMRF-44
(metoda wymagajaca co najmniej 18-godzinne;j
hodowli MNC) i uzyskali wyniki wynoszace
0,42% (0,15-0,70%) w populacji komérek MNC,
co odpowiadato wartosciom liczbowym 10 x 10%1
(3-17 x 10%/1) [14]. Metody oparte na prowadzeniu
krétkotrwatych hodowli nie mogly uwzgledniad
faktycznego stanu aktywacji KD krwi. Szczegdto-
we badania swiezo izolowanych KD krwi pozwo-
lity na wyodrebnienie dwdch réznigcych sie pod
wzgledem pochodzenia i funkcji populacji KD,
definiowanych na podstawie r6znej ekspresji anty-
genéw CD1l1c i CD123. Arpinati et al., analizujac
liczbg poszczegdlnych populacji KD krwi, na pod-
stawie identyfikacji czgstek CDIllc i CD123
(IL-3Ra) na KD u 22 zdrowych dawcéw do allo-
PBSCT przed rozpoczgciem mobilizacji G-CSF,
uzyskali wyniki: KD1 (CDl11c*) — 11 x 10%
(5-25 x 10%1) oraz KD2 (CDI1l1cY) — 4,9 x 10°1
(1,9-10,8 x 10%1). Dalsza analiza Swiezo izolowa-
nych populacji KD CDI11c* i KD CDIl1c™ prowa-
dzona przez Dzionka et al. (2000 r.) doprowadzita
do scharakteryzowania nowych markeréw swoi-

stych dla KD krwi: BDCA-2, BDCA-3, BDCA-4,
ktére wraz z wczesniej poznanym antygenem
CDlc (BDCA-1) sa podstawa do wyrdznienia
trzech populacji KD krwi z uwzglednieniem ich
pochodzenia oraz réznej ekspresji CD11c 1 CD123
[3]. Zdaniem autoréw obecnos¢ tych antygendw
moze by¢é wykorzystana do szybkiego wykrycia,
oceny ilosciowej KD krwi oraz do izolacji tych
komérek. W analizowanej pracy identyfikacje
oraz ocen¢ liczebnosci réznych populacji KD
u dzieci chorych na nowotwory hematologiczne
przeprowadzono na podstawie markeréw BDCA-
1, BDCA-2 (BDCA-4 definiuje t¢ samg populacje
KD) oraz BDCA-3, prowadzgc niezaleznie od tych
oznaczen analiz¢ populacji KD wykazujacych eks-
presj¢ antygenu CD83", swoistego dla dojrzatych
KD. Podjecie przez autoréw w prowadzonej dys-
kusji tematu dotyczacego problemu oceny iloscio-
wej KD krwi jest spowodowane faktem, ze wyni-
ki uzyskiwane przez réznych autorow zalezg
przede wszystkim od przyjetej definicji KD oraz
stosowanej metody i obecnie nie mozna méwié
o istnieniu ,,ztotego standardu” w tej kwestii. Nale-
zy takze podkresli¢, ze jak dotychczas ocena ilo-
Sciowa KD krwi u pacjentéw chorych na nowotwo-
ry nie byla tematem szerszych badan.

Rozwd6j nowotworu jest w duzej mierze wy-
padkowg dziatania mechanizméw efektorowych
odpowiedzi immunologicznej skierowanych prze-
ciwko komérkom nowotworowym a zdolnoscig
tych komérek do ,,wymknigcia si¢” spod nadzoru
uktadu odpornosciowego [17]. Wazng rol¢ w obro-
nie przeciwnowotworowej odgrywa aktywnos¢
swoistych cytotoksycznych limfocytéw T skiero-
wanych przeciw Ag zwigzanym z nowotworem [1].
Aktywacja limfocytéw Tc wymaga ich wspétdzia-
tania z KD oraz limfocytami Th [18]. Nasilenie
odpowiedzi immunologicznej moze prowadzi¢ do
selekcji klonéw komérek nowotworowych cha-
rakteryzujgcych si¢ obnizong antygenowoscia.
Zmniejszenie ekspresji antygenow MHC uwrazli-
wia te komodrki na cytotoksyczne dziatanie ko-
moérek NK, ktérych funkcja w znacznym stopniu
podlega regulacji przez KD [2, 19]. W rozwoju
odpowiedzi przeciwnowotworowej wazne znacze-
nie odgrywa lokalne mikrosrodowisko, w ktérym
dochodzi do komunikacji migdzy komérkami no-
wotworowymi a komérkami APC i komérkami
efektorowymi odpowiedzi immunologicznej. Ko-
moérki wielu nowotworéw wykazujg zdolnosé do
wytwarzania cytokin, np. IL-10, IL-6, VEGEF,
TGF-B, rozpuszczalnych receptoréw dla cytokin
sIL-2R, sTNF-R, moga wykazywaé ekspresje
FasL oraz uwalnia¢ rozpuszczalng postac tej czast-
ki (sFasL), wptywacé na rodzaj i nasilenie odpo-
wiedzi uktadu odpornosciowego [20]. Wiele da-
nych wskazuje, ze stan immunosupresji zwigzany
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z rozwojem nowotworu moze wynikaé z hamujg-
cego wpltywu komérek nowotworowych na funk-
cje KD. Istniejg réwniez doniesienia o uposledzo-
nej czynnosci KD u pacjentéw z chorobg nowo-
tworowg [21]. W badaniach in vitro wykazano, ze
linie komérkowe raka nerki wydzielajace IL-6
i M-CSF hamujg réznicowanie i dojrzewanie KD
z komorek progenitorowych CD34* oraz uposle-
dzajg prezentacj¢ antygenu przez KD [22]. Podob-
ne, hamujgce dziatanie na rozwdj i dojrzewanie
KD wykazano w przypadku VEGF [23]. IL-10
moze wpltywac supresyjnie na przebieg odpowie-
dzi immunologicznej réwniez na skutek uposle-
dzonego dojrzewania KD i indukcje tolerancji [24].

W przeprowadzonych badaniach u dzieci z no-
wotworami hematologicznymi obserwowano pod-
wyzszone wartosci KD krwi w chwili rozpoznania
choroby. Swiadczy to o aktywacji uktadu odporno-
Sciowego, przeciwstawiajgcej si¢ mechanizmom
generowanym przez komérki nowotworowe, umoz-
liwiajgcym im ucieczke spod nadzoru immunolo-
gicznego. Wyzsze wartosci procentowe KD w po-
pulacji MNC u pacjentéw w okresie leczenia, w po-
réwnaniu z dzie¢mi zdrowymi, wskazuja na wzmo-

PiSmiennictwo

zong produkcje/mobilizacje tych komérek, mimo
og6lnego hamujacego wptywu prowadzone;j terapii
na uktad odpornosciowy. Badania populacji limfo-
cytow u chorych na nowotwory wskazuja, ze pod-
stawowg przyczyng obnizenia potencjatu immuno-
logicznego w czasie leczenia jest ilosciowy niedo-
bér komérek efektorowych: limfocytow T, B, ko-
moérek NK, ktéry pocigga za sobg niedostatek ich
funkcji w uktadzie odpornosciowym. Dziatanie im-
munosupresyjne lekow przeciwnowotworowych,
oprécz mielotoksycznego wptywu na szpik, polega
na indukcji apoptozy w dojrzatych limfocytach,
moze rowniez interferowaé z funkcjag KD [25].
Utrzymujace si¢ podwyzszone wartosci procentowe
KD w populacji komérek jednojadrzastych krwi
u pacjentéw z korzystng odpowiedzig na leczenie,
biorgc pod uwage role tych komoérek w regulacji
pierwotnej i wtérnej odpowiedzi immunologiczne;j,
Swiadcza o utrzymujacym si¢ stanie aktywacji ukla-
du odpornosciowego. Fakt ten moze miec istotne
znaczenie w kontroli choroby resztkowej, zwia-
szcza po rekonstytucji w obrebie poszczegdlnych
populacji limfocytow.
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