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Streszczenie

Wprowadzenie. Niedobdr odpornosci obserwowany u chorych z chorobg nowotworowg jest zwigzany nie tylko
z rozwojem nowotworu, lecz w duzej mierze wynika z immunosupresyjnego wpltywu stosowanego leczenia.

Cel pracy. Ocena profilu immunologicznego dzieci z nowotworami hematologicznymi w zakresie réznych popu-
lacji limfocytow w zaleznosci od etapu leczenia i rodzaju odpowiedzi na terapi¢ oraz poréwnanie uzyskanych wy-
nikéw z wartosciami stwierdzanymi u dzieci zdrowych.

Material i metody. Badaniami obj¢to 76 dzieci (30 dziewczynek i 46 chtopcéw), w wieku od 15 miesigcy do 18 lat
(mediana 9 lat), leczonych w Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigcej AM we Wrocta-
wiu, z powodu: ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL) — 39 dzieci, ostrej biataczki szpikowej (AML) — 15 pacjen-
tow, chtoniakdéw nieziarniczych (NHL) — 8 chorych, choroby Hodgkina (HD) — 10 dzieci oraz anaplastycznych
chtoniakéw wielkokomérkowych (LCAL) — 4 pacjentéw. Grupe kontrolng stanowito 21 zdrowych dzieci w wieku
3-18 lat (mediana 11 lat). Analizg¢ ilosciowg subpopulacji limfocytéw T (Th, Tc/s), limfocytéw B oraz komérek NK
przeprowadzono technikg cytofluorymetrii przeptywowej.

Wyniki. U dzieci chorych na NHL, HD, LCAL oraz u wigkszosci na ALL i AML stwierdzono obnizenie catkowi-
tej liczby limfocytoéw przed rozpoczgciem leczenia. Realizacja leczenia przeciwnowotworowego znacznie zmniej-
szyta subpopulacj¢ limfocytéw T (zwtaszcza Th), limfocytéw B i komérek NK.

Whioski. Obnizenie liczebnosci populacji limfocytéw T, B i komérek NK jest podstawowg przyczyng immunosu-
presji zwigzanej z terapig, poniewaz powoduje niedobér ich funkcji efektorowych w uktadzie odpornosciowym
(Adv Clin Exp Med 2005, 14, 2, 261-272).

Stowa kluczowe: dzieci, limfocyty, nowotwory, chemioterapia.

Abstract

Background. Immunodeficiency observed in cancer patients results not only from immunosuppressive influence
of neoplasm, but mostly from cytotoxic therapy.

Objectives. The aim of the study was to analyze subpopulations of lymphocytes in patients with hematological
malignancies at various points of treatment in comparison to the control group.

Material and Methods. The total number of 76 patients: 30 females and 46 males, aged from 15 months to 18
years (median 9 years) treated at the Department of Children Bone Marrow Transplantation, Oncology and
Hematology, Wroclaw Medical University, Poland (ALL — 39, AML - 15, NHL — 8§, HD — 10, LCAL — 4 children)
were examined. Control group contained 21 healthy children — potential allogenic BMT donors. The populations
of T lymphocytes (Th, Tc/s), B lymphocytes and NK cells were analyzed by flow cytometry.

Results. In children with NHL, HD, LCAL and most of patients with ALL and AML deceased number of lym-
phocytes before beginning of treatment was observed. Antineoplastic therapy caused significant reduction of pop-
ulations T lymphocytes (especially Th-cells), B lymphocytes and NK cells.

Conclusions. Decreased number of populations T lymphocytes, B lymphocytes and NK cells during therapy is the
main cause of immunosuppression observed in cancer patients (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 2, 261-272).
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Interakcje miedzy nowotworem a uktadem od-
pornosciowym pacjenta majg ztozony charakter.
Z jednej strony uktad immunologiczny dysponuje
mechanizmami efektorowymi zdolnymi do elimi-
nacji komoérek nowotworowych, z drugiej — roz-
woj choroby nowotworowej interferuje z obrong
ze strony organizmu.

Do najwazniejszych mechanizméw efektoro-
wych odpowiedzi immunologicznej przeciw ko-
moérkom nowotworowym nalezy zaliczy¢: aktyw-
no$¢ komoérek NK (natural killer cells), cytoto-
ksycznos¢ limfocytéow Tc, aktywnos$¢ cytokin
wydzielanych przez limfocyty T oraz aktywowane
makrofagi, cytotoksycznos¢ makrofagéw i neutrofi-
16w, cytotoksycznos¢ komérkowa zalezng od prze-
ciwcial oraz cytotoksycznos¢ przeciwcial zalezng
od dopetniacza [1]. W wyniku odpowiedzi uktadu
odpornosciowego przeciwdzialajacej rozwojowi
nowotworu moze wystapi¢ selekcja klonéw ko-
moérek nowotworowych, ktére wykazuja ostabiong
wrazliwos¢ na mechanizmy efektorowe reakcji
obronnej organizmu, na przykiad z powodu zmniej-
szonej antygenowosci. Komorki nowotworowe mo-
g3 cechowal si¢ obnizona ekspresja czasteczek
gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC —
major histocompatibility complex), co powoduje
zmniejszenie wrazliwosci tych komoérek na cytoto-
ksycznos¢ limfocytéw T, moze takze uwrazliwiaé
je na cytotoksycznos¢ zalezng od komérek NK [1].
Innymi waznymi mechanizmami interferujgcymi
z obrong ze strony uktadu immunologicznego s3:

— mozliwos¢ uwalniania rozpuszczalnych an-
tygenéw przez komoérki nowotworowe,

— maskowanie antygendéw na komérkach no-
wotworowych,

— opsonizacja komérek efektorowych reaguja-
cych z antygenem,

— aktywnos¢ przeciwcial antyidiotypowych,

— tworzenie komplekséw antygen nowotworo-
wy — swoiste przeciwciato i blokowanie komédrek
efektorowych,

— mozliwos¢ stymulacji wzrostu komérek no-
wotworowych przez swoiste przeciwciala obecne
w malym stezeniu oraz przez cytokiny uwalniane
w reakcjach immunologicznych,

— sekrecja przez komodrki nowotworowe cyto-
kin stymulujacych autokrynnie rozwdj nowotwo-
ru, np. IL-6 w szpiczaku mnogim i raku nerki lub
ulatwiajacych tworzenie si¢ przerzutéw, np.
VEGF w czerniaku ztosliwym i guzach mézgu,

— wydzielanie przez komérki nowotworowe
cytokin hamujacych reaktywno$¢ mechanizméw
efektorowych odpowiedzi przeciwnowotworowej,
np. IL-10 [1].

Niezaleznie od immunosupresji zwigzanej
Z rozwojem nowotworu, samo leczenie choroby
nowotworowej, oparte zwtaszcza na chemio- i/lub

radioterapii, wiaze si¢ z obnizeniem potencjatu
immunologicznego pacjenta [2-7]. W czasie pos-
tgpowania terapeutycznego moze dochodzi¢ do
cigzkich powiktan infekcyjnych bedacych nastep-
stwem immunosupresji, ktére moga by¢ wazng
przyczyng przerw w prowadzonym leczeniu prze-
ciwnowotworowym 1i istotnie rzutowa¢ na uzyski-
wane wyniki terapii [8].

Celem pracy byla ocena profilu immunolo-
gicznego chorych na nowotwory uktadu krwio-
tworczego w zakresie réznych populacji limfocy-
tow: subpopulacji limfocytéw T, limfocytow B,
komérek NK, w zaleznosci od etapu leczenia oraz
w poréwnaniu do grupy dzieci zdrowych.

Material i metody

Analiza objeto 76 dzieci (46 chilopcéw
i 30 dziewczat) w wieku od 15 miesigcy do 18 lat
(mediana 9 lat) leczonych w Klinice Transplanta-
cji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dziecigcej
AM we Wroctawiu z powodu: ostrej biataczki lim-
foblastycznej (ALL) — 39 dzieci, ostrej biataczki
szpikowej (AML) — 15 pacjentéw, chloniakéw
nieziarnicznych B-komérkowych (NHL-B) -
8 dzieci, choroby Hodgkina (HD) — 10 chorych
oraz chloniakéw anaplastycznych wielkokomor-
kowych (LCAL) — 4 pacjentéw. Grupe kontrolng
stanowito 21 zdrowych dzieci (12 chlopcéw,
9 dziewczat), potencjalnych dawcéw szpiku do
przeszczepow allogenicznych, w wieku 3-18 lat
(mediana 11 lat) (ryc. 1).

Do badar pobierano 1-2 ml krwi obwodowe;j
na heparyne w réznych stanach klinicznych, na
réznych etapach diagnostyki i leczenia: przy roz-
poznaniu choroby, po osiggni¢ciu remisji hemato-
logicznej (chorzy na ALL i AML), w czasie badar
bilansowych oceniajgcych odpowiedZ na leczenie
podczas prowadzonej terapii (chorych na HD,
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Ryec. 1. Liczebno$¢ grupy badanej i kontrolne;.
Charakterystyka rozpoznan grupy badanej

Fig. 1. The numbers of patients and control group.
Characteristics of diagnosis in study group
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Tabela 1. Etapy pobierania krwi do badan, liczebnos¢ grup pacjentéw na poszczeg6lnych

etapach leczenia

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

Rozpo- | Etap leczenia
znanie (Stage of treatment)

(Diagno- | Diag- Remisja | LPR Progresja | Wznowa | 2. remisja| Zakon-
sis) nostyka | w trakcie | (Main- (Progre- | (Relapse) | (2nd re- | czenie le-
(Diagno- | leczenia |tenance | ssion) mission) | czenia
sing) (Remission| therapy) (End of
during treatment)
treatment)
ALL 34 33 21 3 -
AML 14 11 8 3 -
HD 10 9 - - - 9
LCAL 4 2 1 1 - 1
NHL-B 8 7 - - - 7

* 5 pacjentéow z ALL wlaczonych do badaii na etapie rozpoznania wznowy.
** 1 dziecko z AML wlaczone do analizy na etapie rozpoznania wznowy.

* 5 ALL patients were included to study while diagnosing leukemia relapse.
** 1 AML child was included to study while diagnosing leukemia relapse.

NHL-B, LCAL), przed rozpoczeciem leczenia
podtrzymujagcego remisj¢ (LPR), po zakoriczeniu
terapii, a takze w przypadku stwierdzenia nawrotu
lub progresji choroby (tab. 1). Warunkiem pobra-
nia materiatu do badan, poza przypadkami rozpo-
znania nowotworu lub jego wznowy, byl dobry
stan kliniczny pacjenta i wykluczenie aktywnego
zakazenia na podstawie badania fizykalnego oraz
badan dodatkowych. Kazdorazowo krew byla po-
bierana przy okazji rutynowych badan zwigzanych
z diagnostyka lub kwalifikacja pacjenta do cyklu
chemioterapii, w przypadku grupy kontrolnej —
podczas badan HLA lub badai zwigzanych z kwa-
lifikacja do pobrania szpiku.

Ilosciowg ocen¢ subpopulacji limfocytéw T
(Th — CD3*CD4*, Tc/s — CD3*CD8*), limfocytéw
B (CD19%), komérek NK (CD3-CD56*) przepro-
wadzono technikg cytofluorymetrii przeptywowe;]
z uzyciem przeciwcial monoklonalnych firmy BD,
Biosciencies, CA. Przy kazdym oznaczeniu anali-
zowano 5-10 x 10° komérek/prébke. Analize uzy-
skanych wynikéw przeprowadzono za pomocg
programu WinList for Win32, ver. 3.0 (Verity
Soft-ware House, Inc., USA). Liczbe bezwzgledng
poszczegdlnych populacji limfocytow obliczano
na podstawie morfologii krwi obwodowej, stosu-
jac rozmaz manualny jako metodg¢ referencyjng do
okreslenia udziatu procentowego poszczegdlnych
populacji uktadu biatokrwinkowego. Aby méc po-
roéwnaé uzyskane rezultaty oraz obliczy¢ wartosci
liczbowe poszczegdlnych populacji komérek, wy-
niki uzyskiwane dla danej czystosci bramki (czys-
tos¢ 1 wielkos¢ bramki ustalana na podstawie zna-
kowania z CD14/CD45 wobec kontroli izoty-
powej, BD Biosciencies, CA) przeliczano do

wartosci, ktére uzyskanoby przy czystosci bram-
ki 100%.

Obliczenia statystyczne wykonano za pomocg
programu StatSoft Statistica 6.0.

Wyniki

W celu przedstawienia wynikéw obrazujacych
liczebnos¢ poszczegdlnych populacji limfocytéw
postuzono si¢ wielkoscig mediany, podajac zakre-
sy uzyskiwanych wartosci (szczegétowe zestawie-
nie danych przedstawiono w tabelach 2 i 3). Za
wyniki istotne statystycznie przyjmowano te,
w przypadku ktérych poziom ufnosci wynosit
p <0,05.

W grupie kontrolnej catkowita liczba limfocy-
tow: (1,39-5,52) x 10%/ul; mediana 2,55 x 10%/ul
oraz wartosci bezwzgledne subpopulacji limfocy-
téw T: CD3*CD4*: (0,51-1,76) x 10*/ul z mediang
0,96 x 10*/ul oraz CD3*CD8": (0,30-1,48) x 10%/ul
z mediang 0,62 x 10°/ul, CD4/CD8: (1,18-1,86)
z mediang 1,55, limfocytéw B: (0,22-1,00) x
x 10%/ul; mediana 0,29 x 10%/ul, komérek NK:
(0,20~1,03) x 10%/ul; mediana 0,52 x 10%/ul, byty
poréwnywalne do wynikéw uzyskanych przez Co-
mans-Bitter et al., i u poszczegdlnych badanych
miescity si¢ w normach naleznych dla wieku [9].

Limfocyty Th (CD3*CD4")

U chorych na ALL i AML przed rozpoczeciem
leczenia mediany limfocytéw CD3*CD4* byly
wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej (ALL —
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1,23 x 10%ul, AML - 1,09 x 10%ul vs. 0,96
x 10%/ul; p < 0,05), chociaz wartosci stwierdzane
u poszczegdlnych pacjentéw przedstawialy znacz-
ne zréznicowanie, wykazujac u niektérych cho-
rych spadek ponizej normy przyjetej dla wieku.
Nizsze wyniki obserwowano giéwnie u dzieci
z wysokim odsetkiem komoérek blastycznych we
krwi obwodowej. Po rozpoczeciu leczenia, na eta-
pie uzyskania remisji hematologicznej (pierwszej
lub drugiej) oraz przed LPR, w obu grupach cho-
rych odnotowywano istotne statystycznie obnize-
nie liczby limfocytéw Th w poréwnaniu do stanu
wyjsciowego (ALL: pierwsza remisja — 0,57 x

komorki/pl
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2,5 1
2,0
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|

x 10°/ul, druga remisja — 0,53 x 10%/ul i LPR —
0,36 x 10°/ul, AML: pierwsza remisja — 0,34 x
x 10%/ul, druga remisja — 0,26 x 103/ul i LPR -
0,56 x 10%/ul). W przypadku pacjentéw z na-
wrotem ALL, w chwili rozpoznania wznowy pro-
cesu chorobowego mediana limfocytéw CD3*CD4+
byta nizsza w poréwnaniu z dzie¢mi zdrowymi
(0,75 x 10%/ul vs. 0,96 x 10%/ul; p < 0,05), choé¢
chorzy wykazywali znaczne rdéznice pod wzgle-
dem odnotowywanych wartosci. U pacjentéw,
u ktérych drugi rzut choroby wystapit w czasie le-
czenia konsolidujgcego, obserwowano wyniki
z dolnego zakresu przedzialu. Dwoje dzieci
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Ryec. 2. Mediany limfocytéw CD3*CD4*, CD3*CD8*, CD19* i CD3-CD56* u dzieci z ALL
Fig. 2. Medians of lymphocytes CD3*CD4*, CD3*CD8", CD19* and CD3 CD56" in children with ALL
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Ryc. 3. Mediany limfocytow CD3*CD4*, CD3*CDS8*, CD19* i CD3-CD56" u dzieci z AML
Fig. 3. Medians of lymphocytes CD3*CD4*, CD3*CD8*, CD19* and CD3-CD56* in children with AML
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z AML w chwili rozpoznania wznowy (odpowie- 0,43 x 10%/ul, LCAL - 0,45 x 10%ul, NHL-B -
dnio w 9. i 24. miesigcu od rozpoczecia terapii) 0,52 x 10*/ul vs. 0,96 x 10%/ul; p < 0,05) i wykazy-
mialo znaczng deplecj¢ limfocytéw Th (0,01 x waly dalszy spadek w czasie leczenia. W grupie
x 10%ul i 0,26 x 10%ul vs. 0,96 x 10%/ul; dzieci, ktére ukoriczyly terapie, w dotychczaso-
p <£0,05). U chorych z ALL i AML nieodpowiada- wym okresie obserwacji (1-2 miesigce od zakon-
jacych na leczenie, w okresie progresji choroby czenia leczenia), limfocyty Th nadal utrzymywaty
stwierdzano okoto dwukrotne obnizenie liczebno- si¢ ponizej wartosci wystepujgcych u dzieci zdro-
Sci omawiane]j subpopulacji limfocytéw T w po- wych (HD - 0,32 x 10%/ul, LCAL - 0,69 x 10°/ul,
réwnaniu do dzieci zdrowych (ryc. 2 i 3). NHL-B - 0,44 x 10%/ul vs. 0,96 x 10%*/ul). U pac-
W analizowanym materiale u chorych na HD, jenta z progresja LCAL w schytkowym okresie
LCAL, NHL-B wartosci limfocytéw CD3*CD4* choroby réwniez obserwowano matg liczbe ko-
przy rozpoznaniu choroby nowotworowej byty morek subpopulacji Th (0,5 x 10%/ul) (ryc. 4-6).
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Fig. 6. Medians of lymphocytes CD3*CD4*, CD3*CD8*, CD19* and CD3-CD56" in children with NHL-B

Limfocyty Te/s (CD3*CD8")

Wartosci bezwzgledne limfocytow CD3*CD8*
wykazywaly znaczne zréznicowanie we wszyst-
kich grupach chorych na etapach obserwacji obje-
tych analizg.

Mediana liczby limfocytéw CD3*CD8* na po-
czatku leczenia u dzieci chorych na ALL byta wyz-
sza, u chorych na AML natomiast — poréwnywal-
na z grupg kontrolng (ALL — 0,78 x 10°/ul, AML
—0,66 x 10%/ul vs. 0,62 x 10*/ul). W obu omawia-
nych grupach pacjentéw w czasie leczenia: na eta-
pie osiagnigcia remisji hematologicznej, przed
rozpoczeciem LPR oraz u chorych z progresja, ob-
serwowano nizsze wartosci limfocytéw Tc/s w po-
rownaniu do stanu wyjsciowego i do wynikow
stwierdzanych u dzieci zdrowych (ALL (remisja)
- 0,44 x 10%ul, ALL (LPR) — 0,18 x 10%/ul, ALL
(progresja) — 0,33 x 10°/ul; AML (remisja) — 0,27 x
x 103/ul, AML (LPR) - 0,45 x 10%/ul, AML (pro-
gresja) — 0,32 x 10%/ul). Chorzy z nawrotem ALL
1 AML mieli nizsze wartosci komérek CD3+*CD8*
przed rozpoczgciem leczenia wznowy w odniesie-
niu do stwierdzanych w grupach pacjentéw cho-
rych na ALL i AML rozpoczynajacych leczenie
oraz u dzieci zdrowych (ALL - 0,39 x 10*/ul, AML
—0,24 x 10%/ul). W omawianym materiale u wszy-
stkich chorych ze wznowieniem ALL lub AML
drugi rzut biataczki zostat rozpoznany przed ukon-
czeniem chemioterapii pierwszej linii (ryc. 2 i 3).

U dzieci chorych na HD, LCAL, NHL-B pod-
czas wyjsciowej diagnostyki obserwowano nizsze
wartosci limfocytéw CD3+*CD8*w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (HD — 0,28 x 10°/ul, LCAL - 0,4 x
x 10%/ul, NHL — 0,54 x 10%/ul, vs. 0,62 x 10%/ul;

p < 0,05). Liczebnos¢ omawianej populacji ko-
morkowej wykazywata dalszy spadek w czasie te-
rapii. U pacjentow z HD i NHL-B, ktérzy zakon-
czyli leczenie, 1-2 miesigce po jego odstawieniu
nadal utrzymywalo si¢ istotne statystycznie obni-
zenie liczby limfocytéw Tc/s w odniesieniu do
dzieci zdrowych (ryc. 4-6).

Stosunek limfocytow CD3*CD4*
do CD3*CD8* (CD4/CDS8)

W grupie kontrolnej stosunek limfocytow
CD4/CD8 wynosit 1,18-1,86 z mediang 1,55.
U dzieci z chorobg nowotworowg przed rozpoczg-
ciem leczenia wskaznik ten miescit si¢ w duzo szer-
szym zakresie, przy czym wartosci nizsze, w po-
réwnaniu z dzie¢mi zdrowymi, stwierdzano u pa-
cjentéw z chloniakami 1 u czgsci chorych na
biataczki. W analizowanym materiale we wszyst-
kich grupach pacjentéw w czasie leczenia obserwo-
wano tendencj¢ spadkowg CD4/CDS, co Swiadczy
o silniejszej deplecji limfocytéw T CD4*, chociaz
u pojedynczych chorych odnotowywano wartosci
> 2, anawet > 3. W grupie dzieci, ktére ukonczyty
terapi¢ (czes¢ chorych na NHL-B, LCAL, HD),
w okresie 1-2 miesigcy od ostatniego cyklu che-
mioterapii, stosunek CD4/CD8 pozostawat okoto 1
(HD - 1,07; LCAL - 0,88; NHL-B - 1,13).

Limfocyty B (CD19%)

Chorzy na AML, HD, LCAL, NHL-B mieli
nizsze wartosci limfocytéw B przed rozpoczeciem
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leczenia w poréwnaniu do grupy kontrolnej (AML
—0,24 x 10%/ul, HD - 0,22 x 10°/ul, LCAL - 0,23 x
x 10%/ul, NHL — 0,22 x 10%/ul vs. 0,29 x 10%/ul;
p < 0,05). Mediana liczby tych komérek u pacjen-
tow z ALL byla zblizona do wartosci dzieci zdro-
wych, ale poszczegdlne wyniki miescily sig¢
w znacznie szerszym zakresie: (0,01-1,86) x 10%/ul;
mediana 0,28 x 10%ul vs. (0,22-1,00) x 10%/ul;
mediana 0,29 x 10%/pl.

We wszystkich grupach chorych w okresie le-
czenia przeciwnowotworowego wartosci limfocy-
tow B byly nizsze w poréwnaniu do wynikow
wyjsciowych. Silng deplecje tych komorek stwier-
dzano u chorych na biataczki po zakoriczeniu in-
dukcji remisji (ALL (remisja) — 0,06 x 10%/ul,
w czasie rozpoznania — 0,28 x 10%/ul; AML (remi-
sja) — 0,01 x 10%/ul, przy rozpoznaniu — 0,24 x
x 10%/ul; p < 0,05). Bardzo mate wartosci limfocy-
tow B obserwowano rowniez u chorych w okresie
nawrotu ALL i AML (odpowiednio: 0,14 x 10%/ul
i 0,15 x 10%/ul) oraz u dzieci niewykazujacych odpo-
wiedzi na leczenie w okresie progresji biataczki
(ALL - 0,13 x 10°/ul, AML - 0,01 x 10%/ul).

U pacjenta z progresjg LCAL liczba limfocy-
téw B wynosita 0,08 x 10%ul i byla znacznie
mniejsza od wartosci stwierdzanych w grupie kon-
trolne;j.

Wsréd pacjentédw, ktorzy ukonczyli leczenie
(1-2 miesigce po zakorniczeniu terapii), u dzieci le-
czonych z powodu HD i LCAL nadal odnotowy-
wano obnizenie liczby limfocytow B w poréwna-
niu do grupy kontrolnej (HD — 0,24 x 103/ul,
LCAL - 0,04 x 10%/ul vs. 0,29 x 10%/ul), natomiast
wiekszos¢ chorych na NHL-B wykazywata wartosci
poréwnywalne do obserwowanych u dzieci zdro-
wych (0,32 x 10*/ul vs. 0,29 x 10*/ul) (ryc. 2-6).

Komorki NK (CD3-CD56%)

W analizowanym materiale u dzieci z chorobg
nowotworowg obserwowano znaczne indywidual-
ne réznice w wartosciach komoérek NK.

U dzieci chorych na ALL i AML na poczatku
leczenia mediana liczby komérek NK byta wyzsza
niz w grupie kontrolnej (ALL — 0,68 x 10°/ul,
AML - 0,71 x 10%/ul vs. 0,52 x 10*/ul; p < 0,05).
Po osiggnigciu remisji oraz przed rozpoczeciem
LPR w obu omawianych grupach chorych obser-
wowano spadek liczby komérek NK w poréwna-
niu do stanu wyjsciowego (ALL — 0,29 x 10%/ul
i 0,19 x 10%/ul vs. 0,68 x 10°/ul; AML — 0,20 x
x 10%/ul 10,23 x 10%/ul vs. 0,71 x 103/ul; p < 0,05).
U wigkszosci dzieci z progresja ALL i AML
stwierdzano istotne statystycznie obnizenie liczby
komérek NK w stosunku do grupy kontrolnej
(ALL - 0,21 x 10%ul, AML - 0,17 x 10%/ul vs.

0,52 x 10%/ul; p < 0,05), chociaz u jednego dziec-
ka z progresja AML liczba bezwzgledna tych ko-
morek wynosita 1,05 x 10%/ul. Réwniez wigkszos¢é
pacjentéw ze wznowg ALL i AML wykazywata
mniejszg liczebnos¢ populacji NK w poréwnaniu
do dzieci zdrowych (ALL — 0,42 x 10°/ul, AML -
0,21 x 103/l vs. 0,52 x 10°/ul; p < 0,05) (ryc. 21 3).

U chorych na HD, LCAL oraz NHL-B na po-
czatku leczenia mediana liczby komérek NK byta
nizsza w odniesieniu do grupy kontrolnej (HD —
0,21 x 10%/ul, LCAL - 0,32 x 10%/ul, NHL-B -
0,29 x 10%/ul vs. 0,52 x 10*/ul; p < 0,05). Nizsze
wartosci, w poréwnaniu do dzieci zdrowych, ob-
serwowano takze u tych chorych w czasie trwania
terapii oraz 1-2 miesigce po zakorniczeniu leczenia
(ryc. 4-6).

Omowienie

W przeprowadzonych badaniach poddano
analizie profil immunologiczny dzieci z nowotwo-
rami hematologicznymi w zakresie populacji lim-
focytéw na réznych etapach leczenia choroby no-
WOtworowe;j.

U chorych na HD, NHL-B, LCAL oraz u czg-
Sci chorych na biataczki stwierdzono obnizenie
catkowitej liczby limfocytéw oraz ich poszczegdl-
nych populacji przed rozpoczgciem leczenia w po-
réwnaniu z grupg kontrolng (wyzsze wartosci me-
diany liczby limfocytéw oraz ich subpopulaciji,
u chorych na ALL w chwili rozpoznania, w odnie-
sieniu do wartosci median liczby tych komoérek
w grupie kontrolnej mogg czgSciowo wynikac,
w analizowanym materiale, z mtodszego wieku tej
grupy chorych). Wigkszos¢ pacjentéw w okresie
poprzedzajacym rozpoznanie choroby nowotwo-
rowej miata objawy bedace wynikiem uposledze-
nia odpornosci w postaci nawracajacych zakazen.
W przypadku dzieci z biataczkami defekt mecha-
nizméw obronnych jest spowodowany gléwnie
zajeciem szpiku przez chorobg nowotworowg
i wyparciem prawidlowych form rozwojowych he-
matopoezy, co powoduje réznie nasilone objawy
pancytopenii obwodowej [10, 11].

Obnizenie liczby limfocytéw, a takze zaburze-
nia ich funkcji, u chorych na HD i NHL przed roz-
poczeciem leczenia byly rowniez stwierdzane
przez innych autoréw. Watanabe et al. wykazali
u chorych na HD przed wdrozeniem terapii istotne
statystycznie obnizenie limfocytéw T CD4*, sub-
populacji dziewiczych limfocytow T CD4*, dzie-
wiczych limfocytéw T CD8*, limfocytéw B i ko-
moérek NK w poréwnaniu z osobami zdrowymi
[11]. Podobne wyniki u chorych na NHL uzyskali
Mackall et al. [5]. Magrath et al. obserwowali
u chorych na NHL-B obnizenie wyjsciowej liczby
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limfocytéw T, a stwierdzany stopieri deplecji wy-
kazywal zwigzek ze stadium zaawansowania cho-
roby [12]. Donoszono réwniez o uposledzonej od-
powiedzi proliferacyjnej limfocytéw pod wply-
wem stymulacji réznymi antygenami u chorych na
HD przed rozpoczgciem leczenia [4]. Dane te
wskazujg na uposledzenie odpornosci, zwlaszcza
typu komérkowego, u chorych z nowotworami he-
matologicznymi.

Istotne znaczenie w hamowaniu odpowiedzi
immunologicznej u pacjentdw ze schorzeniami
onkologicznymi moze mie¢ wydzielanie nie-
ktérych cytokin przez komérki nowotworowe, np.
IL-10. Cytokina ta wywiera supresyjny wptyw na
reakcje immunologiczne przez hamowanie wytwa-
rzania cytokin przez limfocyty Thl (gtéwnie IFN-y
i IL-2), monocyty i makrofagi (TNF-a, IL-6, IL-1,
IL-8, G-CSF, MG-CSF) oraz przez hamujacy
wplyw na dojrzewanie i funkcj¢ KD. Hamuje row-
niez ekspresje czasteczek MHC na makrofagach
i dziala supresyjnie na wytwarzanie H,0O, i NO
przez makrofagi aktywowane IFN-y [1, 13].

Wykazano, ze zdolno$¢ do wydzielania IL-10
maja komoérki czerniaka, nowotwory moézgu oraz
chtoniaki B-komérkowe [13—15]. Oznaczanie ste-
zenia IL-10 u chorych na NHL moze mie¢ znacze-
nie prognostyczne. Blay et al. wykazali, ze cytokina
ta byta wykrywalna w surowicy okoto 50% chorych
z aktywng postacig choroby i jedynie u 6% pacjen-
tow w okresie pierwszej remisji, podczas gdy jej ste-
zenie bylo nieoznaczalne u oséb zdrowych [13].

U chorych na ALL, AML, HD, LCAL i NHL-B,
poddanych analizie w tej pracy, obserwowano
istotne statystycznie obnizenie liczebnosci subpo-
pulacji limfocytéw T, limfocytéw B, komérek NK
pod wplywem leczenia przeciwnowotworowego.
Szczegodlnie silna deplecja dotyczyta subpopulacji
limfocytow T CD4*, o czym swiadczy obnizanie
si¢ stosunku CD4/CD8 w miar¢ trwania terapii.
W analizowanym materiale badania populacji lim-
focytow byly wykonywane przed rozpoczeciem
leczenia konsolidujgcego remisje, czyli w duzej
mierze po czgsciowej rekonstytucji hematologicz-
nej, zwlaszcza w zakresie liczby granulocytéw
i ptytek krwi. W czasie leczenia indukujgcego re-
misje odnotowywane wartosci catkowitej liczby
limfocytéw, a zatem i poszczegdlnych subpopula-
cji tych komérek, u wiekszosci chorych na bia-
faczki byly znacznie nizsze w odniesieniu do
stwierdzanych przed rozpoczeciem konsolidacji
remisji. Silng deplecj¢ limfocytéw obserwowano
we wszystkich grupach pacjentéw bezposrednio
po zakoriczeniu kazdego cyklu chemioterapii.

Komada et al. analizujac immunosupresyjny
wplyw konsolidujgcej chemioterapii (VCR, cyklo-
fosfamid, 6-merkaptopuryna, prednizon — wedlug
Tokai Pediatric Oncology Study Treatment Proto-

col 8511) na liczbe i funkcje¢ réznych populacji
limfocytéw u dzieci chorych na ALL, stwierdzili
obnizenie liczebnosci subpopulacji limfocytow T,
limfocytéw B, komérek NK przed rozpoczeciem
leczenia konsolidujagcego w poréwnaniu z grupg
dzieci zdrowych oraz znaczacy spadek tych wskaz-
nikéw, zwlaszcza limfocytéw T CD4*, bezposred-
nio po zakoriczeniu cyklu chemioterapii. Powrét
catkowitej liczby limfocytéw do wartosci porow-
nywalnych z obserwowanymi przed rozpoczeciem
leczenia konsolidujacego nastgpowat w tej grupie
chorych po okoto 2 tygodniach, ale z zachowa-
niem obnizonego udziatu limfocytow T CD4* [3].

Mackall et al., badajgc profil limfocytéw
u chorych na NHL, leczonych za pomocg chemio-
terapii (bez przeszczepienia komérek macierzy-
stych uktadu krwiotwdrczego), stwierdzali znacz-
ne obnizenie calkowitej liczby limfocytow oraz
poszczeg6lnych ich populacji pod wpltywem sto-
sowanego leczenia w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej i stanu wyjSciowego, najsilniej wyrazone
w zakresie subpopulacji limfocytéw Th i limfocy-
tow B. U tych chorych wartosci limfocytow T
CD4* utrzymywaly si¢ na poziomie < 0,2 x 103/ul
przez 4 miesigce od zakonczenia ostatniego cyklu
chemioterapii [5]. Spadek liczby limfocytéw T
CD4* pocigga za sobg wzrost ryzyka wystgpienia
oportunistycznych zakazeri u dzieci z chorobg no-
wotworowg [4, 5]. Zwigzek miedzy stopniem na-
silenia limfopenii CD4* a ryzykiem rozwoju zaka-
zen oportunistycznych zostat dobrze udokumento-
wany w przypadku chorych zakazonych wirusem
HIV, u ktérych odnotowuje si¢ bardzo duzy wzrost
czestosci tych zakazen przy spadku liczby limfo-
cytéw T CD4* ponizej 0,2 x 10%/ul [17]. Wykaza-
no, ze obnizenie wartosci limfocytéw T CD4* pod
wplywem chemioterapii dotyczy przede wszyst-
kim subpopulacji dziewiczych limfocytéow T
CD4*CD45RA* [4-6, 11].

W przypadku dzieci chorych na HD dodatko-
wym czynnikiem istotnie rzutujagcym na wielkos¢
populacji limfocytéw T jest radioterapia. Watana-
be et al. obserwowali u 0séb poddanych naswietla-
niom srédpiersia w przebiegu leczenia HD wielo-
letnig limfopeni¢ CD4+ [11].

Ilosciowy niedobor limfocytéw B, wystepuja-
cy u chorych leczonych chemioterapig, niewatpli-
wie uposledza jako$¢ odpowiedzi humoralne;j.
Mackall et al. obserwowali u pacjentéw z glebokg
deplecja limfocytéw B obnizenie catkowitego ste-
zenia immunoglobulin w surowicy krwi, najsilniej
wyrazone w zakresie klas IgA i IgM [4]. Nalezy
ponadto pamigtaé, ze do prawidlowego rozwoju
odpowiedzi humoralnej jest niezbedna scista koo-
peracja mi¢dzy limfocytami Th i limfocytami B.

Komoérki NK odgrywajq istotng role w rozwo-
ju odpowiedzi przeciwnowotworowej i przeciwwi-
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rusowej. U dzieci z chorobg nowotworowg, podda-
nych analizie w tej pracy, obserwowano znaczne
obnizanie si¢ liczby komérek NK pod wplywem
chemioterapii, chociaz poszczeg6lni pacjenci wy-
kazywali bardziej stabilne zachowanie wartosci
omawianej populacji komdrek podczas leczenia,
w poréwnaniu do limfocytéw T i B. W badaniach
Mackalla et al. u chorych na NHL liczba komérek
NK zmniejszyta si¢ mniej niz w przypadku limfo-
cytéw T i B, a indywidualni badani mieli podwyz-
szone wartosci tych komoérek po chemioterapii
w stosunku do stanu wyjsciowego [5]. Komada et
al. obserwowali u chorych na ALL po chemiotera-
pii konsolidujacej remisj¢ znaczne obnizenie ak-
tywnosci komérek NK, ktére wykazywato dodat-
nig korelacj¢ ze spadkiem liczby tych komorek.
U pacjentéw tych przed rozpoczgciem analizowa-
nego etapu leczenia nie odnotowywano réznic ilo-
sciowych w populacji komérek NK w poréwnaniu
z grupa kontrolng, lecz aktywnos¢ komérek NK
byta nizsza niz u dzieci zdrowych. Fakt ten, zda-
niem autorow, sugeruje, ze uposledzenie aktywno-
sci komérek NK u chorych na nowotwory jest wy-
nikiem nie tylko zmniejszenia liczby komérek NK,
ale takze wigze si¢ z uposledzeniem ich funkc;ji [3].
Silnym inhibitorem aktywnosci komérek NK sg
glikokortykortysteroidy [1]. Hormony te wchodzg
w sklad protokotéw terapeutycznych chorych na
ALL, AML, HD, LCAL, NHL, stad uposledzenie
funkcji tych komérek w przypadku chorych na no-
wotwory ukladu krwiotwérczego moze réwniez
wynika¢ z prowadzonego leczenia. Glikokortyko-
steroidy hamujg wydzielanie IL-2, silnie aktywujg-
cej komoérki NK [1]. Cytokina ta jest wytwarzana
przez pobudzone limfocyty T, gtéwnie Th [1, 14],
ktérych liczba gwalttownie spada pod wplywem
chemioterapii.

Dziatanie przeciwnowotworowe lekéw cyto-
statycznych polega na hamowaniu proliferacji oraz
indukcji apoptozy w komdrkach nowotworowych
[17]. Podobne mechanizmy odpowiadajg za efekt
limfotoksyczny tych lekéw. Obnizenie liczby lim-
focytéw pod wptywem lekéw cytostatycznych jest
nie tylko wynikiem ich mielosupresyjnego wptywu
na szpik, ale wigze si¢ réwniez z bezposrednig in-
dukcja apoptozy w dojrzatych limfocytach [4, 7].
Stahnke et al. obserwowali u dzieci leczonych
z powodu guzéw litych gwaltowny spadek liczby
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limfocytéw w 72. godzinie od rozpoczgcia pierw-
szego cyklu chemioterapii. Limfocyty izolowane
od tych chorych po rozpoczgciu leczenia wykazy-
waty, bezposrednio po izolacji, wybitnie zwigkszo-
ng skltonnos¢ do apoptozy, co wskazywalo na roz-
poczecie tego procesu in vivo pod wpltywem che-
mioterapii [7]. Silne dziatanie limfotoksyczne majg
czynniki alkilujgce, antymetabolity, kortykosteroi-
dy, antracykliny, inhibitory topoizomerazy [7].
W przeprowadzonych ostatnio badaniach wykaza-
no, ze indukcja apoptozy w limfocytach przez po-
szczeg6lne leki przeciwnowotworowe jest zwigza-
na ze stanem czynnosciowym tych komérek oraz
r6znymi mechanizmami inicjacji procesu progra-
mowanej Smierci. Antracykliny mogg indukowaé
apoptoze w limfocytach znajdujacych si¢ zaréwno
w fazie GO, jak i G1 cyklu komérkowego, podczas
gdy inhibitory topoizomerazy i antymetabolity wy-
kazujg wigkszg ,.efektywnos¢” w stosunku do akty-
wowanych komérek [18].

Podstawowymi wskaZnikami hematologicz-
nymi okreslajacymi mozliwos¢ podania cyklu che-
mioterapii sg wartosci granulocytow i ptytek krwi.
Transfuzje mas erytrocytarnych i ptytkowych, sto-
sowanie G-CSF lub GM-CSF w celu przyspiesze-
nia odnowy uktadu granulocytarnego zmniejszaja
ryzyko wystgpienia ostrych powiktan wynikaja-
cych z hamujacego wplywu stosowanego leczenia
na czynnos¢ szpiku [12, 19]. Dzialania te pozwa-
lajg réwniez na tworzenie programow terapeutycz-
nych opartych na wysokodawkowanej chemiote-
rapii, co zwazywszy na wielokierunkowe limfoto-
ksyczne dziatanie lekéw przeciwnowotworowych,
przyczynia si¢ do poglebienia immunosupresji.
Odnowa limfocytarna po zakoniczeniu leczenia
przeciwnowotworowego, wazna z punktu spraw-
nosci mechanizméw odpowiedzialnych za kontro-
l¢ choroby resztkowej, przebiega z r6zng szybko-
Scig w zakresie populacji limfocytéw T, B, ko-
moérek NK. Uwzgledniajge, ze dojrzewanie
limfocytéw T zachodzi w grasicy oraz ze popula-
cja ta obejmuje komorki o ré6znym okresie zycia
(limfocyty dziewicze, limfocyty pamieci, komorki
efektorowe), rekonstytucja w obrebie populacji
limfocytow T jest procesem ztozonym 1i jej szyb-
kos¢, mechanizm oraz w duzej mierze jakos¢, wy-
kazujg zaleznos¢ od wieku, co wigze si¢ ze stop-
niem zachowania funkcji grasicy [4, 6].
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