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S t r e s z c z e n i e

Pacjenci z przewlekłą białaczką limfocytową (PBL) tworzą niejednorodną klinicznie grupę chorych, różniących się prze-
biegiem choroby, czasem przeżycia i odpowiedzią na leczenie. W celu optymalizacji strategii leczenia i jego monitorowania 
u chorych z PBL oznacza się szereg parametrów prognostycznych. Celem opracowania była ocena częstości występowa-
nia czynników klinicznych, hematologicznych, biochemicznych, immunofentypowych i cytogenetycznych o potencjalnym 
znaczeniu prognostycznym u chorych w momencie rozpoznania PBL. W grupie 46 pacjentów, bez leczenia, kierowanych 
do diagnostyki i/lub leczenia w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku w Katowicach oceniano: stopień zaawansowania 
klinicznego choroby, podstawowe parametry biochemiczne oraz metodą cytometrii przepływowej oznaczono fenotyp ko-
mórek PBL, a także czynniki rokownicze (CD38, CD49d, CD11c, CD54). Ekspresję ZAP-70 oznaczano metodą immunocy-
tochemiczną w preparatach cytologicznych. Badania aberracji cytogenetycznych przeprowadzono metodą fluorescencyjnej 
hybrydyzacji in situ (FISH). Oceniano występowanie: del(13) (q14, del(11) (q22-q23), del(17) (p13.1), trisomii 12.

U 9% pacjentów nie stwierdzono podwyższonej leukocytozy, niedokrwistość występowała u 7%, a małopłytkowość 
u 11%, powiększenie obwodowych węzłów chłonnych u 74%, a śledziony u 50%. Większość zgłaszała się z niskim stop-
niem zaawansowania klinicznego wg Binneta (54% chorych). Dodatni wynik ekspresji antygenów CD38, CD49d, CD11c i 
CD54 stwierdzono u odpowiednio: 37, 30, 33 i 70% badanych. Spośród aberracji cytogenetycznych najczęściej występo-
wała del(13) (q14) – 39%, del(11) (q22-23) – 13%, trisomia 12 – 11%. Del(17) (p13.1) stwierdzono u 7%.

W codziennej praktyce klinicznej, poza oceną parametrów hematologicznych, biochemicznych i klinicznych wydaje się 
wskazane oznaczanie czynników prognostycznych ocenianych metodą immunofenotypizacji, ze szczególnym uwzględnie-
niem CD38, CD49d i ZAP-70, ze względu na duże rozpowszechnienie i ogólną dostępność metod ich oznaczania.

Słowa kluczowe: przewlekła białaczka limfocytowa, czynniki rokownicze, cytometria przepływowa

S u m m a r y

Patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) are a clinically heterogeneous group of patients, differing in the 
course of the disease, survival and response to treatment. In order to optimize the treatment strategy and monitoring of 
patients with CLL a number of predictive parameters is used. The aim of the study was to evaluate the prevalence of clini-
cal factors, hematological, biochemical, and cytogenetic, and immunophentypic of potential prognostic in patients with 
CLL at diagnosis. In the group of 46 patients, without treatment, led to a diagnosis and/or treatment at the Department of 
Hematology and Bone Marrow Transplantation in Katowice were evaluated: clinical stage of disease, and basic biochemi-
cal parameters were determined, and using flow cytometrymethod CLL cell phenotype and prognostic factors (CD38, 
CD49d, CD11c, CD54) were tested also. ZAP-70 expression was determined by immunocytochemistry method in cytologi-
cal preparations. Cytogenetics studies were performed by fluorescence in situ hybridization (FISH). Estimated distribution: 
del(13) (q14), del(11) (q22-q23), trisomy 12, del(17) (p13.1).

In 9% of patients elevated leukocytosis were observed, anemia occurred in 7% and thrombocytopenia in 11%, enlarged pe-
ripheral lymph nodes in 74 and 50% of the spleen. The most of the reported patients presented low clinical stage by Binnet (54%). 
A positive result of the expression of antigens CD38, CD49d, CD11c and CD54 were found in 37, 30, 33 and 70%, respectively. 
Cytogenetic aberrations were observed as follows: del (13) (q14) – 39%, del (11) (q22-q23) – 13%, trisomy 12 – 11%. Del(17) (p13.1) 
was observed in 7%. In everyday clinical practice, in addition to investigate the parameters of hematology, clinical chemistry, it seems 
appropriate determination of prognostic factors evaluated by immunophenotypisation, with particular emphasis on CD38, CD49d 
and ZAP-70, due to the high prevalence and the general availability of the methods for their determination.
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Wstęp

W diagnostyce przewlekłej białaczki limfocytowej 
(PBL) powszechnie wykorzystuje się badanie ekspresji 
antygenów komórkowych metodą wielokolorowej cy-
tometrii przepływowej. Komórki PBL charakteryzują się 
ekspresją antygenów: CD19, CD20, CD23, CD43, a tak-
że słabą ekspresją immunoglobulin powierzchniowych 
oraz CD22 i CD79b. Wyróżnia je koekspresja antygenu 
CD5. Brak ekspresji CD10, CD25, CD103, FMC7 oraz 
cykliny D1 pozwala na różnicowanie z innymi typami 
chłoniaka B-komórkowego (1, 2). Na podstawie badań 
immunofenotypowych, dla potrzeb diagnostycznych 
został stworzony specjalny system punktowy („scoring 
system”), który dla potwierdzenia PBL wymaga spełnie-
nia 4 z 5 wymienionych w tabeli 1 kryteriów (1). Wynik 
powyżej 4 punktów, stwierdzany w 92% przypadków 
PBL, silnie sugeruje rozpoznanie PBL.

Tabela 1. Fenotypowy system punktowy stosowany 
w diagnostyce PBL (wg Matutes i wsp. 2000).

Antygen Punktacja

1 0

Smlg Słaba ekspresja Silna ekspresja

CD5 Dodatnia ekspresja Brak ekspresji

CD23 Dodatnia ekspresja Brak ekspresji 

FMC7 Brak ekspresji Dodatnia ekspresja 

CD22 lub CD79b Słaba ekspresja Silna ekspresja

Badania nad poznaniem patomechanizmu powsta-
wania komórek PBL, pomimo że nie przyniosły jeszcze 
ostatecznego wyjaśnienia, dostarczają wielu danych 
świadczących o heterogenności ich powstawania. 
Obecność mutacji somatycznej w genach kodujących 
region zmienny łańcucha ciężkiego immunoglobulin 
IgVH wskazuje na niejednorodne pochodzenie klonów 
białaczkowych PBL. Zjawisko to wynika z przechodze-
nia limfocytów B przez centra rozrodcze w grudkach 
chłonnych, gdzie mają kontakt z antygenem i gdzie 
dokonuje się mutacja IgVH. Uważa się, że komórki bez 
mutacji IgVH nie przeszły przez centra rozrodcze. We-
dług różnych źródeł szacuje się, że jest ich 1/3 lub po-
łowa przypadków (3). Fakt ten skłonił naukowców do 
szukania wspólnego mianownika dla obu przypadków 
(z mutacją i bez mutacji IgVH) oraz poszukania jedne-
go wspólnego czynnika powodującego transformacje 
białaczkową tych komórek. Różnice pomiędzy klonami 
komórek z i bez mutacji IgVH, które przejawiają się w 
tempie progresji choroby oraz w stopniu nasilenia ob-
jawów klinicznych (4) również nie pozwalają na osta-
teczne wyjaśnienie patogenezy choroby.

Rozpoczęcie leczenia chorego z PBL jest uzależnio-
ne od stopnia zaawansowania choroby lub jej progre-
sywnego charakteru. Pacjenci z PBL różnią się prze-
biegiem choroby, czasem przeżycia i odpowiedzią na 
leczenie.

Zróżnicowany przebieg kliniczny przewlekłej bia-
łaczki limfocytowej u chorych z tym samym stopniem 
zaawansowania klinicznego stwarza trudność w podej-

mowaniu decyzji o rozpoczęciu i rodzaju chemioterapii. 
Łatwy dostęp do procedur diagnostycznych powoduje, 
że coraz częściej chorobę rozpoznaje się we wczesnym 
stadium jej zaawansowania, a decyzja o rozpoczęciu 
terapii powinna być optymalna zarówno co do czasu 
jej rozpoczęcia, jak i jej rodzaju. Dostępność różnorod-
nych form terapii o różnej aktywności i różnym ryzy-
ku powikłań (od strategii „obserwuj i czekaj – watch 
and wait” do allogenicznego przeszczepienia szpiku) 
uzasadnia znalezienie skutecznego narzędzia w celu 
optymalizacji strategii postępowania terapeutyczne-
go. Poszukiwanie nowych czynników rokowniczych w 
PBL ułatwiających podejmowanie decyzji dotyczących 
rodzaju leczenia, optymalne monitorowanie kliniczne 
oraz wypracowanie nowych strategii terapeutycznych 
jest obecnie przedmiotem wielu doniesień naukowych. 
Aktualnie stosuje się tzw. nomenklaturę klasycznych i 
nowych czynników rokowniczych w PBL, zawartych w 
tabeli 2 (5).

Tabela 2. Czynniki rokownicze w PBL (wg Montillo i wsp. 
2005).

Czynniki prognostyczne Niskie ryzyko Wysokie ryzyko

Klasyczne

System Bineta A B, C

Naciekanie szpiku 
kostnego

Grudkowy Rozlany

Atypowa morfologia Nie Tak

Czas podwojenia
limfocytozy

≤ 12 miesięcy > 12 miesięcy

Nowe

Markery surowicze* Prawidłowe Podwyższone

Kariotyp Prawidłowy, 13q- 11q-, 17p-

CD38 ≤ 30% > 30%

IgVH Zmutowany Niezmutowany

ZAP-70 < 20% > 30%

*Stężenie β2-mikroglobuliny, aktywność kinazy tymidynowej, 
rozpuszczalne CD23

Badania czynników prognostycznych są szczegól-
nie ważne u tych pacjentów, którzy nie spełniają obec-
nie obowiązujących kryteriów do rozpoczęcia leczenia 
lub jego intensyfikacji, a potencjalnie mogliby odnieść 
korzyść z wcześnie rozpoczętej terapii. Dlatego, w mo-
mencie rozpoznania choroby, niezbędna jest ocena 
jej stopnia zaawansowania i ocena czynników ryzyka. 
Oceniając wartość rokowniczą danego czynnika, ana-
lizujemy jego wpływ na całkowity czas przeżycia i czas 
przeżycia wolny od progresji rozumianej jako zmiana 
stadium zaawansowania klinicznego lub pojawienie 
się wskazań do rozpoczęcia leczenia. Wartość predyk-
cyjna danego czynnika pozwala natomiast przewidzieć 
odpowiedź pacjenta na leczenie (6). Podstawą takiej 
oceny są opracowane niezależnie przez Rai i wsp. oraz 
Bineta i wsp. klasyfikacje kliniczne, obie oparte na pod-
stawowej ocenie przedmiotowej i standardowych te-
stach laboratoryjnych. Polegają one na ocenie stopnia 
zajęcia układu chłonnego oraz stopnia niedokrwistości 
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i/lub małopłytkowości bez względu na ich przyczynę 
(immunologiczną lub wyparcie szpiku). Zakwalifikowa-
nie pacjenta do jednej z grup ryzyka pozwala na ocenę 
rokowania co do czasu przeżycia (1).

Dynamicznie prowadzone są badania oceniające 
przydatność poszczególnych czynników pełniących 
kluczowe funkcje w kontroli przeżycia i aktywności lim-
focytów B oraz regulacji homeostazy całej populacji 
limfocytów B. Uważa się, że najważniejszą grupą czyn-
ników prognostycznych są aberracje chromosomowe 
wykrywane głównie metodą fluorescencyjnej hybry-
dyzacji in situ (FISH): del(13) (q14), del(11) (q22-q23), 
trisomię 12, del(17) (p13.1) (7).

Szereg innych czynników posiadających udowod-
nioną wartość prognostyczną nie bada się rutynowo w 
codziennej praktyce klinicznej ze względu na wysokie 
koszty badania, brak standaryzacji metody, lub też z 
powodu braku ich bezpośredniego wpływu na decyzje 
terapeutyczne. Do tej grupy wskaźników zaliczane są: 
stężenie β2 mikroglobuliny, aktywność dehydrogenazy 
mleczanowej (LDH), rozpuszczalny antygen CD23, ak-
tywność kinazy tymidynowej, ekspresja CD38, ZAP-70 
i obecność mutacji somatycznych genów kodujących 
region zmienny łańcucha ciężkiego immunoglobulin 
(IgVH) (6). W obrębie klonu białaczkowego brak muta-
cji IgVH, stanowi jeden z najważniejszych wskaźników 
gorszego rokowania, co do całkowitego przeżycia 
oraz czasu wolnego od progresji u chorych (4). Wy-
soki koszt badania i duży stopień trudności oraz mała 
dostępność ograniczona wyłącznie do wyspecjalizo-
wanych ośrodków powodują zasadnicze ograniczenia 
metody oznaczania stanu mutacji IgVH. Ograniczenia 
te stały się powodem znalezienia czynników „zastęp-
czych”, szerzej dostępnych w codziennej praktyce 
klinicznej. Należą do nich badania kinazy ZAP-70 i an-
tygenu CD38 i CD49d. Dane o stanie mutacji soma-
tycznej, ekspresji CD38, CD49d i ZAP-70 wykorzystuje 
się do stratyfikacji chorych według czynników rokowni-
czych (4, 8-13).

Na skutek rozwoju technik badawczych, szczegól-
nie cytogenetyki i biologii molekularnej, odkrywany jest 
cały szereg nowych czynników biorących udział w pa-
togenezie PBL, a także oceniana jest ich przydatność 
rokownicza i predykcyjna. Prowadzi się badania oce-
niające przydatność poszczególnych molekuł pełnią-
cych kluczowe funkcje w kontroli przeżycia i aktywności 
limfocytów B oraz regulacji homeostazy całej populacji 
limfocytów B, między innymi cząstek adhezyjnych, jako 
wskaźników prognostycznych. Metoda wielokolorowej 
cytometrii przepływowej, dzięki której wykrywana jest 
ekspresja antygenów powierzchniowych i cytoplazma-
tycznych (14), w tym antygenu CD38 (15), oraz cząstek 
adhezyjnych (CD49d, CD11c, CD54) (16) jest ogólnie 
dostępna dla codziennej praktyki klinicznej.

Dla oznaczenia ekspresji ZAP-70 dostępnych jest 
kilka metod diagnostycznych, dających porównywal-
ne wyniki, między innymi RT-PCR, Western blot oraz 
metody immunofenotypowe, w tym wielokolorowa 
cytometria przepływowa. Należy podkreślić, że tylko 

metoda cytometrii przepływowej daje możliwość wy-
biórczej analizy ekspresji ZAP-70 w komórkach PBL 
oraz w populacji limfocytów T i komórek NK. Metody 
RT-PCR i Western blot są obarczone ryzykiem uzyska-
nia fałszywie dodatnich wyników, gdyż analizowana 
jest cała populacja komórek jednojądrzastych, łącznie 
z limfocytami T i komórami NK, które charakteryzują 
się wysoką ekspresją ZAP-70 (9). Oznaczanie cytopla-
zmatycznej ekspresji ZAP-70 metodą cytometrii prze-
pływowej znajduje się nadal na etapie standaryzacji.

Molekuły adhezyjne (glikoproteiny spełniające funk-
cje białek receptorowych) są integralną częścią błony 
komórkowej. W warunkach fizjologicznych pomagają 
w utrzymaniu ciągłości tkankowej oraz w interakcjach 
międzykomórkowych. Biorą udział w procesach goje-
nia się ran, w immunologicznych mechanizmach obron-
nych, w migracji limfocytów przez ściany naczyń krwio-
nośnych do ognisk zapalnych oraz w hematopoezie. 
Biorą także aktywny udział w przebiegu procesu no-
wotworowego i w procesie tworzenia przerzutów, gdzie 
komórki nowotworowe migrują w obrębie otaczających 
je komórek i tkanek, a także uczestniczą w procesach 
angiogenezy, utraty ciągłości i integralności międzyko-
mórkowej oraz przerzutów do innych tkanek. Do rodzi-
ny molekuł adhezyjnych należą CD49d, CD11c oraz 
CD54. CD49d zalicza się do grupy integryn β1, CD11c 
do grupy integryn β2, natomiast CD54, zwany ICAM-1, 
należy do nadrodziny immunoglobulin. Integryny są 
odpowiedzialne za przenoszenie sygnałów ze środo-
wiska zewnętrznego do wnętrza komórki. Mechanizm 
ich działania polega na rozpoznawaniu białek macierzy 
zewnątrzkomórkowej, takich jak kolagen, fibronektyna, 
witronektyna, winkulina i fibrynogen. Po związaniu od-
powiedniego ligandu z macierzy zewnątrzkomórkowej 
łączą się z włóknami aktyny. W strukturach tych znale-
ziono także białka cytoszkieletowe (16, 17).

Pomimo, że przedstawione badania obejmują szero-
ki panel czynników rokowniczych, to nadal obowiązu-
ją kryteria rozpoczęcia leczenia ustalone przez Grupę 
Roboczą Narodowego Instytutu Raka w USA (NCIWG) 
powszechnie akceptowane i stosowane w praktyce kli-
nicznej (2). Według tych klasycznych wskazań lecze-
nie w PBL należy rozpocząć u chorych:

1.	W zaawansowanym okresie klinicznym.
2.	Gdy dochodzi do dynamicznego narastania masy 

guza:
–	 ponad 50% wzrost limfocytozy w okresie krót-

szym niż 2 miesiące, lub czas podwojenia limfo-
cytozy < 6 miesięcy,

–	 znaczne powiększenie śledziony (dolny brzeg 
> 6 cm pod łukiem żebrowym),

–	 masa węzłowa > 10 cm w największym wymiarze.
3.	W przypadku niewydolności hematopoezy – nie-

dokrwistość i/lub małopłytkowość (z wyparcia).
4.	W przypadku niedokrwistości hemolitycznej 

(AIHA) lub małopłytkowości immunologicznej 
(ITP) opornej na inne metody leczenia.

5.	W przypadku wystąpienia objawów ogólnych, ta-
kich jak chudnięcie, gorączka i osłabienie.
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W przypadkach kwalifikowania chorych do intensyw-
nych terapii, łącznie z przeszczepieniem allogenicznych 
komórek krwiotwórczych, coraz częściej wykorzysty-
wane są wyniki badań czynników prognostycznych, co 
uzasadnia rutynowe oznaczanie ich w momencie rozpo-
znania choroby. Do tego celu najczęściej wykorzystuje 
się metodę immunofenotypizacji ze względu na istotną 
łatwość i dostępność wielokolorowej cytometrii przepły-
wowej w codziennej praktyce klinicznej

W codziennej praktyce klinicznej w diagnostyce PBL 
nie stosuje się wszystkich opisanych metod badaw-
czych. Zalecane jest jednak, by panel zastosowanych 
metod był optymalnie szeroki. W tym celu, w realizo-
wanym badaniu przeanalizowano wykorzystanie me-
tod diagnostycznych oraz czynników o potencjalnym 
znaczeniu prognostycznym u pacjentów z PBL.

Materiał

W Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku w Ka-
towicach zbadano grupę 46 osób z PBL, uprzednio 
nieleczonych, spełniających podstawowe kryteria roz-
poznania wg NCI-WorkingGroup (2).

Na badania uzyskano zgody Komisji Bioetycznej 
Śląskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, 
zgodnie z uchwałą Nr KNW/0022/KB1/176/08 z dnia 
17.12.2008 roku oraz KNW/0022/KB1/137/10 z dnia 
23.11.2010 roku. Praca naukowa powstała dzięki finan-
sowaniu ze środków przeznaczonych na badanie wła-
sne nr KNW-2-130/09 oraz statutowe nr KNW-1-052/10 
Śląskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

Metody

Fenotyp komórek PBL (CD19, CD5, CD20, CD23, 
CD79b, CD22, FMC-7, sIg, kappa, lambda), czynniki 
rokownicze (CD38, CD49d, CD11C, CD54) oznaczano 
metodą cytometrii przepływowej. Powyższe antygeny 
oznaczano na powierzchni badanych komórek krwi 
obwodowej. Jako dodatnie traktowano wyniki powy-
żej 30% ekspresji antygenów CD38 (11), CD49d (12), 
CD11c (18), CD54 (19, 20). Ekspresja powyższych 
markerów była analizowana w populacji komórek bia-
łaczkowych CD5+19+. Badania były przeprowadzone 
metodą trójkolorowej fluorescencji, z wykorzystaniem 
cytometru przepływowego EPICS-XL-MCL i programu 
System II firmy Beckman-Coulter.

ZAP-70 oznaczano metodą immunocytochemiczną 
w preparatach cytologicznych uzyskiwanych przez 
izolację komórek jednojądrzastych na gradiencie 
(FicollPaque Premium, GE Healtcare Formerly Amer-
sham, Bioscience) i następnie wykonaniu preparatów 
cytospinowych za pomocą wirówki cytologicznej i 
ich utrwaleniu. Do oznaczenia ekspresji ZAP-70 uży-
to przeciwciała mysiego (ZAP-70 klon 2F3.2, Dako). 
Barwienie immunocytochemiczne wykonano z uży-
ciem polimeru znakowanego peroksydazą chrzano-
wą sprzężoną z anty-mysią IgG i następnie DAB+ 
chromogen (roztwór 3,3’-dwuaminobenzydyny) oraz 
hematoxyliną (DAKO) (21). Preparat oceniano na pod-
stawie intensywności jądrowej i cytoplazmatycznej 

reakcji barwnej w badanych komórkach. Zgodnie z 
literaturą (21), jako kontrolę dodatnią traktowano lim-
focyty T i komórki NK charakteryzujące się bardzo sil-
ną ekspresją ZAP-70. Jako kontrolę ujemną uważano 
prawidłowe limfocyty B, w których nie stwierdza się 
reakcji barwnej. Populacja komórek białaczkowych w 
przypadku obecności ZAP-70 wykazywała umiarkowa-
ną reakcję barwną. Jako dodatnie traktowano wyniki 
powyżej 20% komórek wykazujących umiarkowaną 
ekspresję ZAP-70 (8, 9).

Badania aberracji cytogenetycznych metodą flu-
orescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) przepro-
wadzono na komórkach krwi obwodowej podda-
nych krótkotrwałej hodowli komórkowej (24-48h) 
w sterylnych naczyniach hodowlanych, w podłożu 
RPMI1640, z dodatkiem 20% surowicy płodowej cie-
lęcej oraz mitogenu (Lectin). Hodowle zatrzymywano 
kolcemidem o końcowym stężeniu 0,2 ug/ml hodow-
li, komórki utrwalano. Po wysuszeniu preparatów w 
temperaturze pokojowej przeprowadzano hybrydy-
zację, zgodnie z protokołem Vysis, stosując sondy: 
LSI p53/LSI ATM i LSI D13S319/LSI 13q34/CEP 12. 
Analizowano 150-300 jąder interfazowych z wykorzy-
staniem programu ISIS (MetaSystems).

Wyniki

Szczegółowo przebadano grupę 46 pacjentów w 
wieku 28-83 lat (mediana – 60 lat), częściej mężczyzn 
(M/K- 27/19) (tab. 3).

W 4 przypadkach spośród 46 (9%) nie stwierdzono 
podwyższenia ilości leukocytów we krwi obwodowej. 
Wykazano jednak obecność monoklonalnej puli ko-
mórek CD5+19+. U 20 pacjentów (43%) stwierdzono 
umiarkowany wzrost liczby leukocytów, w przedziale 
od 10 000-20 000/μl. Najliczniejszą grupę stanowili pa-
cjenci charakteryzujący się liczbą leukocytów powyżej 
20 000/μl (n = 22, 48%). Niedokrwistość stwierdzono u 
7% chorych (n = 3). Małopłytkowość obserwowano u 
11% pacjentów (n = 5).

Pacjenci zgłaszali się najczęściej z niskim stopniem za-
awansowania PBL wg Binneta (54%) i pośrednim stadium 
klinicznym wg Rai (43%). Powiększenie śledziony stwier-
dzono w połowie przypadków, a wątroby u 28% chorych. 
Limfadenopatię obserwowano u 74% pacjentów.

Analizując badane parametry biochemiczne: stęże-
nie β2mikroglobuliny, aktywność dehydrogenazy mle-
czanowej (LDH) stwierdzono przekroczenie ich normy 
odpowiednio u 30 i 24% chorych.

W badaniach parametrów immunofenotypowych, spo-
śród 46 chorych dodatnią ekspresję antygenów CD38, 
CD49d, CD11c i CD54 (powyżej 30% ekspresji ozna-
czanej w populacji komórek białaczkowych CD5+19+) 
wykryto u odpowiednio: 37, 30, 33 i 70% pacjentów. 
Dodatnią ekspresję ZAP-70 stwierdzono u 65% chorych.

Spośród aberracji cytogenetycznych badanych me-
todą fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) naj-
częściej występowała del(13) (q14) (39%), następnie 
del(11) (q22-q23) (13%), trisomia 12 (11%). Najmniej-
szy odsetek stanowili chorzy z del(17) (p13.1) (7%).
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Tabela 3. Wyniki uzyskane w badanej grupie chorych (n = 46). 

Parametry kliniczne

Powiększenie śledziony 23 (50%)

Powiększenie wątroby 13 (28%)

Powiększenie węzłów chłonnych 34 (74%)

Stadium kliniczne wg Rai: 0/I/II/III/IV
5 (11%)/15 (33%)/20 (43%)/
/1 (2%)/5 (11%)

Stadium kliniczne wg Bineta: A/B/C 25 (54%)/17 (37%)/4 (9%)

Parametry hematologiczne

Leukocyty w momencie diagnozy 
(G/l)

22 (6,1-183)

Hemoglobina < 11 g/dl 3 (7%)

Płytki < 100 (G/l) 5 (11%)

Parametry biochemiczne

Stężenie β2mikroglobuliny > normy 14 (30%)

Aktywność dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) > normy

11 (24%)

Parametry immunofenotypowe

CD38 > 30% 17 (37%)

CD49d > 30% 14 (30%)

CD11c > 30% 15 (33%)

CD54 > 30% 32 (70%)

ZAP-70 ICCH dodatni 30 (65%)

Aberracje cytogenetyczne

del(11q22-23) 6 (13%)

del(17p) 3 (7%)

trisomia 12 5 (11%)

del(13q14) 18 (39%)

Dyskusja

Badania nad patomechanizmem przewlekłej białacz-
ki limfocytowej oraz intensywny rozwój technik badaw-
czych zaowocował w ostatnich latach poznaniem szere-
gu nowych czynników, mających znaczenie dla rozwoju i 
przebiegu choroby zarówno na poziomie genu i jego re-
gulacji, jak i produktu tego genu (białka). Istotnym ogra-
niczeniem dla przeniesienia tych metod badawczych do 
codziennej praktyki klinicznej jest ich pracochłonność i 
niezwykle wysoki koszt. Techniki immunofenotypizacji, 
w tym wielokolorowa cytometria przepływowa są łatwe 
i ogólnodostępne w codziennej praktyce klinicznej. Bio-
rąc pod uwagę znaczną liczbę różnych parametrów, 
które mają znaczenie prognostyczne w PBL, istnieje 
uzasadniona potrzeba wypracowania optymalnego pa-
nelu czynników pozwalającego na prospektywną oce-
nę indywidualnej dynamiki procesu nowotworowego u 
chorych z PBL. W tym zakresie brane są pod uwagę 
czynniki kliniczne, hematologiczne, biochemiczne, im-
munofenotypowe, cytogenetyczne i biomolekularne.

Wierda i wsp. (22) przeprowadzili retrospektywną 
analizę 1674 chorych z przewlekłą białaczką limfocy-
tową diagnozowanych i leczonych w Centrum Onko-
logii M.D. Anderson w Teksasie, USA. Wyodrębnili oni 
zmienne niezależne o charakterze prognostycznym, do 
których zaliczyli: wiek, płeć, stopień zaawansowania kli-

nicznego wg Rai, liczbę zajętych grup węzłowych, bez-
względną liczbę limfocytów i stężenie β2 mikroglobuliny 
w surowicy krwi. Stały się one podstawą do stworzenia 
indeksu prognostycznego pozwalającego szacować 
całkowite przeżycie chorych z PBL. Wnioski te potwier-
dzili w swojej pracy opublikowanej w 2011 roku Bulian 
i wsp. udowadniając wartość prognostyczną przytoczo-
nych czynników na całkowite przeżycie (OS) i czas do 
włączenia leczenia (TTT) (23). Autorzy ci zaproponowali 
indeks prognostyczny obejmujący wiek, płeć, stopień 
zaawansowania klinicznego wg Binneta, stężenie β2 mi-
kroglobuliny pomijając bezwzględną liczbę limfocytów 
i stopień zaawansowania wg Rai, gdyż nie potwierdziły 
one swojej niezależnej wartości prognostycznej.

Badani przez nas pacjenci z podejrzeniem PBL kie-
rowani byli do Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpi-
ku w Katowicach z podwyższoną liczbą leukocytów w 
krwi obwodowej (93% chorych), celem diagnostyki i 
ewentualnego leczenia. U 74% stwierdzono powiększe-
nie węzłów chłonnych, u 50% powiększenie śledziony. 
Mediana wieku wyniosła 60 lat, procentowo przeważali 
mężczyźni. Dominowali chorzy z niskim stopniem za-
awansowania wg Binneta (54%) i pośrednim stadium 
klinicznym wg Rai (43%). Wyniki nasze korespondują 
z danymi publikowanymi w literaturze. Uważa się, że 
mediana wieku w momencie rozpoznania PBL zwykle 
wynosi ok. 65 lat (3). W niektórych doniesieniach opi-
sywane jest „ odmłodzenie” badanej grupy z medianą 
52 lat (8). Limfadenopatia wg literatury spotykana jest u 
3/4 pacjentów, splenomegalia u połowy (3).

Stopień zaawansowania klinicznego jest najważniej-
szym parametrem decydującym o rozpoczęciu lecze-
nia. Poszczególne grupy chorych różnią się znacznie 
medianą czasu przeżycia (powyżej 10 lat dla stadium 
wczesnego, 3-10 lat w stadium pośrednim i poniżej 
3 lat w stopniu zaawansowanym) (2). Ograniczeniem tej 
klasyfikacji w odniesieniu do prognozowania przebie-
gu choroby jest fakt, że pomimo iż ok. 50% chorych w 
momencie rozpoznania PBL spełnia kryteria wczesne, 
to w oparciu o ten fakt nie można przewidzieć dynami-
ki rozwoju choroby (24). Dlatego ważnym jest moment, 
w którym pacjent z PBL kierowany jest do hematologa. 
W  grupie niskiego ryzyka systematyczna obserwacja 
pacjenta pozwoli na uchwycenie momentu progresji 
choroby i optymalne podjęcie decyzji dotyczących tera-
pii. W badanej przez nas grupie chorych z PBL częstość 
występowania małopłytkowości i niedokrwistości była 
niska i korespondowała z liczbą chorych z zaawanso-
wanym stopniem klinicznym wg Rai i Binneta.

Parametry biochemiczne, które również należą do czyn-
ników ryzyka, są proste do oznaczenia i niskokosztowe, 
stanowią wartościowe uzupełnienie oceny aktywności 
choroby u poszczególnych chorych. Wzrost stężenia β2 
mikroglobuliny i aktywności dehydrogenazy mleczanowej 
stwierdziliśmy odpowiednio u 30 i 24%. Według danych li-
teraturowych stężenie β2 mikroglobuliny ma udowodnio-
ną silną, niezależną wartość prognostyczną co do OS 
i TTT, wchodzi w skład indeksów prognostycznych dla 
PBL (22, 23). Wykazano, że jej poziom we krwi koreluje 
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z masą guza, stopniem nacieczenia szpiku kostnego 
przez komórki białaczkowe oraz ze stadium zaawanso-
wania klinicznego choroby (25-27), a także z ekspresją 
parametrów fenotypowych: CD38 i ZAP-70 (28, 29). 
Wzrost aktywności dehydrogenazy mleczanowej we 
krwi wiąże się ze skróceniem przeżycia chorych z PBL i 
jest powiązany z wysoką ekspresją CD38 i ZAP-70 oraz 
obecnością del17p w komórkach białaczkowych (30).

Z uzyskanych przez nas danych dotyczących często-
ści występowania parametrów immunofenotypowych 
o potencjalnym znaczeniu prognostycznym (ekspresja 
CD38, CD49d, ZAP-70 powyżej normy) wynika, że w 
przypadku CD38, CD49d otrzymaliśmy porównywalnie z 
innymi około 30% dodatnich przypadków (8, 31). Liczba 
pacjentów, u których stwierdziliśmy dodatnią ekspresję 
ZAP-70 również koresponduje z danymi literaturowymi, 
choć Rassenti i wsp. obserwowali tylko 46% dodatnich 
przypadków (8). Rozbieżności te mogą wynikać z bra-
ku standaryzacji metody oznaczania kinazy ZAP-70. 
Znaczenie prognostyczne ZAP-70 i CD38 jest najlepiej 
udokumentowane w literaturze. Podwyższona ekspre-
sja CD38 (powyżej 30%) wiąże się ze złym rokowaniem 
chorych z PBL. Wzrost ekspresji ZAP-70 związany jest 
ze złym rokowaniem, szczególnie co do czasu wolne-
go od progresji (8, 9). Stwierdzono korelację pomiędzy 
podwyższoną ekspresją CD38 a ZAP-70 i obecnością 
mutacji IgVH. Czynniki te, jeżeli występują łącznie, mają 
silniejsze znaczenie rokownicze ze względu na ich zwią-
zek czynnościowy (4, 10). Udowodniono również zna-
czenie rokownicze CD49d jako niezależnego czynnika 
rokowniczego dla TTT i OS (12, 32) oraz jego korelację 
z CD38 i cytoplazmatyczną ekspresją ZAP-70 (13).

Znaczenie rokownicze w przewlekłej białaczce limfo-
cytowej antygenu CD54 jest niejednoznaczne. Dysku-
towany jest „próg odcięcia” dla dodatniego wyniku przy 
oznaczaniu CD54 (19, 20, 33-35). We wcześniejszych 
badaniach własnych wykazaliśmy brak korelacji po-
między CD54 a CD38 i ZAP-70 (13). Nie stwierdziliśmy 
również korelacji CD11c z CD38 i ZAP-70. Okazało się 
natomiast, że pomimo braku korelacji aż 87% pacjentów 
ZAP-70 pozytywnych wykazuje obecność przynajmniej 
1 z 3 wskaźników badanych metodą cytometrii prze-
pływowej (CD38, CD49d, CD11c). W  grupie analizo-
wanych chorych w przypadkach CD38(-) i równocze-
śnie CD49d+ i/lub CD11c+ aż 90,9% pacjentów było 
ZAP-70 pozytywnych. Można więc przypuszczać, że 
markery te mogą mieć komplementarny charakter w 
prognozowaniu dynamiki przebiegu PBL i powinny być 

włączone do panelu czynników prognostycznych.
W badanej grupie chorych obecność anomalii cyto-

genetycznych w badaniu metodą FISH stwierdzono u 
70% pacjentów. Źródła literaturowe podają aż 80% czę-
stość występowania zaburzeń cytogenetycznych w PBL 
(36-38). W badanej przez nas grupie uzyskano zbliżone 
wartości częstości występowania delecji o niekorzystnym 
znaczeniu prognostycznym: del(11) (q22-q23) – 13% i 
del(17) (p13.1)  –  7%. Pomimo, że pacjenci ci stanowią 
małą grupę, to wydaje się korzystne badanie tych aber-
racji cytogenetycznych w celu wyselekcjonowania cho-
rych o gorszym rokowaniu. Udowodniono, że obecność 
del(11q22-23), opisywana u około 10-20% chorych z PBL 
jest powiązana z szybką progresją choroby, obecnością 
masywnej limfadenopatii, złą odpowiedzią na zastoso-
wane leczenie oraz z krótszym czasem przeżycia wyno-
szącym około 80 miesięcy (39, 40). Delecja 17p jest ob-
serwowana u 8-10% chorych w momencie rozpoznania 
choroby oraz u około 30% pacjentów, którzy nabyli opor-
ność na leczenie cytostatyczne. Grupę tą charakteryzuje 
szybka progresja objawów choroby, zła odpowiedź na 
leczenie analogami puryn oraz lekami alkilującymi oraz 
czasem przeżycia skróconym do 30 miesięcy (41-43). 
Stwierdzenie delecji w obrębie chromosomu 17 jest jed-
nym ze wskazań do wdrożenia leczenia z użyciem prze-
szczepienia allogenicznych komórek krwiotwórczych. 
Z tego względu, pomimo niskiej częstości występowania 
tej delecji, co potwierdziliśmy również w naszych obser-
wacjach, badanie cytogenetyczne ma szczególną war-
tość kliniczną.

Wnioski

1.	W połowie przypadków w chwili rozpoznania prze-
wlekłej białaczki limfocytowej stwierdza się niski 
stopień zaawansowania klinicznego, występują 
jednak zmiany narządowe (powiększenie wątroby, 
śledziony i węzłów chłonnych).

2.	Diagnostyka przewlekłej białaczki limfocytowej 
obok badania podstawowych antygenów komórek 
PBL, powinna obejmować markery o znaczeniu 
prognostycznym (CD38, CD49d, ZAP-70) oznacza-
ne metodami immunofenotypowymi, w tym wielo-
kolorową cytometrią przepływową.

3.	Pomimo niskiej częstości występowania nie-
korzystnych rokowniczo aberracji cytogene-
tycznych wykrywanych metodą FISH badanie 
del(17) (p13.1) i del(11) (q22-q23) powinno być 
włączone do panelu w momencie diagnozy.
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