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WYKAZ SKRÓTÓW 

allo-HCT – allogeneic hematopoietic cell transplantation – allogeniczna transplantacja komó-
rek uk adu krwiotwórczego  

APC – antigen presenting cells – komórki dendrytyczne prezentuj ce antygen 

CCL – Chemokine (C-C motif) Ligand– chemokina ( ligand) np. CCL10, CCL27 

CCR – Chemokine (C-C motif) Receptor  - receptor dla chemokin np. CCR4, CCR10 

CD – Cluster of Differentiation – antigen ró nicowania komórkowego np. CD4, CD5, CD26 

CLA – Cutaneous Lymphocyte Antigen – antigen limfocytów skórnych 

CTACK – Cutaneous T cell-Attracting Chemokine – chemokina dla skórnych limfocytów T 
(przyciagaj ca limfocyty T skóry) 

CTCL – Cutaneous T Cell Lymphoma – ch oniak pierwotnie skórny T-komórkowy 

Cy5 – Cyanin5 – cyjanina 5 

CXCR – Chemokine (CXC motif) Receptor – receptor chemokin z grupy CXC np. CXCR3 

DC – dendritic cells – komórki dendrytyczne 

EORTC – European Organization for Research and Treatment of Cancer – Europejska Or-
ganizacja ds Bada  i Leczenia Nowotworów 

FCS – Fetal Calf Serum – p odowa surowica ciel ca

FITC – Fluorescein Isothiocyanate – izotiocyjanian fluoresceiny 

GM-CSF – Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor – czynnik stymuluj cy two-
erzenie kolonii granulocytów i makrofagów 

ICAM-1 – intercellular adhesion molecule 1 – cz steczka adhezji mi dzykomórkowej 1 

IL – Interleukina  np. IL-4, IL-7 

ISCL – International Society for Cutaneous Lymphomas – Mi dzynarodowe Stowarzyszenie 
ds. Ch oniaków Skóry 

LN– Lymph Node – w ze  ch onny 

MF – Mycosis fungoides – ziarniniak grzybiasty 

NCI – National Cancer Institute – Instytut National Cancer  

NK – Natural Killer– naturalni zabójcy 

PCR – Polymerase Chain Reaction – a cuchowa reakcja polimerazy 

PE – Phycoerythrin – fikoerytryna 

PE-Cy5 – Phycoerythrin Cyanin 5 – tandem fluorochromów: fikoerytryny i cyjaniny  

PerCP – Peridinin-Chlorophyll-Protein – fluorochrom 

PNAd – Peripherial Node Adressin – adresyna obwodowych w z ów ch onnych 

RANTES – Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted (CCL5) – che-
mokina wykazuj ca dzia anie poprzez aktywacj , chemotaksj , adhezj  limfocytów T  
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RT-PCR – Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction – zmodyfikowana a cuchowa 
reakcja polimerazy wykorzystujaca jako matryc  mRNA (dzi ki odwrotnej transkrypta-
zie) 

SAv-PerCP – Streptavidin-Peridinin-Chlorophyll-a Protein – tandem streptawidynu z PerCP 

SBA – Southern Blotting Analysis – analiza Southern Blotting 

SPSS – Statistical Product and Service Solutions – metoda statystyczna 

SS – Sézary syndrome – zespó  Sézary’ego 

TARC – Thymus and Activation Regulated Chemokine – chemokina regulowana przez akty-
wacj  i grasic

TCR – T  Cell Receptor – receptor limfocytów T 

TNMB – Tumor, Nodules, Metastasis, Blood – guz, w ze  ch onny, przerzut, krew 

TOPO® vector – nazwa w asna powi zana z kluczowym dla procesu enzymem topoizome-
raz  I DNA 

WHO – Word Health Organization – wiatowa Organizacja Zdrowia 
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WYKAZ PRAC B D CYCH PRZEDMIOTEM ROZPRAWY 

Podstaw  niniejszej rozprawy habilitacyjnej stanowi sze  ni ej wymienionych publika-
cji, prezentuj cych wyniki przeprowadzonych przeze mnie bada  dotycz cych receptorów 
chemokin i antygenu CD26, odgrywaj cych wa n  rol  w trudnej diagnostyce ch oniaków 
pierwotnych skóry z komórek T: ziarniniaka grzybiastego i zespo u Sézary’ego oraz hodowli 
komórek Sézary’ego. Badania te mog , w moim odczuciu, stanowi  warto  przyczynkow
do patogenezy pierwotnych ch oniaków skóry.

1. Sokolowska-Wojdylo M, Wenzel J, Gaffal E, Lenz J, Speuser P, Erdmann S, Abuzahra F, 
Bowman E, Roszkiewicz J, Bieber T, Tüting “Circulating clonal CLA(+) and CD4(+) T cells 
in Sézary syndrome express the skin-homing chemokine receptors CCR4 and CCR10 as 
well as the lymph node-homing chemokine receptor CCR7.” Br J Dermatol.
2005;152(2):258-64 [66] IF 2,978, MNiSW 24

2. J. Wenzel, S. Henze, E. Wörenkämper, E. Basner-Tschakarjan, M. Sokolowska-Wojdylo,
J. Steitz, T. Bieber and T. Tüting “Role of the Chemokine Receptor CCR4 and its Ligand 
Thy-mus and Activation-Regulated Chemokine/CCL17 for Lymphocyte Recruitment in 
Cutaneous Lupus Erythematosus”  J Invest Dermatol 2005; 124, 1241–1248 [78] IF 4,406, 
MNiSW 24

3. M. Soko owska-Wojdy o, J. Roszkiewicz “Rola chemokin i ich receptorów w ch oniakach T-
komórkowych pierwotnie skórnych.” Przegl. Dermatol 2004;91:509-515 [64] MNiSW 4

4. M. Soko owska-Wojdy o, J. Roszkiewicz, W. Bara ska-Rybak, E. Gaffal, A. Szczerkowska-
Dobosz, J. Wenzel, T. Tüting  „Ocena ekspresji antygenu CD26 na limfocytach T DC4+CLA+ 
krwi obwodowej pomocn  metod  w diagnostyce pierwotnie skórnych ch oniaków z komórek T 
Przegl Dermatol 2006;93:663-666 [65] MNiSW 4

5. M. Soko owska-Wojdy o, A. Maciejewska-Radomska, A. Lewandowski, W. Bara ska-Rybak,
H. ugowska-Umer, J. Roszkiewicz „Dipeptydylowa aminopeptydaza IV (CD26) w 
codziennej diagnostyce ch oniaków pierwotnie skórnych z komórek T (Cutaneous T Cell 
Lymphomas –CTCL)” Przegl Dermatol. 2010; 97:74-78 [63] MNiSW 6

6. M. Soko owska-Wojdy o, P. Speuser, T. Tüting „Hodowla nowotworowych komórek T w ch o-
niakach pierwotnie skórnych z komórek T – nieustaj ce wyzwanie” Przegl Dermatol
2007;4:495-498 [67] MNiSW 4 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2133.2004.06325.x
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022202X15323174?via%3Dihub
https://www.termedia.pl/Dipeptydylowa-aminopeptydaza-IV-CD26-w-codziennej,56,14641,0,0.html
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rymentalnej Kliniki Dermatologii Uniwersytetu Medycznego w Bonn, Niemcy (Labor 
fur Experimentelle Dermatologie der Klinik und Poliklinik fur Dermatologie des Univer-
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Praca W-152 2003-2006 Gda ski Uniwersytet Medyczny, kierownik projektu: Ma gorza-
ta Soko owska-Wojdy o Ekspresja antygenów ró nicowania (CD, cluster differrentia-
tion), ze szczególnym uwzgl dnieniem CD26 oraz receptorów chemokin na limfocytach 
T krwi obwodowej w pierwotnie skórnych ch oniakach z komórek T  oraz chorobach za-
palnych skóry przebiegaj cych pod postaci  erytrodermii. 

Praca Statutowa Gda skiego Uniwersytetu Medycznego ST-66 2006-2008 Nowe mo li-
wo ci w diagnostyce ró nicowej najcz ciej wyst puj cych zapalnych dermatoz oraz 
nowotworów skóry 
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1. WST P

W XVIII wieku naukowcy podj li temat skóry jako narz du. Wcze niej rozumiano 
zmiany skórne jako objawy chorób wewn trznych lub braku równowagi w dystrybucji flu-
idów cia a i uwa ano, e te zaburzenia o wiele pro ciej jest diagnozowa  poprzez analiz  mo-
czu. Giovanni Batista Morgani (1682-1771) poruszy  problem wagi poszczególnych tkanek i 
organów. Pierwsza ksi ka, autorstwa Anne Charles Lorry’ego, wzmiankuj ca o szybko ro-
sn cych, licznych guzach w obr bie skóry (niem. Fleischgewächse (sarcome)),  niestety nie-
mo liwych do zdiagnozowania wspó cze nie na podstawie opisu, powsta a w 1776 roku. W 
1806 roku, dr Albert w „Monographie des Dermatoses” zaprezentowa  po raz pierwszy pa-
cjenta ze zmianami skórnymi, które opisa  szczegó owo jako  „pian fongoides” w 1814 roku, 
a w 1832 przemianowa  na „Mycosis fungoides” [2,3]. Opisa  pacjenta, którego choroba roz-
pocz a si  od zmian rumieniowo-z uszczaj cych skóry i doprowadzi a go do mierci, w sta-
dium licznych guzów skóry, przypominaj cych le ne grzyby, po 5 latach trwania choroby. 
Chocia  dr Albert zakwalifikowa  Mycosis fungoides do chorób wenerycznych,  uznaj c za 
europejska odmian  tropikalnej choroby zwanej „osp  z Amboyna” spotykan  w Indonezji  
lub frambezji, to wspó cze nie, na podstawie jego opisu, uznaje si , e by o to pierwsze do-
niesienie dotycz ce ch oniaka pierwotnie skórnego wywodz cego si  z komórek T  - nadal 
zwanego ziarniniakiem grzybiastym [21].  

Kolejne kroki w diagnostyce ch oniaków poczyniono w wieku XIX. W 1845 w Rudolf 
Virchow stworzy  termin ch oniak dla grupy guzów, które w utkaniu histopatologicznym 
przypomina y guzy tkanek limfatycznych, np. wywodz cych si  z grudek ch onnych jelit. Ba-
dacz ten nie odró nia  wtedy jeszcze zmian nowotworowych od zapalnych, a ziarniniak grzy-
biasty  uznawa  za odmian  frambezji. W 1864 roku Heinrich Köbner opisa  obraz histopato-
logiczny ch oniaka jako guza brodawek skóry, przypominaj cego utkaniem g bk . Ostatecz-
nie powi zano MF z uk adem ch onnym w 1869 roku. Badania histopatologiczne prowadzone 
przez Xaviera Gillot oraz Louis Antonie Ranvier wykaza y rozwój („regeneracj ”) tkanki lim-
fatycznej w skórze  i postulowali uznanie MF za skórn  manifestacj  ch oniaka. Gillot opisa
tak e jako pierwszy stadia tej choroby: rumieniowe (sw dz ce, czerwone zmiany zwane ang. 
patches), lichenoidalne (sw dz ce grudki i blaszki skórne), guzowate (guzy przypominaj ce
grzyby le ne) oraz wrzodziej ce i bliznowaciej ce (z rozpadem guzów) [22].  Jednak to Er-
nest Bazin , a nie Gillot jest uznany za twórc  stadiów klinicznych MF pomimo, e informa-
cje na temat trzech stadiów MF opublikowa  rok pó niej [6]. W 1885 roku Emile Vidal i Jean-
Louis Brocq opisali trzy przypadki MF o zaskakuj cym przebiegu, w których od pocz tku 
choroby w skórze wyst powa y guzy, a przebieg choroby by  bardzo gwa towny. Ten typ na-
zwano wówczas Mycosis fungoides d’emblée. Dzi  uwa a si , e te przypadki s  zakwalifi-
kowane do grupy ch oniaków skóry o agresywnym przebiegu [21].  

W 1892 roku opisano trzeci podtyp (jak wówczas uwa ano) MF erytrodermiczny. Doko-
nali tego Frangois Hensi Hallopeau i Ernest Besnier [9]. Jednak dopiero Albert Franz Sézary 
powi za  erytrodermi  w przebiegu MF z bia aczk . Swoje spostrze enia przedstawi  w 1938 
roku na spotkaniu Francuskiego Towarzystwa Dermatologii i Symilografii pod nazw  bia-
aczkowej odmiany retikulozy skóry [61]. Dzi  ta odmiana MF zwana jest zespo em Séz-

ary’ego. Natomiast komórki Sézary’ego, wraz z charakterystycznym mózgokszta tnym j -
drem, zosta y opisane szczegó owo przez Lütznera w 1968 roku [46,47].  

W 1975 roku po raz pierwszy uznano odr bno  ziarniniaka grzybiastego i zespo u Sézar-
y’ego. Powstaj ce kolejno klasyfikacje ch oniaków skóry doprowadzi y ostatecznie do klasyfi-
kacji WHO (the Word Health Organization)  z 2008 roku powsta ej na bazie klasyfikacji WHO-
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EORTC (the European Organization for Research and Treatment)  z roku 2005 [70,79]. Klasy-
fikacj  WHO-EORTC, któr  najch tniej pos uguj  si  dermatolodzy przedstawia Tabela 1 [79].  

Poszczególne typy pierwotnych ch oniaków skóry cechuje odmienny przebieg kliniczny i 
rokowanie w porównaniu z ch oniakami uk adowymi. Ch oniaki skóry maj  najcz ciej prze-
bieg przewlek y, ale ca kowite wyleczenie chorego rzadko jest mo liwe.  

Tabela 1. Klasyfikacja ch oniaków pierwotnych skóry wg WHO-EORTC [79] 

Pierwotne ch oniaki skóry z komórek T i NK 

Ziarniniak grzybiasty 

Odmiany ziarniniaka grzybiastego: 

Odmiana folikulotropowa 

Siatkowica pagetoidalna 

Skóra obwis a i ziarniniakowa 

Zespó  Sézary’ego  

Pierwotne skórne choroby limfoproliferacyjne z komórek T CD30+ 

Lymphomatoid papulosis 

Pierwotny skórny ch oniak anaplastyczny z du ych komórek T CD30+ 

Bia aczka / ch oniak z komórek T doros ych  

Ch oniak z komórek T typu zapalenia tkanki podskórnej 

Ch oniak pozaw z owy z komórek NK/T, typ nosowy 

Pierwotne ch oniaki skóry z obwodowych komórek T, odmiany rzadkie 

Pierwotny ch oniak skóry agresywny epidermotropowy z cytotoksycznych 
komórek CD8+ 

Pierwotny ch oniak skóry z komórek T 

Pierwotny ch oniak skóry z ma ych / rednich komórek T CD4+ 

Pierwotne ch oniaki skóry z komórek B

Pierwotny skórny ch oniak strefy brze nej

Pierwotny skórny ch oniak z o rodków rozmna ania 

Pierwotny skórny ch oniak rozlany z du ych komórek, typu ko czynowego 

Pierwotny skórny ch oniak rozlany z du ych komórek, inne 

ródnaczyniowy ch oniak z du ych komórek B  

Nowotwór z komórek prekursorowych 

Nowotwór z blastycznych plazmocytoidalnych komórek dendrytycznych (Nowotwór 
hematodermiczny CD4+/CD56+ (Ch oniak blastyczny z komórek NK  ) 
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Diagnostyka i leczenie pierwotnych ch oniaków skóry jest zagadnieniem interdyscypli-
narnym, w które s  zaanga owani lekarze dermatolodzy, onkolodzy, hematolodzy i patomor-
folodzy. Rozpoznanie histopatologiczne stanowi klucz do rozpoznania. 

Nacieki z atypowych limfocytów T stwierdza si  zarówno w naskórku, jaki i skórze w a-
ciwej, wokó  mieszków w osowych, gruczo ów potowych, a tak e w tkance podskórnej -  w 

zale no ci od odmiany ch oniaka pierwotnie wywodz cego si  ze skóry z komórek T. Nato-
miast w odmianach wywodz cych si  z limfocytów B naciek nowotworowy najcz ciej loka-
lizuje si  w g bszych warstwach skóry w a ciwej. Wiadomo, e w s siedztwie nowotworo-
wych limfocytów T stwierdza si  znaczn  ilo  komórek dendrytycznych. Obecno  komórek 
dendrytycznych ma kluczowe znaczenie dla  przetrwania komórek T  i jest wykorzystywane 
w hodowlach linii komórkowych [70,79]. 

Odró nienie rzadko wyst puj cych postaci ch oniaków skóry od ziarniniaka grzybiastego 
oraz prawid owe ró nicowanie zespo u Sézary’ego z erytrodemi  o innej etiologii, zarówno 
nowotworow  (erytrodermiczne postaci ziarniniaka grzybiastego – o korzystniejszym roko-
waniu w porównaniu z SS), jak i zapaln  (wyprysk, uszczyca, atopowe zapalenie skóry, 
osutki polekowe i in.) jest kluczem do w a ciwego leczenia CTCL [31,38].  Podej cie tera-
peutyczne w ch oniakach skóry uwarunkowane jest bowiem rozpoznaniem histopatologicz-
nym i stopniem zaawansowania nowotworu, ocenianym zgodnie z klasyfikacj  TNMB (Tabe-
la 2 i 3).

Tabela 2. Klasyfikacja TNMB ziarniniaka grzybiastego oraz zespo u Sézary’ego wg 
ISCL/EORTC [70,79] 

Skóra 

T1

T1a

T1b

Zmiany rumieniowe, grudki lub/i zmiany naciekowe zajmuj ce poni ej 10% po-
wierzchni skóry  

 - tylko zmiany rumieniowe 

 - zmiany rumieniowe i naciekowe 

T2 Zmiany rumieniowe, grudki lub/i zmiany naciekowe zajmuj ce ponad 10% po-
wierzchni skóry  

T3 Guz (pojedynczy lub liczne, o rednicy powy ej 1cm 

T4 Erytrodermia (ponad 80% powierzchni skóry) 

W z y ch onne 

N0 Bez klinicznie badalnych nieprawid owych w z ów ch onnych (szyjnych, nad 
obojczykowych, okolicy nadk ykcia przy rodkowego ko ci ramiennej, pacho-
wych, pachwinowych; centralne w z y ch onne nie s  uj te w klasyfikacji); 
biopsja nie jest wymagana 

N1 Klinicznie nieprawid owe (spoiste, nieregularne, w pakietach lub o rednicy 
przekraczaj cej 1,5cm) w z y ch onne, histopatologicznie: wg NCI LN0-2 lub 
klasyfikacji holenderskiej: stopie  1 
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 - N1a 

 - N1b 

 - w badaniu molekularnym: poliklonalne 

 - w badaniu molekularnym: monoklinalne 

N2

 - N2a 

 - N2b 

Klinicznie nieprawid owe w z y ch onne, histopatologicznie: wg NCI LN3 lub 
klasyfikacji holenderskiej: stopie  2 

 - w badaniu molekularnym: poliklonalne 

 - w badaniu molekularnym: monoklonalne 

N3 Klinicznie nieprawid owe w z y ch onne, histopatologicznie: wg NCI LN4 lub 
klasyfikacji holenderskiej: stopie  3-4, poliklonalne lub monoklonalne 

Nx Klinicznie nieprawid owe w z y ch onne bez oceny histopatologicznej 

Zaj cie narz dów wewn trznych 

M0 Bez zaj cia narz dów wewn trznych 

M1 Z zaj ciem narz dów wewn trznych 

Stopie  zaj cia krwi obwodowej 

B0 

 - B0a 

 - B0b 

5% limfocytów krwi obwodowej o morfologii atypowych komórek Sézary’ego 

 - poliklonalnych 

 - monoklonalnych 

B1 

 - B1a 

 - B1b 

5% limfocytów krwi obwodowej o morfologii komórek Sézary’ego, w ilo ci nie 
spe niaj cej kryterium B2  

- poliklonalnych 

 - monoklonalnych 

B2 1000 monoklonalnych komórek Sézary’ego we krwi obwodowej  

lub

Rozrost komórek CD3+ lub CD4+ z stosunkiem CD4/CD8 > 10 

lub

Rozrost komórek CD4+ o nieprawid owym fenotypie (z utrat  CD7 i CD26) 

Klonalno  – rearan acja receptora TCR oceniana metod  PCR lub metod  Southern blot
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Tabela 3. Klasyfikacja stopnia zaawansowania choroby wg ISCL/EORTC (stadia zaawanso-
wane: IIB-IVB) [70,79] 

 T N M B 

IA 1 0 0 0- 1 

IB 2 0 0 0-1 

IIA 1-2 1-2 0 0-1 

IIB 3 0-2 0 0-1

III 4 0-2 0 0-1

IIIA 4 0-2 0 0

IIIB 4 0-2 0 1

IVA 1 1-4 0-2 0 2

IVA 2 1-4 3 0 0-2

IVB 1-4 0-3 1 0-2

Waga w a ciwego rozpoznania CTCL wynika z faktu, e spektrum leczenia ch oniaków 
ró nych od ziarniniaka grzybiastego rozci ga si  od  post powania zachowawczego, takiego 
jak w pierwotnych skórnych chorobach limfoproliferacyjnych z komórek T CD30+ np. w 
lymphomatoid papulosis, do bardzo agresywnego leczenia, jak np. w pierwotnym ch oniaku 
skóry z komórek T gamma/delta, czy te  w pierwotnym ch oniaku skóry agresywnym epi-
dermotropowym z cytotoksycznych komórek CD8+. Mo liwo ci wspó czesnych metod le-
czenia najcz stszych postaci CTCL, takich jak ziarniniak grzybiasty i zespó  Sézary’ego nadal 
niestety ograniczaj  si  jedynie do zmniejszenia nasilenia objawów, nie wp ywaj c na ca ko-
wity czas prze ycia chorych. St d najwa niejszymi parametrami oferowanego leczenia po-
winny by  bezpiecze stwo i poprawa jako ci ycia chorego. Dotyczy to równie  chemiotera-
pii systemowej, co t umaczy dlaczego preferuje si  monoterapi  lekami doustnymi, a w przy-
padku braku odpowiedzi  - do ylnymi, o jak najmniejszym profilu toksyczno ci. Polichemio-
terapia przynosi krótkotrwa y efekt i obarczona jest du  toksyczno ci , st d jej stosowanie 
wydaje si  niecelowe. Wyj tkiem jest zastosowanie polichemioterapii u m odych chorych po-
ni ej 40-50 roku ycia jako przygotowania do allogenicznej transplantacji komórek uk adu
krwiotwórczego (allo-HCT, allogeneic hematopoietic cell transplantation), która daje szanse 
na wyleczenie. Brak mo liwo ci wyleczenia ch oniaków wywodz cych si  ze skóry zmusza 
do poszukiwania nowych metod terapeutycznych. Coraz cz ciej nowe leki powstaj  na bazie 
wiedzy na temat patogenezy choroby np. przeciwcia a anty-CD25 (denilukin diftitoks), anty 
CD20 (rituksimab), czy te  przeciwcia a anty-CCR4 czy anty-CCR3 [82]. St d zasadno  ba-
da  i poszerzania wiedzy na temat biologii choroby. Badania nad ch oniakami wywodz cymi 
si  ze skóry s  tak e przydatne z innego wzgl du: ch oniaki te mo na uzna  za prototyp roz-
woju nowotworu w sensie ogólnym. Bardzo trudno jest bada  wczesne fazy np. ch oniaków 
w z owych, gdy  s  one najcz ciej rozpoznawane w fazie pe noobjawowej, zaawansowanej. 
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Natomiast w skórze ju  od okresu najdyskretniejszych zmian skórnych, cz sto jeszcze nie 
nowotworowych, mo na prowadzi  obserwacj  kliniczn , a tak e powtarza  biopsje i prowa-
dzi  szczegó owe badania nad procesami rozwoju nowotworów. Szczególnie ch oniaki skóry 
T-komórkowe mog  by  poprzedzone zmianami zapalnymi skóry (np. przy uszczyca wiel-
koogniskowa mog ca wyprzedza  MF).  Tak e interesuj ce s  ró nice pomi dzy odmianami 
ch oniaków, szczególnie pomi dzy ziarniniakiem grzybiastym i zespo em Séazary’ego. W 
obu tych chorobach, w badaniu histopatologicznym skóry mo na stwierdzi  takie same zmia-
ny, a jednak przebieg tych chorób jest bardzo ró ny: przewlek y w MF, bardziej agresywny, z 
zaj ciem w z ów ch onnych i odczynem bia aczkowym od pocz tku choroby  w SS. Badania 
nad ró nicami w obu ww. jednostkach chorobowych mog  przyczyni  si  zarówno do posze-
rzenia wiedzy na temat rozprzestrzeniania si  procesu nowotworowego, a tak e nad migracj
limfocytów T w ustroju [62,68,79]. 

Zaburzenia immunologiczne w CTCL by y ju  wielokrotnie szczegó owo opisywane 
[31,41]. W wi kszo ci przypadków MF i SS podkre la si  monoklonaln  ekspansj  limfocy-
tów T CD4+ oraz ich aktywacj , z której wynika produkcja licznych cytokin i czynników 
wzrostu oddzia ywuj cych na keratynocyty, co prowadzi do stanu zapalnego skóry w a ciwej 
i naskórka, a klinicznie wyra a si  rumieniem i z uszczaniem [41]. To, w jaki sposób i dzi ki
jakim procesom nowotworowe komórki T  namna aj  si  w skórze, prowadz c do rozwoju 
zmian nowotworowych, a z czasem dlaczego dochodzi do ich rozsiewu (przerzutowania) do 
w z ów ch onnych, krwi obwodowej i narz dów wewn trznych, pozostaje wci  nurtuj cym 
problemem. Coraz cz ciej podnosi si  rol  chemokin i ich receptorów, uznaj c je odpowie-
dzialnym za proces wybiórczej migracji limfocytów T (zwanej po angielsku T cell homing)
zarówno w stanie zapalnym jak i wstanie rozwoju nowotworu [30,48,59].  

Chemokiny to grupa bia ek wielko ci 8-11kDa, która mo na podzieli  w zale no ci od 
rozmieszczenia cysteiny na cztery podgrupy: C, CC, CXC, CX3C [14]. Nazewnictwo chemo-
kin i ich receptorów opiera si  na numeracji (numery nadawano w kolejno ci odkrywania / 
opisywania cz stek). Do ka dego numeru dodana jest litera L – gdy mamy do czynienia z li-
gandem lub R – gdy z receptorem. Wi kszo  poznanych chemokin (ponad 50) nale y do ro-
dzin CC i CXC. Chemokiny oddzia ywaj  z komórkami przez b onowe domeny receptorów 
bia kowych. Opisano dotychczas 18 receptorów chemokin. Niektóre z nich cz  si  z kilko-
ma chemokinami, jak i poszczególne chemokiny mog  oddzia ywa  na kilka receptorów 
[14,59,64].  
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2. CELE PRACY

1. Ocena ekspresji receptorów chemokin CCR4, CCR7, CCR10 na komórkach 
CD4+CLA+ migruj cych do skóry (ang. skin homing) we krwi pacjentów z ch oniaka-
mi skóry: zespo em Sézary’ego i ziarniniakiem grzybiastym, z chorob  zapaln  (tocz-
niem uk adowym) oraz u osób zdrowych. 

2. Analiza przydatno ci utraty antygenu CD26 na limfocytach T w diagnostyce oraz oce-
nie progresji / regresji ch oniaków pierwotnie wywodz cych si  ze skóry z komórek T 
oraz chorobach zapalnych. 

3. Hodowla nowotworowych limfocytów T pacjenta z zespo em Sézary’ego jako próba 
wyprowadzenia linii komórek Sézary’ego. 
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3. MATERIA  I METODY 

3.1. Analiza receptorów chemokin  w krwi obwodowej pacjentów z pierwotnie skór-
nymi ch oniakami wywodz cymi si  z komórek T.  

Diagnoza ch oniaków pierwotnych skóry ( CTCL – Cutaneous T Cell Lymphoma) zosta-
a ustalona na podstawie obrazu klinicznego, badania histopatologicznego, metod immu-

nohistochemicznych oraz  molekularnych zgodnych z przyj tymi kryteriami EORTC ( 
European Organisation of Research and Treatment of Cancer). Wiek pacjentów i zdro-
wych ochotników wynosi  odpowiednio 50-81 lat i 30-50 lat. Wszystkie osoby poddane 
badaniu stanowi y populacj  rasy kaukaskiej. 

Izolacja komórek jednoj drzastych z krwi obwodowej (PMBC) osób badanych (pacjen-
tów z Klinik Dermatologii  Uniwersytetów  Medycznych w Bonn (Niemcy), Aachen 
(Niemcy) i Gda sku (Polska)) zosta a wykonana w gradiencie g sto ci, stosuj c do tego 
celu Ficoll jako mieszanin  rozdzielaj c (LymphoprepTM (Axis-Shield PoC AS, Nor-
way). W ród osób poddanych badaniom wyodr bniono 3 grupy: pacjentów z zespo em 
Sézary’ego (5 chorych), pacjentów z ziarniniakiem grzybiastym (6 chorych) i zdrowych 
ochotników (4 osoby).  

U wszystkich osób  przeprowadzono Immunofenotypowanie komórek krwi obwodowej 
oraz klonowanie i sekwencjonowanie TCR V.

Do analiz wykorzystano nast puj ce przeciwcia a:   

IO Test Beta Mark TCRV  Repertoire Kit® - TCRV 2/FITC (MPB2D5), TCRV 17 
/FITC (E17.5F3.15.13), CD4 PC5 (I3B8.2), IgG1/FITC (679.1Mc7), IgG1 PE 
(679.1Mc7), IgG1 PC5 (679.1Mc7) firmy  Beckman Coulter, Fullerton; 

anty- CCR7 PE (3D12), CCR4 PE (1G1), CLA biotin/FITC (HECA 452), CD3 
FITC/PE (SK7), CD4/ FITC (RPA-T4), CD4 PE (SK3), CD4 PerCP (Leu-3a), CD8 
PerCP (Leu-2a), IgG1 PerCP (X40), IgM biotin (R4-22), IgG1 (MOPC 21) firmy BD 
Pharmingen, San Diego, CA, USA;  

przeciwcia a kozie  F(ab)2 anty-mysie IgG PE i  kozie F(ab)2 anty-mysie IgG (H+L) 
Cy-5 firmy Jackson Immuno Research Lab. Inc, West Grove, PA, USA oraz Strepta-
vidin PerCP firmy BD Pharmingen, San Dirgo, CA, USA.  

oczyszczone monoklonalne mysie przeciwcia o CCR10 IgG (klon 1908) zosta o
przygotowane przez DNAX Research Institute (Palo Alto, USA). W celu wykrycia 
aktywno ci CCR10 reakcj  przeprowadzono stopniowo, wykorzystuj c kolejno na-
st puj ce przeciwcia a: monoklonalne przeciwcia o anty-CCR10, kozie anty-mysie 
przeciwcia o IgG PE, nast pnie biotynylowane monoklonalne przeciwcia o anty-
CLA oraz polimer peroksydazy chrzanowej ze streptawidyn  (Streptavidin PerCP) i 
przeciwcia o anty-CD4 znakowane FITC.  

IO Test Beta Mark TCRV  Repertoire Kit® zosta  wykorzystany zgodnie z za czo-
nym protoko em.

Wyniki analizy IO Test Beta Mark TCRV  Repertoire Kit® zweryfikowano z wykorzy-
staniem cytometrii przep ywowej  z przeciwcia em przeciw dominuj cemu fragmentowi a -
cucha TCR V (TCR V2 lub TCR V17) i nast powym barwieniem  przeciwcia ami anty-
mysimi  Cy-5 IgG oraz CD3/ FITC i CCR4 PE. Ponadto wykorzystano  metod  hot start PCR 
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oraz RT-PCR stosuj c w tym celu PAX gene Blood RNA Kit (Quiagen, Valencia, CA, USA). 
cDNA komplementarne wygenerowano z 1µg RNA z wykorzystaniem oligonukleotydów 
pe ni cych rol  starterów (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)  i odczynników cMaster 
RT plus PCR System and cMaster RT Kit (Eppendorf, Hamburg, Niemcy) w nast puj cych 
warunkach: 42 ºC przez 70 min, nast pnie 85 ºC przez 5 min. Reakcj  PCR przeprowadzono 
w próbkach o obj to ci 50 µl z odczynnikami cMaster RT plus PCR System i cMaster RT Kit 
(Eppendorf jw.) i starterami opisanymi ww. te cie.  

TCRV : 5’-GCTTCTACATCTGCAGTGC-3’ i 5’TTCTGATGGCTCAAACACAG-3’ 
dla pacjenta allela 1  

oraz 5’CCAAAAGAACCCGACAGCTTTC-3’ i 5’TTCTGATGGCTCAAACACAG-3’ 
dla allela 2.

Warunki reakcji: wst pna  denaturacja 94 ºC – 5 minut,  35 cykli replikacyjnych, które 
obejmowa y: denaturacj  w a ciw  94ºC – 30 sekund, hybrydyzacj  (do czanie starterów) 
58 ºC – 30 sekund, elongacj  (wyd u anie starterów) 68 ºC – 1 minuta, oraz 5 minutow  in-
kubacj  w temp. 68 oC w celu doko czenia niekompletnych syntez i pe nej hybrydyzacji po-
jedynczoniciowych komplementarnych produktów. Produkty reakcji PCR zanalizowano w 
aparacie do elektroforezy na 2% elu agarozowym. Zamplifikowane fragmenty DNA o 130 i 
150 par zasad (Qiaex II, Quiagen)  wklonowano do wektora TOPO (TOPO-TA Cloning Sys-
tem®, Invitrogen, San Diego, CA, USA). Produkty klonowania poddano sekwencjonowaniu 
w MWG-Biotech AG (Ebersberg, Niemcy).  

Trójbarwna cytometria przep ywowa zosta a przeprowadzona z 5x105 st onych leuko-
cytów wyizolowanych z krwi obwodowej pacjentów (LymphoprepTM, Axis-SHield PoC, 
AS, Oslo, Norwegia) lub 10 l krwi pe nej pobranej na EDTA. Próbki inkubowano z od-
powiednimi przeciwcia ami w 4 oC i przechowywano w -80 ºC  w RPMI medium zawie-
raj cym 10% p odow  surowic  bydl c   i 10% DMSO. Po utrwaleniu komórek Cytofix 
Buffer® (BD Pharmingen) badanie cytometryczne przeprowadzono z zastosowaniem 
aparatu FACScan i oprogramowania CellQuest® (Becton Dickinson, Mountain View, 
CA, USA).

3.2. Analiza receptorów chemokin u pacjentów z chorobami zapalnymi (tocze  ru-
mieniowaty) 

Materia  do bada  stanowi y wycinki skórne i krew pobrane od 25 pacjentów (17 kobiet i 
8 m czyzn)  z toczniem rumieniowatym w fazie zaostrzenia choroby (5 pacjentów z 
odmian  ograniczon  do jednej lokalizacji skórnego tocznia bliznowaciej cego, 4 z od-
miana rozsian  skórnego tocznia bliznowaciej cego, 11 z podostr  skórn  postaci  tocz-
nia, 5 z podtypem choroby uk adowej). Grup  kontroln  stanowi o 15 osób, w tym: 5 
osób zdrowych, 5 pacjentów z uszczyc  i 5 pacjentów z pó pa cem, w przedziale wie-
kowym od 18 do 72 roku ycia. Wszystkie osoby by y rasy kaukaskiej.  Przed pobraniem 
wycinków skóry pacjenci nie byli leczeni z powodu zaostrzenia choroby podstawowej 

Barwienie immunohistochemiczne bioptatów skóry utrwalonych w formalinie i zatopio-
nych w parafinie przeprowadzono z wykorzystaniem nast puj cych przeciwcia  mono-
klonalnych: anty-CCR4 (1G1, biotin), CLA (HECA452) (firmy  BD-Pharmingen, San 
Diego, California), TARC/CCL17 (ETR01) (firmy R&D Systems, Minneapolis, Minne-
sota), CD4 (1F6 firmy Novocastra, Newcastle, UK), CD3 (F7238), CD8 (C8/144B), 
CD20 (L26), i granzym B (GrB7) (firmy DAKO, Hamburg, Germany). Inkubacje z 
pierwszym przeciwcia em prowadzono przez 2 godziny. Do kolejnego barwienia stoso-
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wano zestaw LSAB2 staining kit® (DAKO) oraz przeciwcia a anty-mysie znakowane 
TRITC i królicze znakowane FITC. Badania by y przeprowadzone przez dwóch nieza-
le nych dermatologów metod  za lepion . Komórki liczono w powi kszeniu × 200. Eks-
presja TARC/CCL17 by a oceniana metod  pó ilo ciow  ( 0, +, ++, +++). 

Analiza metod  cytometrii przep ywowej: 

leukocyty izolowano z krwi pobranej na heparyn   z wykorzystaniem gradientu g sto-
ci (Lymphoprep™, Axis –Shield PoC AS, Norwegia). Do analizy zastosowano prze-

ciwcia a CCR4 PE (1G1), CLA/ FITC (HECA452), CD3 PE/PerCP (SK7), CD4 
PerCP (SK3), CD8/ FITC (SK1) oraz przeciwcia a izotopowe (BD Pharmingen, Fran-
klin Lakes, New Yersey) 

analizy dokonano na wycinkach skórnych wie ych i mro onych (-80 ºC, w RPMI 
medium z 10% p odow  surowic  bydl c  oraz 10% DMSO) – nie stwierdzono ró nic
w wynikach uzyskanych z materia u mro onego oraz wie ego;  

analiz  metod  trójkolorowej cytometrii przep ywowej przeprowadzono po inkubacji 
5x105 st onych leukocytów z odpowiednimi przeciwcia ami monoklonalnymi.  Ko-
mórki utrwalano w Cytofix Buffer® (BD Pharmingen) i analizowano z wykorzysta-
niem aparatu FACScan oraz oprogramowania Cell Quest® (Becton Dickinson, Moun-
tain View, CA, USA) i WinMDI 2.8®. 

St enie TARC/CCL17 badano metod  ELISA (Quantikine, R&D Systems) zgodnie z 
protoko em. 

Test migracji chemokin przeprowadzono na p ytkach z 24-studzienkami (5 µm) (Costar, 
Cambridge, Masachussets). 5×105 komórek inkubowano na membranach w 37 ºC z 
RPMI-1640 z 0,4% p odow  surowic  bydl c . Okre lono optymalne st enie migracyj-
ne rekombinowanego TARC/CCL17 (R&D System) metod  seryjnych rozcie cze . W 
celu oceny indeksu chemotaktycznego zebrano do TruCOUNT tubes® 20 µl komórek 
migruj cych w ci gu 2 godzin w 37 ºC do dolnej studzienki  oraz 20 µl komórek z górnej 
studzienki  (BD Pharmingen). Nast pnie komórki analizowano metod  cytometrii prze-
p ywowej z wykorzystaniem aparatu FACScan oraz oprogramowania Cell Quest® 
(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) i WinMDI 2.8®. Migracja podstawowa 
(basal migration) i migracja do TARC/CCL17 by y oceniane indeksem chemotaktycz-
nym (migracja specyficzna komórek / migracja niespecyficzna komórek).  

Wszystkie eksperymenty powtórzono trzykrotnie.  

Analiza statystyczna:

Ekspresj  CCR4, CD4, CD8 i granzymu B w cytometrii przep ywowej oraz immunohi-
stochemii oceniono testem nieparametrycznym U Manna-Whitney’a. Warto ci p dla po-
równa  wielokrotnych (dwustronnych) dla danych nieparametrycznych obliczano przy 
zastosowaniu testu Kruskala-Wallisa. Ekspresja CCR4, CD4, CD8 i granzymu B w cy-
tometrii przep ywowej oraz immunohistochemii oceniono  testami nieparametrycznymi.  
Testy Kruskal-Wallis oraz Mann-Whitney wykorzystano do analizy ró nic pomi dzy 
grupami. Za statystycznie znamienn  ró nic  uznano p<0,05, a p<0,01 za wysoce zna-
mienn  statystycznie.
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3.3. Analiza ekspresji antygenu CD26 

Do analizy wst pnej pobrano 49 próbek krwi od 16 pacjentów z ziarniniakiem grzybia-
stym, 7 pacjentów z zespo em Sézary’ego w ci gu 16 miesi cy terapii oraz od 11 osób zdro-
wych, które stanowi y grup  kontroln . Przeanalizowano tak e próbki krwi 41 pacjentów z 
dermatozami zapalnymi (w tym 14 pacjentów z erytrodermi : w przebiegu  uszczycy (5 pa-
cjentów),  atopowego zapalenia skóry (6 pacjentów),  pityriasis rubra pilaris (2 pacjentów) i 
actinic reticuloid (1 pacjent).  

W przypadku 2 pacjentów  z zespo em Sézary’ego analiz  powtórzono wielokrotnie w 
ci gu 12 miesi cy w celu oceny poziomu ekspresji badanego antygenu po zastosowanym le-
czeniu. W ten sposób monitorowano kliniczn  odpowied  pacjentów na wdro one leczenie w 
oparciu o ekspresj  antygenu CD26.  

Trójbarwna cytometria przep ywowa zosta a przeprowadzona z 5x105 st onych leukocy-
tów wyizolowanych z krwi obwodowej inkubowanych z odpowiednimi przeciwcia ami w  
4 ºC lub 10 µl wie ej krwi pobranej na EDTA z przeciwcia ami: 

 do oceny fenotypu limfocytów T we krwi obwodowej: CD3 FITC/PE (SK7), CD4 PC5 
(I3B8.2), CD4 FITC (RPA-T4), CD4 PE (SK3), CD4 PerCP (Leu-3a), CD8 PerCP (Leu-
2a) (BD Pharmingen) 

przeciw antygenom CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen) wyst puj cym na limfocy-
tach  migruj cych do skóry, tak e w CTCL: CLA biotin/FITC (HECA 452) firmy BD 
Pharmingen 

przeciw chemokinie stwierdzonej na limfocytach migruj cych do skóry: CCR4 PE (1G1) 
firmy BD Pharmingen 

przeciw antygenom: CD7 FITC (4H9), CD26 PE (L272)  

kontrolnymi: IgG1/FITC (679.1Mc7), IgG1 PE (679.1Mc7), IgG1 PC5 (679.1Mc7)  fir-
my Beckman Coulter; IgG1 PerCP (X40) firmy BD Pharmingen 

Analiza statystyczna zosta a przeprowadzona z wykorzystaniem programu SPSS (wersja 
11, SPSS Inc. Chicago, IL, USA). Istotno  ró nic warto ci rednich pomi dzy grupami 
sprawdzano testem nieparametrycznym U Manna-Whitney’a. Okre lono czu o  i specyficz-
no  metody.  

Nast pnie metod  cytometrii przep ywowej okre lono immunofenotyp komórek krwi 
obwodowej 71 pacjentów z podejrzeniem lub rozpoznaniem ch oniaków pierwotnie skórnych 
z komórek T (6 pacjentów z zespo em Sézary’ego, 33 z pozosta ymi T-komórkowymi ch o-
niakami skóry i 32 osoby z dermatozami zapalnymi o ci kim przebiegu, sugeruj cymi roz-
wój ch oniaka, którego ostatecznie nie potwierdzono)  leczonych w Klinice Dermatologii, 
Wenerologii i Alergologii Szpitala Klinicznego Akademii Medycznej w Gda sku (aktualnie 
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Gda skiego Uniwersytetu Medycznego) w okresie 
od 1.01.2006 (od dnia wprowadzenia CD26 do rutynowej diagnostyki) do 31.03.2008. Typo-
wanie przeprowadzono tak e z wykorzystaniem przeciwcia  przeciw antygenom linii T:  
CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, TCR , TCR  oraz CD 25 (komórki regulatorowe) oraz anty-
genom linii B: CD19 i NK: CD16&56/CD3. Okre lono procentowy sk ad limfocytów T, B i 
NK, stosunek limfocytów T4 do T8. Przeprowadzono tak e badanie immunocytochemiczne 
krwi obwodowej w celu znalezienia komórek limfoidalnych L tznera/Sézary’ego.  
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3.4. Hodowla komórek Sézary’ego  

Jednoj drzaste komórki krwi obwodowej wyizolowano z  krwi pobranej na heparyn  od 
62-leniej  kobiety  z zespo em Sézary’ego (SS) i od kobiety zdrowej z wykorzystaniem gra-
dientu g sto ci (LymphoprepTM Axis-Shield PoC AS, Norway). Diagnoza SS u pacjentki 
zosta a ustalona w oparciu o objawy kliniczne, obraz histopatologiczny i immunohistoche-
miczny oraz badania molekularne (zgodnie z przyj tymi kryteriami EORTC)[80]. Pacjentka 
chorowa a od 2 lat. Obraz kliniczny stanowi y erytrodermia, wi d, limfadenopatia,  rozlane 
ysienie i leukocytoza (WBC 12 100/ml). W ród bia ych krwinek stwierdzono 77% limfocy-

tów CD4+, 4% limfocytów CD8+. Stosunek CD4/CD8 wynosi  19,25. 66% limfocytów 
CD4+ wykazywa  fenotyp CLA+. Dominuj cy fenotyp TCR V20-1 (wg Lefranc’a) wykazy-
wa o 74-93% limfocytów CD4+. Fenotyp ten potwierdzono poprzez ocen  monoklonalno ci 
rearan acji genu TCR i sekwencjonowanie. Pacjentka by a leczona PUVA, fotoferez  poza-
ustrojowa, IFN , metotreksatem, doksorubicyn  oraz glikokortykosteroidami ogólnie i miej-
scowo.

Wyizolowane leukocyty hodowano z cytokinami IL-7 (10 ng/ml) i IL-2 (10 U/ml) w celu 
stymulacji wzrostu nowotworowych komórek T oraz GM-CSF (800 U/ml) i IL-4 (1000 U/ml) 
(R&D System, Minneapolis) w celu wyró nicowania komórek dendrytycznych wywodz cych 
si  z linii monocytów z monocytów, w RPMI 1640 z dodatkiem 20% autologicznego serum, 
1% AB/AM (antibiotica / antimycotica),  wyj ciowo 1-24 mln komórek na studzienk .  Pro-
wadzono te  porównawcz  hodowl  z wszystkimi wymienionymi cytokinami i z FCS (Fetal 
Calf Serum) zamiast autologicznego serum oraz z serum autologicznym i tylko z IL-7 lub tyl-
ko z IL-2 i IL-7.    

Cytometria przep ywowa:  

Do analizy komórek wykorzystano nast puj ce przeciwcia a: IO Test Beta Mark TCRV
Repertoire Kit, TCRV 2/FITC (MPB2D5), TCRbV2FITC ( TCR 20-1) (E17.5F3.15.13), 
CD4 PC5 (I3B8.2), IgG1/ FITC (679.1Mc7), IgG1 PE (679.1Mc7), IgG1 PC5 
(679.1Mc7) wszystkie firmy Beckman Coulter; CCR4 PE (1G1), CLA biotin/FITC (HE-
CA 452), CD3 FITC/PE (SK7), CD4/ FITC (RPA-T4), CD4 PE (SK3), CD4 PerCP (Leu-
3a), CD8 PerCP (Leu-2a), IgG1 PerCP (X40), IgM biotin (R4-22), IgG1 (MOPC 21)  
wszystkie firmy BD Pharmingen.    

Trójkolorowa cytometria przep ywowa zosta a przeprowadzona z 5x105 st onych komórek 
hodowlanych z hodowli z wymienionymi przeciwcia ami. IO Test Beta Mark TCR V  Re-
pertoire Kit by  wykorzystany zgodnie z za czonym protoko em w celu oceny obecno ci 
dominuj cego klonu w komórkach przygotowanych do hodowli (wyj ciowych).  Rezultat te-
stu zweryfikowano wykorzystuj c trójkolorow  cytometri  przep ywow  z monoklonalnym 
przeciwcia em przeciwko dominuj cemu a cuchowi TCR V20-1 i nast powym barwie-
niem: anti-mouse-Cy5 IgG,  CD4 FITC oraz CCR4 P lub TCR V20-1 FITC i CD3PE. Typ 
TCRV 20-1 potwierdzono tak e sekwencjonowaniem cDNA – wg Lefranc ’a: fragm. 
TCR V20-1*01.D1*01.J1-2*01..- Cpar = fragm. TCR V2 (dawna nomenklatura):  

GCTTCTACATCTGCAGTGCTAGAGAGGCAG 
GGGGCGAAGGTGGCTACACCTTCGGTTCGG 
GGACCAGGTTAACCGTTGTAGAGGACCTGA 
ACAAGGTGTTCCCACCCGAGGTCGCTGTGTT 
TGAGCCATCAGAA 
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Po barwieniu próbki utrwalano przez dodanie Cytofix TM Buffer  (BD Bioscences 
Pharmingen) i analizowano z wykorzystaniem  cytometru FACSscan flow cytometer (Becton 
Dickinson).
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4. WYNIKI 

4.1. Receptory chemokin w zespole Sézary’ego, ziarniniaku grzybiastym oraz toczniu 
uk adowym 

4.1.1 Podwójny potencja  migracyjny (tzw. skin homing oraz lymph node homing) no-
wotworowych limfocytów T w zespole Sézary’ego 

Publikacja M. Sokolowska-Wojdylo, Wenzel J, Gaffal E, Lenz J, Speuser P, Erd-
mann S, Abuzahra F, Bowman E, Roszkiewicz J, Bieber T, Tüting “Circulating clonal 
CLA(+) and CD4(+) T cells in Sézary syndrome express the skin-homing chemokine re-
ceptors CCR4 and CCR10 as well as the lymph node-homing chemokine receptor 
CCR7” Br J Dermatol. 2005;152:258-64 [66] by a jedn  z pierwszych poruszaj cych pro-
blem roli chemokin i ich receptorów, zarówno w aspekcie procesu migracji limfocytów T do 
skóry (tzw. sn homing), jak i do w z ów ch onnych (lymph-node homing),  w ziarniniaku 
grzybiastym i zespole Sézary’ego. Szczególnie interesuj cy wyda  si  fakt, e zespó  Séza-
ry’ego, od pocz tku choroby przebiega z limfadenopati  i odczynem bia aczkowym, w prze-
ciwie stwie do pozosta ych CTCL, ograniczaj cych si  w pierwszych okresach choroby wy-

cznie do skóry [27,53,71,79]. Grupa CTCL stanowi tym samym znakomity model badaw-
czy nad natur  wywodz cych si  ze skóry nowotworowych limfocytów T  o ró nym potencja-
le migracyjnym.  

Zainteresowani ró nic  w potencjale migracyjnym nowotworowych limfocytów T w ze-
spole Sézary’ego i pozosta ych ch oniakach z grupy CTCL,  postanowili my oceni  receptory 
chemokin na powierzchni komórek T we krwi obwodowej, ze szczególnym uwzgl dnieniem 
CCR4 i CCR10 zwi zanych z w drówk  limfocytów T do skóry oraz  CCR7, który jest od-
powiedzialny za  migracj  do w z ów ch onnych [30,48,54,59]. 

Zgodnie z naszym domniemaniem, e komórki T CLA+CD4+ wykazuj  ekspresj  recep-
torów chemokin CCR4 i CCR10, udowodnili my to w przeprowadzonych  badaniach. Wyso-
k  ekspresj  CCR4 stwierdzili my jednak zarówno  we krwi chorych z MF, jak i SS, co nie 
pozwala, na tej podstawie, na ró nicowanie tych dwóch odmian CTCL. Natomiast odmienno-
ci ekspresji CCR10 we krwi obwodowej w MF i SS okaza y si  wystarczaj ce dla ró nico-

wania tych dwóch odmian ch oniaka. Interesuj cym by  tak e wynik eksperymentu z recepto-
rem CCR7: potwierdzono wysok  ekspresj  tego receptora na komórkach nowotworowych w 
zespole Sézary’ego. Receptor ten jest wspó odpowiedzialnym za w drówk  komórek T do 
w z ów ch onnych. W przeciwie stwie do CCR4: obecno ci CCR7 na powierzchni limfocy-
tów T w przypadku MF oraz osób zdrowych stwierdzono tylko na niewielkim odsetku komó-
rek.

Koncepcja istnienia w organizmie dwóch podtypów komórek T pami ci (centralnych i 
obwodowych) zosta a zaproponowana w oparciu o ró nic  w ekspresji na ich powierzchni 
cz steczek CD62L i CCR7. Na wi kszo ci komórek pami ci T nie stwierdza si  obecno ci 
tych moleku  i te komórki najcz ciej spotykane s  w tkankach obwodowych. Na limfocytach 
T nale cych do tak zwanej subpopulacji “centralnych” komórek pami ci T stwierdza si
obecno  obydwu cz stek CD62L i CCR7, co pozwala tym limfocytom na swobodny dost p
do w z ów ch onnych oraz kr enie we krwi. Wykazano, e u ludzi limfocyty T CLA+, 
CCR4+, CCR10+ mog  by  zarówno CCR7+ jak i CCR7-, co mo e t umaczy  mo liwo
kontaktu z antygenem zarówno w tkankach obwodowych jak i w w z ach ch onnych. Stwier-
dzono tak e, e wi kszo  kr cych komórek T CD4+ CLA+ w ch oniakach CTCL wykazu-
je na swej powierzchni ekspresj  receptora CCR4, nale cego do grupy skin homing recep-
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tors, czym  t umaczy si  zjawisko epidermotropizmu charakterystyczne dla tego typu nowo-
tworów. Wykazano te , e zaktywowane keratynocyty produkuj  chemokin
CTACK/CCL27, która oddzia ywuj c z receptorem CCR10  obecnym na powierzchni skór-
nych efektorowych komórek T oraz limfocytach T pami ci wspomaga proces rekrutacji tych 
komórek do skóry. Zablokowanie chemokiny CCL27 utrudnia w drówk  do skóry komórek T 
CCR4+. 

Analizuj c ekspresj  receptorów chemokin na limfocytach T pacjentów z zespo em Séza-
ry’ego i ziarniniakiem grzybiastym w przedstawionej pracy stwierdzono istotne ró nice. Wia-
domo, e komórki CLA+ bior  udzia  nie tylko w procesie migracji komórek nowotworo-
wych do skóry (skin homing), ale tak e uczestnicz  w wielu zapalnych dermatozach. Wiado-
mo, e ekspresja antygenu CLA+ na limfocytach CD4+ koreluje z nasileniem procesu rozro-
stowego w MF – potwierdzi y to tak e nasze badania. Wykorzystuj c specyficzne przeciwcia-
a monoklonalne TCR V potwierdzili my, e znaczna liczba komórek T CLA+CD4+ wyka-

zuje ekspresj  pojedynczego rodzaju TCR V. Jednak jako pierwszym badaczom uda o si
nam udowodni , e wi kszo  komórek T CLA+CCR4+CD4+ w CTCL wykazuje tak e eks-
presj  CCR10. Tak e wi kszo  komórek T z jednorodn  rearan acj  monoklonaln  TCR V
wykazuje ekspresj  CCR10. Dane te wspieraj  hipotez , e CLA, CCR4 i CCR10 wspó dzia-
aj  w migracji komórek nowotworowych do skóry.  

W zale no ci od obecno ci na powierzchni komórek T receptora odpowiedzialnego za 
migracj  do w z ów ch onnych (CCR7) podzielono limfocyty T pami ci na obwodowe 
(CCR7-) i centralne (CCR7+). Nasze badania wykaza y, e znacz cy procent  klonalnych lim-
focytów pami ci CLA+CD4+ u pacjentów z zespo em Sézary’ego wykazuje ekspresj  zarów-
no CCR4 i CCR10 zwi zanych z procesem w drówki do skóry (ang. skin-homing) jak i 
CCR7, odpowiedzialnego za migracj  do w z ów ch onnych (ang. lymph node homing). Ist-
nieje mo liwo , e nowotworowe limfocyty T poddane s  rekrutacji do skóry przez CCR4, a 
nast pnie wracaj  do krwi obwodowej dzi ki CCR7. Jednak wspó istnienie ww chemokin nie 
jest wystarczaj ce do wyt umaczenia przyczyny obecno ci komórek T w zespole Sézary’ego 
we krwi od pocz tku choroby. Badali my bowiem tak e ekspresj  innej cz stki odpowie-
dzialnej za migracj  komórek T do w z ów ch onnych - CD62L i zaobserwowali my wspó -
istnienie CD62L+ zarówno z CCR7+ jaki i CCR7-. Mo liwe jest, i  klon  nowotworowych 
komórek T przechodzi funkcjonalne przemiany w trakcie procesu migracji w organizmie. 
Niemniej rola receptorów chemokin w tym procesie jest niepodwa alna. Nowatorskim wyni-
kiem pracy by o potwierdzenie istnienia z o liwego rozrostu komórek T o potencjale w -
drówki zarówno do skóry jak i do w z ów ch onnych (ang. skin homing central memory T 
cells). 

Przedstawiona praca by a cytowana 35 razy przez badaczy podejmuj cych temat chemo-
kin i ich receptorów (zgodnie z Google Scholar).  

Wiedz  przegl dow  tamtego okresu na temat chemokin i ich receptorów w ch oniakach 
pierwotnych skóry wywodz cych si  z komórek T podsumowano w pracy M. Soko owska-
Wojdy o, J. Roszkiewicz “Rola chemokin i ich receptorów w ch oniakach T-
komórkowych pierwotnie skórnych.” Przegl Dermatol. 2004;91:509-515 [64]. 
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4.1.2 Rola CCR4 w migracji komórek T w toczniu uk adowym 

W pracy J. Wenzel, S. Henze, E. Wörenkämper, E. Basner-Tschakarjan, 
M. Sokolowska-Wojdylo, J. Steitz, T. Bieber and T. Tüting “ Role of the Chemokine Re-
ceptor CCR4 and its Ligand Thymus- and Activation-Regulated Chemokine/CCL17 for 
Lymphocyte Recruitment in Cutaneous Lupus Erythematosus”.  J Invest Dermatol 
2005; 124, 1241–1248 [78] tak e stwierdzono, e znaczna liczba komórek pami ci T CLA+ 
wykazuje na swej powierzchni ekspresj  receptora chemokiny 4 (CCR4). Oddzia ywanie po-
mi dzy CCR4 a ligandem TARC/CCL17 (ang. thymus and activation related chemokine) na 
zaktywowanych komórkach ródb onka naczy  umo liwia limfocytom  T ekstrawazacj  dzi -
ki zale nej od integryn adhezji komórek T CLA+ do cz stek ICAM-1 (intercellular adhesion 
molecule 1), obecnych na powierzchni komórek ródb onka. Oddzia ywanie to jest znane tak-
e w patogenezie chorób zapalnych. W pracy poruszono temat ekspresji chemokiny TARC 

(CCL17) oraz jej receptora CCR4 w zapalnej chorobie skóry: toczniu rumieniowatym skór-
nym. Stwierdzono wysoki odsetek limfocytów T CCR4+ w skórze pacjentów. W toczniu bli-
znowaciej cym z licznymi zmianami skórnymi  potwierdzono tak e obecno  licznych kr -
cych limfocytów T CD8+ CCR4+. Zaobserwowano nacieki z cytotoksycznych komórek T 
CCR4+ w strukturach warstwy podstawnej naskórka oraz przydatków towarzysz ce keraty-
nocytom o cechach apoptotycznych.  

Rola CCR4/CCL17 w patogenezie tocznia nie wyklucza udzia u tej cz stki w ewolucji 
pierwotnych ch oniaków skóry. Potwierdza tylko z o ono  procesów, w których chemokiny i 
ich receptory odgrywaj  istotn  rol .

Przedstawiona praca by a cytowana 26 razy przez badaczy podejmuj cych temat chemo-
kin i ich receptorów (zgodnie z Google Scholar).  

4.2. Rola antygenu CD26 w diagnostyce zespo u Sézary’ego i ziarniniaka grzybiastego 

Antygen CD26 (dipeptydylowa peptydaza IV) by  tematem prac badawczych: 

M. Soko owska-Wojdy o, J. Roszkiewicz, W. Bara ska-Rybak, E. Gaffal, A. 
Szczerkowska-Dobosz, J. Wenzel, T. Tüting  Ocena ekspresji antygenu CD26 na 
limfocytach T DC4+CLA+ krwi obwodowej pomocn  metod  w diagnostyce pier-
wotnie skórnych ch oniaków z komórek T Przegl Dermatol 2006;93:663-666 [65] 

M. Soko owska-Wojdy o, A. Maciejewska-Radomska, A. Lewandowski, W. Bara -
ska-Rybak, H. ugowska-Umer, J. Roszkiewicz „Dipeptydylowa aminopeptydaza 
IV (CD26) w codziennej diagnostyce ch oniaków pierwotnie skórnych z komórek T 
(Cutaneous T Cell Lymphomas – CTCL)”  Przegl Dermatol 2010; 97: 74-78 [63] 

Pomimo, i  zgodnie z przeprowadzonymi wcze niej badaniami mo na ró nicowa  zespó
Sézary’ego, postaci erytrodermiczne CTCL  oraz choroby zapalne wykorzystuj c receptory 
chemokin CCR4, CCR7 i CCR10, to ich przydatno  w codziennej diagnostyce jest ograni-
czona konieczno ci  stosowania wszystkich trzech metod w tej samej analizie, co podnosi o
znacznie koszty badania. Ponadto analiza ekspresji CCR10 by a czasoch onna, ze wzgl du na 
konieczno  wielostopniowego barwienia przeciwcia a.
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W pi miennictwie znajdujemy liczne doniesienia na temat zastosowania analizy ekspresji 
antygenu CD7 w diagnostyce CTCL [35,52,76]. Utrata antygenu CD7 jest obserwowana za-
równo w SS jak w i w zaawansowanych stadiach innych odmian CTCL . Antygen CD7 jest 
jednak niedoskona y w ró nicowaniu SS i innych postaci ch oniaków skóry.  Interesuj ce 
wyda y si  nam doniesienia na temat utraty ekspresji antygenu CD26 na limfocytach T krwi 
obwodowej w zespole Sézary’ego. Poniewa  komórki nowotworowe T kr ce we krwi ob-
wodowej pacjentów z zespo em Sézary’ego oraz w zaawansowanych stadiach pozosta ych 
CTCL wykazuj  fenotyp CD4+CLA+CCR4+ postanowili my zbada  obecno  antygenu 
CD26 w powi zaniu z wymienionym fenotypem [34,35]. 

Celem wspomnianej pracy by a ocena przydatno ci analizy fenotypu CLA+CD4+CD26-,  
CLA+CD4+CD7-  oraz  CCR4+CLA+CD4+ we krwi obwodowej u pacjentów z zespo em 
Sézary’ego i ziarniniakiem grzybiastym w diagnostyce ch oniaków pierwotnie skórnych z 
komórek T [65]. 

W przeprowadzonych badaniach ekspresja CLA i CCR4 na powierzchni limfocytów T 
by a wysoka zarówno we krwi pacjentów z zespo em Sézary’ego jak i ziarniniakiem grzybia-
stym. Z doniesie  literaturowych wiadomo, e wysok  ekspresj  CLA+CCR4+ obserwowano 
nie tylko w CTCL, ale tak e na limfocytach T we krwi obwodowej w chorobach zapalnych 
skóry (atopowe zapalenie skóry, uszczyca, skórny tocze  rumieniowaty) [18,33,75,78]. W 
naszym badaniu obserwowano wzrost ekspresji CR4+CLA+CD4+ u wszystkich pacjentów z 
zespo em Sézary’ego, ale tak e u cz ci pacjentów z MF, z czego wynik a specyficzno  tyl-
ko oko o 44%. Utrat  CD7 i CD26 opisywano ju  wcze niej na kr cych komórkach Séz-
ary’ego [8,35,77,40]. Czu o  badania utraty antygenu CD7 na komórkach T CLA+CD4+ we 
krwi obwodowej naszych pacjentów odpowiada a 71%, natomiast specyficzno  94%. Bar-
dziej znacz c  ró nic  zaobserwowano w przypadku utraty antygenu CD26 na komórkach 
CLA+CD4+ krwi obwodowej.  Stwierdzenie fenotypu   CD26-CLA+CD4+ u wszystkich pa-
cjentów z SS odpowiada czu o ci 100% w tej grupie pacjentów. Poniewa  jednak fenotyp ten 
stwierdzono tak e u 2 pacjentów w zaawansowanym stadium MF specyficzno  badania 
ograniczona by a do 88%. Taki wynik sugeruje jednak utrat  antygenu CD26 w zaawansowa-
nych stadiach MF, co stanowi klinicznie bardzo przydatn  informacj .

Wielokrotna analiza z wykorzystaniem antygenów CD7, CD26 i CCR4 przeprowadzona 
metod  immunofenotypowania krwi obwodowej u  pacjentów z zespo em Sézary’ego w ci gu 
roku potwierdzi a cis  korelacj  pomi dzy wdra anymi pulsami chemioterapii a fenotypem 
komórek nowotworowych. Wyra ny spadek ekspresji fenotypu CLA+CD26+CD4+ obser-
wowano oko o 2 tygodnie po wdro onej chemioterapii [65]. 

W przeprowadzonych badaniach wykazali my, e fenotyp CD26-CLA+CD4+ jest wyso-
ce specyficznym i czu ym markerem pacjentów z zespo em Sézary’ego, czulszym ni  utrata 
antygenu CD7 i bardziej specyficznym ni  obecno  komórek CCR4+CLA+CD4+. Stwier-
dzili my tak e dobr  korelacj  mi dzy wdra an  terapi  u pacjentów z SS, a utrat  wspo-
mnianego fenotypu w przypadkach odpowiadaj cych na leczenie.  Uwa amy, e w przypad-
kach ziarniniaka grzybiastego, w których we krwi obwodowej tak e zaobserwowano utrat
antygenu CD26 na limfocytach T CLA+CD4+ , we krwi obwodowej by  ju  obecny klon no-
wotworowy  wywodz cy si  ze skóry z komórek T. Nie stwierdzono obserwowanego w przy-
padku SS zjawiska utraty antygenu CD26 na komórkach CD4+CLA+ we krwi pacjentów z 
dermatozami zapalnymi, co np. w przypadku actinic reticuloid zdecydowa o o rozpoznaniu. 
Pacjent ten pozostaje pod nasz  opiek  od po3 lat  i nie obserwujemy progresji choroby w 
kierunku CTCL [65].  
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Chc c upro ci  jeszcze bardziej diagnostyk  CTCL z wykorzystaniem antygenu CD26 
zdecydowano o wprowadzeniu go do rutynowych bada  pacjentów bez oceny antygenu CLA 
i CCR4. Badania takie (immunofenotypowanie krwi obwodowej) s  wykonywane w Uniwer-
syteckim Centrum Klinicznym Gda skiego Uniwersytetu Medycznego (wcze niej Uniwersy-
teckim Centrum Klinicznym Akademii Medycznej w Gda sku) od 2006 roku   u pacjentów z 
podejrzeniem CTCL – w celu ustalenia diagnozy oraz w przypadkach, w których nale y zwe-
ryfikowa  stopie  zaawansowania choroby. Ze wzgl du na brak odczynników (spowodowany 
dramatyczn  sytuacj  finansow  szpitala) – zawieszono przeprowadzanie bada  na kilka 
ostatnich miesi cy roku 2009. Aby oceni  zasadno  ich prowadzenia przeanalizowano dane 
przebadanych pacjentów.  

Grup  pacjentów z rozpoznanym zespo em Sézary’ego charakteryzowa  wysoki odsetek 
komórek z utrat  antygenu powierzchniowego CD26 we krwi obwodowej. rednia warto
stosunku komórek T4 : T8 wynosi a 3,5 , a wi c nie zawsze by a wysoka (a wysoki stosunek 
T4 do T8 jest uznanym kryterium diagnostycznym w SS). Wartym podkre lenia jest fakt, i
tak e dla wy szych stopni zaawansowania innych ch oniaków pierwotnie skórnych T-
komórkowych  (np. ziarniniak grzybiastego) typowy by  spadek liczby komórek o fenotypie 
CD4+/ CD26+ na korzy  wzrostu liczby komórek klonu CD4+/ CD7-/ CD26- , jak równie
procentowego udzia u komórek limfoidalnych L tznera.  

Wysoki odsetek limfocytów o fenotypie CD4+/CD7-/CD26- obserwowano tak e w gru-
pie chorych z innymi ni  SS pierwotnymi ch oniakami skóry przy wspó istniej cym niskim 
stosunku T4 do T8.

Analiza krwi chorych z innymi zapalnymi chorobami skóry, u których stan kliniczny 
ró nicowano z ch oniakami pierwotnie skórnymi T komórkowymi, wykaza a, i  utrata anty-
genu  CD26 z powierzchni limfocytów T4 mo e wyst powa  tak e w przebiegu innych ni
CTCL dermatoz. Wymusza to wnikliw  obserwacj , gdy  u 2 pacjentów pierwotnie leczo-
nych z powodu actinic reticuloid oraz atopowego zapalenia skóry, u których potwierdzono 
obecno  komórek o fenotypie CD4+/CD7-/ CD26- a tak e wysoki odsetek komórek Lützn-
era, w trakcie wielomiesi cznej obserwacji dosz o do rozwoju ziarniniaka grzybiastego ( My-
cosis fungoides, MF). 

Aktualnie prezentowane wyniki bada  pochodz  z reprezentatywnej grupy chorych (71 
pacjentów). Potwierdzaj  one wykazan  wst pnie w poprzednim doniesieniu przydatno
identyfikacji komórek o fenotypie CD4+CD7-CD26- we krwi  pacjentów z SS lub zaawan-
sowanym stadium innych typów CTCL w codziennej praktyce klinicznej, jednocze nie u a-
twiaj c proces diagnostyczny i obni aj c koszt badania ( metoda nie wymaga zastosowania 
analizy CCR4 i CLA). Okazuje si  bowiem, i  stwierdzenie klonu nowotworowego 
CD4+CD7-CD26- jest mo liwe ju  przy niskim (< 10) stosunku T4 do T8. Stanowi to o du ej 
warto ci diagnostycznej metody. Szczególnie przydatna mo e si  ona okaza   w ocenie  cho-
roby resztkowej.  Wyniki ww badania wykazuj , e nale y zawsze pami ta  o mo liwo ci
wyst powania klonu komórek o fenotypie CD4+CD7-CD26- we krwi obwodowej tak e u 
cz ci chorych z dermatozami zapalnymi. Jednocze nie nale y rozwa y  prawdopodobie -
stwo rozwoju u nich w przysz o ci ch oniaków pierwotnie skórnych. Dotyczy to g ównie cho-
rych z grupy podwy szonego ryzyka (du y odsetek komórek L tznera i/lub  limfocytów o 
fenotypie CD4+CD7-CD26-.  
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4.3. Hodowla komórek Sézary’ego 

M. Soko owska-Wojdy o, P. Speuser, T. Tüting Hodowla nowotworowych komórek 
T w ch oniakach pierwotnie skórnych z komórek T – nieustaj ce wyzwanie Przegl Der-
matol 2007;4:495-498 [67].  

W zwi zku ze stosunkowo rzadkim wyst powaniem ch oniaków pierwotnie skórnych, a 
jednocze nie ich interesuj c  biologi  ( ch oniaki ograniczone swym wyst powaniem do skó-
ry contra rozrosty o agresywnym przebiegu, gwa townie rozprzestrzeniaj ce si  i zajmuj ce
narz dy wewn trzne) postanowili my podj  prób  hodowli  komórek Sézary’ego,  licz c na 
uzyskanie linii komórkowej do dalszych bada . Wykorzystano wiedz  na temat powi za
komórek dendrytycznych i limfocytów T [16]. Wiadomo, ze komórki dendrytyczne, produku-
j ce ligandy receptora CCR4, obecnego na komórkach nowotworowych MF i SS, s siaduj ce 
z nowotworowymi limfocytami T od pacjentów z CTCL, odpowiadaj  za chemotaksj  tych 
limfocytów do skóry i formowanie mikroropni Pautriera w naskórku. - Zgodnie z doniesie-
niem Berger i wsp. komórki dendrytyczne mog   przyczynia  si  do utrzymania tych ostat-
nich w hodowli [7]. Podj to próby wyprowadzenia linii komórkowej z krwi pacjentki z zespo-
em Sézary’ego. Jednak w naszych do wiadczeniach, w hodowlach prowadzonych z GM-CSF 

i IL-4, komórki dendrytyczne (DC) nie proliferowa y intensywnie i nie prze ywa y d u ej ni
1 miesi c. W przypadku hodowli nowotworowych komórek T z niedojrza ymi komórkami 
dendrytycznymi, zgodnie z danymi Berger i wsp., po 1-2  miesi cach oko o 2/3 komórek 
dendrytycznych by o wci  niedojrza ych, zdolnych do fagocytozy, natomiast po 3 miesi -
cach  DC dojrzewa y i umiera y razem z nowotworowymi komórkami T. Obecno  niedojrza-
ych komórek dendrytycznych przed u a a ywot limfocytów T CTCL (poprzez interakcj

CD40 komórek dendrytycznych  z ligandem  na limfocytach T).  

W przypadku hodowli w badaniach w asnych nie uda o si  ustali  linii komórkowej no-
wotworowych limfocytów T, ale w prowadzonych 13 eksperymentach stwierdzo-
no nast puj ce prawid owo ci: 

w 2 hodowlach z FCS oraz z wszystkimi z zastosowanych cytokin  (GM-CSF, IL-7, IL-
2, IL-4) komórki T pacjentki z SS prze y y 51 i 115 dni, przy czym ju  po 2 tygodniach 
hodowli nie stwierdzano fenotypu CD4+TCR V20-1+; w hodowli tej komórki przesie-
wano praktycznie codziennie ze wzgl du na intensywny wzrost; komórki ostatecznie 
zamro ono w -70°C

w 7 hodowlach z autologicznym serum pacjentki z SS oraz wszystkimi cytokinami ko-
mórki T prze y y rednio 61 dni (39-90 dni); tylko w jednym przypadku po 7 tygo-
dniach hodowli stwierdzano jeszcze 20% limfocytów CD4+TCR V20-1+ (wyj ciowo 
fenotyp CD4+TCR V20-1+ wykazywa o 74% komórek T  w hodowli, CD4+CLA+ 
wyj ciowo: 65%, po 7 tygodniach 12%, CD4+CCR10+CLA+ wyj ciowo 40%, po 7 ty-
godniach hodowli  8%, CD4+CCR10+CLA wyj ciowo 25%, w hodowli po 7 tygo-
dniach wyj ciowo: 25%) 

w hodowli limfocytów T pacjentki z autologicznym serum oraz  tylko IL-7 i IL-2 lim-
focyty T prze y y tylko 47 dni, nie wykazuj  pod koniec fenotypu nowotworowego  

w hodowli limfocytów T pacjentki z autologicznym serum i IL-7 komórki T prze y y
58 dni równie  trac c fenotyp nowotworowy 

w 2 hodowlach limfocytów T osoby zdrowej z autologicznym serum i wszystkimi cyto-
kinami komórki T y y  ( w pierwszym przypadku 41 dni i zgin y, w drugim – zamro-
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ono je po 47 dniach, gdy  wykazywa y bardzo dobry wzrost, konieczne by o cz ste 
przesiewanie hodowanych komórek) 
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5. WNIOSKI 

1. Komórki nowotworowe pami ci CD4+CLA+ u pacjentów z zespo em Sézary'ego 
wykazuj  podwójny potencja  migracyjny poprzez ekspresj  zarówno receptorów 
chemokin CCR4  i CCR10 zwi zanych z w drówk  limfocytów do skóry (skin ho-
ming), jak i CCR7 odpowiedzialnego za migracj  komórek T do w z ów ch onnych 
(lymph node homing). Istnieje mo liwo , e nowotworowe limfocyty T podlegaj
rekrutacji  do skóry dzi ki receptorowi CCR4, a nast pnie wracaj  do krwi obwodo-
wej dzi ki CCR7. Receptor chemokin CCR4, wraz z ligandem TARC/CCL17, 
wp ywa tak e na rekrutacj  i w drówk  limfocytów T do skóry w skórnej odmianie 
tocznia rumieniowatego, a wi c w chorobie nienowotworowej. Nale y jednak pami -
ta , e ryzyko rozwoju nowotworów u pacjentów z chorobami autoimmunologicz-
nymi jest wy sze ni  w populacji ogólnej, co mo e mie  zwi zek z chemokinami i 
ich receptorami rekrutuj cymi komórki T do skóry. Badania nad ekspresj  recepto-
rów chemokin w zespole Sézary'ego, ziarniniaku grzybiastym, toczniu rumieniowa-
tym i u osób zdrowych stanowi  przyczynek do poznania patogenezy ch oniaków
skóry. 

2. Utrata antygenu CD26 na komórkach CD4+ CLA+ lub CD4+ krwi obwodowej po-
zwala na ró nicowanie pó nych i mniej zaawansowanych postaci ziarniniaka grzy-
biastego,  zespo u Sézary’ego oraz dermatoz zapalnych ( uszczycy, atopowego zapa-
lenia skóry, actinic reticuloid, upie u czerwonego mieszkowego), co jest szczegól-
nie przydatne w przypadkach erytrodermii. Ocena utraty antygenu CD26 na ww ko-
mórkach jest metod  bardziej czu  i specyficzn , ni  utrata antygenu CD7 na ko-
mórkach CD4+ oraz CD4+CLA+. Metoda ta pozwala na ocen  zarówno progresji 
choroby limfoproliferacyjnej (obecno  klonu nowotworowego we krwi), jak i regre-
sji  b d cej efektem zastosowanej terapii. Wysoka przydatno  bada  ekspresji anty-
genu CD26 doprowadzi a do uznania tej metody za obowi zuj c  w diagnostyce 
ró nicowej oraz ocenie stopnia zaawansowania ch oniaków pierwotnie skórnych 
wywodz cych si  z komórek T [70] 

3. Hodowla nowotworowych limfocytów T pacjentów z pierwotnie skórnymi ch onia-
kami T-komórkowymi wymaga wnikliwych, czasoch onnych i kosztownych proce-
dur, a uzyskanie wzrostu (hodowli) limfocytów T z krwi pacjenta z rozrostem limfo-
proliferacyjnym nie jest jednoznaczne z utrzymaniem wzrostu linii nowotworowej. 
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6. DYSKUSJA 

Dwie dekady temu przeprowadzono pierwsze badania nad immunobiologi  komórek T 
oceniaj c ich migracj  (trafficking) pomi dzy poszczególnymi narz dami organizmu cz o-
wieka oraz nad molekularn  analiz  regulacji ich w drówki do skóry (skin homing) 
[43,57,58]. Przedstawiono tez , e tak zwane naiwne komórki T (naive T cells) wykazuj  na 
swej powierzchni ekspresj  takich moleku  adhezyjnych jak L-selektyna, która pozwala im na 
wnikni cie do w z ów ch onnych poprzez wysoki nab onek ylny, na którego powierzchni 
znajduje si  odpowiedni ligand: adresyna w z ów ch onnych (PNAd, peripherial node ad-
ressin). W w z ach ch onnych komórka T zostaje zaktywowana przez pochodz ce ze skóry 
komórki dendrytyczne prezentuj ce antygen (APC, antigen presenting cells ), a nast pnie 
podlega podzia om i proliferacji. Jednocze nie na powierzchni tych komórek T dochodzi do 
ekspresji moleku  aktywacyjnych i efektorowych, przez co staj  si  one komórkami pami ci. 
Podczas tej przemiany podgrupa komórek pami ci T nabywa antygen CLA (cutaneous lym-
phocyte antigen)., który pozwala tej komórce migrowa  do skóry, szczególnie zmienionej za-
palnie, dzi ki ekspresji na powierzchni ródb onka naczy  skórnych odpowiednich dla niego 
ligandów [17,74]. Wykazano, e  w skórnych zmianach chorobowych typu CTCL wi kszo
komórek pami ci T wykazuje ekspresj  CLA [27,52]. Wyniki bada  sugeruj , e najcz stsze 
postacie CTCL: ziarniniak grzybiasty i zespó  Sézary’ego reprezentuj  nowotworowy rozrost 
komórek T pami ci CLA+,  czyli komórek o powinowactwie do skóry (skin homing T cells, 
CCR4+CCR10+). Chemotaktyczne cytokiny (chemokiny) oraz cz stki adhezyjne znacz co
przyczyniaj  si  do procesu w drówki do skóry (skin homing) zaktywowanych komórek T i 
komórek T pami ci. Naiwne komórki T wykazuj  ekspresj  receptora chemokiny 7 (chemo-
kine receptor 7 – CCR7) oraz cz stki adhezyjnej CD62L. Oddzia ywanie pomi dzy CCR7 i 
jego ligandami: SLC/CCL21 (secondary lymphoid tissue chemokine) i MIP3 /CCL19 (ma-
crophage inflammatory protein 3 ) obecnymi na komórkach ródb onka naczy  w z ów
ch onnych stymuluje aktywacj  integryn, a nast pnie adhezj  i migracj  przezb onow  komó-
rek T [11,23].  

Znaczna liczba komórek pami ci T CLA+ wykazuje na swej powierzchni ekspresj  re-
ceptora chemokiny 4 (CCR4) [12]. Oddzia ywanie pomi dzy CCR4 a ligandem 
TARC/CCL17 (thymus and activation regulated chemokine) na zaktywowanych komórkach 
ródb onka naczy  umo liwia limfocytom  T ekstrawazacj  dzi ki zale nej od integryn adhe-

zji komórek T CLA+ do cz stek ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) obecnych na 
powierzchni komórek ródb onka [12]. 

Wiadomo, e chemokiny wykazuj  zdolno  stymulacji wszystkich leukocytów. Po-
szczególne klasy limfocytów T (Th1, Th2, Th17, T  reg, naiwne, pami ci itd.) charakteryzuj
si  zestawem okre lonych receptorów na swej powierzchni, pozwalaj cym na zró nicowan
odpowied  na poszczególne chemokiny. Keratynocyty wydzielaj  liczne chemokiny b d ce 
chemoatraktantami dla leukocytów. Podsumowuj c dane mo na stwierdzi , e: 

Powinowactwo do receptora CCR4, obecnego na komórkach T, wykazuj  ligandy 
CCL17 oraz CCL22 (wydzielane przez keratynocyty, komórki dendrytyczne i komórki 
ródb onka naczy ) [12] 

o Ekspresj  CCR4+ obserwowano u pacjentów z transformowanym (CD30+)  ziar-
niniakiem grzybiastym, o agresywniejszym ni  klasyczna posta  MF przebiegu 
[36] 

o Ekspresja CCR4+ w CTCL jest wi ksza na komórkach T CLA+ [18] 
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o A u pacjentów z zespo em Sézary’ego tak e na komórkach CCR10+ i CCR7+ ( a 
wi c o powinowactwie zarówno do skóry jak i w z ów ch onnych); monoklonaln
natur  komórek potwierdzono metod  cytometrii przep ywowej z wykorzysta-
niem IO Test Beta Mark TCR V  Repertoire Kit, a nast pnie metodami cytometrii 
przep ywowej z przeciwcia em przeciw dominuj cemu fragmentowi TCR V oraz 
sekwencjonowaniem produktów klonowania dominuj cego fragmentu TCR V
[66]. 

o Receptor CCR4 bierze udzia  w migracji limfocytów T do skóry [13] 

Receptor CCR10 wyst puje na limfocytach T migruj cych do skóry oraz na melanocy-
tach. Jego ligandem jest CCL27 wydzielana przez komórki endotelium oraz keratynocy-
ty. 

o CCR10 jest odpowiedzialny za w drówk  limfocytów T do skóry, gdy w niej 
rozwija si  stan zapalny [29,30,48,54] 

o Komórki nowotworowe w ziarniniaku grzybiastym oraz zespole Sézary’ego wy-
kazuj  ekspresj  receptora CCR10 na swojej powierzchni [50,66] 

o Zaktywowane keratynocyty produkuj  chemokin  CTACK/CCL27, która oddzia-
ywuj c z receptorem CCR10  obecnym na powierzchni skórnych efektorowych 

komórek T oraz limfocytach T pami ci, wspomaga proces rekrutacji tych komó-
rek do skóry. Zablokowanie chemokiny CCL27 utrudnia w drówk  do skóry ko-
mórek T CCR4+ [66] 

Do receptora CCR7 obecnego na komórkach dendrytycznych i limfocytach T  powino-
wactwo wykazuje ligand CCL21 wydzielany przez komórki ródb onka naczy  w z ów 
ch onnych) 

o CCR7 i CCL21 s  fundamentaln  par  odpowiedzialn  za fizjologicznie wyst pu-
j c  w zdrowym organizmie migracj  limfocytów T do w z ów ch onnych 
[19,20,24] 

o Wysok  ekspresj  CCR7 stwierdzano w naciekach w z ów ch onnych w bia acz-
ce/ch oniaki doros ych z komórek T [26] 

o Obecno  nowotworowych komórek T w MF i SS o wysokiej ekspresji CCR7 
stwierdzono w pracy Kallinich i wsp. [37]; ekspresja tego receptora sprzyja a wy-
st pieniu przerzutów do w z ów ch onnych; potwierdzono wysok  ekspresj
CCR7 na komórkach nowotworowych w zespole Sézary’ego, jednak nie w MF – 
co mog oby t umaczy  ró nic  w przebiegu klinicznym obu chorób (komórki SS 
wykazuj  podwójny potencja  migracyjny – do skóry – dzi ki CCR10+ i do w -
z ów ch onnych dzi ki CCR7+) [66] 

Receptor CCR3 ( nie brany pod uwag  w badaniach ze wzgl du na powszechno  wy-
st powania – na komórkach T, komórkach kwasoch onnych i innych leukocytach) od-
dzia ywuje z CCL5, CCL7, CCL8, CCL11 i wieloma innymi receptorami produkowa-
nymi przez makrofagi i inne komórki 

o Wykazano jego rol  w pierwotnych ch oniakach skóry CD30+  [42] 

Receptor CXCR4 wyst puj cy na komórkach endotelium, leukocytach i wielu innych 
komórkach wykazuje powinowactwo do ligandu CXCL12, produkowanego przez fibro-
blasty oraz inne komórki zr bu
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o Tzw. skin homing receptor CXCR4+ jest ci le powi zany z utrat  na powierzch-
ni komórek T antygenu CD26 (dipeptydylaza) tnie i inaktywuje CXCL12, nato-
miast unieczynnienie CD26 wzmaga chemotaksj  prowokowan  przez CXCL12, 
co sprzyja migracji komórek nowotworowych w zespole Sézary’ego [49] 

Badania nad receptorami chemokin, szczególnie CCR4 i CCR10, zach caj  do rozwa a
nad ich przydatno ci  w leczeniu CTCL, szczególnie, e stosunkowo niewielka populacja 
prawid owych limfocytów T wykazuje ekspresj  obu receptorów, a wi c by  mo e eradykacja 
komórek T CCR4+CCR10+ nie b dzie prowadzi  do ci kich limfopenii, typowych np. dla 
niektórych chemioterapii stosowanych w CTCL. Doniesienia na temat zastosowania przeciw-
cia  anty-CCR4 w bia aczce/ch oniaki z komórek T doros ych oraz w ziarniniaku grzybiastym 
i zespole Sézary’ego stanowi  pocz tek obiecuj cej drogi (pomimo doniesie  na temat cyto-
toksyczno ci zale nej od przeciwcia ) [33,82]. 

Na ekspresj  i funkcj   CCR4 wp ywa znany ju  w terapii CTCL beksaroten. [56] Inny 
lek zarejestrowany w USA: denileukin diftitoks (bia ko fuzyjne IL2-z toksyn  b onicy oddzia-
ywuje na CCL27 (ligand CCR10) oraz CCL17 (ligand CCR4),  cho  jego skuteczno  w le-

czeniu CTCL jest wci  ograniczona [4].  

Zgodnie z przeprowadzonymi badaniami mo na ró nicowa  zespó  Sézary’ego, postaci 
erytrodermiczne CTCL  oraz choroby zapalne wykorzystuj c receptory chemokin CCR4, 
CCR7 i CCR10, ale, jak wspomniano wcze niej, ich przydatno  w codziennej diagnostyce 
jest wci  ograniczona pracoch onno ci  oraz wysokimi kosztami badania. St d podj to ba-
dania nad antygenem CD26, bior cym aktywny udzia  w  procesach proliferacji limfocytów 
T, tak e w powi zaniu z aktywno ci  chemokin. 

Antygen CD26 (dipeptydylowa peptydaza IV) jest proteolitycznym enzymem podlegaj -
cym ekspresji na powierzchni wi kszo ci kr cych komórek T u osób zdrowych [40,64]. Di-
peptydylowa aminopeptydaza IV (DPP IV, EC 3.4.14.5) nale y do grupy proteaz seryno-
wych. Enzym ten, o masie cz steczkowej 110-120 kDa, jest przezb onow  glikoprotein  od-
cinaj c  dipeptydy Xaa-Pro, a rzadziej tak e Xaa-Ala z N-ko ca polipeptydów. Pomimo, i
jest szeroko rozpowszechniony w nab onkach i ródb onkach wszystkich tkanek – jego rola 
wci  pozostaje nie do ko ca wyja niona. Wiadomo, e enzym ten bierze udzia  mi dzy in-
nymi w procesie proliferacji limfocytów T. Obecno  antygenu VD26 zidentyfikowano na 
powierzchni oko o 50 % limfocytów krwi obwodowej [10,32,40]. Ekspresj  CD26 potwier-
dzono równie  w obr bie subpopulacji komórek T pami ci. Przyczyna utraty CD26 w przy-
padkach zespo u Sézary’ego oraz zaawansowanych stadiów MF nie jest ostatecznie znana. 
Wiadomo, e CD26 wp ywa na aktywno  wielu cz steczek, w tym chemokin odpowiadaj -
cych za chemotaksj  wielu komórek do skóry, np. I-TAC/CXCL11, która rekrutuje komórki 
T poprzez receptor CXCR3 [44,45]. Je li oddzia ywanie CXCL11-CXCR3 jest wa ne dla 
procesu migracji limfocytów T do skóry, to utrata CD26 mo e odpowiada  za utrat  tej zdol-
no ci migracyjnej, co powoduje nagromadzenie limfocytów T we krwi obwodowej. Podobnie 
jest ze wspomnian  zale no ci  ekspresji CD26 i CXCL12, w której to utrata CD26 sprzyja 
zwi kszonej aktywno ci CXCL12, a tym samym – przetrwaniu komórek nowotworowych 
oraz ich aktywnej migracji, a wi c i rozprzestrzenianiu si  choroby. CD26 tak e tnie i inak-
tywuje chemokin  SDF-b d c  ligandem CXCR4, którego rola w procesach migracji komó-
rek Sézary’ego do skóry jest bezsporna. St d utrata antygenu CD26,  wi e si  z rozprze-
strzenianiem si  komórek Sézary’ego poza skór  i progresj  choroby [44,45,63,65].  

Utrata antygenu CD26 na ponad 30% komórek CD4+ zosta a przyj ta   za marker obec-
no ci klonu nowotworowego we krwi obwodowej w zespole Sézary’ego oraz w zaawansowa-
nych postaciach ziarniniaka grzybiastego [70]. 
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Nawi zuj c ponownie do receptorów chemokin: zgodnie z danymi z pi miennictwa – li-
gandy receptora CCR4 s  produkowane przez komórki dendrytyczne, stymuluj  w ziarniniaku 
grzybiastym gwa town  chemotaksj  limfocytów T, które m.in. formuj  mikroropnie Pautrie-
ra w naskórku, b d ce markerem MF. O zwi zku komórek dendrytycznych z komórkami 
Sézary’ego donosili w 2001 Edelson i wsp. prowadz c hodowle komórek ch oniaków w 
obecno ci niedojrza ych form komórek dendrytycznych. W zwi zku ze stosunkowo rzadkim 
wyst powaniem ch oniaków pierwotnie skórnych, a jednocze nie ich interesuj c  biologi  ( 
ch oniaki ograniczone swym wyst powaniem do skóry contra rozrosty o agresywnym prze-
biegu, gwa townie rozprzestrzeniaj ce si  i zajmuj ce narz dy wewn trzne) postanowili my 
podj  prób  hodowli  komórek Sézary’ego – licz c na uzyskanie linii komórkowej do dal-
szych bada  [16].  

Znane s  powszechnie dwojakiego rodzaju problemy zwi zane z hodowl  komórek Séz-
ary’ego. Pierwszy z nich stanowi  trudno ci w utrzymaniu komórek przy yciu przez d ugi 
czas. Drugim jest udowodnienie, e hodowane komórki s  rzeczywi cie komórkami nowo-
tworowymi CTCL. Nacieki nowotworowe z komórek CD3+CD4+ w CTCL nie s  jednorod-
ne. Pomimo mózgokszta tnego j dra nowotworowe limfocyty T trudno odró ni  w rutyno-
wych badaniach cytologicznych i immunohistochemicznych od licznych towarzysz cych nie-
nowotworowych komórek T, a domieszka komórek zapalnych, szczególnie we wczesnych 
stadiach choroby,  jest znaczna 

Jedn  z metod potwierdzenia nowotworowego charakteru nacieku, a tym samym wywo-
dz cej si  z niego linii komórkowej, jest ocena klonalno ci rearan acji a cuchów receptora 
TCR oraz ocena obecno ci aberracji chromosomowych w grupie hodowanych limfocytów T. 
Metody te by y i s  stosowane powszechnie, a ich wyniki potwierdzaj  trudno ci w hodowli 
w a ciwych komórek [5,39,60,73,85].  

Abrams  i wsp. ustalili lini  komórkow  komórek T pacjenta z zespo em Sézary’ego  i 
wykazali w niej t  sam  rearan acj  TCR co w wyj ciowych komórkach klonu  nowotworo-
wego potwierdzaj c nowotworowy charakter linii limfocytów T [1]. Natomiast Ho i wsp. nie 
byli w stanie potwierdzi  monoklonalno ci linii komórkowej wywodz cej si  ze zmian skór-
nych pacjenta z ziarniniakiem grzybiastym stosuj c t  sam  metod  [28]. Harvix i wsp. pro-
wadzili 150 hodowli komórkowych od 4 pacjentów  z CTCL ( 3 z ziarniniakiem grzybiastym 
i 1 z CTCL CD30+) [25].  Wykorzystuj c metod  sekwencjonowania (po amplifikacji PCR 
DNA z komórek CD4+ i wklonowaniu produktu PCR do E. Coli)  porównali N-specyficzny 
region TCR  klonu nowotworowego wyj ciowego oraz linii hodowanych komórek i nie 
stwierdzili w ani jednym przypadku identyczno ci. Oznacza to, e hodowane komórki nie by-
y z o liwymi limfocytami T.  Bagot i wsp. potwierdzili obecno  2 klonów nowotworowych 

w hodowanych linii komórkowych cytogenetycznie  identycznych (trisomia chromosomu 7) 
jak w komórkach wyj ciowych klonu [5]. Klonalno  w hodowanych ponad 2 lata liniach zo-
sta a potwierdzona przez analiz  transkryptu TCR  i regionu CDR3. Hodowla ta nie wyma-
ga a dodawania IL (tylko pocz tkowo dodawano IL-2 i IL-7), obserwowano bowiem nieza-
le ny samodzielny wzrost, co mog o potwierdza  nowotworowy charakter komórek T w ho-
dowli. Niemniej nie przeprowadzono sekwencjonowania komórek linii w celu ostatecznego 
potwierdzenia, e komórki te wywodz  si  z wyj ciowego klonu nowotworowego. Jednocze-
nie w jednej z hodowli wyprowadzono lini  komórek T CD4+, które wykazywa y aktywno

antynowotworow . By y to komórki reaktywne nienowotworowe. Mo liwo ci prowadzenia 
hodowli tak e linii komórkowych tego typu potwierdza konieczno  ostro nej interpretacji  
uzyskanych wyników.  

Z doniesie  literaturowych wynika, e w wielu hodowlach nie potwierdzano klonalno ci 
komórek nowotworowych metod  PCR, natomiast wykorzystywano technik  Southern blot-
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tingu (SBA, Southern Blotting Analysis).  Abram i wsp. przeprowadzili analiz  metod  SBA 
z sond  przeciwko odcinkowi sta emu a cucha TCR , czym potwierdzili, e rearan acja w 
linii komórek Sézary'ego by a identyczna z t  znalezion  we krwi pacjenta [1]. Tak e Starke-
baum i wsp. wykorzystali t  sam  metod  w ocenie linii komórek T wyhodowanej z wyko-
rzystaniem IL-2  od pacjenta z bia aczk /ch oniakiem skórnym [69]. Metoda SBA opiera si
na ró norodno ci wynikaj cej z rearan acji fragmentów C i V receptora TCR. Niemniej nale-
y pami ta , e ró nice jedno lub kilku nukleotydowe w obr bie po cze  C-V, wynikaj ce z 

dodania lub uj cia kilku nukleotydów mog  pozosta  niezauwa one przez sond  i rozpoznane 
jako identyczne. Dlatego aktualnie uznaje si , e analiza TCR-  metod  SBA nie jest wystar-
czaj ca do potwierdzenia jednorodno ci hodowanej linii limfocytów T. Ma to zwi zek z fak-
tem, e niemonoklonalne komórki T mog  mie  ten sam a cuch  TCR [15].  

Z bada  w asnych wynika konieczno  dok adnej analizy fenotypu hodowanych komó-
rek. Morfologia komórek oraz podstawowe metody  z wykorzystaniem CD typowych dla lim-
focytów T s  niewystarczaj ce. Intensywny wzrost hodowanych komórek  nie musi potwier-
dza  ich nowotworowej natury. W jednym z eksperymentów stwierdzono intensywny wzrost 
limfocytów T nie b d cych komórkami Sézary'ego. Jest mo liwe, i  by y to limfocyty odczy-
nowo reaguj ce np. na sk adniki serum (FCS). Mo na wi c doprowadzi  do wzrostu limfocy-
tów T nie b d cych komórkami nowotworowymi – co potwierdzaj  dane literaturowe [5]. 

W ci gu ostatnich 20 lat przedstawiono wiele metod hodowli nowotworowych  komórek 
T. adna z nich nie zosta a dotychczas uznana za optymaln  dla komórek T z krwi i skóry 
pacjentów z zespo em Sézary’ego i innymi odmianami CTCL [7,16,25,55].  

Prowadzenie dalszych hodowli komórek nowotworowych i dendrytycznych pacjentów z 
CTCL mo e zapewni  materia  do bada  natury nowotworowych komórek T w CTCL  jak i 
pozwoli  na wnikliw  analiz  interakcji pomi dzy obydwoma rodzajami komórek. Interesuj -
ce wydaj  si  doniesienia na temat niezale nych antygenowo interakcji pomi dzy niedojrza-
ymi DC, a limfocytami T mog ce  sprzyja  rozwojowi immunoterapii w CTCL [55]. Zawsze 

jednak nale y pami ta , e badania in vitro nie musz  odzwierciedla  rzeczywisto ci in vivo, 
co potwierdza a widoczna zmiana ekspresji wybranych receptorów chemokin i CLA na po-
wierzchni komórek T w hodowli. Ograniczona liczba pacjentów z CTCL, a szczególnie z ze-
spo em Sézary’ego, przy jednoczesnym miertelnym przebiegu choroby zmusza do poszuki-
wania nowych dróg badawczych, takich jak hodowle komórkowe, pozwalaj cych w przysz o-
ci sta  si  u ytecznymi w badaniach nie tylko nad biologi  nowotworu, ale tak e mo liwo-
ciami terapeutycznymi. By  mo e rozwi zaniem b d  modele zwierz ce CTCL, z których 

jeden uda o si  ustali  badaczom niemieckim, daj c pocz tek badaniom nad biologi  ch onia-
ków pierwotnie skórnych z komórek T in vivo [13]. 
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7. STRESZCZENIE 

Receptory chemokin wraz z aktywuj cymi je chemokinami odgrywaj  kluczow  rol  w 
migracji leukocytów, m.in. limfocytów T, zarówno w stanie zdrowia jak i procesach zapal-
nych.  We wczesnym okresie rozrostu nowotworowego,  chemokiny wraz z receptorami, 
wp ywaj  m.in. na procesy odpowiedzialne za rozwój nowotworu, oporno  jego komórek na 
reakcje immunologiczne hamuj ce tocz cy si  proces, w tym rozsiew komórek nowotworu. 
W rozwoju pierwotnych ch oniaków skóry z komórek T (CTCL, Cutaneous T Cell Lympho-
ma) w tym  najcz ciej wyst puj cego ziarniniaka grzybiastego (MF, Mycosis fungoides) 
oraz jednego z najbardziej agresywnych w przebiegu: zespo u Sézary’ego (SS, Sézary syn-
drome), kluczow  rol  odgrywaj  receptory CCR4, CXCR4 i CCR10, odpowiedzialne m.in. 
za migracj  limfocytów T do skóry, a tak e receptor CCR7, bior cy udzia  w procesie w -
drówki limfocytów T do w z ów ch onnych, co potwierdzi y badania w asne autora. Wyniki 
bada  sugeruj , e komórki nowotworowe krwi w zespole Sézary'ego w druj  do skóry dzi -
ki ekspresji CCR4 i CCR10, a nast pnie wracaj  do krwi, najprawdopodobniej dzi ki CCR7. 
Wykazuj  wi c podwójny potencja  migracyjny wynikaj cy ze z o onego fenotypu  "central-
nych" komórek T pami ci o potencjale w drówki do skóry ( skin homing „central” memory T 
cells).  W pracy poruszono tak e  temat ekspresji chemokiny TARC (CCL17) oraz jej recep-
tora CCR4 w zapalnej chorobie skóry: toczniu rumieniowatym skórnym. Stwierdzono wysoki 
odsetek limfocytów T CCR4+ w skórze pacjentów  z t  chorob  zapaln , szczególnie z jej 
postaci  bliznowaciej c .  Potwierdza tylko z o ono  procesów, w których chemokiny i ich 
receptory odgrywaj  istotn  rol .

Pomimo przekonywuj cych wyników bada  w asnych, sugeruj cych znaczenie ww cz -
stek (receptorów chemokin) w diagnostyce ró nicowej ziarniniaka grzybiastego oraz zespo u
Sézary'ego, wysoki koszt procedur oraz ich pracoch onno  spowodowa y, i  podj to badania 
nad antygenem CD26, odgrywaj cym wa n  rol  w patogenezie ch oniaków skóry m.in. po-
przez  powi zania z chemokinami oraz ich receptorami. Rozwa aj c praktyczne zastosowanie 
wyników bada  nad antygenem CD26 stwierdzono, e ocena ekspresji tej cz steczki na lim-
focytach CD4+CLA+ jest prostsza w przeprowadzeniu i ta sza, ni  badania receptorów che-
mokin. Metody oceny fenotypu CCR4 CLA CD4 CD26 oraz CD4 CD7 CD26 okaza y si  na 
tyle pomocne w diagnostyce zespo u Sézary’ego i ziarniniaka grzybiastego, e, uwzgl dniaj c
zach caj ce doniesienia literaturowe,  wdro ono je do rutynowej diagnostyki ch oniaków skó-
ry w  Uniwersyteckim Centrum Medycznym Gda skiego Uniwersytetu Medycznego. Utrata  
antygenu CD26 na minimum 30% komórek CD4+ sta a si  równocze nie  uznan  przez 
EORTC (European Organization of Research and Treatment of Cancer) oraz WHO (World 
Health Organization) metod  oceny zaj cia krwi obwodowej przez nowotworowe komórki w 
ziarniniaku grzybiastym oraz zespole Sézary’ego.  

W celu uzyskania do bada  du ej puli komórek Sézary’ego, ze wzgl du na rzadkie wy-
st powanie choroby,  podj to tak e próby hodowli tych komórek. Pomimo stosunkowo krót-
kiego czasu utrzymywania si  komórek Sézary’ego w hodowli, poddano dyskusji interakcje 
pomi dzy komórkami dendrytycznymi, a limfocytami T w SS oraz zwrócono uwag  na ko-
nieczno  dok adnego okre lenia fenotypu hodowanych komórek. Jak wynika z wcze niej-
szych bada  innych autorów, rutynowo wykonywane badania komórek nowotworowych w 
przypadku zespo u Sézary’ego,  z wykorzystaniem markerów CD typowych dla limfocytów 
T,  okazuj  si  cz sto niewystarczaj ce dla potwierdzenia nowotworowej natury utrzymywa-
nych w hodowli komórek, co zmusza do bardzo wnikliwej oceny bada  prowadzonych na li-
niach komórkowych CTCL.  
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8. SUMMARY

Chemokine receptors and activating them chemokines play a key role in the migration of 
leukocytes, including T cells, both in health and inflammatory processes. Chemokines and 
their receptors influence on the early stage of tumor growth. They are  responsible for  the 
tumor growth, the resistance of neoplastic cells to the immune cells trying to inhibit an ongo-
ing process and the spreading of cancer cells in the organs. Receptors CCR4, CXCR4 and 
CCR10, which is responsible inter alia for migration of T lymphocytes to the skin, as well as 
receptor CCR7, which is involved in the process of T cell migration to lymph nodes play a 
pivotal role in the development of primary cutaneous lymphomas of T-cell (CTCL, Cutaneous 
T Cell Lymphoma) both the most common mycosis fungoides (MF, mycosis fungoides) and 
one of the most aggressive in the course: Sézary syndrome (SS, Sézary syndrome), what was 
confirmed by the author. The results of experiments suggests that the SS cells are admitted to 
the skin by CCR4 and/or CCR10 and then return to the blood thanks to CCR7. The malignant 
clone may represent double migrating potential thanks to complex phenotype expression of 
skin homing cutaneous “central” memory T cells in the peripheral blood of patients with Sé-
zary syndrome. The expression of chemokine TARC (CCL17) and its receptor CCR4 was 
checked also in the inflammatory disease of the skin: cutaneous lupus erythematosus (CLE). 
A high percentage of CCR4 + T cells in the skin of patients with CLE, particularly in the cica-
trical subtype was found. That confirms the complexity of the processes, in which chemoki-
nes and their receptors play a role. 

Despite the convincing results, suggesting the importance of the aforementioned particles 
(chemokine receptor) in the differential diagnosis of mycosis fungoides and Sézary syndrome, 
the high cost and labor-intensive procedures, led the research undertaken over the CD26 anti-
gen, which plays an important role in the pathogenesis of cutaneous lymphomas in between 
through linkages with chemokines and their receptors. Considering the practical application of 
research results on the CD26 antigen, there was found that the assessment of expression of 
this molecule on CD4 + CLA + is simpler and cheaper to conduct, than studies of chemokine 
receptors. Methods of assessing the phenotype of CLA CCR4 CD4 CD26 and CD4 CD7 
CD26 proved to be so helpful in the diagnosis of Sézary syndrome and mycosis fungoides 
that, given the encouraging literature reports, it has been implemented into routine diagnosis 
of lymphomas of the skin at the University Medical Center, Medical University of Gdansk. 
The loss of CD26 antigen on a minimum of 30% CD4 + cells became also recognized by the 
EORTC (European Organization of Research and Treatment of Cancer) and WHO (World 
Health Organization) by assessing the activities of peripheral blood tumor cells in the mycosis 
fungoides and Sézary syndrome.  

In order to test a large pool of Sézary cells, due to the rarity of the disease, it has been al-
so attempts to culture these cells. Despite a relatively short time of Sézary cells persistence, 
this survival was discussed considering the  interaction between dendritic cells and T cells in 
the SS, and highlighted the need to clarify deeply the phenotype of cultured cells. As shown 
also in previous studies, the routine tests for neoplastic cells in Sézary syndrome, using CD 
markers typical for T cells, often prove insufficient to confirm the nature of tumor maintained 
in cell culture, what means a very careful evaluation of research on CTCL cell lines.  
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