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Souhrn

Imunofenotypizace koznich T-lymfomii

Vychodisko. Kromé bézné uzivaného histologického a imunohistochemického vysetteni lze diagnostiku
malignich lymfomui (ML) doplnit o imunofenotypizaci pomoci pritokové cytometrie. Je tieba nejprve zis-
kat bunéc¢nou suspenzi, coZ je u koznich T-ML zvlasté problematické.

Metody a vysledky. K izolaci lymfoidnich elementu z kiize pouzivame enzymovou digesci. Pfesto pii malé
infiltraci tkané selhava metoda priitokové cytometrie na nedostatecném mnozstvi lymfocyti v bunééné sus-
penzi. V ramci diagnostiky, stagingu a restagingu jsme dosud vysetrili 66 vzorkii od 17 pacientu s podezie-
nim ¢i diagnézou kozniho T-lymfomu (20krit kuze, 20krat kostni dieri a 26krat periferni krev). Devétkrat
se uspésné zdarilo izolovat lymfocyty z kiiZe a diagnostikovat infiltraci T-ML, 1krat byl nalez suspektni pro
infiltraci tkané, 4krat byla izolace tispésSna, ale metoda neprispéla k diagnoze a 6krat byla tkan infiltrova-
na tak malym mnozstvim lymfoidnich elementi, Ze se nepodarilo ziskat optimalné bunéénou suspenzi.

Pri stagingu a restagingu jsme metodou priitokové cytometrie v korelaci s histologickym a imunohisto-
chemickym vySetirenim 14krat prokazali negativni nalez v kostni dieni (KD), 3krat pii negativnim histolo-
gickém nalezu jsme metodou priutokové cytometrie potvrdili nadorovou infiltraci a 2krat suspekci z infil-
trace KD. Nalez priitokové cytometrie byl 1krat suspektni z infiltrace KD, zatimco histologicky nalez byl
jednoznacné pozitivni. Pii vySetieni vzorki periferni krve (PK) jsme 21krat nezjistili pritomnost nadoro-
vych bunék, 3krat byly nadorové buiiky v PK detekovany a 2krat byl nalez suspektni.

Zdvéry. Pritokova cytometrie ma nezastupitelny vyznam v okamziku rozsahlé infiltrace kize, lymfoid-
ni tkané se vsak jevi jako vhodnéjsi diagnosticky material. Pii zjisténi aberantniho imunofenotypu nado-
rovych bunék je metoda navic vhodna pro sledovani minimalni rezidualni nemoci.

Klicovd slova: kozni T-lymfomy — mycosis fungoides — prutokova cytometrie — Sézaryho syndrom

Summary

Immunophenotypization of Cutaneous T-cell Lymphomas

Background: Apart from routine histological and immunohistochemical examination the immunopheno-
typization by flow cytometry is a very helpful and potent auxiliary method in diagnosis of malignant lym-
phomas (ML). The first necessary and unevitable step for flow cytometric examination is to obtain a repre-
sentative cell suspension that can prove to be rather problematic in case of cutaneous T-cell lymphomas.

Methods and results: In order to isolate lymphoid cells from a skin excision the enzymatic digestion is
used. Yet, in case of poor tissue infiltration the flow cytometry fails because of the small amount of lym-
phocytes in the cell suspension. We have analyzed 66 samples from 17 patients (20 from skin, 20 from bone
marrow and 26 from peripheral blood) during primary diagnosis, staging and restaging of cutaneous T-cell

Préce byla podpofena internim grantem FNM 9729 a Vyzkumnym zdmérem MZO 00064203 ¢.6704.

Zkratky: CTCL — koZzni T-lymfom, KD — kostni dferi, MF — mycosis fungoides, ML — maligni lymfom, PK — periferni krev, SS —
Sézaryho syndrom
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lymphoma. The flow cytometry from skin was diagnostic for T-cell lymphoma in 9 cases, in 1 case the fin-
ding was suspicious for lymphoma, in 4 cases the examination did not contribute to the diagnosis. In 6 cases
the tissue was only sparsely infiltrated by lymphocytes and optimal cell suspension was not obtained.
During staging and restaging the examination of the bone marrow samples in 14 cases did not reveal any
lymphoma either morphologically or by flow cytometry, in 3 cases the infiltration was proved by both me-
thods. In 3 cases the flow cytometry proved the bone marrow infiltration in spite of a negative histology and
in 3 cases the flow cytometric results were suspicious for infiltration while histological finding was negative
in 2 cases and unequivocally positive in 1 case. In the peripheral blood samples the tumor cells were detec-
ted in 3 cases, the finding was suspicious in 2 cases and negative in 21 cases.

Conclusion: The flow cytometry is of vital diagnostic importance especially in cases of massive cutane-
ous infiltration, but lymphoid tissue seems to be a better diagnostic material. If the infiltration of the tissue
is not massive, the number of lymphocytes in suspension is insufficient, and the examination is not conclu-
sive. In addition, if the aberrant immunophenotype of tumor cells is observed, the method is ideal for moni-
toring a minimal residual disease.

Key words: cutaneous T-cell lymphomas — mycosis fungoides — flow cytometry — Sézary syndrome

UvOoD

Lymfomy vznikaji nddorovou transformaci bunék
lymfoidnich tkéni. Jde o klondlni proliferaci bunék zasta-
venych v urcité fazi svého vyvoje. Mnoho lymfomu se
vyznacuje aberantni koexpresi antigenl, coZ umoZiiuje
odliSeni neoplastickych lymfocyt od okolnich nenddoro-
vych lymfoidnich elementi.

Dnes jiz k rutinné pouZivanym metoddm pro diagnos-
tiku, staging a restaging fadime kromé klasického histo-
logického vySetieni doplnéného o imunohistochemické
vySetieni rovnéZ metodu pritokové cytometrie a moleku-
larné biologické pristupy. Spektrum téchto vySetfeni
zptestiuje diagnostiku, umoZziiuje lepsi klasifikaci one-
mocnéni a tim vyznamné pfispivd k cilenému vybéru
1€Cby.

Prace byla zaméfena na diagnostiku, staging a resta-
ging u pacientd s koZnimi T-lymfomy, zejména typu
mycosis fungoides (MF) a Sézaryho syndromu (SS).
KozZni T-lymfomy (CTCL) typu mycosis fungoides jsou
nejcastéjs$i lymfomy postihujici kiZi (5); medidn pribéhu
onemocnéni u pacientll s CTCL se pohybuje kolem Sesti
let (6, 17).

U vétSiny pacientll s MF/SS jsou detekovany nadoro-
vé buiiky s imunofenotypem CD4+ v koexpresi s CD2
a CD3. CD5 a CD7 mohou byt negativni. BéZné pouZiva-
né diagnostické markery pro odliSeni T-bunék (jako
napiiklad TCRo, CD3, CD4, CD8 a CD45), které jsou
komponentami receptorového komplexu pro antigen,
jsou dynamicky reguloviany béhem T-bunécné maturace
a aktivace (11). V nékterych piipadech se u pacientil set-
kdvame s jejich aberantni expresi ¢i odli$nou intenzitou
exprese (15).

Metodou pratokové cytometrie je moZné zjiStovat
imunofenotyp maligné transformovanych bunék ziska-
nych z odbéril z riznych lokalizaci. Pfedmétem vySetieni
byvaji nejcastéji lymfoidni elementy izolované z perifer-
ni krve, kostni dfené ¢i z primérnich nebo sekundarnich
lymfoidnich tkani (1, 3, 9, 10, 14). Priitokova cytometrie
je vSak dobrym pomocnikem i pfi diagnostice lymfomi
z biopsii ziskanych tenkou bioptickou jehlou (12, 13, 14).

Cilem této studie byla optimalizace metody zpracova-
ni vzorkl z kiiZe odebranych excizi, pfiprava bunééné
suspenze a vySetieni primdrniho tumoru pomoci pritoko-
vé cytometrie. V piipadé tspéSné piipravy suspenze lym-
foidnich buné€k a pfii zjisténi jejich aberantniho imunofe-
notypu lze sndze identifikovat naddorové buiiky v KD

a PK. Metoda je citlivéjSi nez klasické morfologické
vySetfeni (7).

SOUBOR NEMOCNYCH A POUZITE
METODY

Od listopadu roku 2001 do cervna roku 2005 jsme
metodou priitokové cytometrie vySetfili 66 vzorki od 17
pacientl s podezfenim ¢i diagnézou CTCL. Sestavu tvo-
filo 6 Zen a 11 muzi praimérného véku 57 let. VEkové roz-
mezi se pohybovalo mezi 22 az 77 lety.

Imunofenotyp lymfoidnich bunék izolovanych z koZni
excize jsme stanovovali u 20 pacientl, 20krat byl prove-
den staging, respektive restaging z KD u pacienti s diag-
nézou CTCL a 26krat byla vySetfena PK. Vysledky ziska-
né prutokovou cytometrii jsme korelovali s morfologic-
kym a imunohistochemickym vySetfenim.

Pratokova cytometrie

Materidl odebrany koZni excizi byl po peropera¢nim
histologickém vySetieni, které umoZiiuje posoudit repre-
zentativnost vzorku, pfedan k vySetieni do laboratore pri-
tokové cytometrie. Po rozmélnéni tkdné pomoci pinzet
a skalpelu byl vzorek enzymaticky trdven v roztoku
média RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) a kolagenazy typu IV
(Sigma-Aldrich) (100 U/ml). Digesce probihala v termo-
statu pfi 37 °C po dobu 3 aZ 4 hodin podle kompaktnosti
tkdné. Pii dokonalém natrdveni se tkan bélavé zabarvi
a médium je zkalené. V takovém piipadé odebereme
bunécnou suspenzi, kterou promyjeme roztokem PBS
obsahujicim 0,2% Zelatinu a 0,02% azid sodny (oboje
dodano firmou Sigma-Aldrich). Bun&¢nou suspenzi zna-
¢ime komercné dostupnymi protilatkami, jednak smési
protilatek anti-CD45-FITC a anti-CD14-RPE, umozZiuji-
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ci odliSeni lymfoidnich elementt, a dale pak protilatkami
proti T-antigenim — anti-CD2-FITC, anti-CD3-RPE-Cy5,
anti-CD4-FITC, anti-CD4-RPE, anti-CD5-RPE, anti-
CD7-FITC a anti-CD8-RPE (v8echny od firmy Immuno-
tech a Beckman Coulter Company) k zjis$téni imunofeno-
typu potencidlnich naddorovych bunék T-fady. K odliSeni
B-lymfocyti jsme pouzili protilatky anti-CD19-FITC
a anti-CD19-RPE. NK buiiky jsme znacili pomoci smés-
né protilatky anti-CD(16+56)-RPE (rovnéZ vSechny od
firmy Immunotech a Beckman Coulter Company). Eryt-
rocyty byly lyzovdny hypotonickym Sokem pomoci
NH,CI. Vzorky promyté PBS s Zelatinou a azidem sod-
nym jsme méfili pratokovym cytometrem FACSCalibur
(Becton Dickinson (BD), San José, USA).

Obdobnym postupem byly znaceny vzorky z KD a PK,
kdy jiZ pracujeme s buné¢nou suspenzi a odpada nutnost

jeji pfipravy.

VYSLEDKY

Ze 20 vySetfenych koZnich excizi se suspektni infiltra-
ci pti CTCL se ndm 14krat dspé$né zdatilo ziskat suspen-
zi lymfocytl (70 % ptipadl). Z nich jsme 9krat metodou
pratokové cytometrie diagnostikovali infiltraci CTCL.
Zaznamenali jsme 45% shodu v korelaci s morfologickym
a imunohistochemickym nalezem. V jednom piipadé byl
ndlez suspektni, ale po korelaci s morfologickym a klinic-
kym obrazem se prokdzalo, Ze jde o nenddorovou lymfo-
idni infiltraci v souvislosti s imunodeficitem pacienta.
Tento piipad (5 %) byl z hlediska pritokové cytometrie
nejednoznacny a k diagndze ptispélo morfologické vySet-
feni a klinickd data; 4krat (20 % ptipadi) po Gspésné izo-
laci metoda neprokézala nddorovou infiltraci kiiZe, proto-
7e jsme u nadorovych bunék nezjistili aberantni imunofe-
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Obr. 1. KozZni excize pri diagnéze u pacienta ve véku 68 let.

Ndlez priitokové cytometrie (a, b). Nadorové buriky nevyka-
zuji aberantni koexpresi nebo ztritu nékterych z vySetfovanych
povrchovych molekul: jejich imunofenotyp je TCRo+, CD2+,
CD3+, CD4+ CD7+. (a — CD4 FITC/CD3 RPE-Cy5, b — CD8
RPE/CD3 RPE-Cy5).

Histologicky ndlez (c). KoZzni T-lymfom bliZe neurceny. Ve
stratum papillare dermis je lymfoidni infiltrat tvofeny menSimi
a stiedné velkymi buiikami. Bez vyraznéjSiho epidermotropis-
mu. Barveni hematoxylin-eozin.

Tab. 1a. Procentualni zhodnoceni iispésnosti metody pritokové cytometrie pro imunofenotypizaci CTCL z koZni excize

/ 20x koZni excize \
14x izolace 6x izolace
lymfocyta lymfocyta
+ -
70% 30%
9x potvrzeno CTCL 1x suspektni nilez 4x CTCL neprokéazano
45 % 5% 20 %

+ zdafila izolace lymfocyti, - nedspé3na izolace lymfocyti
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Tab. 1b. Korelace vysledkia pratokové cytometrie z koZnich
excizi s histologickym a imunohistochemickym nalezem
(porovnano 14 pripada, kdy byl dostupny material pro
vSechna vySetieni)

histo + histo +/- histo -
FACS + 9 - -
FACS +/- - - 1
FACS - 4 - -

+ infiltrace tkané
+/- suspektni infiltrace tkané
- bez priikazu infiltrace tkané

i
~

o
=
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notyp a pro velkou piimés tumor infiltrujicich lymfocyta
nebyl vysledek jednoznac¢ny. Sestkrat (30 % piipadt) byla
tkan infiltrovdna tak malym mnoZstvi lymfoidnich ele-
mentl, Ze se nepodafilo ziskat optimalni buné¢nou sus-
penzi, a proto jsme ndlez nemohli interpretovat (tab. 1).
Obr. 1 a 2 znazoriiuji vysledky vySetfeni u pacienta,
u kterého jsme diagnostikovali CTCL (obr. 1) a v pribé-
hu terapie doSlo k progresi onemocnéni, transformaci
kozniho nadoru do velkobuné¢né formy a ke zméné imu-
nofenotypu nadorovych bunék. Nélez pritokové cyto-
metrie ukazuje ztratu molekuly CD7 po terapii (obr. 2),
¢imz byl ziskdn vhodny znak pro sledovdni minimélni
rezidudlni nemoci. Po terapii jsme rovnéZ detekovali niZ§i
intenzitu exprese molekuly CD3 na nddorovych buiikach.

NN
on“‘
- d”

Obr. 2. Kozni excize p¥i progresi onemocnéni u téhoz paci-
enta po 2 letech.

Ndlez priitokové cytometrie (a, b, ¢, d). U nddorovych bunék
sldbne exprese molekul TCRo3, CD3 a molekula CD7 na jejich
povrchu prakticky mizi: jejich imunofenotyp je TCRoflow+,
CD2+, CD3low+, CD4+ CD7-. Ziskavame vhodny marker pro
sledovani minimdlni rezidudlni nemoci (a — CD2 FITC/CD19
RPE, b — CD4 FITC/CD3 RPE-Cy5, ¢ — CD8 RPE/CD3
RPE-Cy5, d — CD7 FITC/CD4 RPE).

Histologicky ndlez (e). V plivodné malobunééném nadoru
jsou pfitomny hojné misty se shlukujici velké atypické buriky
svédcici pro transformaci do lymfomu vysS§iho stupné maligni-
ty. Barveni hematoxylin-eozin.

& Tab. 2. Korelace vysledka pritokové cytometrie z kostnich
§ & dfeni s histologickym a imunohistochemickym nalezem
g - (porovnano 20 piipadi, kdy byl dostupny material pro
o g vSechna vySeti‘eni)

histo + histo +/- histo -
CD4 FITC FACS + N N 3
FACS +/- 1 - 2
©) d) FACS - - - 14
+ infiltrace tkané
3 w +/- suspektni infiltrace tkané
w o - bez prikazu infiltrace tkané
o 2
2 O
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» rYod Obr. 3. Kostni drer od pacienta ve véku 37 let.

Po 7zjiSténi aberantniho imunofenotypu nddorovych bunék
(TCR-, CD2+, CD3-, CD4+, CD7-) lze sledovat infiltraci kost-
ni dfené. Na rozdil od histologického a imunohistochemického
vySetfeni pritokova cytometrie jednoznacné prokazuje infiltra-
ci kostni dfené nadorovymi lymfocyty (a — CD4 FITC/CDS8
RPE, b — CD4 FITC/CD3 RPE-Cy5, ¢ — CD8 RPE/CD3 RPE-
Cy5).
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Obr. 4. Periferni krev od pacienta ve véku 37 let.

Sledovani nddorovych bunék s aberantnim imunofenotypem
TCR-, CD2+, CD3-, CD4+, CD7- (a — TCRof3 FITC/TCRYd
RPE, b — CD4 FITC/CD3 RPE-Cy5, ¢ — CD8 RPE/CD3
RPE-Cy5).
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Pii stagingu a restagingu (20 odbérti) jsme metodou
pritokové cytometrie v korelaci s histologickym a imu-
nohistochemickym vySetfenim 14krat zjistili negativni
nilez v KD (70% korelace), 3krat (15 % ptipad) pii
negativnim histologickém ndlezu metodou pritokové
cytometrie potvrzujeme nadorovou infiltraci (obr. 3)
a 2krét (10 % ptipadil) jsme vyslovili podezieni z infilt-
race KD; 1krat (5 % ptipadi) byl ndlez pritokové cyto-
metrie suspektni z infiltrace KD, zatimco histologicky
ndlez byl jednoznac¢né pozitivni (tab. 2).

Pfi vySetfeni vzorkl periferni krve (PK) jsme 21krat
nezjistili pfitomnost nddorovych bunék, 3krat (pfiklad viz
obr. 4) byly nadorové buiiky v PK detekovany a 2krat byl
ndlez suspektni.

DISKUSE

Jak je patrné z vysledkové ¢asti, je velmi vhodné kom-
binovat vSechny diagnostické pfistupy jednak z divodu
odliSnych odbérit pro jednotlivd vySetieni a rovnéz
z divodu razné citlivosti jednotlivych metod (7). Timto
zplsobem zajistime pacientovi pfesnéjsi vysledky a je
mozné optimalizovat 1é¢bu.

V této praci jsme se soustfedili na moZnost vyuZiti pri-
tokové cytometrie pro diagnostiku koznich T-lymfomd.
V pripadé, kdy se ndm podafi zjistit aberantni imunofeno-
typ nddorovych bunék primarniho tumoru, kde je jejich
kumulace nejvétsi, mdme usnadnénou préci pfi hledani
téchto elementt v KD a PK. Je v8ak potieba vZdy nalezy
jednotlivych metod vzdjemné korelovat, protoZe i abe-
rantni imunofenotyp, napf. absence nebo ,,down-regula-
ce* pan-T-buné¢nych antigenid, nemusi nutné indikovat
malignitu a miZe se vyskytovat napiiklad i u infek¢ni
mononukledzy (16), reaktivnich dermatéz anebo zanétli-
vych onemocnéni (8, 11).

ProtoZe je nutné pro analyzu ziskat buné¢nou suspen-
7i, je nejdfive potfeba koZni excizi natravit enzymaticky,
protoZe samotnd mechanicka destrukce ve vétsiné piipa-
dt nepiinési vysledky. Kombinaci mechanické a enzyma-
tické disagregace se ndm v piipravé bunécné suspenze
podafilo dosdhnout 70% uspé&3nosti. V 30 % piipadi byl
infiltrat v k@zi velmi malého rozsahu, a proto buné¢nd
suspenze neobsahovala dostate¢né mnoZzstvi lymfocyt
potiebnych pro analyzu a interpretovatelnost vysledkd.
Ve 45 % pripadl metoda pratokové cytometrie prispéla
k diagnéze CTCL a vysledky korelovaly s morfologic-
kym nédlezem. U 5 % ptipadl byl nilez pratokové cyto-
metrie suspektni pro infiltraci tkdn€ malignim lymfo-
mem, $lo v8ak o pacienta s imunodeficitem a po korelaci
s dal§imi vySetfenimi a klinickym obrazem jsme vySetie-
ni uzavfeli jako nenddorovou infiltraci tkané. U 20 % pfi-
padu, ackoli byla pfipravena optimalné bunécnd suspen-
ze, jsme pomoci pratokové cytometrie neprokdzali infilt-
raci kiize CTCL. Nador byl diagnostikovén v histologic-
kém a imunohistochemickém vySetfeni. Nélez pratokové

ye

cytometrie nebyl pro velky podil tumor infiltrujicich lym-
focytll jednoznacny.

Zajimavy byl nélez u pacienta, u kterého byla v Casnéj-
Sich stadiich onemocnéni u nadorovych bunék prokazéina
exprese vSech testovanych povrchovych znakt T-lymfo-
cytl (obr. 1 a 2). Pouze maly podil T-lymfocytl neexpri-
moval molekulu CD7 (rozdil mezi CD3+ a CD7+ lymfo-
cyty tvori max. 10 %). Pfes terapii nastala progrese one-
mocnéni s transformaci nddoru do velkobuné¢né formy
a nadorové buriky ztratily expresi molekuly CD7. Tento
nédlez je v souladu s jiz dfive publikovanymi vysledky,
které dokumentuji variabilni expresi tohoto znaku a uka-
zuji, Ze molekula CD7 neni urcujicim znakem pro detek-
ci MF/SS bunék (2, 4). Ztradta CD7 miZe souviset s vyso-
ce modulovanym nadorovym mikroprostiedim a/nebo
s 1écbou (15).

Analyza lymfoidnich elementl izolovanych z kiize
nema vzdy velkou vypovédni hodnotu, ale v okamZiku
zjiSténi aberantniho imunofenotypu nadorovych bunék je

NN :

zjistit pfitomnost nddorovych bunék v PK.

ZAVER

Lze shrnout, Ze v zavislosti na rozsahu infiltrace je
mozné zjiSfovat imunofenotyp nddorovych lymfocyti
z primarniho koZniho lymfomu i pomoci pratokové cyto-
metrie. Pokud se podafi stanovit aberantni expresi T-mar-
kert, je metoda velmi piinosna pro nasledny staging a res-
taging. Pri absenci aberantniho imunofenotypu muzZe byt
v nékterych pfipadech priikaz nddorovych bunék, zejména
v KD nebo PK, metodou pritokové cytometrie prakticky
nemozny. Pfi malém rozsahu lymfoidniho infiltratu v kazi
nardzi prutokovd cytometrie na problém nedostatecné
bunécné suspenze pro analyzu a histologické vySetieni je
pfi identifikaci nddorovych bunék spolehlivéjsi.
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BLAHOPRANI

Redakce ¢asopisu Cesko-slovenskd dermatologie si dovoluje ozndmit, Ze pan doc. MUDr. Lumir Pock, CSc.,
tisp&sné jako prvni Cech absolvoval mezinirodni zkousku z dermatopatologie, udélovanou International
Committee for Dermatopathology a International Board of Dermatopathology. Tuto zkouSku, jeZ plati na celém
svété, absolvovalo aspésné zatim pouze 50 dermatopatologu.

10. 12. 2005 se jednim z nich stal i pan docent Pock.

Upfimné blahopiejeme!
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