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SOUHRN

Uvod: Lymfom z plastovych bunék (MCL) je vzdcna zrald B-lymfoidni neoplazie charakteristickd nadmérnou expresi
cyklinu D1 a vétsinou spojena s translokaci t(11;14). MCL vykazuje klasickou morfologii nebo se vyskytuje v nékteré ze
4 morfologickych variant (malobunécna, pleomorfni, blastoidni a podobna lymfomu z marginalni zony). Imunofenotyp
je charakteristicky vysokou expresi pan-B-marker CD19, CD20, CD22 a CD79, povrchovych imunoglobulind IgM, IgD
véetné jejich lehkych retézcl a znaku CD5. Specifickd je intranukledrni exprese cyklinu D1. Povrchovy FMC7 je vétsinou
pozitivni, pravidelné je pozitivni také CD43, CD38, bcl-2 a transkripcni faktor SOX11. Znaky CD23, CD10, CD1lc, CD103,
CD200 a bcl-6 jsou u MCL typicky negativni.

Material a metody: Soubor zahrnoval 16 pfipadd nové diagnostikovaného MCL (vzorky periferni krve, kostni diené,
lymfatické uzliny a cerebrospinalniho likvoru). Cytomorfologické hodnoceni se realizovalo v natérech periferni krve,
kostni drené, imprintech lymfatické uzliny a cytospinu cerebrospindiniho likvoru po klasickém panoptickém barveni
se zarazenim k jednotlivym cytomorfologickym formam MCL. Imunofenotyp byl stanoven imunofenotypizaci na
pratokovém cytometru FACS Canto Il vyrobce Becton-Dickinson po pfipravnych procedurach. Multiparametrova
analyza povrchoveé exprese diagnostickych marker( zahrnovala stanoveni pozitivity ¢i negativity znakl CD19, CD20, @
CD22, CD79b, povrchovych lehkych retézcl kappa a lambda, CD23, FMC7, CD5, CD10, CD25, CD35, CD38, CD1Ic, CD103
a CD200 a intenzity jejich exprese (MFI, mean fluorescence intensity) s vyuzitim vlastniho diagnostického panelu.
Vysledky: V souboru bylo 11 muzl a 5 zen s medidnem véku 70 let. Cytomorfologické nalezy zahrnovaly 7 pfipadU
klasického MCL a 9 variantnich forem (4krat malobunécénad, 3krat pleomorfni, 1krat blastoidni a Tkrat podobna lymfomu
z marginalni zény). Povrchové markery CD19, CD20, CD22 a CD79b byly konstantné pozitivni s vysokou Urovni exprese
(nejvyssi intenzita exprese u CD20). Povrchové lehké retézce kappa a lambda se vyskytly alternativne u poloviny
pfipadl (intenzita exprese lambda zfetelné prevazovala). Znak CD5 mél vétsinou vysokou Uroven exprese, dva pripady
byly CD5-negativni. FMC7 byl pozitivni u 10 pfipadd a vykazoval velmi variabilni Uroven exprese. Exprese CD25 byla
variabilni, marker CD35 byl pozitivni u 3/4 nemocnych, CD38 byl vétsinové pozitivni s vysokou intenzitou exprese.
Negativni byly CD23, CD1lc a CD103, vetSinové negativni byl také CD43. 1 pfipad byl CD10-pozitivni, 2 pfipady byly
CD200-pozitivni. Variabilita intenzity exprese byla obvykla i u znakl s vysokou mirou exprese.

Zavér: Stanoveni imunocytologického profilu je jednim ze zakladnich prvk( diagnostiky MCL. Cytomorfologicka a
imunofenotypova variabilita MCL je znacna. Je nutna pecliva diferencialni diagnostika MCL, chronické lymfocytarni
leukemie, lymfomu z marginalni zony a nékterych pripadl B-prolymfocytarni leukemie. Pouzity imunofenotypizacéni
panel je vhodny pro diagnostiku drtivé vétsiny pfipadd MCL.
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SUMMARY

Starostka D., Kolacek D., Mikula P., Tichy M.

The cytomorphology and immunophenotype of mantle-cell lymphoma

Introduction: Mantle-cell lymphoma (MCL) is a rare lymphoid neoplasm of B-cell origin characterized by over-expres-
sion of cyclin D1 and it is usually associated with the chromosomal translocation t(11; 14). MCL may exhibit classical
morphology or one of 4 morphological variants (small-cell, pleomorphic, blastoid and marginal zone lymphoma-like).
The immunophenotype is characterized by the high expression of pan-B-cell markers - CD19, CD20, CD22, CD79,
surface membrane immunoglobulins IgM, IgD including their light chains and CD5 antigen. The intranuclear expres-
sion of cyclin D1is specific for MCL. The surface membrane marker FMC7 is usually positive; CD43, CD38, bcl-2 and
transcription factor SOX11 are regularly positive as well. The antigens CD23, CD10, CD11c, CD103, CD200 and bcl-6
are typically negative in MCL.
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Methods: 16 cases of newly diagnosed MCL were included in the study (samples included peripheral blood, bone
marrow, lymph nodes and cerebrospinal fluid). The cytomorphology evaluation was done on samples of peripheral
blood and bone marrow smears, lymph node imprints and cerebrospinal fluid cytospins using classical panoptic
staining. This determined the cytomorphological subtype of MCL. The immunophenotype was then detected by flow
cytometric analysis using the FACS Canto Il flow cytometer (manufactured by Becton-Dickinson). Multiparameter
analysis of surface membrane antigen expression included detecting positivity or negativity of CD19, CD20, CD22,
CD79b, surface membrane light chains kappa and lambda, CD23, FMC7, CD5, CD10, CD25, CD35, CD38, CDllc, CD103
and CD200; the signal intensity of each CD marker expression (mean fluorescence intensity, MFI) was also measured
by using a diagnostic panel of monoclonal antibodies.

Results: The study included 11 men and 5 women with a median age of 70 years. Cytomorphological features included
7 cases of classic MCL and 9 cases of variant types (4 small-cell, 3 pleomorphic, 1 blastoid, 1,,marginal zone lympho-
ma-like” form). Surface membrane cell markers CD19, CD20, CD22 and CD79b were constantly positive with high
expression (the highest being CD20). Surface membrane light chains kappa and lambda expression were observed
alternately in one half the cases (with prevalent lambda light chain intensity expression). The expression of CD5
was mostly high; two cases were CD5-negative. FMC7 was positive in 10 cases with variable expression of intensity.
Variable expression of CD25 was observed and CD35 was positive in three-quarters of all patients, CD38 was positive
in the majority of cases (high intensity of expression). CD23, CD1lc and CD103 were negative, CD43 was also mostly
negative. One CD10 positive case and two CD200 positive cases were found in our study. The variability of expression
intensity was common even for CD markers with the highest intensity of expression.

Conclusions: Assessment of the immunocytological profile is one of the main components of MCL diagnosis. The
cytomorphological and immunophenotypical variability of MCL is high. Accurate differential diagnosis of MCL, chronic
lymphocytic leukaemia, marginal zone lymphoma and some cases of B-prolymphocytic leukaemia is necessary. The
immunophenotypical panel used in our study is appropriate to diagnose most MCL cases.

KEY WORDS
mantle-cell lymphoma, cytology, immunophenotype
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Lymfom z plastovych bunék (mantle-cell lymfom,
MCL) je vzacna zrala B-lymfoidni neoplazie charakteri-
stickd nadmérnou expresi cyklinu D1 (eventualné cyk-
linu D2 ¢i D3) a vétSinou spojena s translokaci t(11;14).

Tab. 1. Morfologické varianty MCL [1]

Morfologicka varianta Morfologické rysy

Malobunécna malé lymfocyty s hutnym jadernym

chromatinem

MCL je nador z malych az stfedné velkych B-lymfocytd | Pleomorfni pleomorfni lymfocyty, Casté velke
podobnych centrocytiim. M4 klasickou morfologii nebo lymfocyty s ovalnym nebo nepravidelnym
se vyskytuje v nékteré ze 4 morfologickych variant. Jadrem, caste nukleoly, bledd cytoplazma
Morfologicky obraz nemoci je tedy zna¢né variabilni: od | Blastoidni lymfocyty pipominajici lymfoblasty, jemna

struktura jadra, ¢asté nukleoly, vysoka

malych zralych lymfocyt podobnych tém u chronické [EINAITE Jfelelrel
mitoticka aktivita

lymfocytarni leukemie (CLL) pfes stfedné velké cent-
rocytoidni lymfocyty s jadernymi nepravidelnostmi
(zafezy jadra, lobulizace) az k bizarnim lymfoidnim

.Marginal-zone like" lymfocyty s bohatou bledou cytoplazmou
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elementim podobnym prolymfocytim ¢i blastim
s jemnou jadernou strukturou a nukleoly u blastoidni
varianty MCL. Pomérné pfiznacny je vyskyt ,buttock
cells“. Infiltrace kostni dfené je pfitomna u 2/3 pfipa-
da, typicky je smisena nodularni a paratrabekularni,
méné Casto intersticidlni nebo difuzni. V ostatnich
postiZzenych tkanich je patrny naznacené nodularni
nebo difuzni zpisob infiltrace. Vzacné je nadorova 1éze
omezena na vnitini plastovou zénu (,in situ“ MCL) [1-4].
Hlavni morfologické varianty MCL popisuje tabulka 1,
raritné se vyskytuje také MCL s prolymfocytoidnimi

rysy [1].
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Z hlediska imunofenotypu vykazuje vétSina ptipa-
dt vysokou expresi pan-B-markerti CD19, CD20, CD22
a CD79, povrchovych imunoglobulind IgM, IgD, jejich
lehkych fetézcii (pfevazuje lehky fetézec lambda) a znaku
CD5 (obr. 1). FMC7 je vétSinou pozitivni, pravidelné je
pozitivni CD43, CD38 a bcl-2. Charakteristickym rysem je
intranuklearni exprese cyklinu D1. Negativni expresi ma-
jiznaky CD10, CD11c, CD23, CD25, CD103, CD200 a bcl-6.
Prolifera¢ni aktivitu odrazi exprese znaku Ki-67[1, 3, 5].
Pomérné specifickym markerem MCL je transkripéni
faktor SOX11, jehoZz zvySenou expresi lze prokazat imu-
nohistochemicky nebo molekularné geneticky [6].



LYMFOM Z PLASTOVYCH BUNEK

K diagnéze vyznamnym zplsobem prispiva gene-
ticka analyza. Je pfitomna prestavba genu pro tézky
imunoglobulinovy fetézec, vét§inou v nemutované
formé. Zmény karyotypu jsou obvykle komplexni.
Diagnosticka je translokace t(11;14)(q13;q32) mezi ge-
ny pro IGH a cyklin D1 (CCND1) vedouci k nadmérné
expresi cyklinu D1 (obr. 2). Casté jsou zmény v oblasti
11922-23 (40-75 %) a dell3ql4 (43-51 %), ostatni aberace
zahrnuji zmény v oblasti 3q26, 7p21, 8q24, 1pl3-p31,
6q23-q27, 9p21, 13qll, 17p13 a trizomii 12. Pfipady pleo-
morfni a blastoidni varianty MCL maji casto tetra-
ploidii se zmnozZenim genu CCND1 nebo mutaci genu
TP53. Vzacné pripady bez translokace t(11;14) exprimuji
cyklin D2 nebo D311, 2, 3, 7].

MATERIAL A METODIKA
Obr. 1. MCL, membranova pozitivita CD5, imunohistochemie, svételna v . . v o .
mikroskopie, zvétseni 400krat Vysetfovany soubor zahrnoval 16 pfipadu histo-
(Publikovano se souhlasem CGB laboratofe a. s.) logicky verifikovaného lymfomu z plastovych bu-

nék nové diagnostikovaného v letech 2013 a 2014.
Histopatologicka diagnéza byla ve vSech pripadech

Zuvedeného vyplyva, Ze zakladem diagnézy MCLje povazovana za jistou, imunohistochemicka analy-

peclivé morfologické vysetfeni (histologie a cytologie) za prokazala pozitivitu cyklinu D1 u vSech pfipadd.
a stanoveni imunofenotypu nadorové populace (imu- Analyzovanym materidlem bylo 31 vzorkd periferni
nohistochemie a imunofenotypizace pomoci pratokové Kkrve, kostni dfené, lymfatické uzliny a cerebrospinal-
cytometrie). Uloha histologie s imunohistochemii je niho likvoru.
v tomto kontextu klicova, zejména pfi priitkazu CD5 Cytomorfologické hodnoceni svételnou mikroskopii
a cyklinu D1. s vyuzitim mikroskopu Nikon Eclipse (objektiv Plan
Apo100x/1.4 Oil NCG) se realizovalo v natérech perifer-
ni krve (14krat), kostni dfené (14krat), imprintech lym-
KD 1545/13 fatické uzliny (2krat) a cytospinu cerebrospinalniho lik-
voru (1krat) po klasickém panoptickém barveni (barviva
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski). Hodnocené
detailni morfologické prvky pii 1000nasobném zvét-
Seni zahrnovaly: velikost bunék, pomér cytoplazmy
a jadra, tvar a lokalizace jadra, charakter jaderného
chromatinu, pfitomnost nukleoli, barvitelnost cyto-
plazmy, pfitomnost intracytoplazmatickych vakuol,
granuli nebo inkluzi, vyskyt anizocytézy a anizomor-
fie. Na zakladé vét§inového cytologického obrazu byly
pripady zatazeny k jednotlivym cytomorfologickym
formam MCL (klasicky MCL, varianta pleomorfni,
malobunécénd, podobnd lymfomu z marginalni zény
a blastoidni).

Imunofenotyp jednotlivych pfipadt byl stano-
ven metodou priitokové cytometrie ve vzorcich peri-
ferni krve (14krat), kostni dfené (14krat), lymfatic-
ké uzliny (2krat) a cerebrospinalniho likvoru (1krat).

Obr. 2. Lymfom z plastovych bunék, t(11: 14), FISH (sonda Kreatech Imunofenotypizace pomoci prutokové cytometrie se
ON BCLI/IGH t(11;14)Fusion), fuzni signaly translokovanych provédéla vV rezimu »lyse-wash*“ po pﬁpravng/ch pro-
chromozom jsou vyznaceny Sipkou durach. k , h 1 41ni hanicl
(Publikovano se souhlasem CGB laboratofe a. s.) cedurach, Ktere zahrnovaly eventuaini mechanickou

dezintegraci (u lymfatickych uzlin), filtraci a korek-
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Obr. 3. MCL, klasickd morfologie s prevazujicimi centrocyty, imprint
lymfatické uzliny, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski,
svetelnd mikroskopie, zveétseni 1000krat

Obr. 5. MCL, malobunécéna (,CLL-like") varianta, pfevaha malych zralych
lymfocytd, natér kostni dfeng, barveni May-Grinwald, Giemsa-
-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétseni 1000krat

ci celularity analyzované suspenze bunék. Inkubace
s monoklonalnimi protilatkami trvala 15 minut. K lyze
a promyvani bylo pouzito zatizeni LyseWash Assistant
vyrobce Becton-Dickinson. K multiparametrové analy-
ze povrchové exprese diagnostickych marker slouZil
pritokovy cytometr FACS Canto II vyrobce Becton-
-Dickinson s optimalizovanym nastavenim technic-
kych parametrii (voltdZz a kompenzace) a klinicky soft-
ware FACS Diva. Analyza exprese zahrnovala stanoveni
pozitivity ¢i negativity jednotlivych znaka (cut-off
hodnota exprese 30 % na B-lymfocytech) a intenzity
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Obr. 4. MCL, klasicka morfologie s prevazujicimi centrocyty a pritomnosti
,buttock cells”, natér kostni dfenég, barveni May-Grunwald, Giemsa-
-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétseni 1000krat

Obr. 6. MCL, pleomorfni varianta (anizocytdza, anizomorfie, jaderné
atypie a pfitomnost nukleol(), natér kostni dieng, barveni May-
-Grunwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétseni
1000krat

jejich exprese (MFI, mean fluorescence intensity) na
B-lymfocytech. U vSech pfipadi bylo stanoveno skére
pro chronickou lymfocytarni leukemii (CLL-skére) po-
dle E. Matutes. Analyza probihala na nejméné 5000
B-lymfocytl ve zkumavkach: CD45-PerCp-Cy5.5/CD3-
FITC/CD4-PE-Cy7/CD8-APC-Cy7/CD16+56-PE/CD19-APC,
CD19-PerCp-Cy5.5+kappa-FITC+lambda-PE/CD200-PE-
-Cy7/CD95-APC, CD19-PerCp-Cy5.5+CD23-PE+ EMC7-
-FITC/CD79b-APC/CD5-PE-Cy7, CD20-APC-Cy7/CD10-
-PE/CD43-APC/CD35-FITC/CD38-PE-Cy7 a CD20-PerCp-
-Cy5.5+CD22-PE+CD103-FITC/CD25-PE-Cy7/CD11c-APC.
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Obr. 7. MCL, pleomorfni varianta s prolymfocytoidnimi rysy (v popredi
jaderné atypie), natér kostni dfené, barveni May-Grinwald,
Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétseni 1000krat

Obr. 9. MCL, blastoidni varianta, natér kostni drené, barveni May-
-Grunwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zveétsenf
1000krat

Vsechny pouzité protilatky pochazely od firmy Becton-
-Dickinson. Negativni izotypové kontroly nebyly pouzity.

VYSLEDKY

Vékové rozpéti nemocnych bylo 48-88 let s vékovym
medidnem 70 let, v souboru bylo 11 muZzii a 5 Zen.

Cytomorfologie

Sedm ptipadt z celkového poctu 16 vykazovalo kla-
sickou cytomorfologii. Malobunécéna varianta nemoci
se vyskytla ve 4 pripadech, pleomorfni variantu MCL

Obr. 8. MCL, pleomorfni varianta s bilobarnimi jadry, natér kostni
drené, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétseni 1000krat
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Obr. 10. MCL, varianta podobna lymfomu z marginalni zény, natér kostni
dreng, barveni May-Grtnwald, Giemsa-Romanowski, svételnd
mikroskopie, zvétseni 1000krat

jsme pozorovali u 3 pacientdl. Jeden z pripadd pleo-
morfni varianty byl charakteristicky vyskytem bilobar-
nich jader. Vzacnéjsi byly pripady blastoidni varianty
(Ipfipad)avarianty podobnélymfomuzmarginalnizény
(1 pacient). Cytologické rysy jednotlivych morfologic-
kych typt MCL dokumentuji obrazky 3-10.

Imunofenotyp

Imunofenotypovy profil souboru MCL popisuje ta-
bulka 2. Tabulka shrnuje pocet pozitivnich a negativ-
nich pripadl pro jednotlivé vySetfované diagnostické
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Tab. 2. Pozitivita a intenzita exprese diagnostickych znakd u MCL*

Diagnosticky znak Pozitivita znaku Negativita znaku Intenzita exprese Intenzita exprese Intenzita exprese
(pocet pfipadii) (pocet pfipadi) znaku (minimum) znaku (maximum) znaku (median)
CD19 16 0 525 2077 1201
CD20 16 0 3324 15 344 9680
CD22 16 0 795 5824 2 361
CD79b 16 0 1175 12169 2 404
Kappa 8 8 1107 8309 1455
Lambda 8 8 685 37218 9717
CD5 14 2 214 16 772 5332
CD23 0 16 5 292 77
FMC7 10 6 155 7520 1237
CD25 7 9 30 2189 718
CD35 12 4 135 4034 1312
CD38 14 2 84 36932 4763
CD43 2 14 49 1744 276
CD10 1 15 10 871 16
CDTllc 0 16 18 1014 19
CD103 0 16 57 785 175
CD200 2 14 155 3118 450

*Intenzita exprese je vyjadrena jako MFI na logaritmické Skéle, uvadi se minimum, maximum a median MFI.

CD22PE-A
CD22PE-A
CD22PE-A

H"I?
m3
I

CD20 ParcP-A A CD20 Percr-a ) CD20 Percr-a

Obr. 11. Variabilni exprese znakd CD20 a CD22, dvouparametrové dot plot diagramy, CD20 na vodorovné a CD22 na svislé ose, logaritmicka sSkala
exprese na obou osach

znaky a podava informace o kvantitativni charakteris- konstantnim rysem vSech analyzovanych pfipadt MCL.
tice intenzity jejich exprese. Nejvyssi intenzitu exprese z nich vykazoval znak CD20
Pozitivita povrchové exprese pan-B markerti CD19, (medidn MFI vice neZ 4krat vys$si neZ u CD22 a CD79b

vy,

CD20, CD22 a CD79b s vysokou intenzitou exprese byla a 8krat vyssinezu CD19). Povrchové lehké fetézce kap-
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Obr. 12. Variabilni exprese znaku CD5, dvouparametrové dot plot diagramy, CD19 na vodorovné a CD5 na svislé ose, logaritmicka skala exprese na

obou osach
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Obr. 13. Variabilni exprese znakl CD20 a CD38, dvouparametrové dot plot diagramy, CD20 na vodorovné a CD38 na svislé ose, logaritmicka Skala

exprese na obou osach

pa a lambda se vyskytly shodné u poloviny pfipadi,
intenzita exprese lehkych fetézci lambda byla zfetelné
vy$$i nez u lehkych fetézcii kappa (7krat vyssi median
MFI). Znak CD5 mél vét§inou vysokou iroven exprese,
ovSem i v naSem souboru jsme pozorovali dva CD5-
-negativni pfipady MCL. FMC7 byl pozitivni u 10 pfipa-
dt a vykazoval velmi variabilni tiroven exprese. Marker
CD43 byl vétSinové negativni. Pozitivita znaku CD23 se

nevyskytla u Zddného pacienta, stejné tak tomu bylo
iuznakd CD11c a CD103. Exprese CD25 byla variabilni,
marker CD35 byl pozitivni u 3/4 nemocnych (vétSinou
nizsi troven exprese). CD38 byl vétSinoveé pozitivni
s vysokou intenzitou exprese. Vzacna byla pozitivita
CD10 s nizkou urovni exprese u jediného z pripadd.
S pozitivitou CD200 jsme se setkali pouze u 2 pfipadi
(jeden pfipad s vysokou a jeden ptipad s nizsi arovni
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exprese). CLL skére bylo nasledujici: hodnota 0 - 2krat,
hodnota 1- 6krat, hodnota 2 - 7krat, hodnota 4 - 1krat.
Z hodnoceni exprese jednotlivych markert vyplyva, ze
variabilita intenzity exprese byla obecnym rysem i u sil-
né exprimovanych znaka (obr. 11-13). Pozoruhodné
bylo, Ze jeden z ptipadli MCL vykazoval imunofenotyp
pfiznaény pro CLL (CD19+CD5+CD23-CD79b-dimFMC7-
-CD200+lambda-dim), v jiném z pfipadid byl imunofe-
notyp velmi blizky lymfomu z marginalni zény (MZL).

DISKUSE

MCL se fadi mezi CD5-pozitivni B-lymfoproliferace,
které predstavuji vyznamnou skupinu definovanych
diagnostickych jednotek v ramci WHO Klasifikace zra-
lych B-lymfoidnich neoplazii [8]. Za fyziologickych
okolnosti je antigen CD5 exprimovan na povrchu vét-
$iny T-lymfocytQ, u B-lymfocytl je jeho vyskyt omezen
na povrchovou expresi u minoritniho B-lymfocytarniho
subsetu, tzv. B-1 bunék lymfatickych uzlin, sleziny,
pleurdlni a peritonealni dutiny. CD5 je ligandem CD72,
Gcastni se v modulaci signalu z BCR a je medidtorem
interakce mezi jednotlivymi B-lymfocyty a B-lymfocyty
a T-lymfocyty [8, 9]. Vzhledem k popsané minoritni
expresi antigenu CD5 na fyziologickych B-lymfocytech
je jeho patologicka pritomnost klicovym diferencialné
diagnostickym rysem. Laboratorni diagnostika CD5-
-pozitivnich B-lymfoproliferaci je multidisciplinarni
a zahrnuje metody morfologické (cytologie a histolo-
gie), metody stanoveni imunofenotypu (imunohisto-
chemie a pritokova cytometrie) a metody cytogenetiky
a molekularni cytogenetiky [8]. S jejich vyuzitim lze
mezi CD5-pozitivnimi B-lymfoproliferacemi vycle-
nit jednotky s vysokou expresi CD5 u vétSiny piipadt
(CLL, lymfom z malych lymfocytd a MCL), jednotky
s expresi CD5 u vyznamné mens$inové ¢asti pripadi
(B-prolymfocytarni leukemie - B-PLL, splenicky MZL)
a jednotky s raritni expresi CD5 (ostatni typy MZL,
difuzni velkobunéény B-lymfom - DLBCL, folikular-
ni lymfom - FL, lymfoplazmocytarni lymfom - LPL
a Burkittiv lymfom) [8].

Cytomorfologické vySetfeni a stanoveni imunofe-
notypu pritokovou cytometrii ma v rozpoznani MCL
v ramci diferencidlni diagnostiky CD5-pozitivnich
B-lymfoproliferaci stejné diilezité misto jako ostatni
diagnostické modality, velkou vyhodou je rychlost a vSe-
obecna dostupnost téchto metodik. Imunofenotypizace
pritokovou cytometrii navic disponuje moznosti po-
meérné nekomplikované a multiparametrové analyzy
Sirokym portfoliem monoklonalnich protilatek.

Cytologické vySetfeni muze vést diagnostiku smé-
rem k MCL v pripadé klasické centrocytové morfolo-
gie, pfi vyskytu ,buttock cells“ nebo u pleomorfni
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varianty MCL. Vzhledem k morfologické variabilité
MCL jsou ovSem moznosti cytologické diferencialni
diagnostiky pomeérné Siroké. U malobunécéné varianty
MCL do ni vstupuje CLL, MZL, LPL a FL. Morfologicky
obraz pleomorfni varianty MCL miize byt obdobny
jako u pleomorfni varianty atypické CLL, obtiZe mizZe
¢init také odliSeni pleomorfni varianty MCL od DLBCL
nebo prolymfocytoidni formy MCL od nékterych pti-
padt B-PLL [1, 8, 10]. Pfipady blastoidni varianty
MCL mohou pfipominat akutni leukemii nebo DLBCL
[1, 10]. Nutné je také rozpoznat ,,MZL-like* variantu
MCL od MZL.

Tato obecna konstatovani dokresluji iidaje o cy-
tomorfologii pfipadd MCL v hodnoceném souboru.
Témér polovina z nich (7 z 16) byla zafazena k malo-
bunécné nebo pleomorfni varianté MCL, kde zejména
odliSeni od typické nebo atypické CLL bylo pouze na
zakladeé cytologie prakticky nemozné (viz obr. 5a 6).
Stejné tak tomu bylo v pfipadé ,,MZL-like*“ varianty
MCL a MZL (viz obr. 10). Pfipad blastoidni varianty
byl morfologicky velmi blizky imunoblastické formé
DLBCL (viz obr. 9).

Nékteré literarni zdroje potvrzuji prognosticky vy-
znam morfologickych variant MCL. Pripady pleomorfni
a blastoidni varianty maji agresivnéjsi pribéh a vyza-

vvvvvv

vevzs

Vétsinovy imunofenotyp MCL je kromé pozitivni
exprese cyklinu D1 charakteristicky pozitivitou pan-
-B-markerii, CD5, FMC7 a CD38 a negativitou znaka
CD23, CD10 a CD200. Variantni imunofenotyp MCL se
vyznacuje atypickou expresi jednoho ¢i vice uvedenych
znakd [16]. V této souvislosti je tfeba pfipomenout, Ze
variabilita imunofenotypu mtzZe souviset kromé pti-
rozené fenotypové pestrosti také s izotypem a klonem
pouzité monoklonalni protilatky a druhem konjugo-
vaného fluorochromu.

Vyskyt variantnich imunofenotypovych forem MCL
neni vyjimecény, nékteré prace udavaji jejich zastoupe-
niazve 40 % vSech pripadti MCL [16]. CD5-negativni for-
my MCL mohou tvofit az12 % vSech pfipadit MCL a jsou
popsany u vSech morfologickych typd MCL [16-19].
V nasem souboru se vyskytly 2 pfipady CD5-negativniho
MCL, u kterych byla negativita CD5 jednoznacné veri-
fikovana také imunohistochemicky. CD5-negativita
byla u téchto lymfom jedinou odchylkou od vétSino-
vého imunofenotypu MCL. Exprese znakd CD23 a FMC7
je dtlezitym prvkem odliSeni MCL a CLL v typickych
pripadech [20, 21, 22]. Pozitivita znaku CD23 se ovSem
udava v rozmezi 0-45 % vSech pripadid MCL [16, 20, 21,
22] a az 40 % pripadli MCL mtiZe byt FMC7-negativni
[20, 21, 22]. S pozitivitou CD23 jsme se v analyzovaném
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souboru nesetkali. FMC-7 byl v hodnoceném souboru
negativni u 44 % pripadd MCL, coZ potvrzuje nékteré
aberaci imunofenotypu u MCL je pozitivita CD10, ktera
je jinak typicka pro FL a ¢ast DLBCL [23, 24, 25]. Tato
atypie se vyskytuje u MCL aZ s 11% frekvenci a muiZe
se kombinovat s jinymi variantami imunofenotypu,
napft. s CD5-negativitou [16, 25]. V nasem souboru jsme
pozorovali 1 ptfipad CD10-pozitivnhiho MCL, Kktery byl
soucasné FMC7-negativni. V souboru se také vyskytly
2 pfipady CD38-negativniho MCL. V rozporu s literarni-
mi tdaji byla vétsina vySetfenych pripadi MCL CD43-
-negativni, coZ mtiZe souviset s pouZitou monoklonalni
protilatkou. Literatura uvadi, Ze nebyla prokazana sou-
vislost vyskytu variantnich imunofenotypovych forem
MCL a jeho morfologickych variant [16], a ani my jsme
tuto souvislost nepozorovali.

Z hlediska imunofenotypu je v diferencidlni dia-
gnostice MCL podstatné zejména odliseni od CLL, B-PLL
a splenického MZL [1, 2, 8]. Pfipady CD5-pozitivniho
non-splenického MZL, DLBCL, FL a LPL jsou z hlediska
diferencialni diagnostiky MCL marginalni vzhledem
k jejich raritnimu vyskytu; drtiva vétSina téchto na-
dord je totiz CD5-negativni.

CLL stoji na prvnim misté diferencialni diagnos-
tiky MCL vzhledem k tomu, Ze jde o nejcastéjsi CD5-
-pozitivni lymfoproliferaci s Sirokym morfologickym
prekryvem, zejména u malobunécnych a pleomorfnich
variant MCL. Na rozdil od MCL jsou pan-B-antigeny
(CD19, CD20, CD22, CD79) u CLL slabé exprimovany
stejné jako dominantni povrchové lehké fetézce kappa
nebo lambda, sIgM a IgD. Stejné jako u MCL je pro CLL
typicka pozitivita CD5, CD43 a bcl-2. Variabilni expresi
majiu CLL markery CD25, CD1lc, CD38 a ZAP-70; nega-
tivni je FMC7, CD10, CD103 a cyklin D1 (1, 2, 5, 26, 27].
Robustnim nastrojem pfi rozliSeni MCL a CLL je stano-
veni skére podle systému sestaveného Estellou Matutes
jiZ v roce 1994 (tab. 3). VétSina pfipadi CLL vykazuje
skore 4 nebo 5, pro valnou ¢ast MCL je pfiznacné skore
1nebo 2 [28]. V nasem souboru mélo 15 pfipadti z 16 sk6-

Tab. 3. Skorovaci systém pro CLL podle Estelly Matutes [28]

Body

1 (0]
Parametr
Exprese CD5 pozitivita negativita
Exprese slg nizka Vysoka
Exprese CD79b nizka Vysoka
Exprese CD23 pozitivita negativita
Exprese FMC7 negativita pozitivita

vy

re 0-2. U atypické CLL se setkavame s vySsi expresi
CD19, CD20, CD22 a CD79Db a sIg véetné lehkych fetézch
[1, 5, 28]. Zejména tyto atypické piipady mohou ¢init
obtize pfi odliSeni od MCL.

Jako velmi uziteény se pfi rozliSeni MCL a CLL je-
vi znak CD200, jeho vysoka exprese je v ramci CD5
+ B-lymfoproliferaci pro CLL pomérné specificka
[29, 30, 31, 32]. CD200 je u CLL pozitivni prakticky ve
vSech pripadech vcetné forem s atypickym imunofe-
notypem [29, 30, 31]. U MCL je pozitivita CD200 vzacna
(vyskyt do 10 %), navic je CD200 nevyrazné exprimovan
[29, 30]. V hodnoceném souboru se vyskytly dva ptipa-
dy CD200-pozitivniho MCL. Pfipad MCL imitujici CLL
s Matutes skére 4 byl popsan vySe. Druhy z pfipadi
mél méné intenzivni expresi CD200, navic byl CD38-
-negativni, vykazoval niz§i expresi CD5 a svym imuno-
fenotypem se blizil MZL.

Pro aplnost je nutné uvést také potfebu diferen-
cialni diagnostiky MCL, B-PLL a splenického MZL s leu-
kemizaci. B-PLL vykazuje CD5-pozitivitu az u tfetiny
pfipadd, u splenického MZL je to az 25 % [1, 33, 34].
ODbé tyto B-lymfoidni neoplazie maji také urcity mor-
fologicky a imunofenotypovy prekryv s MCL. V jejich
odlisSeni od MCL ma nezastupitelné misto stanoveni
cyklinu D1. V histologickém hodnoceni je v ramci $irsi
diferencialni diagnostiky povazovana exprese cyklinu
D1 za kli¢ovy diagnosticky znak charakteristicky pro
vétsinu MCL [35, 36]. Jde o znak s vysokou specificitou
pro MCL, i kdyz byly popsany také ptipady jinych cyklin
D1-pozitivnich lymfom [37].

ZAVER

Stanoveni imunocytologického profilu je jednim
ze zdkladnich prvki diagnostiky MCL. Tento lymfom
vykazuje pestrou morfologii s ¢astym vyskytem va-
riantnich forem a jeho imunofenotyp je taktéz znacné
variabilni. Pecliva diferencidlni diagnostika MCL,
CLL, MZL a nékterych pfipadti B-PLL ¢i vzacné jinych
lymfoproliferaci vyzaduje komplexni multidiscipli-
narni pristup. Z hlediska imunocytologické charak-
teristiky jsou klicovymi diferencidlné diagnostickymi
prvky pfi odliSeni MCL od jinych CDS5-pozitivnich
B-lymfoproliferaci (zejména CLL) cytomorfologie,
exprese pan-B-markertl a znak CD5, CD23, CD79D,
CD43, CD38, CD10, FMC7 a CD200. V tomto kontextu
jsme potvrdili diagnostickou hodnotu peclivého cyto-
morfologického vySetfeni a také imunofenotypizacni-
ho panelu pouzivaného na nasem pracovisti. Existence
CD5-negativnich nebo cyklin D1 negativnich pfipadt
¢i forem s netypickym morfologickym obrazem ¢i va-
riantnim imunofenotypem muzZe ztéZovat diagnostiku
MCL1ijinych B-lymfom.
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