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Souhrn

Imunofenotypizace koÏních T-lymfomÛ

V˘chodisko. Kromû bûÏnû uÏívaného histologického a imunohistochemického vy‰etfiení lze diagnostiku
maligních lymfomÛ (ML) doplnit o imunofenotypizaci pomocí prÛtokové cytometrie. Je tfieba nejprve zís-
kat bunûãnou suspenzi, coÏ je u koÏních T-ML zvlá‰tû problematické.

Metody a v˘sledky. K izolaci lymfoidních elementÛ z kÛÏe pouÏíváme enzymovou digesci. Pfiesto pfii malé
infiltraci tkánû selhává metoda prÛtokové cytometrie na nedostateãném mnoÏství lymfocytÛ v bunûãné sus-
penzi. V rámci diagnostiky, stagingu a restagingu jsme dosud vy‰etfiili 66 vzorkÛ od 17 pacientÛ s podezfie-
ním ãi diagnózou koÏního T-lymfomu (20krát kÛÏe, 20krát kostní dfieÀ a 26krát periferní krev). Devûtkrát
se úspû‰nû zdafiilo izolovat lymfocyty z kÛÏe a diagnostikovat infiltraci T-ML, 1krát byl nález suspektní pro
infiltraci tkánû, 4krát byla izolace úspû‰ná, ale metoda nepfiispûla k diagnóze a 6krát byla tkáÀ infiltrová-
na tak mal˘m mnoÏstvím lymfoidních elementÛ, Ïe se nepodafiilo získat optimálnû bunûãnou suspenzi.

Pfii stagingu a restagingu jsme metodou prÛtokové cytometrie v korelaci s histologick˘m a imunohisto-
chemick˘m vy‰etfiením 14krát prokázali negativní nález v kostní dfieni (KD), 3krát pfii negativním histolo-
gickém nálezu jsme metodou prÛtokové cytometrie potvrdili nádorovou infiltraci a 2krát suspekci z infil-
trace KD. Nález prÛtokové cytometrie byl 1krát suspektní z infiltrace KD, zatímco histologick˘ nález byl
jednoznaãnû pozitivní. Pfii vy‰etfiení vzorkÛ periferní krve (PK) jsme 21krát nezjistili pfiítomnost nádoro-
v˘ch bunûk, 3krát byly nádorové buÀky v PK detekovány a 2krát byl nález suspektní.

Závûry. PrÛtoková cytometrie má nezastupiteln˘ v˘znam v okamÏiku rozsáhlé infiltrace kÛÏe, lymfoid-
ní tkánû se v‰ak jeví jako vhodnûj‰í diagnostick˘ materiál. Pfii zji‰tûní aberantního imunofenotypu nádo-
rov˘ch bunûk je metoda navíc vhodná pro sledování minimální reziduální nemoci.

Klíãová slova: koÏní T-lymfomy – mycosis fungoides – prÛtoková 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

Práce byla podpofiena interním grantem FNM 9729 a V̆ zkumn˘m zámûrem MZO 00064203 ã.6704.

Zkratky: CTCL – koÏní T-lymfom, KD – kostní dfieÀ, MF – mycosis fungoides, ML – maligní lymfom, PK – periferní krev, SS –
Sézaryho syndrom
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ÚVOD

Lymfomy vznikají nádorovou transformací bunûk
lymfoidních tkání. Jde o klonální proliferaci bunûk zasta-
ven˘ch v urãité fázi svého v˘voje. Mnoho lymfomÛ se
vyznaãuje aberantní koexpresí antigenÛ, coÏ umoÏÀuje
odli‰ení neoplastick˘ch lymfocytÛ od okolních nenádoro-
v˘ch lymfoidních elementÛ.

Dnes jiÏ k rutinnû pouÏívan˘m metodám pro diagnos-
tiku, staging a restaging fiadíme kromû klasického histo-
logického vy‰etfiení doplnûného o imunohistochemické
vy‰etfiení rovnûÏ metodu prÛtokové cytometrie a moleku-
lárnû biologické pfiístupy. Spektrum tûchto vy‰etfiení
zpfiesÀuje diagnostiku, umoÏÀuje lep‰í klasifikaci one-
mocnûní a tím v˘znamnû pfiispívá k cílenému v˘bûru
léãby.

Práce byla zamûfiena na diagnostiku, staging a resta-
ging u pacientÛ s koÏními T-lymfomy, zejména typu
mycosis fungoides (MF) a Sézaryho syndromu (SS).
KoÏní T-lymfomy (CTCL) typu mycosis fungoides jsou
nejãastûj‰í lymfomy postihující kÛÏi (5); medián prÛbûhu
onemocnûní u pacientÛ s CTCL se pohybuje kolem ‰esti
let (6, 17).

U vût‰iny pacientÛ s MF/SS jsou detekovány nádoro-
vé buÀky s imunofenotypem CD4+ v koexpresi s CD2
a CD3. CD5 a CD7 mohou b˘t negativní. BûÏnû pouÏíva-
né diagnostické markery pro odli‰ení T-bunûk (jako
napfiíklad TCRαβ, CD3, CD4, CD8 a CD45), které jsou
komponentami receptorového komplexu pro antigen,
jsou dynamicky regulovány bûhem T-bunûãné maturace
a aktivace (11). V nûkter˘ch pfiípadech se u pacientÛ set-
káváme s jejich aberantní expresí ãi odli‰nou intenzitou
exprese (15).

Metodou prÛtokové cytometrie je moÏné zji‰Èovat
imunofenotyp malignû transformovan˘ch bunûk získa-
n˘ch z odbûrÛ z rÛzn˘ch lokalizací. Pfiedmûtem vy‰etfiení
b˘vají nejãastûji lymfoidní elementy izolované z perifer-
ní krve, kostní dfienû ãi z primárních nebo sekundárních
lymfoidních tkání (1, 3, 9, 10, 14). PrÛtoková cytometrie
je v‰ak dobr˘m pomocníkem i pfii diagnostice lymfomÛ
z biopsií získan˘ch tenkou bioptickou jehlou (12, 13, 14).

Cílem této studie byla optimalizace metody zpracová-
ní vzorkÛ z kÛÏe odebran˘ch excizí, pfiíprava bunûãné
suspenze a vy‰etfiení primárního tumoru pomocí prÛtoko-
vé cytometrie. V pfiípadû úspû‰né pfiípravy suspenze lym-
foidních bunûk a pfii zji‰tûní jejich aberantního imunofe-
notypu lze snáze identifikovat nádorové buÀky v KD
a PK. Metoda je citlivûj‰í neÏ klasické morfologické
vy‰etfiení (7).

SOUBOR NEMOCN¯CH A POUÎITÉ

METODY

Od listopadu roku 2001 do ãervna roku 2005 jsme
metodou prÛtokové cytometrie vy‰etfiili 66 vzorkÛ od 17
pacientÛ s podezfiením ãi diagnózou CTCL. Sestavu tvo-
fiilo 6 Ïen a 11 muÏÛ prÛmûrného vûku 57 let. Vûkové roz-
mezí se pohybovalo mezi 22 aÏ 77 lety.

Imunofenotyp lymfoidních bunûk izolovan˘ch z koÏní
excize jsme stanovovali u 20 pacientÛ, 20krát byl prove-
den staging, respektive restaging z KD u pacientÛ s diag-
nózou CTCL a 26krát byla vy‰etfiena PK. V̆ sledky získa-
né prÛtokovou cytometrií jsme korelovali s morfologic-
k˘m a imunohistochemick˘m vy‰etfiením.

PrÛtoková cytometrie
Materiál odebran˘ koÏní excizí byl po peroperaãním

histologickém vy‰etfiení, které umoÏÀuje posoudit repre-
zentativnost vzorku, pfiedán k vy‰etfiení do laboratofie prÛ-
tokové cytometrie. Po rozmûlnûní tkánû pomocí pinzet
a skalpelu byl vzorek enzymaticky tráven v roztoku
média RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) a kolagenázy typu IV
(Sigma-Aldrich) (100 U/ml). Digesce probíhala v termo-
statu pfii 37 °C po dobu 3 aÏ 4 hodin podle kompaktnosti
tkánû. Pfii dokonalém natrávení se tkáÀ bûlavû zabarví
a médium je zkalené. V takovém pfiípadû odebereme
bunûãnou suspenzi, kterou promyjeme roztokem PBS
obsahujícím 0,2% Ïelatinu a 0,02% azid sodn˘ (oboje
dodáno firmou Sigma-Aldrich). Bunûãnou suspenzi zna-
ãíme komerãnû dostupn˘mi protilátkami, jednak smûsí
protilátek anti-CD45-FITC a anti-CD14-RPE, umoÏÀují-

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
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cí odli‰ení lymfoidních elementÛ, a dále pak protilátkami
proti T-antigenÛm – anti-CD2-FITC, anti-CD3-RPE-Cy5,
anti-CD4-FITC, anti-CD4-RPE, anti-CD5-RPE, anti-
CD7-FITC a anti-CD8-RPE (v‰echny od firmy Immuno-
tech a Beckman Coulter Company) k zji‰tûní imunofeno-
typu potenciálních nádorov˘ch bunûk T-fiady. K odli‰ení
B-lymfocytÛ jsme pouÏili protilátky anti-CD19-FITC
a anti-CD19-RPE. NK buÀky jsme znaãili pomocí smûs-
né protilátky anti-CD(16+56)-RPE (rovnûÏ v‰echny od
firmy Immunotech a Beckman Coulter Company). Eryt-
rocyty byly lyzovány hypotonick˘m ‰okem pomocí
NH4Cl. Vzorky promyté PBS s Ïelatinou a azidem sod-
n˘m jsme mûfiili prÛtokov˘m cytometrem FACSCalibur
(Becton Dickinson (BD), San José, USA).

Obdobn˘m postupem byly znaãeny vzorky z KD a PK,
kdy jiÏ pracujeme s bunûãnou suspenzí a odpadá nutnost
její pfiípravy.

V¯SLEDKY

Ze 20 vy‰etfien˘ch koÏních excizí se suspektní infiltra-
cí pfii CTCL se nám 14krát úspû‰nû zdafiilo získat suspen-
zi lymfocytÛ (70 % pfiípadÛ). Z nich jsme 9krát metodou
prÛtokové cytometrie diagnostikovali infiltraci CTCL.
Zaznamenali jsme 45% shodu v korelaci s morfologick˘m
a imunohistochemick˘m nálezem. V jednom pfiípadû byl
nález suspektní, ale po korelaci s morfologick˘m a klinic-
k˘m obrazem se prokázalo, Ïe jde o nenádorovou lymfo-
idní infiltraci v souvislosti s imunodeficitem pacienta.
Tento pfiípad (5 %) byl z hlediska prÛtokové cytometrie
nejednoznaãn˘ a k diagnóze pfiispûlo morfologické vy‰et-
fiení a klinická data; 4krát (20 % pfiípadÛ) po úspû‰né izo-
laci metoda neprokázala nádorovou infiltraci kÛÏe, proto-
Ïe jsme u nádorov˘ch bunûk nezjistili aberantní imunofe-

Tab. 1a. Procentuální zhodnocení úspû‰nosti metody prÛtokové cytometrie pro imunofenotypizaci CTCL z koÏní excize

14x izolace
lymfocytů

+

70%

6x izolace
lymfocytů

-

30%

9x potvrzeno CTCL
45 %

1x suspektní nález
5 %

4x CTCL neprokázáno
20 %

20x kožní excize

Obr. 1. KoÏní excize pfii diagnóze u pacienta ve vûku 68 let.
Nález průtokové cytometrie (a, b). Nádorové buÀky nevyka-

zují aberantní koexpresi nebo ztrátu nûkter˘ch z vy‰etfiovan˘ch
povrchov˘ch molekul: jejich imunofenotyp je TCRαβ+, CD2+,
CD3+, CD4+ CD7+. (a – CD4 FITC/CD3 RPE-Cy5, b – CD8
RPE/CD3 RPE-Cy5).

Histologický nález (c). KoÏní T-lymfom blíÏe neurãen˘. Ve
stratum papillare dermis je lymfoidní infiltrát tvofien˘ men‰ími
a stfiednû velk˘mi buÀkami. Bez v˘raznûj‰ího epidermotropis-
mu. Barvení hematoxylin-eozin.

a)                                                  b)

c)
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notyp a pro velkou pfiímûs tumor infiltrujících lymfocytÛ
nebyl v˘sledek jednoznaãn˘. ·estkrát (30 % pfiípadÛ) byla
tkáÀ infiltrována tak mal˘m mnoÏství lymfoidních ele-
mentÛ, Ïe se nepodafiilo získat optimální bunûãnou sus-
penzi, a proto jsme nález nemohli interpretovat (tab. 1).

Obr. 1 a 2 znázorÀují v˘sledky vy‰etfiení u pacienta,
u kterého jsme diagnostikovali CTCL (obr. 1) a v prÛbû-
hu terapie do‰lo k progresi onemocnûní, transformaci
koÏního nádoru do velkobunûãné formy a ke zmûnû imu-
nofenotypu nádorov˘ch bunûk. Nález prÛtokové cyto-
metrie ukazuje ztrátu molekuly CD7 po terapii (obr. 2),
ãímÏ byl získán vhodn˘ znak pro sledování minimální
reziduální nemoci. Po terapii jsme rovnûÏ detekovali niÏ‰í
intenzitu exprese molekuly CD3 na nádorov˘ch buÀkách.

Tab. 1b. Korelace v˘sledkÛ prÛtokové cytometrie z koÏních
excizí s histologick˘m a imunohistochemick˘m nálezem
(porovnáno 14 pfiípadÛ, kdy byl dostupn˘ materiál pro
v‰echna vy‰etfiení)

histo + histo +/- histo -

FACS + 9 - -

FACS +/- - - 1

FACS - 4 - -

+ infiltrace tkánû
+/- suspektní infiltrace tkánû
- bez prÛkazu infiltrace tkánû

Tab. 2. Korelace v˘sledkÛ prÛtokové cytometrie z kostních
dfiení s histologick˘m a imunohistochemick˘m nálezem
(porovnáno 20 pfiípadÛ, kdy byl dostupn˘ materiál pro
v‰echna vy‰etfiení)

histo + histo +/- histo -

FACS + - - 3

FACS +/- 1 - 2

FACS - - - 14

Obr. 2. KoÏní excize pfii progresi onemocnûní u téhoÏ paci-
enta po 2 letech.

Nález průtokové cytometrie (a, b, c, d). U nádorov˘ch bunûk
slábne exprese molekul TCRαβ, CD3 a molekula CD7 na jejich
povrchu prakticky mizí: jejich imunofenotyp je TCRαβlow+,
CD2+, CD3low+, CD4+ CD7-. Získáváme vhodn˘ marker pro
sledování minimální reziduální nemoci (a – CD2 FITC/CD19
RPE, b – CD4 FITC/CD3 RPE-Cy5, c – CD8 RPE/CD3
RPE-Cy5, d – CD7 FITC/CD4 RPE).

Histologický nález (e). V pÛvodnû malobunûãném nádoru
jsou pfiítomny hojné místy se shlukující velké atypické buÀky
svûdãící pro transformaci do lymfomu vy‰‰ího stupnû maligni-
ty. Barvení hematoxylin-eozin.

Obr. 3. Kostní dfieÀ od pacienta ve vûku 37 let.
Po zji‰tûní aberantního imunofenotypu nádorov˘ch bunûk
(TCR-, CD2+, CD3-, CD4+, CD7-) lze sledovat infiltraci kost-
ní dfienû. Na rozdíl od histologického a imunohistochemického
vy‰etfiení prÛtoková cytometrie jednoznaãnû prokazuje infiltra-
ci kostní dfienû nádorov˘mi lymfocyty (a – CD4 FITC/CD8
RPE, b – CD4 FITC/CD3 RPE-Cy5, c – CD8 RPE/CD3 RPE-
Cy5).

Obr. 4. Periferní krev od pacienta ve vûku 37 let.
Sledování nádorov˘ch bunûk s aberantním imunofenotypem
TCR-, CD2+, CD3-, CD4+, CD7- (a – TCRαβ FITC/TCRγδ
RPE, b – CD4 FITC/CD3 RPE-Cy5, c – CD8 RPE/CD3
RPE-Cy5).

e)
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Pfii stagingu a restagingu (20 odbûrÛ) jsme metodou
prÛtokové cytometrie v korelaci s histologick˘m a imu-
nohistochemick˘m vy‰etfiením 14krát zjistili negativní
nález v KD (70% korelace), 3krát (15 % pfiípadÛ) pfii
negativním histologickém nálezu metodou prÛtokové
cytometrie potvrzujeme nádorovou infiltraci (obr. 3)
a 2krát (10 % pfiípadÛ) jsme vyslovili podezfiení z infilt-
race KD; 1krát (5 % pfiípadÛ) byl nález prÛtokové cyto-
metrie suspektní z infiltrace KD, zatímco histologick˘
nález byl jednoznaãnû pozitivní (tab. 2).

Pfii vy‰etfiení vzorkÛ periferní krve (PK) jsme 21krát
nezjistili pfiítomnost nádorov˘ch bunûk, 3krát (pfiíklad viz
obr. 4) byly nádorové buÀky v PK detekovány a 2krát byl
nález suspektní.

DISKUSE

Jak je patrné z v˘sledkové ãásti, je velmi vhodné kom-
binovat v‰echny diagnostické pfiístupy jednak z dÛvodu
odli‰n˘ch odbûrÛ pro jednotlivá vy‰etfiení a rovnûÏ
z dÛvodu rÛzné citlivosti jednotliv˘ch metod (7). Tímto
zpÛsobem zajistíme pacientovi pfiesnûj‰í v˘sledky a je
moÏné optimalizovat léãbu.

V této práci jsme se soustfiedili na moÏnost vyuÏití prÛ-
tokové cytometrie pro diagnostiku koÏních T-lymfomÛ.
V pfiípadû, kdy se nám podafií zjistit aberantní imunofeno-
typ nádorov˘ch bunûk primárního tumoru, kde je jejich
kumulace nejvût‰í, máme usnadnûnou práci pfii hledání
tûchto elementÛ v KD a PK. Je v‰ak potfieba vÏdy nálezy
jednotliv˘ch metod vzájemnû korelovat, protoÏe i abe-
rantní imunofenotyp, napfi. absence nebo „down-regula-
ce“ pan-T-bunûãn˘ch antigenÛ, nemusí nutnû indikovat
malignitu a mÛÏe se vyskytovat napfiíklad i u infekãní
mononukleózy (16), reaktivních dermatóz anebo zánûtli-
v˘ch onemocnûní (8, 11).

ProtoÏe je nutné pro anal˘zu získat bunûãnou suspen-
zi, je nejdfiíve potfieba koÏní excizi natrávit enzymaticky,
protoÏe samotná mechanická destrukce ve vût‰inû pfiípa-
dÛ nepfiiná‰í v˘sledky. Kombinací mechanické a enzyma-
tické disagregace se nám v pfiípravû bunûãné suspenze
podafiilo dosáhnout 70% úspû‰nosti. V 30 % pfiípadÛ byl
infiltrát v kÛÏi velmi malého rozsahu, a proto bunûãná
suspenze neobsahovala dostateãné mnoÏství lymfocytÛ
potfiebn˘ch pro anal˘zu a interpretovatelnost v˘sledkÛ.
Ve 45 % pfiípadÛ metoda prÛtokové cytometrie pfiispûla
k diagnóze CTCL a v˘sledky korelovaly s morfologic-
k˘m nálezem. U 5 % pfiípadÛ byl nález prÛtokové cyto-
metrie suspektní pro infiltraci tkánû maligním lymfo-
mem, ‰lo v‰ak o pacienta s imunodeficitem a po korelaci
s dal‰ími vy‰etfieními a klinick˘m obrazem jsme vy‰etfie-
ní uzavfieli jako nenádorovou infiltraci tkánû. U 20 % pfií-
padÛ, aãkoli byla pfiipravena optimálnû bunûãná suspen-
ze, jsme pomocí prÛtokové cytometrie neprokázali infilt-
raci kÛÏe CTCL. Nádor byl diagnostikován v histologic-
kém a imunohistochemickém vy‰etfiení. Nález prÛtokové

cytometrie nebyl pro velk˘ podíl tumor infiltrujících lym-
focytÛ jednoznaãn˘.

Zajímav˘ byl nález u pacienta, u kterého byla v ãasnûj-
‰ích stadiích onemocnûní u nádorov˘ch bunûk prokázána
exprese v‰ech testovan˘ch povrchov˘ch znakÛ T-lymfo-
cytÛ (obr. 1 a 2). Pouze mal˘ podíl T-lymfocytÛ neexpri-
moval molekulu CD7 (rozdíl mezi CD3+ a CD7+ lymfo-
cyty tvofií max. 10 %). Pfies terapii nastala progrese one-
mocnûní s transformací nádoru do velkobunûãné formy
a nádorové buÀky ztratily expresi molekuly CD7. Tento
nález je v souladu s jiÏ dfiíve publikovan˘mi v˘sledky,
které dokumentují variabilní expresi tohoto znaku a uka-
zují, Ïe molekula CD7 není urãujícím znakem pro detek-
ci MF/SS bunûk (2, 4). Ztráta CD7 mÛÏe souviset s vyso-
ce modulovan˘m nádorov˘m mikroprostfiedím a/nebo
s léãbou (15).

Anal˘za lymfoidních elementÛ izolovan˘ch z kÛÏe
nemá vÏdy velkou v˘povûdní hodnotu, ale v okamÏiku
zji‰tûní aberantního imunofenotypu nádorov˘ch bunûk je
mnohem spolehlivûj‰í diagnostikovat infiltraci KD nebo
zjistit pfiítomnost nádorov˘ch bunûk v PK.

ZÁVùR

Lze shrnout, Ïe v závislosti na rozsahu infiltrace je
moÏné zji‰Èovat imunofenotyp nádorov˘ch lymfocytÛ
z primárního koÏního lymfomu i pomocí prÛtokové cyto-
metrie. Pokud se podafií stanovit aberantní expresi T-mar-
kerÛ, je metoda velmi pfiínosná pro následn˘ staging a res-
taging. Pfii absenci aberantního imunofenotypu mÛÏe b˘t
v nûkter˘ch pfiípadech prÛkaz nádorov˘ch bunûk, zejména
v KD nebo PK, metodou prÛtokové cytometrie prakticky
nemoÏn˘. Pfii malém rozsahu lymfoidního infiltrátu v kÛÏi
naráÏí prÛtoková cytometrie na problém nedostateãné
bunûãné suspenze pro anal˘zu a histologické vy‰etfiení je
pfii identifikaci nádorov˘ch bunûk spolehlivûj‰í.
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