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Abstract

Mycosis fungoides (MF) is the most common primary
cutaneous T-cell lymphoma which may be difficult to dia-
gnose at the early stage. The aim of the study was to evalu-
ate the usefulness of immunohistochemical examinations and
T-cell receptor y gene (TCRY) rearrangement analysis in the
diagnosis of MF. Immunohistochemical reactions were per-
formed with antibodies to CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8
and CD20 cell markers of skin infiltrates. TCRY rearrange-
ments were detected using the method of polymerase chain
reaction with the subsequent separation of products by tem-
perature gradient gel electrophoresis. The studied group
consisted of 49 patients with MF and 25 patients with in-
flammatory dermatoses. In the majority of MF skin infiltra-
tes cells expressed the immunophenotype: CD2+, CD3+,
CD4+, CD5+, CD7-, CD8- and CD20- did not vary signi-
ficantly from phenotypes observed in chronic inflammatory
dermatoses. Dominant clones with TCRYy rearrangement we-
re detected in 85% of MF skin biopsies and in 63% of MF
peripheral blood cells whereas in the control group in 11%
and 14% of cases, respectively. Statistically significant dif-
ferences were found in the occurrence of clonal T-cells in
skin infiltrates between patients with MF and the control
group. A statistical analysis of TCRy rearrangement in pe-

Streszczenie

Ziarniniak grzybiasty (MF) jest najczesciej wystepujgcym
pierwotnym chtoniakiem skory T-komdrkowym, ktory w po-
czqtkowym okresie choroby czesto sprawia trudnosci diagno-
styczne. Celem pracy byta ocena przydatnosci badan immu-
nohistochemicznych oraz rearanzacji genu y receptora limfo-
cytow T (TCRy) w diagnostyce ziarniniaka grzybiastego (MF).
Reakcje immunohistochemiczne prowadzono z przeciwciata-
mi przeciw markerom CD2, CD3, CD4, CDS5, CD7, CDS,
CD20 komdrek naciekow skornych. Do analizy rearanzacji
TCRy zastosowano metode PCR z elektroforetycznym rozdzia-
tem heterodupleksow w zelu, w gradiencie temperaturowym.
Badaniami objeto 49 chorych na MF w roznych stadiach oraz
25 chorych z dermatozami zapalnymi. W wigkszosci naciekow
skornych MF na komdrkach stwierdzano immunofenotyp
CD2+, CD3+, CD4+, CD5+, CD7-, CDS8-, CD20-, podobny
do wystepujgcego w przewlektych zapalnych chorobach sko-
ry. Dominujgce klony z rearanzacjq TCRy wykryto w wycin-
kach skornych u 85%, a w komorkach krwi obwodowej u 63%
0gotu chorych z MF, podczas gdy w grupie kontrolnej odpo-
wiednio u 11 i 14% chorych. Stwierdzono statystycznie istot-
ne roznice w poréwnaniu wystepowania klonow limfocytow
T w naciekach skérnych u chorych z MF w stosunku do cho-
rych z grupy kontrolnej. Analiza statystyczna wynikow rearan-

Adres do korespodencji: dr med. Mariola Pawlaczyk, Katedra i Klinika Dermatologii AM, ul. Przybyszewskiego 49, 60-355 Poznafi,

e-mail: m_p@go2.pl

Postepy Dermatologii i Alergologii XX; 2003/2

73



Mariola Pawlaczyk, Elzbieta Poreba, Violetta Filas, Tamara Banasiak, Lucyna Kramer, Jan Breborowicz,

Anna GoZdzicka-Jozefiak

ripheral blood cells did not reveal any differences only in
patients with the MF in the early stage (IA) when compared
with inflammatory dermatoses. Detection of TCRYy rearran-
gement is a valid supplement to histopathologic and immu-
nohistochemical examination in cases of suspected MF ho-
wever the diagnosis should always be based on the analysis
of examinations and clinical status of patients.

Key words: mycosis fungoides, immunonohistochemical
diagnosis, monoclonality.

Wstep

W przebiegu klinicznym ziarniniaka grzybiastego (myco-
sis fungoides, MF), najczesciej wystgpujacego nowotworu
z grupy pierwotnych chtoniakéw skérnych T-komérkowych,
wyrdznia si¢ 3 nastepujace kolejno po sobie stadia rozwojo-
we: rumieniowe, naciekowe i guzowate [1, 2]. W kazdym okre-
sie MF dojs¢ moze do erytrodermii, co pogarsza rokowanie
[2, 3]. Prawidlowe rozpoznanie wczesnego stadium choroby
sprawia trudnosci diagnostyczne klinicystom i histopatologom
ze wzgledu na podobieristwo obrazu klinicznego oraz histopa-
tologicznego zmian skérnych do dermatoz zapalnych o prze-
wlektym przebiegu, takich jak wyprysk, tuszczyca, przytusz-
czyca plackowata [2, 4, 5]. Erytrodermi¢ w przebiegu MF trud-
no jest zr6znicowac z erytrodermig innego pochodzenia [3, 6,
7], dlatego chorym podejrzanym o MF czesto wielokrotnie po-
biera si¢ wycinki skérne do badari [2, 7].

W diagnostyce pierwotnych chloniakéw skéry obok ba-
dan histopatologicznych zmian skérnych, wykorzystuje si¢ ba-
dania immunohistochemiczne, wykrywajace markery po-
wierzchniowe komorek naciekow [8, 9], a w ostatnich latach
coraz szerzej stosuje si¢ techniki biologii molekularnej [10-12].

zacji TCRyw komdrkach krwi obwodowej nie wykazata istot-
nych roznic tylko w stadium poczgtkowym (IA) MF w poréw-
naniu z dermatozami tagodnymi. W przypadkach podejrzenia
MEF, wykrycie rearanzacji genu TCRY stanowi cenne uzupet-
nienie diagnostyki histopatologicznej i immunohistochemicz-
nej, jednak rozpoznanie powinno byc zawsze stawiane na pod-
stawie catosciowej oceny badan i stanu klinicznego chorych.

Stowa kluczowe: ziarniniak grzybiasty, diagnostyka im-
munohistochemiczna, monoklonalnos¢é.

(PDiA 2003; XX, 2: 73-79)

W procesie dojrzewania prawidtowe limfocyty T przecho-
dza rearanzacje regiondw zmiennych, tgczacych i statych w ob-
rebie genéw receptora limfocytéw T (T cell receptor, TCR),
w wyniku czego kazdg komorke charakteryzujg okreslone
czastki powierzchniowe, a wszystkie komoérki siostrzane wy-
wodzace si¢ z dojrzatych limfocytéw T wykazujg ekspresje
tych samych TCR. W procesach nowotworzenia zwigzanych
z monoklonalng proliferacjg limfocytéw T, do ktérych zalicza
sie MF, liczba jednakowych komoérek bedzie wigc wzrasta¢ do
poziomu dajacego si¢ wykry¢ technikami molekularnymi
[11-15].

Celem pracy byla ocena przydatnosci badari immunohi-
stochemicznych marker6w powierzchniowych komérek na-
ciekéw skoérnych oraz analizy rearanzacji genu Yy TCR w dia-
gnostyce ziarniniaka grzybiastego.

Materiat i metody

Badaniami objeto material pochodzgcy od 49 chorych na
ME, w wieku od 34 do 82 lat, leczonych w Klinice Dermatolo-
gii AM w Poznaniu, badZ diagnozowanych w Katedrze Onko-

Tab. 1. Stadium zaawansowania ziarniniaka grzybiastego wg Kklasyfikacji TNM*

Stadium T (tumor) N (lymph node) M (metastasis)
1A rumienie i nacieki <10% brak lymphadenopatii brak
powierzchni skéry (T1) lIub zmiany odczynowe w weztach
1B rumienie i nacieki >10% brak lymphadenopatii brak
powierzchni skory (T 2) lub zmiany odczynowe w weztach
A rumienie i nacieki lymphadenopatia ze zmianami brak
odczynowymi w weztach chtonnych
1B guzy >1 (T3) brak lymphadenopatii lub zmiany brak
odczynowe w weztach
111 erytrodermia (T4) lymphadenopatia ze zmianami brak
odczynowymi w weztach chtonnych
IVA T1, T2, T3 lub T4 nacieki nowotworowe brak
w weztach chlonnych
IVB T1, T2, T3 lub T4 zmiany odczynowe zajecie narzgdow

Iub nowotworowe w weztach chtonnych

wewnetrznych

*Podziat przyjety przez Migdzynarodowq Konferencje okreslajqcq zasady leczenia chtoniakow skory [16]
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Tab. 2. Startery stosowane do amplifikacji fragmentéw receptora ylimfocytéw T

Runda PCR Starter Vy (5°-3’) Starter Jy (5’-3’)
I Vv 1-8 zewnetrzny
GGAGCTTCTAGCTTTCCTGTCTC
lub Jy zewnetrzny
Vv9 zewnetrzny CGTCGACAACAAGTGTTGTTCCAC
GGAATTCCAAATTCTTGGTTTA
I Vv 1-8 wewnetrzny
CTCGAGTGCGCTGCCTACAGAGAGG
lub Jy wewnetrzny
Vv 9 wewnetrzny GGATCCACTGCCAAAGAGTTTCTT

CTCGAGTGCGCTGCCTACAGAGAG

logii AM w Poznaniu, w latach 1994-2002. Stadium MF ocenia-
no wg klasyfikacji TNM, przedstawionej w tab. 1. [16]. Do grup
kontrolnych wiaczono 15 chorych na przewlekty, rozsiany wy-
prysk kontaktowy niealergiczny, 10 chorych na tuszczyce oraz
10 chorych na przyluszczyce plackowatg drobnoogniskowg. Ma-
teriat pobierany byt przed wdrozeniem leczenia i obejmowat wy-
cinki skérne oraz u czgsci chorych krew obwodowa. We wszyst-
kich przypadkach rozpoznania potwierdzane byty rutynowymi
badaniami laboratoryjnymi z uwzglednieniem szczegdtowej oce-
ny rozmazu krwi obwodowej, badaniem radiologicznym klatki
piersiowej oraz ultrasonograficznym jamy brzusznej, oceng hi-
stopatologiczng i immunohistochemiczng wycinkéw skérnych
oraz weztéw chlonnych w przypadku ich powigkszenia. Bada-
nia immunohistochemiczne markeréw powierzchniowych CD2,
CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD20 na komérkach naciekéw
skérnych wykonywano w skrawkach parafinowych i kriostato-
wych, z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych firmy Da-
ko i Novocastra oraz metody immnuohistochemicznej z kom-
pleksem EnVision + HPR. Reakcje immunohistochemiczne uzna-
wano za dodatnie, jezeli barwito si¢ co najmniej 50% komodrek
jednojadrzastych nacieku. Oceny histopatologicznej i immuno-
histochemicznej dokonywaty niezaleznie, dwie rézne osoby.
Analizg rearanzacji genu Y TCR przeprowadzono w wycin-
kach skérnych i krwi obwodowej, stosujac metode¢ PCR (poly-
merase chain reaction, PCR), z elektroforetycznym rozdziatem
heteroduplekséw w zelu, w gradiencie temperaturowym
(HD-TGGE, heteroduplex temperature gradient gel electropho-
resis). Do izolacji genomowego DNA z wycinkéw skérnych
skrawano 10 skrawkéw po 10 um kazdy. W celu odparafino-
wania material poddawano dziataniu ksylenu, a po odwirowaniu
i przeptukaniu etanolem trawiono proteinazg K [17]. Do izolacji
genomowego DNA z komérek naciekéw skérnych i krwi obwo-
dowej wykorzystano zestawy firmy QIAGEN; odpowiednio
QIAamp DNA Mini Kit oraz QIAamp DNA Blood Kit. Jakos¢
DNA w prébkach sprawdzano technikg PCR z uzyciem starte-
réw specyficznych dla fragmentu genu ludzkiej B-globiny. Re-
akcje amplifikacji fragmentéw TCRY prowadzono ze starterami
komplementarnymi do regionéw V1-8 lub V9 oraz J1-2 TCRy
zestawionymi w tab. 2. [18]. Mieszaniny reakcyjne o objetosci
koncowej 20 pl zawieraty: 50 ng DNA genomowego, 1 x stezo-
ny bufor PCR, 200 uM kazdego dNTP, 1 uM kazdego z dwoch
oligonukleotydéw, 1U/25 pul Taq DNA polimerazy. Reakcje pro-
wadzono, stosujac nastepujgce profile termiczne: denaturacja
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w 94°C przez min, przylaczanie starteréw w 55°C przez 1,5 min,
polimeryzacj¢ w 70°C przez 1,5 min. W pierwszej rundzie am-
plifikacji stosowano pary starteréw zewnetrznych V1-8yiJy
1/2 albo Vy 9 i Jy 1/2. Nastepnie otrzymane produkty uzywa-
no jako matryce w kolejnej rundzie amplifikacji, w ktérej wy-
korzystywano odpowiednio startery komplementarne do we-
wnetrznych sekwencji genéw Vy 1-8 1Jy 1/2 albo Vy9iJy 1/2.
Po pierwszej rundzie amplifikacji rejonu Vy 1-8 i Jy 1/2 otrzy-
mywano produkty o wielkosci ok. 480 par zasad, a po drugiej
420 par zasad. Amplifikowane fragmenty rejonu Vy91iJy 1/2
wynosity odpowiednio 400 i 380 par zasad. Do oceny rearan-
zacji jako kontrolg negatywng stosowano DNA wyizolowany
z krwi 0s6b zdrowych, a jako kontrole pozytywne DNA wyizo-
lowany z komoérek Jurkat (rearanzacje w rejonie V1-8y) oraz
DNA wyizolowany z krwi obwodowej chorego na ostrg bia-
taczke limfatyczng T-komérkowsg Yo+ (rearanzacje w rejonie
V19). Wszystkie reakcje PCR przeprowadzono w aparacie UNO
II firmy Biometra. Otrzymane produkty rozdzielano w 2% ze-
lu agarozowym, zawierajagcym bromek etydyny, w celu spraw-
dzenia efektu amplifikacji. Produkty otrzymane w reakcji am-
plifikacji denaturowano w 95°C przez 5 min, a nastgpnie rena-
turowano w 55°C przez 20 min w celu uzyskania
heteroduplekséw. Rozdziat elektroforetyczny préb prowadzo-
no w 8% zelu poliakryloamidowym zawierajacym 7M mocz-
nik, w gradiencie temperatury (35-55°C) przez 3 godz. przy na-
pieciu 450 V, z uzyciem aparatu TGGE Maxi firmy Biometra.
Po zakoriczeniu elektroforezy zele barwiono srebrem, stosujac
zestaw Silver Stain, firmy Kucharczyk i fotografowano.

Analizg statystyczng wynikow przeprowadzono przy po-
mocy testu doktadnego Fishera (p=0,05). Dla poréwnanina wy-
nikéw monoklonalnosci w poszczegdélnych grupach zastoso-
wano test Manna-Whitthney’a, przyjmujac dla wycinkéw skor-
nych p=0,0027, a dla krwi obwodowej p=0,0216.

Wyniki

W badaniach przeanalizowano 53 wycinki skérne pocho-
dzace od chorych na MF w réznych stadiach choroby i wycin-
ki od wszystkich chorych z grupy kontrolnej oraz krew obwo-
dowg od 40 chorych na MF i wszystkich z grupy kontrolne;j.

Wigkszos¢ limfocytéw w naciekach skérnych MF wyka-
zywala fenotyp CD2+ CD3+ CD4+ CD8- (fot. 1.1 2.), za wy-
jatkiem 4 przypadkéw w stadium IIB i 2 w stadium IVA MF,
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Fot. 1. Dodatnia reakcja z przeciwcialem anty-CD4 w nacieku skérnym u cho-
rego w stadium IIA ziarniniaka grzybiastego (pow. 400 razy)

nych r6znic migdzy grupag MF a grupg
kontrolna.

Wyniki analizy rearanzacji genu y TCR
zestawiono w tab. 3. Préby uznawano za
monoklonalne, jesli w smudze DNA na ze-
lu widoczny byt pojedynczy prazek (fot.
3.). Dominujace klony z rearanzacja TCRy
stwierdzono w naciekach skérnych u 79%,
a w komorkach krwi obwodowej u 63%
og6tu chorych z MF. Monoklonalnos¢ wy-
stgpowata we wszystkich prébkach cho-
rych w stadium IVA. W stadium IIB re-
aranzacje wystepowaly u 90% chorych
w limfocytach naciekéw skérnych oraz
u 78% we krwi obwodowej. Poréwnywal-
ny odsetek rearanzacji stwierdzono w sta-
diach ITA i III, zar6wno w wycinkach, jak
i komérkach krwi obwodowej. W poczat-
kowym stadium IA MF rearanzacje stwier-
dzono u 75% chorych w wycinkach skér-

Fot. 2. Ujemna reakcja z przeciwcialem anty-CD8 w nacieku skérnym u chore-
go w stadium IIA ziarniniaka grzybiastego (pow. 400 razy)

nych, ale tylko w 37,5% w komérkach
krwi obwodowej. W trzech przypadkach
przewlektego wyprysku i u jednego cho-
rego z przytuszczycg plackowatg wykryto
dominujace klony w wycinkach skérnych.
Analiza rearanzacji TCRy we krwi obwo-
dowej u chorych z grupy kontrolnej data
dodatnie wyniki u 2 chorych na wyprysk
oraz u 3 z 10 chorych na przyltuszczyce
plackowata.

Stwierdzono statystycznie istotne r6z-
nice w poréwnaniu wystgpowania klo-
néw limfocytéw T w naciekach skérnych
u chorych z MF w stosunku do chorych
z grup kontrolnych. Analiza statystyczna
wynikow rearanzacji TCRy w komérkach
krwi obwodowej nie wykazala istotnych
réznic tylko w stadium IA.

Omowienie
Poszukiwania nowych metod diagno-
stycznych gwarantujacych prawidlowe

z ekspresjag CD8+ CD4-. Ostabiong ekspresje CD5 obserwo-
wano u 7 chorych (stadia IIA, 1IB, III, IVA), a CD3 u 4 cho-
rych w stadium IIB, III, IVA. W nielicznych przypadkach
(dwoch w stadium IA, dwéch w stadium IB i jednym w sta-
dium ITA) w naciekach MF stwierdzono ekspresj¢ CD7+. Tyl-
ko pojedyncze komoérki naciekéw nowotworowych MF wyka-
zywaly reakcje z przeciwcialem CD 20. W grupie kontrolnej
w wigkszosci stwierdzano immunofenotyp komérek naciekéw
skérnych: CD2+ CD3+ CD4+ CD5+ CD7- CD8-, z wyjatkiem
3 przypadkéw przewlektego wyprysku i 3 przypadkéw przy-
tuszczycy plackowatej, w ktérych wystepowata ekspresja
CD7+. Analiza statystyczna ekspresji CD7+ nie wykazata istot-
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rozpoznanie pierwotnych chtoniakéw ské-
ry w poczatkowym okresie choroby, kon-
centrowaly si¢ przez wiele lat na bada-
niach immunohistochemicznych i genetycznych. Oznaczanie
immunofenotypéw komdrek nowotworowych naciekéw skor-
nych stanowi podstawy obowigzujacych aktualnie klasyfikacji
pierwotnych chioniakéw skéry [7]. Przedstawione przez nas ba-
dania immunohistochemiczne wykazaty utrate niektérych mar-
keréw powierzchniowych na limfocytach T w naciekach skor-
nych w stadiach zaawansowanych MF, co przemawia za proce-
sem zlosliwym, jednak w poczatkowym okresie choroby
antygeny powierzchniowe wykazywaty podobng ekspresj¢ w MF
i przewlektych, zapalnych chorobach skéry, co potwierdzajg tak-
ze liczne doniesienia innych autoréw [5, 7-9, 20-22]. W wiek-
szosci przypadkéw na komérkach naciekéw MF nie stwierdza-
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no dodatnich reakcji z przeciwciatem an-
ty-CD7, ale podobny immunofenotyp cha-
rakteryzowat grupe kontrolng. Zwigksze-
nie liczby pacjentéw grupy kontrolnej mo-
globy wplynaé na wykazanie istotnych
réznic dyskryminujacych nacieki MF od
dermatoz zapalnych, jak przedstawit to
Bergman i wsp. [23]. W swojej pracy
obejmujacej wiekszg liczbe chorych auto-
rzy wykazali istotne r6znice w ekspresji
CD7, pozwalajace na réznicowanie przy-
padkéw MF od zapalnych choréb skéry
[23]. Obserwacji Bergmana i wsp. nie po-
twierdzajg jednak inne badania. Wydaje
sig, ze ujemna reakcja z przeciwcialem an-
ty-CD7 w sytuacjach watpliwych nie prze-
sadza o nowotworowym charakterze na-
cieku skérnego [5, 9, 12, 19, 20].

Od momentu wprowadzenia do dia-
gnostyki pierwotnych chtoniakéw skéry
technik biologii molekularnej, monoklo-
nalnos¢ wykrywano poczatkowo opiera-
jac si¢ na technice Southern blot, jednak
liczba komérek T w naciekach we wcze-
snych okresach MF moze okazac si¢ nie-
wystarczajaca do wykazania dominujace-

go klonu tg metoda [18]. Czulos¢ badan wzrosta po wprowa-
dzeniu do analizy monoklonalnosci techniki PCR. Limfocyty
T moga prezentowac 2 rodzaje taricuchéw of i ¥, co sprawia,
ze w badaniach diagnostycznych wykorzystywa¢ mozna rearan-

1 23456 78910111213 141516171819202122 23 2425 26

o

3 Ly e

Fot 3. Produkty amplifikacji TCRY 1-8 rozdzielone metoda elektroforezy w ze-
lu w gradiencie temperatury. Linie 7, 14, 15, 16, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 —
produkty poliklonalne; linie - 5, 6, 8, 10, 11 produkty monoklonalne; linie — 1,
9, 12, 13 produkty biklonalne; linia — 2, 3, 4 produkty oligoklonalne. 17 marker
masy pUC19/Mspl. Linia 18 — kontrola dodatnia (DNA izolowany z komdérek

Jurkat)

zacje w obrebie czterech genéw. Wigkszosé skornych limfocy-
téw T wykazuje ekspresje op TCR. Amplifikacja tych taricu-
chow jest jednak dos¢ trudna z uwagi na duzg liczbe segmen-
tow zmiennych, stad w celu wykrycia klonalnosci wykorzystu-

Tab. 3. Wyniki analizy rearanzacji genu Y receptora limfocytéw T w wycinkach skérnych i krwi obwodowej u chorych

na ziarniniaka grzybiastego i w grupach kontrolnych

Rozpoznanie Wyecinki skérne Krew obwodowa
N/nPCR+ (%) NnPCR+ (%)

stadium MF

1A 8/6 75% 8/3 37,5%

1B 12/8 67% 9/5 55,5%

ITA 10/8 89% 10/7 70%

1B 10/9 90% 917 78%

I 10/8 80% 5/3 60%

IVA 3/3 100% 2/2 100%

razem 53/42 79 % 43/27 63%

grupa kontrolna

wyprysk 15/3 20% 5/2 13%

tuszezyca 10/0 0% 110/0 0 %

przytuszezyca 10/1 10% 10/3 30%

razem 35/411% 35/514%

N: liczba chorych

N PCR+: liczba chorych ze stwierdzong monoklonalnosciq
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je sie czesciej amplifikacje taricucha YTCR. W prezentowanej
pracy zastosowano technikg PCR opracowang przez Wooda
i wsp. [18], skojarzong z czulg metoda elektroforetycznego roz-
dziatu uzyskanych produktéw amplifikacji w zelu w gradien-
cie temperatury [24-26]. Uzyskane przez nas wyniki wykry-
wania monoklonalnosci w naciekach skérnych sg podobne do
przedstawionych przez innych autoréw [18, 27-29]. Bergman
1 wsp. wykazali rearanzacje klonalne TCRy w naciekach skor-
nych u 69% chorych z klasycznym MF [23], a Dadej w 88%
[30]. Nieznacznie nizszy odsetek rearanzcji stwierdzono w sta-
dium IA MF (37,5%) w komorkach krwi obwodowej w poréw-
naniu z doniesieniami Muche i wsp. [24], ktérzy w tym stadium
MF wykryli rearanzacje u 46,2% chorych. Z punktu widzenia
klinicznego i patologicznego MF, zgodnie z definicjg pierwot-
nych chtoniakéw skérnych T-komérkowych, rozwija si¢ w sko-
rze i przez 6 mies. od poczatku choroby nie powinien dawac
przerzutéw do weztéw chtonnych czy narzgdéw wewnetrznych
[6, 7]. Badania z wykorzystaniem technik biologii molekular-
nej wskazujg na mozliwos¢ pozaskérnego rozsiewu nowotwo-
rowych limfocytéw T juz we wczesnym okresie choroby,
o czym swiadczy wystepowanie klonéw komérek T we krwi
obwodowej w stadiach IA i IB MF.

Ciekawe wydaje si¢ wykrycie rearanzacji w komdrkach
krwi obwodowej chorych z przytuszczyca plackowata drobno-
ogniskowg. Dermatoza ta od kilku lat stanowi przedmiot kon-
trowersji wsréd dermatologéw; przez jednych uwazana jest za
prekursora MF, inni za$ traktujg przytluszczyce plackowatg
w odmianie wieloogniskowej jako stadium rumieniowe MF
[31]. Muche i wsp. wykazali wysoki odsetek klonéw limfocy-
tow T we krwi obwodowej chorych na przyltuszczyce placko-
watg drobnoogniskows, przy braku tych klonéw w naciekach
skérnych. Autorzy ttumaczg ten fakt mozliwoscig wystepowa-
nia miejscowej odpowiedzi immunologicznej skutecznie redu-
kujacej nacieki klonalne w skérze [25].

Czestos¢ wykrywania klonéw komérkowych w badanym
materiale zalezy od kilku czynnikéw: warunkéw technicznych,
w tym sposobu ekstrakcji DNA, rodzaju zastosowanych star-
teréw i techniki rozdziatu produktéw amplifikacji, badanego
materiatu oraz interpretacja wynikéw [11, 15, 18, 24, 26, 27,
30]. Rearanzacje wykrywa si¢ czesciej w Swiezych mrozonych
wycinkach niz w skrawkach parafinowych [18, 22, 30]. Z dru-
giej strony stosowanie materiatu zatopionego w parafinie
upraszcza procedury diagnostyczne i pozwala na retrospektyw-
ng ocen¢ materiatu. Zwigkszanie czutosci stosowanych tech-
nik moze jednak doprowadzi¢ do wykrywania pojedynczych
klonéw reaktywnych limfocytéw w zmianach skérnych w prze-
biegu zmian zapalnych skéry [11, 30, 32]. Potwierdzaja to wy-
kryte przez nas rearanzacje w komoérkach naciekéw u chorych
na wyprysk.

Monoklonalnos¢ nie zawsze musi by¢ jednoznaczna z roz-
rostem ztosliwym. Z drugiej strony, badania prowadzone przez
Asthony-Key’a i wsp. [22] i Bergmana i wsp. [23] udowodni-
1y, ze dermatozy z pogranicza MF, w ktérych wystepowaty klo-
nalne rearanzacje komérek T mimo braku w momencie usta-
lania rozpoznania kryteriéw klinicznych i histopatologicznych
odpowiadajacych MF, po pewnym czasie ulegly transformacji
w MF. Chorzy z tzw. klonalnym zapaleniem skory (clonal der-
matitis) powinni wigc by¢ objeci obserwacjami klinicznymi
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i histopatologicznym z uwagi na mozliwos¢ rozwoju CTCL
[22, 23, 30, 33].

W swietle prezentowanych wynikéw wiasnych oraz licz-
nych doniesieni innych autoréw okazuje sie, iz analiza klonalno-
Sci dostarcza cennych dodatkowych informacji potwierdzaja-
cych rozrost nowotworowy [10, 12, 18, 23, 24, 27, 30]. Nie moz-
na jednak wynikow tego badania traktowac jako odrebnego
kryterium diagnostycznego, a jedynie jako badanie uzupelnia-
jace diagnostyke histopatologiczng, immunohistochemiczng i ca-
tosciowq analize stanu klinicznego pacjenta [6, 7, 30, 32-34).

Whioski

1. Badania immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciat
przeciw antygenom powierzchniowym: CD2, CD3, CD4,
CD5, CD7, CD8, CD20 komoérek naciekéw skérnych nie
pozwalajg na réznicowanie poczatkowego okresu ziarni-
niaka grzybiastego z przewleklymi, zapalnymi choroba-
mi skory.

2. Analiza monoklonalnosci na podstawie badania rearanza-
cji genu YT'CR dostarcza istotnych danych potwierdzaja-
cych nowotworowy charakter dermatoz.

3. Rozpoznanie ziarniniaka grzybiastego powinno by¢ zawsze
stawiane na podstawie catosciowej oceny badan histopa-
tologicznych, immnunohistochemicznych, analizy mono-
klonalnosci oraz stanu klinicznego chorych.
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