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SOUHRN

Kazuistika popisuje vzacny pfipad kompozitniho folikularniho lymfomu (FL) a in situ mantle cell neoplazie (ISMCN) v lymfatické uzliné. Obé nadorové populace
byly primédrné charakterizovany pomoci pritokové cytometrie. Nalez kompozitniho FL grade 3A (FL-G3A) a ISMCN byl potvrzen histopatologickym vysetienim
lymfatické uzliny, metodami imunohistochemickymi a pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Popsany piipad ukazuje na vyznamnou roli pritokové

cytometrie pfi zachytu tohoto vzacného nalezu.
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Composite follicular lymphoma and in situ mantle cell neoplasia of lymph node: identification

based on flow cytometry investigation

SUMMARY

The aim of the presented case report is to acquaint the wider professional public with a rare case of composite follicular lymphoma (FL) and in situ mantle
cell neoplasia (ISMCN) in a lymph node. In both components, characteristics of tumor cells populations were investigated primarily using flow cytometry.
The patient was diagnosed with a combination of composite FL grade 3A (FL-G3A) and ISMCN, this finding was also confirmed by histopathological and
immunohistochemical examination of the lymph node and complemented by fluorescence in-situ hybridization (FISH). The described case shows the diagnostic
difficulties in detecting this rare lesion and an important role of flow cytometry in diagnostics of lymphomas.
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Termin kompozitni lymfom (KL) oznacuje piipady dvou
nebo vice morfologicky a imunofenotypicky odlisnych lymfo-
mU pozorovanych soucasné v jedné anatomické lokalizaci (1).
Jedna se o vzdcné postizeni, ¢etnost zachytu KL se pohybu-
je od 1 do 4,7 % vsech lymfomu. Nejcastéji jde o kombinaci
B - nonHodgkinského maligniho lymfomu s Hodgkinovym
lymfomem - nebo o kombinaci dvou rliznych B - non-Hodgkin-
skych lymfomd, i kdyZz kompozitni B - a T-buné¢né lymfomy
byly také popsany (2). KL sloZzené z folikularniho lymfomu (FL)
a lymfomu z bunék plasté (MCL) jsou vzacné a nejsou zatim
pIné charakterizovany z genetického ani klinicko-patologic-
kého hlediska. Popisovany pfipad demonstruje klinicko-pato-
logickou, imunofenotypovou a genetickou charakteristiku KL
slozeného z ,asné” neoplazie z plastovych bunék a FL. Léze
byla zachycena v lymfatické uzliné, ktera byla bezprostiedné
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po chirurgickém odbéru v nativnim stavu zaslana i k vysetieni
pratokovou cytometrii. Pravé toto vysetieni jako prvni odhali-
lo v materidlu pfitomnost dvou distinktnich klonalnich popu-
laci nadorovych bunék. Nasledné histologické a molekuldrné
genetické vysetieni potvrdilo nélezy priitokové cytometrie.
Cilem pfedlozeného sdéleni je popsat obraz vzacného nadoru,
véetné jeho charakterizace v pritokové cytometrii a upozornit
odbornou vefejnost na pfinosy této metody v diagnostice ma-
lignich lymfomd.

POPIS PRIPADU

77letad diabeticka a hypertonicka pfichazi do spadové he-
matologické ambulance pro nové vzniklou lymfadenopatii
v oblasti krku. Byla provedena sonografie krku, kterd pro-
kdzala oboustrannou mnohocetnou lymfadenopatii, sono-
graficky patologického vzhledu. Dle vstupniho vysetieni si
pacientka stéZovala na vyraznou Unavu a nevykonnost, jiné
znamky B-symptomatologie nebo jiné obtiZze nepocitovala.
Dalsi vysetieni prokazalo normocytarni anémii, vstupné s po-
dilem sideropenie a zvySené hodnoty beta-2- mikroglobuli-
nu.Vzhledem k nalezu byla pacientka indikovana k exstirpaci
suspektni uzliny. Exstirpace byla provedena z oblasti levého
nadklicku.
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V dalsim vysetfovacim procesu byl proveden kompletni sta-
ging - vysetieni kostni dfené, CT a PET/CT trupu, které prokézalo
nélez viabilni neoplazie s lymfadenopatii od krku do tfisel, bez
prikazu postizeni kostni diené. Metabolicka aktivita FDG via-
bilni neoplazie byla velice riiznoroda podle lokalizace. V oblasti
stény rekta byla aktivita vyrazné vyssi oproti jinym lokalitam,
bylo zde podezieni na postizeni duplicitou nebo infiltraci lymfo-
mem. Histologické vysetfeni postizené lokality ale neprokdzalo
infiltraci neoplazii a vzhledem ke zdravotnimu stavu a akceleraci
onemocnéni nebylo dalsi vysetfovani indikovano.

Makroskopicky néalez

Na oddéleni patologie KNL, a.s. byla doddna nativni nefixova-
nd lymfatickd uzlina rozmérd cca. 15x11x8 mm. Makroskopicky
nevykazovala tkan pozoruhodnéjsi zmény. Po provedeni odbé-
ru nativni tkdné uzliny pro vysetfeni pritokovou cytometrii a za-
mrazeni malého vzorku tkané uzliny v tekutém dusiku (tkan byla
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uchovavana v hlubokomrazicim boxu) byla zbyld tkan zpraco-
vana v celém rozsahu ve tfech blocich po formolové fixaci stan-
dardni parafinovou technikou.

Vysledky vysetieni priitokovym cytometrem

Vysetieni pratokovou cytometrii na pfistroji NaviosEx (Beckman
Coulter) prokazalo pfitomnost dvou populaci B-lymfocytd. Jedna
z populaci vykazovala imunofenotyp s pozitivitou znakt CD19,
CD20, lehkych imunoglobulinovych fetézcti lambda, CD79b a FMC7
a CD22low, pfi negativité znakt CD5, CD10, CD23, CD200, CD38
a tato populace predstavovala asi 75% z B-lymfocyt(l. Druha popu-
lace byla pozitivni ve znacich CD20, CD10, lehkych imunoglobuli-
novych fetézcich kappa, CD22, CD79b, CD38, CD19low a negativni
ve znacich CD5, CD23, FMC7 a CD200, tato populace predstavovala
pak asi 25% z B-lymfocytt (obr. 1-3). Vysledky vy3etfeni pratokovym
cytometrem tedy ukazovaly na infiltraci tkdné dvéma distinktnimi
populacemi lymfoidnich elementt se zcela odliSnou klonalitou.
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Obr. 1. Pritokova cytometrie. A.,Density plot’, gate na B-lymfocyty. Pomér exprese K/L je 0,32, coz je hrani¢ni hodnota pro priikaz klonalni pro-
liferace B lymfocytl s lehkym Ig fetézcem lambda. Pfi zobrazeni dalsich odchylek vimunofenotypu i morfologii B lymfocytt vsak zjistime, Ze jsou
zde pfitomny dva klony. Jeden s expresi fetézcli kappa a druhy s expresi fetézcti lambda. B.,,Density plot’, gate na B-lymfocyty CD19+/CD10+. Pa-
trnd monoklonalita lehkych imunoglobulinovych fetézcl kappa. Odpovida folikularnimu lymfomu. C.,Density plot’, gate na B-lymfocyty CD19+/
CD10-. Patrnd monoklonalita lehkych imunoglobulinovych fetézcd lambda. Odpovida mantle cell lymfomu. D. Dot plot’, gate na B-lymfocyty.
Barevné odliseny dvé populace B-lymfocytt s monoklonalni expresi lehkych imunoglobulinovych fetézcti - folikularni lymfom cervené = kappa,
mantle cell lymfom modie = lambda. Oranzové benigni B-lymfocyty, zelené pfimés non-B-lymfocyta.
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Obr. 2. Pritokova cytometrie. Gate na lymfocyty. Folikularni lymfom cervené, mantle cell lymfom modfe, ostatni B-lymfocyty oranzové, non-B-
-lymfocyty zelené. Vse Dot plot”. a) B-lymfocyty kromé drobné fyziologické populace neexprimuji CD5, oba zastizené lymfomy jsou CD5 nega-
tivni (pro mantle cell lymfom netypické). CD19-/CD5+ jsou T lymfocyty. b) Populace folikuldrniho lymfomu je CD10 pozitivni, mantle cell lymfom
negativni. c) llustrace odlisné exprese CD38 - folikularni lymfom pozitivni, mantle cell lymfom negativni. d) Exprese CD38 znazornéna na grafu se
signalem kappa. Folikularni lymfom CD38 pozitivni v souvislosti s kappa variantou lehkych imunoglobulinovych fetézc(.
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Obr. 3. Priitokova cytometrie. Gate na lymfocyty. Folikularni lymfom ¢ervené, mantle cell lymfom modfe, ostatni B-lymfocyty oranzové, non-B-
-lymfocyty zelené.Vse, dot plot”. a) Znazornéni relativni velikosti bunék (FS Int = forward scatter, odpovida velikosti bunék). b) Znazornéni relativni

Lgranularity” bunék (SS Int = side scatter, odpovida granularité bunék)
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Mikroskopicky nalez

Odebrané vzorky tkédné byly fixovany v 10% pufrovaném for-
molu a zpracovany standardni parafinovou technikou. Histo-
logické fezy byly barveny hematoxylinem-eosinem. Mikrosko-
picky byla zastizena tkan lymfatické uzliny a nehojné pfiléhajici
mékké tkané. Struktura uzliny byla settela nodularné a folikular-
né usporaddanym denznim lymfoidnim infiltrdtem, ktery sesté-
val pfevazné z mensich lymfocytd (obr. 4), pomérné hojné vsak
byly zachyceny i vétsi lymfoidni elementy vzhledu centroblast(
a imunoblastl (obr. 5). Tento infiltrat pronikal loziskové i do pe-

Obr. 4. Mikroskopicky obraz lymfatické uzliny settelé folikularné usporada-
nym lymfoidnim infiltratem. Hematoxylin-eosin, zvétseni 40x.

Obr. 5. Detail infiltratu sestavajiciho pfevazné z mensich lymfocytd, ale
i z hojnych lymfoidnich element(i vzhledu centroblastd a imunoblastd. He-
matoxylin-eosin, zvétseni 200x.

Obr. 6. Imunohistochemicky priikaz exprese CD20. Zvétseni 100x.
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rinodalnich mékkych tkani, v dodaném rozsahu byl material bez
regresivnich zmén. Metodou PAS nebyla zachycena pfitomnost
patologickych depozit.

PFi imunohistochemickém vysetieni infiltrat vykazoval sil-
nou membranovou expresi CD20 (obr. 6), CD79q, déle expresi
BCL2,BCL6a CD10 (obr.7), prikazem CD23 byly zachyceny sité
folikularné-dendritickych bunék a malé lymfocyty disperzné,
prakazem CD3 a CD5 pak malé, pomérné hojné T-lymfocyty
na pozadi infiltratu. Prikazem CD30 byly zachyceny shora po-
psané centroblasty a imunoblasty, které nevykazovaly morfo-
logii bunék RS, ¢i bunék Hodgkinovych. Exprese cyklinu D1
(obr. 8) byla zachycena v pomérné hojnych elementech na
periferii folikularnich formaci, do kterych misty tyto bunky
i pronikaly. Proliferacni aktivita (Ki-67, klon MIB-1) byla v in-
filtratech nerovnomérnd, akcentovana ve folikularnich forma-
cich, kde dosahovala az 35% bunécnosti, interfolikularné byla
nizsi, maximalné do 10% bunécnosti. Nalez byl hodnocen jako
infiltrace lymfatické uzliny folikularnim lymfomem (FL grade
3A). Struktury druhého lymfomu popsaného v pritokové cy-
tometrii pak odpovidaly neoplazii z plastovych bunék in situ
(ISMCN). Material byl zaslan do Ustavu patologie a molekular-
ni mediciny FN v Motole, kde bylo provedeno vysetfeni na-
dorovych populaci metodou fluorescen¢ni in situ hybridizace
(FISH). V populaci FL byla zjisténa pfitomnost zlomu v chro-
mozomalni oblasti 18921.33 (gen BCL2) a translokace t(14;18)
(932;921) IGH/BCL2, bez pfitomnosti prestavby genu CCND1
(obr. 9 A-D). V populaci ISMCN byla detekovéna pfitomnost
zlomu v chromozomalni oblasti 11q13.3 (gen CCND1) a pfi-

Obr. 8. Imunohistochemicky priikaz exprese cyklinu D1 v elementech na perife-
rii folikularnich formaci, do kterych misty tyto bunky i pronikaly. Zvétseni 200x.
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tomnost translokace t(11;14)(q13;932) IGH/CCND1 (obr. 10
A-B), bez pfitomnosti pfestavby genu BCL2. Byly tak potvr-
zeny chromozomalni prestavby charakteristické pro tyto dva
odlisné typy non-Hodgkinskych lymfomu. V obou kompo-
nentach byly pfitomné pocetni zmény signall vysetfovanych

chromozomalnich oblasti — zvySeny pocet signall (tzv. zisky
- ,gains”). Patrné jsou tedy v nddorovych burkdach pfitomné
dalsi komplexni genové a/ nebo chromozomalni zmény, které
viak s pouzitymi sondami na jaddrech v interfazi v histologic-
kych fezech neslo blize specifikovat.
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Obr. 9. Fluorescenc¢ni in situ hybridizace - jadra bunék komponenty FL.

A. Jadro buriky komponenty FL se zZlomem v oblasti genu BCL2.V jadfe je pfitomny jeden zeleny signél (oblast za mistem zlomu smérem k cent-
romefe chromozomu 18), jeden ¢erveny signal (oblast za mistem zlomu smérem k telomefe chromozomu 18) a jeden zeleno-zluto-cerveny signal
(intaktni oblast 18921.33 z druhého chromozomu 18). Oddaleni zeleného a cerveného signalu je charakteristické pro piitomnost zlomu v oblasti
genu BCL2.

B. Jadro buriky komponenty FL se zlomem v oblasti genu BCL2 a s pocetnimi zménami signald. V jadre jsou pfitomné dva zelené signaly (oblast za
mistem zlomu smérem k centromere chromozomu 18), jeden Cerveny signél (oblast za mistem zlomu smérem k telomefe chromozomu 18) a dva
zeleno-zluto-cervené signdly (intaktni oblasti 18921.33 z dalsich dvou, touto translokaci nepostizenych, chromozomu 18). Oddaleni zelenych
a ¢ervenych signall je charakteristické pro pfitomnost zliomu v oblasti genu BCL2.

C. Jadro buriky komponenty FL s translokaci /GH/BCL2 t(14;18)(q32;q21) a s pocetnimi zménami signéld. V jadfe je pfitomen jeden zeleno-Zluto-
-Cerveny signal (fuze gent IGH a BCL2), tii zelené signaly (chromozomalni oblast 14932.33, gen IGH) a dva ¢ervené signély (chromozomadlni oblast
18921.33, gen BCL2). Fuze zelenych a ¢ervenych signalt je charakteristicka pro pfitomnost translokace IGH/BCL2 t(14;18)(q32;921).

D. Jadro buriky FL bez pfitomnosti translokace IGH/CCND1 t(11;14)(q13;q32) a s pocetnimi zménami signal{. V jadfe jsou pfitomné Ctyfi zelené
signaly chromozomalni oblasti 14932.33 (gen /GH) a Ctyfi ¢ervené signaly chromozomalni oblasti 11q13.3 (gen CCNDT). Nejsou piitomny fuzni
zeleno-Zluto-Cervené signaly, které by byly pro translokaci charakteristické.
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Obr. 10. Fluorescencni in situ hybridizace - jadra bunék komponenty ISMCN.

A, B. Jadra bunék ISMCN se zlomem v oblasti genu CCND1 a s pocetnimi zménami signal(. V jadre bunék je ptitomny jeden zeleny signaly (oblast
za mistem zlomu smérem k centromefe chromozomu 11), dva ¢ervené signaly (oblast za mistem zlomu smérem k telomefe chromozomu 11)
a jeden zeleno-zluto-Cerveny signal (intaktni oblasti 11q13.3 z dal$iho, nezZlomeného, chromozomu 11). Oddaleni zelenych a ¢ervenych signalt je
charakteristické pro pfitomnost zliomu v oblasti genu CCND1.

DISKUZE

Koncept kompozitniho lymfomu byl pfedstaven v roce 1954
a prosel jen drobnymi zménami (3). Jednd se o soucasny vyskyt
dvou nebo vice morfologicky a imunofenotypicky odlidnych
lymfom0 ve stejném anatomickém misté / tkani, které mohou,
ale i nemusi byt klondlné pfibuzné (1). Kompozitni lymfomy
predstavuji pro patologa zvlastni diagnostickou vyzvu, protoze
jde o vzacny nélez a slozky nadoru se casto prolinaji a byva ob-
tizné je od sebe odlisit. Lé¢ba takovych nadoru je zase obtiznym
ukolem pro hematoonkologa, protoze v souc¢asnosti neexistuji
terapeutické standardy pro tyto léze a kazdy pfipad je tfeba po-
suzovat samostatné podle konkrétni kombinace lymfoma pfi-
tomnych u pacienta a klinického stavu nemocného.

Kompozitni FL a MCL jsou extrémné vzdcné a podle nasich
znalosti je v literatufe popsano pouze malé mnozstvi pfipadt (4-
17). Klinicky se jednd o nadory typicky dospélého véku - median
véku pfi diagndze je 65 let, bez vyznamnéjsi pohlavni predilek-
ce. Nadory nejcastéji postihuji lymfatické uzliny, zejména na hla-
vé a v kréni oblasti, popsany jsou vsak i pfipady s extranodalnim
postizenim (tenké stfevo, o¢ni adnexa a slezina) (4,5,8).

FL predstavuje podle literarnich tdaj obvykle majoritni kom-
ponentu léze, je popsana pfitomnost rlizné diferencovanych FL
jako soucasti kompozitniho lymfomu, ¢astéji je pfitomen klasic-
ky FL low grade (G1 a G2), méné ¢asto i FL G3. Typicky imunofe-
notyp FL predstavuje expresi molekul CD20, CD10, BCL-2 a BCL-
6, bez exprese molekul CD5 a cyklinu D1 v nddorové populaci.

Ve vétsiné piipadi byva v burikach FL prokazana pomoci me-
tody in situ hybridizace translokace t (14;18)(q32;921) IGH/BCL2
(18). FL je nejcastéjsim non-Hodgkinskym malignim lymfomem
v zdpadni populaci. V pfipadech, kdy byla u kompozitniho FL
a MCL k dispozici dlouhodoba klinicka data (follow up), predsta-
vovala progrese FL hlavni onkologickou obtiz pacientl a nejvy-
raznéji ovliviiovala jejich celkovou prognézu (4).

MCL byva v kompozitnich lymfomech s FL zastoupen dvéma
rlznymi vidy - jedna se jednak o ISMCN, jednak o tzv.,mantle
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zone growth pattern” (MZGP). ISMCN je definovana jako pfitom-
nost cyklinu D1 pozitivnich nadorovych bunék s chromozomalni
prestavbou genu CCNDT (11g13.3), kdy se tyto buriky nachazeji
ve vnitini ¢asti plastové zény; naproti tomu pfipady s rozsifenim
a ndhradou plastové zony takovymi bunkami by mély jiz byt
klasifikovany jako MZGP MCL. Typicky imunofenotyp MCL pfed-
stavuje expresi molekul CD20, CD5 a cyklinu D1 v nadorovych
bunkach, bez exprese molekuly CD10. Ve vétsiné pfipadl byva
v bunkach MCL prokazdna pomoci metody FISH translokace t
(11;14)(q13;932) IGH/CCND1 (18), i kdyz i zde mohou existovat
vyjimky. V popsanych pfipadech kompozitniho FL a MCL bylo
mozno zachytit jednak izolovanou pfitomnost pouze ISMCN,
jednak kombinace ISMCN a MZGP; v zadném z pfipadi nebyla
pozorovana vyhradné pfitomnost MZGP MCL (4); v jediném pfi-
padé byl zachycen velmi zvlastni rdstovy vzor MCL, kdy buriky
MCL byly rozptyleny v neoplastickych folikulech FL (14). Mor-
fologicky byly bunky FL a MCL odlisitelné v situacich, kdy MCL
vykazoval alespori ndznaky noduldrniho nebo difizniho vzoru
rdstu. Naopak v pfipadech s ISMCN a v MZGP MCL predstavoval
imunohistochemicky prikaz exprese cyklinu D1 a/nebo CD5 z&-
kladni diagnostickou metodu, protoZe na Urovni bézného histo-
logického barveni nebylo nadorové populace mozno rozlisit (4).
Informace o vysledcich vysetfeni pratokovym cytometrem
u kompozitnich FL a MCL jsou velmi limitované (5). Z téch po-
psanych pfipadd, kdy Ize dohledat informaci o klonalité nado-
rovych populaci FL a MCL u kompozitnich lymfomad vyplyva,
ze FL tvofily lehké imunoglobulinové fetézce kappa, zatimco
MCL fetézce lambda; zobecnéni téchto vysledk je vsak obtizné
vzhledem k celkové malému mnozstvi analyzovanych nador.
Pokud budeme posuzovat nas pfipad ve svétle informaci po-
psanych vyse, Ize fici, Ze se jedna o 1ézi, ktera se u nasi pacient-
ky manifestovala v typickém vékovém obdobi dospélého véku,
v typické lokalizaci oblasti lymfatickych uzlin nadklicku (levé
strany téla). Histologicky jsme nejprve zastihli komponentu FL,
ktera odpovidala FL G3A, kde plastové zony nadorovych folikuld
nebyly ndpadnéji expandovany. Vstupné cennou informaci byl
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udaj o zachytu dvou klondlné odliSnych nddorovych lymfoid-
nich populaci pomoci pritokové cytometrie. Pravé tento nalez
ved| k cilenému patrani po druhé komponenté této kompozitni
afekce v histologickych preparatech, kterou se ukazal byt MCL,
prevazné ve formé ISMCN, zcasti vsak jiz se suspektnim precho-
dem do MZGP MCL. Z hlediska imunoprofilu nador( se jako
klicovy ukazuje imunohistochemicky prikaz exprese molekul
CD10 a cyklinu D1, umoznaujici odlisit obé nadorové populace
kompozitniho lymfomu. Prikaz exprese CD10 znazornil bunky
FL a prikaz cyklinu D1 pak ISMCN; buriky ISMCN v tomto pfipa-
dé neexprimovaly molekulu CD5, coz pfedstavuje méné ¢astou,
nicméné v literatufe znamou variantu (18). Vysledky naseho vy-
Setfeni nadorovych populaci v prdtokovém cytometru se vyraz-
né&ji nelisi od literdrnich Udaju, kdy FL komponenta vykazovala
tvorbu lehkych fetézcd kappa a ISMCN komponenta fetézc(
lambda. Vysetieni metodou in situ hybridizace v majoritni na-
dorové populaci prokazalo chromozomalni translokaci t(14;18)
(932;921), typickou pro FL a v minoritni nadorové populaci
chromozomalni translokaci t(11;14)(q13;932), charakteristickou
pro MCL. Z klinického hlediska je vzhledem ke kratké dobé sle-
dovani nemocné t. ¢. obtizné se k prlibéhu a perspektivam vy-

voje onemocnéni vyjadfit. | s ohledem na akceleraci onemocné-
ni byla u pacientky zahajena |é¢ebnd prefaze kortikoidy a bude
zahdjena klasickd chemoterapie a biologicka lé¢ba s brzkou
kontrolou efektu terapie za pomoci PET/CT vysetieni.

ZAVER

V této kazuistice pfinasime popis malo obvyklé nddorové jed-
notky, kterd je i ve svétovém pisemnictvi popsana jako relativné
raritni nalez. Podle nazoru autorU pfipad nazorné ukazuje na vy-
znam pritokové cytometrie v diagnostickém procesu lymfom(,
kdy zachyt dvou odlisnych nadorovych populaci v lymfatické
tkani ved| k dalSimu podrobnému vysetfovani a kone¢né dia-
gndze raritniho typu nadoru.
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