UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
“CAROL DAVILA” BUCURESTI

]

POLLLLULLLLAL

AREILIINRMRLIAAN

DOCENDO DISCITUR
A.D.
1857

FACTORI TISULARI DE DIAGNOSTIC SI PROGRESIE iN
MYCOSIS FUNGOIDES INCIPIENT

- REZUMAT -

Coordonator stiintific:

Prof. Dr. Florica Staniceanu

Doctorand:

Tiberiu Tebeica

- 2016 -



CUPRINS

PARTEA GENERALA - STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Informatii generale
Etiopatogenie si genetica
Aspecte clinice, patologie si diagnostic

Stadializare si prognostic

PARTEA SPECIALA — CERCETARI PROPRII

Ipoteza de lucru si obiectivele generale
Materiale si metoda
Pacienti si controale
Analiza criteriilor de diagnostic histopatologic
Analiza expresiei imunofenotipice a infiltratelor tumoral si reactiv
Identificarea factorilor implicati in progresia bolii
Rezultate
Componenta loturilor tintd si control
Date demografice
Modificari histopatologice in leziunile incipiente
Expresia imunofenotipicd a infiltratelor tumoral si reactiv

Factori asociati cu progresia bolii

CONCLUZII
BIBLIOGRAFIE SELECTIVA

10

11
12
12
13
14
15
16
16
16
17
22
26

28
32



Capitolul 1 — Informatii generale
1.1. Definitie

Limfoamele cutanate primare (LCP) alcatuiesc un grup heterogen de boli
limfoproliferative extranodale non-Hodgkin care, in momentul diagnosticului, sunt
localizate la nivelul tegumentului. Dupa tractul gastro-intestinal, pielea este, ca frecventa,
al doilea organ de origine a limfoamelor extranodale (1). Spre deosebire de limfoamele
nodale non-Hodgkin, derivate in marea lor majoritate din limfocite B, aproximativ 75%
dintre LCP 1isi au originea In diferite subseturi de limfocite T. Grupul limfoamelor
cutanate primare cu celule T (LCP-T) reuneste astfel o multitudine de afectiuni cu
prezentari clinice, caracteristici histologice si implicatii terapeutice diferite.

Mycosis fungoides (MF) este cea mai frecvent intalniti forma de LCP-T. Impreuna
cu sindromul Sezary (SS), considerat o lungd perioada de vreme ca fiind varianta sa
leucemica, constituie aproximativ doua treimi din totalul limfoamelor cutanate primare
(2-4). Definitia bolii, asa cum este ea inclusa in clasificarea WHO-EORTC, implica
prezenta unui tablou clinico-evolutiv tipic, intitulat “modelul Alibert-Bazin” (5).
Conform acestui model, in majoritatea cazurilor afectiunea trece din punct de vedere
clinic prin 3 stadii: stadiul de pata, stadiul de placa si stadiul tumoral. Aceastd prezentare

clinico-patologica si evolutiva este considerata “clasica” si definitorie pentru MF (6).
1.2. Incidenta si epidemiologie

Desi MF este un limfom intalnit relativ rar, acesta reprezintd peste o treime dintre
toate limfoamele non-Hodgkin cutanate primare si peste jumatate din LCP-T (3). Se
estimeaza cd MF reprezintda 0,5% dintre toate limfoamele non-Hodgkin diagnosticate in
fiecare an (7). Incidenta anuald a MF a fost raportatd ca fiind in continud crestere, de
aproximativ 2,9 cazuri la 1 milion de persoane in perioada 1973-1984 (7,8), 3,6 cazuri la
1 milion de persoane in perioada 1973-1992 (9) si 4,1 cazuri la 1 milion de persoane in
perioada 2001-2005 (3). Aceasta crestere ar putea fi explicatd In parte prin imbundtétirea
standardelor de diagnostic si tratament (10), prin modificarea metodelor de raportare si a
clasificarii bolilor limfoproliferative de-a lungul timpului, precum si prin explozia de
cazuri de sindrom al imunodeficientei dobandite (SIDA) din anii ‘80 care a contribuit in
parte la cresterea incidentei limfomului non-Hodgkin (11).

Rata incidentei la barbati este semnificativ mai mare (5,3 vs. 3,2/1.000.000 persoane-
an, raportul ratei incidentei anuale B/F de 1,66), raportul fiind similar si in cazul etniei
pacientilor (raportul ratei incidentei intre afro-americani si caucazieni de 1,44) (3). In
ceea ce priveste rata incidentei in functie de varsta si varsta la momentul diagnosticului,
incidenta MF este mai mare la varstnici, atingdnd un maxim in jurul decadei a IX-a, cand
si numarul de cazuri nou diagnosticate la barbati este dublu fatd de genul opus. Rata MF
este mai mica, si totodatd similard in functie de gen, la pacientii tineri, sub 30 ani, si in
populatia pediatrica.




Capitolul 2 — Etiopatogenie si genetica
2.1. Etiologie

Cauzele si mecanismele MF sunt putin intelese. In linii mari, nu existi dovezi
convingatoare privind asocierea MF cu factori de mediu, comportamentali sau virali, dar
sunt in discutie doud mari ipoteze. Prima sugereaza faptul ca agentul declansator al MF ar
putea fi un antigen persistent. A doua ipoteza este cea a existentei unui agent viral care
poate determina atat transformarea maligna a celulelor T, precum si expresia continua a
antigenelor virale similar primei ipoteze.

Ipoteza stimuldrii antigenice sugereaza faptul cd MF este cauzat de persistenta unui
antigen. Stimularea continua si activarea celulelor T helper din piele de catre diverse
antigene de naturd exogena ar conduce initial la inflamatie cronicd, activare care poate fi
urmata de transformarea malignd a unei clone.

Factorii de mediu au fost luati n discutie ca posibili factori de risc pentru MF, printre
care factorul ocupational, expunerea la radiatii, medicamente si infectii. S-a presupus ca
factorii de mediu si stilul de viatd pot avea un rol important inclusiv in fenomenul
cresterii incidentei bolii, mai ales n tarile industrializate. Cel mai frecvent incriminati au
fost agentii chimici si farmacologici, inclusiv tutun (12). Observatia conform careia
dermatita, de cele mai multe ori nespecifica, precede debutul bolii si chiar reprezintd un
stadiu premalign sau incipient de limfom cutanat sustine rolul factorilor de risc
ocupationali. Alaturi de antigenele specifice, superantigenele bacteriene, precum cele ale
stafilococului auriu, pot fi o cauza de stimulare continua a celulelor T(13,14). Infectia cu
S aureus se coreleazd cu severitatea bolii la pacienti cu LCP-T (15), iar tratamentul
antibiotic al infectiei a imbunatatit evolutia bolii la pacientii infectati (16).

Incidenta limfoamelor cutanate este mai mare la varstnici (8), iar mortalitatea este de
asemenea mai mare In cazul acestor pacienti (9). Au fost descrise LCP-T inclusiv la
pacienti transplantati, in multe situatii acestea avand o evolutie chiar mai agresiva ca de
obicei (17,18). MF a fost intalnit si in contextul infectiet HIV (19), iar la unii pacienti
seropozitivi a fost descris un grup de afectiuni limfoproliferative cutanate secundare
infectiei HIV asemanatoare din multe puncte de vedere cu LCP-T (20). Toate aceste
aspecte sugereaza posibila implicare a unui agent infectios in etiologia bolii, pe fondul
imunosupresiei. Dar imunosupresia poate fi de asemenea o consecintd a bolii determinata
de o depletie limfocitara relativa, prin ingustarea semnificativa a repertoriului celulelor T
in raport cu clona maligna, depletie comparabild cu cea observata la pacientii HIV (21).

2.2. Anomalii ale sistemului imun

Progresia lenta a MF starneste cateva ipoteze privind biologia celulelor T maligne.
Celulele T tumorale probabil nu detin un potential proliferativ autonom, ci crestera lor
este strict dependenta de microclimatul cutanat (22). Aceastd ipotezad este sustinuta de
observatia ca celulele T ale pacientilor cu LCP-T necesitd stimulare via CD28 pentru
proliferare (23), raspund slab la factori de crestere in vitro si nu prolifereazd precum
celulele T normale in vitro (24). O altd posibila explicatie a evolutiei lente a bolii ar putea
fi datd de rolul imunosupravegherii tumorale in modularea si supresia progresiei bolii.
Histopatologia MF, care relevd in stadiile incipiente infiltrare cu celule T CD4+ maligne




si celule T CD8+ reactive, precum si un profil dominant al citokinelor de tip celule T
helper 1 (Th1), urmate in stadiile avansate de o crestere graduala a proportiei de celule T
CD4+ si deviere catre Th2, sugereaza faptul ca pierderea raspunsului imun mediat prin
CDS8 corespunde progresiei bolii. Mai mult, eficienta clinica a agentilor terapeutici care
moduleaza sistemul imun si reverseaza expresia citokinelor Th1 in MF si SS sustine rolul
important al imunitatii tumorale Tn evolutia clinica.

2.3. Anomalii ale citokinelor

In microclimatul local din MF, celulele T maligne sintetizeaza si raspund la citokine.
Profilul citokinelor in interiorul leziunilor (patd vs. placd vs. tumord) si in celulele
mononucleare din sangele periferic al pacientilor cu MF in diferite stadii furnizeaza
indicii privind modificarile dinamice din micromediul cutanat in timpul progresiei bolii
(25,26). Analiza citokinelor 1n piele a permis identificarea unor modele specifice asociate
cu stadiile incipiente si avansate. In MF incipient se detecteazi ARN-ul mesager
(ARNm) al citokinelor de pattern Thl: interferon gamma (IFy), interleukina (IL)12 si IL2
(27). In timpul progresiei spre stadiile mai avansate are loc o pierdere a citokinelor Thl,
evidentiatd de scaderea nivelurilor IFy, IL12 si IL2, si cresterea nivelurilor ARN-ului
mesager al citokinelor de tip Th2, respectiv IL4, ILS, IL10 si IL13 (25,28). Modificarile
din piele sunt de asemenea observate la analiza expresiei genice 1n sangele periferic (29).

Se presupune cd in stadiile incipiente celulele T CD8+ contribuie la devierea catre
Thl, in timp ce in stadiile avansate, in care predomina celulele T CD4+ maligne, se
observa o deviere catre Th2. Dat fiind faptul ca celulele T CD8+ manifesta un fenotip
Thl si au rol in imunitatea mediatd celular, prezenta lor in piele se coreleazd cu un
raspuns imun antitumoral (30,31). De asemenea, citokinele proinflamatorii Thl pot
contribui la aspectul eczematos, caracterizat de infiltratul inflamator asociat in stadiile
incipiente ale MF. Predominanta citokinelor Th2 in stadii avansate a fost asociatd cu
proliferarea celulelor tumorale, precum si cu raspunsul imun diminuat. In plus, expresia
citokinelor Th2 poate explica si fenomenul imun al eozinofiliei cu cresterea productiei
IgE.

2.4. Restrictii antigenice la nivelul celulelor T

Jumatate dintre pacientii in stadiile I si II si toti pacientii in stadiile III si IV manifesta
o diminuare substantiald a diversitatii receptorilor limfocitelor T, in comparatie cu
repertoriul variat de receptori T exprimati de cétre limfocitele T normale din sangele
periferic (21). Mai mult, concentratia sericd a anumitor domenii ale receptorului TCR
folosite pentru a masura expansiunea clonald a celulelor T este scdzuta la pacientii cu
LCP-T 1in toate stadiile (32).

Diminuarea diversitatii limfocitelor T 1n stadiile incipiente are o semnificatie
importantd. O ingustare a repertoriului celular T este observatd in mod obisnuit dupa
infectii specifice cu virusuri precum HIV-1 (33). Ingustarea repertoriului celulelor T s-ar
putea datora reactivitatii Incrucisate, de exemplu prin mimetism molecular, intre un
epitop viral care este recunoscut dupa infectarea cu anumite virusuri si un autoantigen din
piele care stimuleaza activarea celulelor T. Aceasta ipoteza ar putea explica inabilitatea
detectdrii unui patogen viral specific in leziunile cutanate de MF, patogenul viral initial




fiind deja eradicat Tn momentul in care boala limfoproliferativa este deja simptomatica.
2.5. Celulele prezentatoare de antigen

In afard de productia de chemokine, celulele dendritice pot avea si alte functii in
patogenia MF. De exemplu, acestea ar putea juca un rol in dezvoltarea MF conform
ipotezei stimularii antigenice. Microabcesele Pautrier, patognomonice pentru MEF,
reprezintd in fapt colectii intraepidermice de limfocite tumorale aderente la procesele
dendritice ale celulelor Langerhans, celulele dendritice prezentatoare de antigen ale
epidermului (34,35). Indiferent de localizarea intraepidermicd sau intradermicd a
infiltratelor limfomatoase, acestea includ celule dendritice uniform dispersate (36), ceea
ce indica o implicare a lor in stimularea celulelor tumorale. Citokinele produse de catre
celulele Langerhans ar putea atrage in epiderm celulele T CD4+ maligne, comunicarea
incrucisatd intre celulele Langerhans si celulele T fiind probabil un eveniment important
pentru progresia bolii. Teoria aceasta este sustinutd si de faptul ca celulele tumorale ale
pacientilor cu LCP-T pot supravietui pe termen lung in culturi celulare numai dupa
stimulare cu celule dendritice imature (22). Acestea din urma au capacitatea de a ingera
celulele T apoptotice, inclusiv pe cele tumorale, si pot prezenta antigene care stimuleaza
dezvoltarea celulelor T reglatorii imunosupresoare FoxP3+, CD25+. Dupa ingestia
celulelor apoptotice, celulele dendritice determina celulele tumorale sd exprime un
fenotip caracteristic de celule reglatorii imunosupresoare. Aceasta activitate de reglare si
inhibare a celulelor T ar putea explica imunosupresia observatd la pacientii in stadii
avansate de boala.

2.6. Genetica moleculara

Studiile de expresie genicd in MF au obtinut rezultate heterogene intre pacienti si
chiar o diversitate semnificativi a expresiei genice in cazul aceluiasi pacient. De
exemplu, expresia PLS3, gena raportata cel mai frecvent ca fiind supraexprimatd in SS, a
fost identificata la 38% dintre pacientii cu MF care aveau diseminare in sdngele periferic,
dar cu heterogenitate de expresie in cadrul populatiilor de celule maligne recoltate de la
acelasi pacient (37). Spre deosebire de limfoamele B si leucemiile mieloide, in MF nu au
fost identificate translocatii cromozomiale patognomonice sau distinctive pand la
momentul actual. Dar analiza genetica a celulelor tumorale este dificild, mai ales in
stadiile initiale in care predomina celulele T reactive. In interpretarea rezultatelor obtinute
in urma analizei preparatelor din leziuni de MF incipient trebuie sd se tind cont de
alterarile genetice cauzate direct de prezenta infiltratului inflamator cronic. S-a acordat
atentie si potentialului rol pe care l-ar putea juca microARN-urile in expresia genica (38)
ceea ce indicd faptul ca microARN-urlie sunt importante in patogeneza limfoamelor
cutanate, iar strategiile terapeutice centrate pe tintirea microARN-urilor sau a efectorilor
lor ar putea determina o crestere a eficientei tratamentelor chimioterapice actuale.




Capitolul 3 — Aspecte clinice, patologie si diagnostic
3.1. Prezentare clinica

MF se manifestd din punct de vedere clinic prin leziuni cutanate de forme si
dimensiuni variabile, persistente sau lent progresive, cu aspect de pete eritematoase,
placi si, mai rar, tumori sau eritrodermie generalizata. Leziunile sunt adesea
pruriginoase, cu afectarea profundd a calititii vietii pacientului (39). In general,
distributia leziunilor se suprapune peste ariile fotoprotejate, insd oricare zond anatomica
poate fi afectata, inclusiv palmele si plantele (40,41). Petele si placile afecteazd sub 10%
din suprafata corpului in aproximativ 30% din pacienti, in timp ce la aproximativ 35%
din pacienti se observa o afectare mai generalizata (42). Doudzeci de procente, respectiv
15% dintre pacienti dezvoltd tumori sau ajung in stadiul eritrodermic.

Perioada “premicotica”

Un diagnostic definitiv de MF este adesea precedat de o perioadad “premicotica”, care
poate dura de la citeva luni pana la decade intregi, timp in care pacientul poate manifesta
leziuni cutanate eritematoase, usor scuamoase, nespecifice, cu biopsie neconcludenta
(43). Aceste leziuni pot avea o evolutie fluctuanta peste ani, astfel ca adesea este stabilit
diagnosticul de dermatita nespecifica sau parapsoriazis in placi (44). La unii pacienti cu
asemenea manifestari nespecifice, chiar si dintre cei cu clonalitate doveditad a celulelor T
(45), leziunile nu progreseaza niciodata suficient de mult pentru ca acestia sa primeasca
un diagnostic definitiv de MF. In asemenea cazuri, eruptiile cutanate pot regresa fara un
tratament specific sau dupa tratamente simple, ocazionale, cu corticosteroizi topici (46).
Pentru diagnostic definitiv pot fi necesare biopsii repetate, mai ales atunci cand biopsia
initiala este neconcludenta.

Stadiul de pete

Aspectul clinic in stadiul de pete al MF consta din macule si pete de forme
neregulate, asimetrice, cu scuame, telangiectazii si atrofie, adesea cu dimensiuni mai mari
de 5 cm (40,47). Leziunile afecteaza in mod obisnuit ariile fesiere, pectorale si flexurile
extremitatilor si pot fi asimptomatice si tranzitorii, disparand spontan fara cicatrici
reziduale. Supravietuirea la 30 ani este similard cu cea a grupului control, alcdtuit dintr-o
populatie de subiecti de sex, varsta si rasd similare. Mai putin de 10% dintre pacienti
progreseaza catre un stadiu mai avansat, si foarte putini decedeaza datorita bolii (48).

Stadiul de placi

In stadiul de placi, pacientii prezinti in mod caracteristic plici brun-rosietice bine
demarcate, palpabile, infiltrate, cu scuame. Placile pot fuziona si afecta suprafete intinse,
iar mai apoi pot regresa spontan si partial, rezultdnd arii lezionale cu margini
serpigionase, inelare sau arcuate. In acest stadiu pot fi observate si pete cu aspect tipic, in
continuitate cu leziunile de tip placa sau localizate in alte zone cutanate (49,50).

De multe ori, leziunile de tip patd si placd sunt acoperite de scuame, de obicei mai
fine ca cele observate la pacientii cu psoriazis. Uneori, leziunile sunt atrofice si
depigmentate in varianta poikilodermica a bolii. Petele si placile pot deveni hipo- sau
hiperpigmentate, sau pot dezvolta petesii pe suprafatd. Pactientul tipic cu MF prezinta




multiple leziuni de lunga durata, luni sau ani, localizate cel mai adesea 1n arii infrecvent
expuse la lumind. Fata este o regiune rar afectata, excluzand stadiul tumoral sau varianta
foliculotropa a bolii (51).

Stadiul tumoral

O data cu progresia bolii, petele evolueaza catre placi infiltrate cu distributie mai
generalizata, iar pacientii cu istoric de placi pot dezvolta tumori exofitice sau ulcerate.
Tumora este definitd ca fiind o leziune cutanata solida, in formad de dom, cu diametrul
mai mare de 1 cm. Majoritatea pacientilor in stadiile de patd sau placa nu progreseaza
insa niciodata catre stadii avansate (48).

Stadiul eritrodermic

Uneori, pielea pacientilor cu MF dezvoltd eritem pe o suprafatd mai mare de 80%,
situatie denumita MF eritrodermic (52). Aceastd fazd poate fi Insotitd de leziuni atrofice
sau lichenificate, placi si tumori (43). Acesti pacienti sunt aproape intotdeauna
simptomatici, cu prurit si descuamare, si manifestd frecvent limfadenopatie datorita
leziunilor cutanate difuze si severe.

3.2. Histopatologie

Modificarile microscopice observate in biopsiile cutanate din leziuni incipiente de
MF, fara crestere verticald (pete, placi) sunt discrete si adesea dificil de diferentiat de
multitudinea de conditii inflamatorii care mimeazd LCP-T din punct de vedere
histopatologic (40). Au fost conceputi numerosi algoritmi care 1si propun stabilirea unui
diagnostic obiectiv de MF incipient (40,53-56), dar niciunul nu a fost inclus in
clasificarea WHO pana in prezent, ceea ce confirma faptul ca diagnosticul precoce al MF
este in continuare un domeniu deschis dezbaterii, dificil de incorporat in algoritmi simpli.
In mod caracteristic, infiltratele tumorale in MF sunt alcatuite din celule mononucleare
atipice de dimensiuni mici-medii, cu nuclei cerebriformi si sunt localizate in portiunea
superioard a dermului si la nivelul epidermului, intre keratinocite. Aceastd din urma
caracteristici se numeste epidermotropism si reprezintd un criteriu principal de
diagnostic in MF.

Termenul epidermotropism ITmbracd diferite aspecte morfologice (57): celule
intraepidermice izolate fara tendinta la agregare, celule izolate aranjate liniar de-a lungul
stratului bazal al epidermului, imprastiere de tip pagetoid a limfocitelor in epiderm, mici
colectii de 3-4 limfocite si grupuri mari de celule limfoide atipice localizate
intraepidermic, denumite microabcese Pautier. Microabcesele Pautrier sunt definite ca
grupuri bine delimitate de celule limfoide atipice, fara acumulare de plasma sau fibrina si
fara modificari citopatice semnificative in keratinocitele adiacente. Desi microabcesele
Pautrier sunt considerate patognomonice pentru MF, acestea sunt observate relativ rar,
fiind un indicator putin sensibil (54,57,58). Un alt criteriu important de diagnostic in MF
incipient este identificarea limfocitelor aliniate in stratul bazal al epidermului de-a
lungul a catorva creste interpapilare, in stransa apozitie cu keratinocitele bazale (59).

Deoarece MF este o boald limfoproliferativa, criteriul de diagnostic “sine qua non” ar
fi evidentierea atipiilor citologice. Acest deziderat este uneori dificil de obiectivat pe
sectiunile microscopice conventionale. Infiltratul cu celule atipice este adesea insotit si




diluat de prezenta a numeroase limfocite reactive, non-neoplazice, si histiocite distribuite
perivascular si interstitial sau in bandad, pe fondul unui derm papilar ingrosat, fibros.
Atipiile citologice pot fi apreciate studiind forma si dimensiunile nucleilor celulelor
limfoide. Membranele nucleare sunt de obicei neregulate, cu aspect hiperconvolut sau
cerebriform, iar dimensiunea nucleilor este mai mare de 7pu (diametrul unui eritrocit este
de maxim 5p). Aceste limfocite au o cantitate scazutd de citoplasma care adesea
formeaza un halou in jurul nucleului, modificare consideratd tipica pentru MF (54).
Atipiile limfoide sunt cel mai lesne de evaluat la nivelul epidermului, spre deosebire de
derm unde acestea sunt uneori strivite intre fibrele colagene ale tesutului conjunctiv.
Evidentierea atipiilor citologice are un rol pivotal in algoritmii de diagnostic ai MF
incipient conceputi pana in prezent (40,53-56).

3.3. Imunofenotip

Leziunile tipice de MF sunt alcatuite din limfocite cu imunofenotip de celuld T-helper
maturd, cu expresie CD3 si CD4 si absenta CD8 (60). Uneori poate fi observat un
imunofenotip aberant, reprezentat de pierderea unui marker de suprafatd exprimat de
celulele T in conditii fiziologice, precum CD2, CDS5, CD7 si lantul B al TCR (BF1), care
semnificd o celuld mai imaturd si sugereaza proliferarea limfomatoasa (61). Este posibila
chiar o atenuare evidentda sau diminuare a expresiei CD3 1in celulele tumorale
epidermotrope in comparatie cu celulele T reactive intradermice (62). Trebuie tinut cont
insa de faptul ca pierderea expresiei CD7 este mai putin specificd pentru MF, fiind
frecvent observata si in dermatoze inflamatorii (63).

O scadere a expresiei acestor markeri poate fi estimatd si prin evaluarea comparativa
a celulelor limfoide de la nivel dermic si epidermic. Se poate observa o discordantd a
expresiei imunofenotipice intre cele doud compartimente, in sensul in care expresia
antigenelor este deficitard in celulele limfoide restrictionate in epiderm. Discordanta
dermo-epidermica pentru CD2, CD3, CDS si/sau CD7 sugereaza diagnosticul de MF.

Imunofenotiparea sectiunilor biopsice cu CD8, marker de celula T citotoxica, si CD4,
marker de celulda T helper, permite estimarea raportului intre cele doud populatii.
Dermatozele inflamatorii sunt intotdeauna alcatuite dintr-un mix de celule T CD4+ si
CD8+, cu un raport CD4/CDS8 de cca. 3-4/1 (64). In consecinti, un numir foarte scazut
de celule T CD8+ sau absenta completd a expresiei CD8 in celulele T intradermice sau
intraepidermice poate fi un indiciu important pentru diagnosticul de MF. Uneori celulele
tumorale din MF sunt pozitive pentru CDS, astfel cd se observa un raport inversat, in
favoarea CDS (65).

Expresia CD30 este prezentd in 40-50% dintre cazurile de MF transformat (66). Un
grad crescut de expresie a CD30 se poate observa la toti pacientii cu MF, nu numai la cei
cu MF transformat.

3.4. Anomalii moleculare

Rearanjarile clonale ale genei receptorului T (TCR) pot fi detectate folosind metoda
de amplificare PCR sau secventierea de inalta performanta (high-throughput sequencing,
HTS) (67). Testele de rearanjare clonala sunt folosite in principal atunci cand examenul
histologic si imunofenotiparea determind rezultate neconcludente, la pacienti cu tablou




clinic inalt sugestiv pentru MF, de exemplu in cazul pacientilor eritrodermici, la care
morfologia este de obicei non-diagnostica. Acuratetea metodei creste dacd sunt
examinate mai multe biopsii recoltate de la acelasi pacient, simultan sau la distantd de
timp, din zone anatomice distincte, situatie in care poate fi demonstrata aceeasi rearanjare
clonala a TCR (68,69).

Trebuie tinut cont de faptul cd prezenta rearanjarii clonale a genei TCR la nivelul
clonelor celulelor T nu este specifica diagnosticului de MF. Aceastd anomalie este mai
degraba un criteriu 1n plus care favorizeaza diagnosticul de MF. Exista situatii, neasociate
cu o proliferare limfoida malignd, n se poate observa o clonalitate a celulelor T (50,70).
De exemplu, in anumite afectiuni cutanate benigne sau premaligne se poate identifica
proliferarea unei clone limfocitare T: dermatoza purpuricd pigmentata, paniculita lobulara
limfocitara atipicd, hiperplazia siringolimfoida cu alopecie, mucinoza foliculara
idiopatica si pitiriazisul lichenoid, printre altele (45,71). De asemenea, clone ale celulelor
T citotoxice pot fi detectate ocazional in sangele periferic al pacientilor varstnici (72).

Un prim test de clonalitate cu rezultat negativ nu exclude neaparat diagnosticul de
MF. Rezultate fals negative pot fi obtinute atunci cidnd celulele T neoplazice sunt in
minoritate si sunt insotite de un infiltrat bogat in limfocite T reactive, astfel Incat clona
tumorala nu poate fi izolatd (73). De asemenea, trebuie tinut cont de faptul ca primerii
PCR nu au capacitatea de a amplifica toate rearanjirile posibile ale genei TCR. In functie
de stadiul bolii, in numai 50-90% dintre cazurile de MF se poate identifica o populatie
clonala de celule T (74,75). Rezultate fals pozitive, respectiv detectarea unei populatii de
celule T clonale 1n leziuni inflamatorii, pot fi observate in pand la 17% dintre afectiunile
cutanate reactive (75).

Fig 10. Algoritmul ISCL pentru diagnosticul MF incipient: A. Criterii clinice. B.
Criterii histopatologice. C. Criteriul biomolecular D. Criterii imunohistochimice.
Pentru diagnosticul pozitiv de MF este necesara cumularea a cel putin 4 puncte.




3.5. Diagnostic pozitiv

ISCL in colaborare cu EORTC au propus un algoritm pentru diagnosticul si
stadializarea MF incipient, bazat pe criterii clinice, histopatologice, moleculare si
imunopatologice (40,76). Conform algoritmului, se acorda cate un anumit numar de
puncte pentru fiecare categorie de date: clinice, histopatologice, biomoleculare si
imunopatologice. Diagnosticul de MF poate fi formulat atunci cand sunt intrunite cel
putin 4 puncte.

3.6. Diagnostic diferential

Din punct de vedere microscopic, un infiltrat cu celule limfoide epidermotrope nu
este specific MF, ci poate fi observat in diferitele dermatoze inflamatorii. Printre acestea
se numadra pitiriazisul lichenoid, pitiriazisul rozat Gibert, dermatozele lichenoide in
general, eruptii postmedicamentoase, lichen scleroatrofic, vitiligo in stadiul inflamator,
reticuloidul actinic si eritrodermia de natura reactiva (77).

Un criteriu important pentru MF este prezenta epidermotropismului fara modificari
epidermice concomitente. Singura modificare epidermicd observata in mod uzual pe
biopsiile din pete sau placi de MF este prezenta unor benzi de parakeratoza sau scuamo-
cruste, alte manifestdri precum spongioza marcatd, un aspect de dermatitd de interfata
lichenoidd cu keratinocite apoptotice, vacuolizare a keratinocitelor de la jonctiunea
dermo-epidermicd sau hiperplazia epidermicd marcata fiind mai degraba rare (77).
Modificarile epidermice hiperplazice reprezentate de acantoza si hiperkeratoza marcate
sunt neobisnuite pentru MF si se observa mai degrabd in psoriazis vulgar sau pitiriazis
rubra pilaris. Cand se observa extravazare a eritrocitelor, pot fi luate in discutie
pitiriazisul rozat si pitiriazisul lichenoid. O alta modificare in defavoarea MF in stadiile
incipiente este prezenta unui numadr crescut de eozinofile in infiltrat, criteriu considerat
un indicator al naturii inflamatorii a afectiunii (78).

Alinierea bazald a celulelor T se observa foarte rar n afectiuni inflamatorii, de obicei
in acelea in care celule T autoreactive ataca keratinocitele bazale sau melanocitele, ca in
vitiligo sau lichen scleroatrofic (77,79). Demarcarea acestor dermatoze este posibila daca
modificarile histopatologice sunt evaluate in contextul tabloului clinic. Microabcesele
Pautrier pot fi si ele simulate de agregate intraepidermice sub forma de mici grupuri de
celule Langerhans CD1a pozitive, care formeazd microabcese pseudopautrier, descrise in
dermatita de contact (80,81). Acestea reprezintd colectii de celule mononucleare non-
limfoide cu histologice histiocitara.

3.7. Relatia dintre mycosis fungoides si parapsoriazis

In afara de dermatoze inflamatorii pentru care existi criterii clinice si histopatologice
pentru diferentierea de MF, cum sunt diferitele reactii eczematoase, dermatozele cu
pattern lichenoid de inflamatie, pitiriazisul lichenoid si eruptiile postmedicamentoase
(77), principala conditie care ridicd dileme reale de diagnostic si prognostic
dermatologilor si anatomopatologilor in evaluarea pacientilor cu suspiciune de MF
incipient este asa numitul parapsoriazis in placi, entitate a cdrie demarcare clinica si
histomorfologicd nu este 1n totalitate inteleasd. Din punct de vedere clinic, atat




parapsoriazisul cat si MF incipient se prezintd cu leziuni de tip patd sau placa usor
scuamoase, refractare, cu evolutie de lunga durata (49). Parapsoriazisul este definit de
unii autori ca fiind o boald inflamatorie reactiva diferitd de MF, in timp ce altii considera
parapsoriazisul o faza initiala de MF. A fost descrisd in mai multe instante o tranzitie
clinico-patologica clara intre aceste doud conditii (82-85), ceea ce este In acord cu teoria
care sugereaza existenta unei zone de gri din punct de vedere biologic intre dermatozele
inflamatorii non-neoplazice si MF (50).

Unii autori folosesc termenul de parapsoriazis exclusiv pentru o afectiune cutanata in
care nu sunt prezente criterii solide de limfom cutanat, ca de exemplu clonalitate,
imunofenotip aberant, microabcese Pautrier, infiltrate neoplazice epidermotrope.
Majoritatea pacientilor cu parapsoriazis definiti pe baza acestor criterii nu dezvolta
niciodata un limfom cu manifestdri inechivoce (82). Cu toate acestea, la o micd parte
dintre acesti pacienti cu parapsoriazis, pentru care nu se poate emite un diagnostic cert de
MF folosind metodele de diagnostic disponibile si in acord cu criteriile de diagnostic

existente, caracterele de malignitate ale bolii vor deveni manifeste odatd cu progresia
bolii (86).

Capitolul 4 — Stadializare si prognostic
4.1. Stadializarea TNMB

Sistemul standard de clasificare a MF si SS este sistemul TNMB, care se bazeaza pe
evaluarea tegumentelor (T), ganglionilor limfatici (N), organelor viscerale (M) si sangelui
periferic (B) (76). Evaluarea standard a pacientilor include o examinare amanuntitd a
pielii (inclusiv scalp, palme, talpi, perineu) cu biopsie cutanatd din leziuni, hemograma
completa cu numdrarea celulelor Sézary, biochimie de rutind ce include masurarea
nivelului de lactat dehidrogenaza si radiografie toracica. Biopsia de ganglion limfatic este
necesard doar la pacientii cu limfadenopatie.

La examinarea completa a pielii, leziunile cutanate se clasifica in pete, papule, placi
sau tumori, dupd cum urmeaza (87):

e Patd — leziune de orice dimensiune, fard induratie sau elevatie semnificativa in
raport cu tegumentul adiacent.

e Placa — orice leziune elevatd sau indurata; pot fi prezente cruste, ulceratie sau
poikilodermie.

¢  Tumora — Orice leziune solida sau nodulara cu diametrul mai mare de 1 cm, cu
infiltrare profunda si/sau crestere pe verticala.

4.2. Prognostic

Evolutia MF este variabila. Unii pacienti sufera doar afectare cutanata care fluctueaza
ca intensitate in timp, inclusiv cu perioade de remisiune completd. Cei cu afectare mai
generalizata sau multiple tumori sunt mai predispusi la diseminarea extracutanata a bolii
si au un prognostic prost. Cel mai important predictor este stadiul clinic, definit prin
criteriile TNMB. Alti factori care determina un prognostic prost includ transformarea in




varianta cu celularitate mare si varianta foliculotropica a MF.

Factorii cei mai importanti care influenteaza stadializarea clinicd sunt tipul, extensia
leziunilor cutanate si afectarea extracutanata. Majoritatea factorilor de prognostic in MF
nu au fost evaluati prin studii prospective. Am sumarizat concluziile studiilor

retrospective si de cohortd care au urmadrit evaluarea evolutiei pacientilor cu MF (48,88-
93):

* Pacientii 1n stadiul de patd/placa cu afectare <10% din suprafata corporala (stadiul
IA) au un prognostic excelent, cu speranta de viatd pe termen lung similard cu a
populatiei de aceeasi varstd, rasa si sex. Riscul de progresie al bolii cétre stadii
mai avansate este scazut.

e Pacientii cu eruptie in pete/pldci mai mai extinsa, fard afectare extracutanata
(stadiul IB sau IIA) au o duratd medie de supravietuire mai mare de 11 ani.
Aproximativ un sfert vor progresa catre stadii mai avansate si cca. 20% decedeaza
din cauza bolii.

e Pacientii cu tumori cutanate si cei cu eritrodermie generalizatd, fara afectare
extracutanata (stadiul I1IB sau III) au o duratd medie de supravietuire de 4 pana la
6 ani. Majoritatea acestor pacienti decedeaza din cauza bolii.

* Pacientii cu afectare extracutanata la prezentare ce intereseaza ganglionii limfatici
sau organele viscerale (stadiul IVA sau IVB) au un prognostic prost cu durata
medie de supravietuire mai mica de 4 ani.

Capitolul 5 — Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Diagnosticul de Mycosis fungoides in fazele incipiente este complex, fiind un
proces care necesitd o interpretare integratd a datelor obtinute din investigatii clinice,
histopatologice, imunohistochimice si biomoleculare. Incertitudinea diagnosticului la
evaluarea biopsiilor obtinute din leziunile suspecte de MF incipient este o problema
frecvent intalnitd in dermatopatologie. Nu de putine ori, in practica histopatologica,
atunci cand sunt evaluate biopsii obtinute din leziuni suspecte clinic ca fiind de MF
incipient, lipsa modificarilor specifice determinad incertitudini asupra rezultatului
histopatologic final (Ex. “Aspect inflamator nespecific, sugerdm repetarea biopsiei” sau
,Dermatitd spongioticd, fard a putea exclude o leziune de MF” sau ,,Aspect sugestiv
pentru parapsoriazis sau MF. Modificarile vor fi interpretate in context clinic adecvat...”
etc).

Din punct de vedere clinic, pacientii cu MF se prezintd in general la dermatolog
cu leziuni cutanate de forme si dimensiuni variate, de obicei cu aspect de pete care
progreseaza gradual, se transforma in plici si eventual tumori. In aceste stadii incipiente
de pete si placi prognosticul este in general favorabil, insd unele cazuri sufera diseminare
sistemica cu afectarea ganglionilor limfatici si a organelor interne (94).

Deoarece morfologia leziunilor cutanate este variabild, acestea pot fi eronat
considerate dermatoze benigne, ceea ce poate duce la intarzierea instituirii masurilor
terapeutice sau instituirea unor tratamente neadecvate. Mai multe studii au indicat MF
drept un imitator al unei pleiade de afectiuni inflamatorii cutanate, cu caractere
eczematoase, psoriaziforme si lichenoide (95,96). In asemenea situatii, incertitudinea




diagnosticului se mentine inclusiv la nivel microscopic deoarece infiltratul reactiv este in
cantitate mai mare ca populatia de celule limfomatoase.

In acest studiu am urmirit caracterizarea modificarilor histopatologice si
imunohistochimice In MF incipient, prin analiza biopsiilor cutanate prelevate de la o serie
de pacienti romani cu MF, diagnosticati intr-un centru tertiar, cu scopul de a cataloga
frecventa si semnificatia diferitilor parametri folositi pentru diagnosticul MF. Biopsiile au
fost obtinute retrospectiv din leziuni incipiente de tip pete si placi, iar modificarile au fost
comparate cu cele observate pe biopsii prelevate din leziuni de dermatoze inflamatorii
care mimeazd MF incipient din punct de vedere histopatologic. Studiul s-a axat pe 3 linii
mari:

1. Studiul modificarilor histomorfologice induse de prezenta infiltratului
limfomatos la nivelul cutanat, respectiv caracteriarea modificarilor cutanate
microanatomice induse de prezenta infiltratului limfoid In compartimentele
dermic si epidermic.

2. Studiul imunohistochimic al infiltratului limfoid si caracterizarea expresiei
imunofenotipice a celulelor tumorale limfomatoase, respectiv a populatiei de
limfocite reactive.

3. Identificarea particularitatilor histopatologice si imunfenotipice ale cazurilor
cu progresie.

De asemenea, prin folosirea unui lot de control reprezentat de pacienti cu
afectiuni non-limfomatoase care mimeaza MF, am urmarit identificarea elementelor cu
potential discriminatoriu iIntre leziunile de MF incipient si diferitele dermatoze
inflamatorii reactive care apar in diagnosticul diferential al MF incipient.

Capitolul 6 — Materiale si metoda
Pacienti si controale

In vederea realizarii studiului am efectuat o ciutare avansati in arhivele Spitalului
Clinic Colentina, prin care am urmarit identificarea tuturor biopsiilor diagnosticate cu MF
in Serviciul de Anatomie Patologicd. Intervalul de cautare a fost Septembrie 2009 —
August 2014. Pentru studiu au fost selectate doar cazurile care au intrunit un diagnostic
definitiv de MF in concordantd cu criteriile recomandate de Societatea Internationald
pentru Limfoame Cutanate (ISCL) (40). Fiecare caz inclus in studiu a necesitat prezenta
in arhiva Serviciului de Anatomie Patologicd a unei biopsii dintr-o leziune de tip placa
sau patd. Cazurile selectate au fost urmarite in evolutie intre 1 si 6 ani, datele fiind extrase
din foile de observatie ale pacientilor. Au fost excluse biopsiile din leziuni tumorale de
MF si din variante particulare de MF precum MF foliculotrop, MF granulomatos sau MF
cu imunofenotip neobisnuit (CD8+, transformare CD30+ etc.) Datorita naturii
controversate a diagnosticului de parapsoriazis, au fost excluse toate cazurile de
parapsoriazis in placi mici returnate Tn urma cautdrii in dosarele electronice. Cazurile de
parapsoriazis in placi mari au fost asimilate lotului de studiu dacad au intrunit scorul

minim ISCL (40).



Ca reguld, in fiecare caz studiat, diagnosticul final de MF a fost stabilit prin
corelarea modificarilor histopatologice cu aspectul clinic si evolutia manifestarilor
cutanate. Informatiile au fost obtinute din foile de observatie, in urma discutiilor cu
medicul dermatolog curant si folosind fotografii ale leziunilor obtinute in timpul
examenului clinic. In cazurile in care au fost disponibile mai multe biopsii cutanate
recoltate la intervale diferite de timp de la acelasi pacient, toate au fost incluse in studiu.

Pentru comparatie, a fost alcatuit un grup de control care a inclus biopsii recoltate
de la pacienti cu diferite afectiuni dermatologice cu caractere spongiotice, lichenoide sau
psoriaziforme. Ca reguld, toate cazurile control au inclus in descrierea histopatologica,
conform rezultatului biopsiei, elemente sugestive pentru MF incipient, insa 1n toate aceste
cazuri diagnosticul de MF a fost exclus pe baza tablului clinic si a evolutiei ulterioare. De
asemenea, pentru niciunul dintre aceste cazuri nu au fost Intrunite criteriile ISCL de
diagnostic (40) la momentul biopsiei sau ulterior. Am selectat preponderent entititi care
se manifestd prin reactie epidermotropa (mimetism histologic), dar si dermatoze
psoriaziforme si eczematoase (mimetism clinic):

- dermatita atopica

- dermatita de contact limfomatoida

- eruptii postmedicamentoase limfomatoide
- eruptii postmedicamentoase lichenoide

- dermatoze purpurice pigmentare

- lichen sclero-atrofic

- lichen simplex cronic

- reticuloid actinic (dermatita actinica cronica)
- pitiriazis lichenoid cronic

- psoriazis vulgar

- pitiriazis rubra pilar.

Analiza criteriilor de diagnostic histopatologic

Toate preparatele histopatologice colorate HE au fost randomizate si examinate
aleatoriu, in orb, folosind un microscop Olympus BX43. Am urmadrit multiple criterii
histopatologice, grupate in 5 categorii, dupd cum urmeaza:

A. Reactia epidermului
- spongiotica
- psoriaziforma
- dermatita de interfata
- atrofie epidermica
- parakeratoza

B. Epidermotropismul
- limfocite izolate
- aliniere bazala
- epidermotropism pagetoid
- colectii Pautrier




- exocitoza disproportionata

C. Atipiile limfocitare
- limfocite cerebriforme
- halou limfocitar
- hipercromazie nucleara
- hipertrofie nucleara
- atipii limfocitare dermice

D. Reactia dermica

fibroza dermica superficiala
edem dermic

extravazari hematice
deporzite de pigment

E. Infiltratul limfoid dermic
- lichenoid
- perivascular
- prezenta eozinofilelor
- prezenta plasmocitelor

Fiecare criteriu a fost evaluat semicantitativ si inregistrat ca fiind absent (-) sau
prezent (+), daca s-a putut observa pe o intindere de minim 25% din suprafata epidermica
a unei sectiuni. Dacd un criteriu histopatologic a fost prezent doar focal sau in multiple
focare care au totalizat mai putin de 25% din suprafata epidermica a sectiunii, criteriul
respectiv a fost considerat absent (-). Am folosit un sistem diferit pentru cuantificarea
prezentei unor anumite componente celulare la nivelul infiltratelor dermice, si anume
eozinofile si plasmocite. Acestea au fost considerate prezente (+) cand au putut fi
identificate minim 5 celule intr-o sectiune tisulara.

Analiza statistica a datelor a fost realizata folosind Microsoft Office Excel 2013 si
un claculator online (http://www.socscistatistics.com) pentru calcularea scorului z aferent
fiecarui criteriu. Scorul z a fost convertit ulterior la valoarea p, iar rezultatele au fost
considerate statistic semnificative pentru p<0,05.

Analiza expresiei imunofenotipice a infiltratelor tumoral si reactiv

Am analizat expresia urmatorilor markeri imunofenotipici de linie limfoida pe
biopsiile din cele doua loturi, tinta si control: CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD20 si
CD30. De asemenea, am analizat distributia celulelor Langerhans in derm si epiderm
folosind markerii S100, CDla si Langerin. Pentru developare am folosit anticorpi
secundari si complex straptavidind din kitul Leica Novolink, cu cromogen DAB lichid
(Leica). Coloratiile IHC au fost efectuate manual, respectand prevederile Ghidurilor de
practica medicald pentru specialitatea Anatomie Patologica (Ordinul Ministrului Sanatatii
nr. 1217/2010).




Algoritmi de investigare a expresiei imunofenotipice

Am investigat separat expresia semicantitativd a markerilor de linie limfoida in
infiltratul dermic, si respectiv la nivelul epidermului, in limfocitele epidermotrope. In
acest scop am folosit urmatoarea scara de raportare: absenta expresiei (-), expresie in
celule izolate (-/+), expresie difuza in mai putin de jumatate din celulele din infiltrat (+)
si expresie difuza in peste jumadtate din celulele din infiltrat (++). Au fost analizati
markerii pan-T (CD5, CD2 si CD3), markerii de subset CD4 si CD8 si markerul CD7,
exprimat de majoritatea celulelor T. Semicuantificarea expresiei antigenice a fost
efectuata pentru fiecare dintre compartimentele epidermic (E), dermic (D) si global
(E+D). Am urmadrit astfel sda cuantific discordanta expresiei antigenice intre
compartimentele D si E, la o diferenta prag de expresie de minim 30% intre cele doua.
De asemenea, am definit restrictia antigenica ca fiind expresia unui marker in mai putin
de 50% dintre celulele infiltratului si am cuantificat acest parametru. In cazul markerilor
de subset CD4 si CD8, a cdror sumd este in mod normal egald cu numarul total al
limfocitelor T, am folosit suma expresiei lor pentru cuantificarea discordantei, respectiv a
restrictiei. De asemenea, am cuantificat subseturile de celule T intraepidermice, CD4+ si
CD8+, pentru a obtine un raport intre cele doud populatii de celule T helper si T
citotoxice si a investiga daca existd vreo corelatie intre raportul expresiei markerilor de
subset si diagnosticul de MF. Pentru compararea datelor derivate din cele doua populatii
am utilizat testul t-Student clasic.

In ceea ce priveste celulele prezentatoare de antigen, am examinat distributia si
densitatea celulelor Langerhans la nivelul infiltratelor limfoide din grupul tinta, respectiv
din grupul control. Celulele Langerhans sunt celule prezentatoare de antigen cu rol
imunomodulator importiva patogenilor si tumorilor cutanate, iar expresia acestora ar
putea avea rol discriminator intre procesele limfomatoase incipiente si dermatozele
inflamatorii sau reactive. Pentru identificarea celulelor Langerhans am folosit anticorpi
anti-S100 si CDla. Am gradat prezenta si numdrul celulelor Langerhans astfel: a.
Compartimentul epidermic: celule izolate (+), celule izolate cu distributie continud
(++) si agregate confluente (+++). b. Compartimentul dermic: celule izolate (+),
grupuri celulare cu aspect nodular (++) si grupuri celulare cu aspect arahnoid (+++).

Analiza statisticd a expresiei imunofenotipice a fost facutd dupa acelasi procedeu
descris pentru evaluarea criteriilor histopatologice.

Identificarea factorilor implicati in progresia bolii

La un an distantd de la data limitd de selectie a cazurilor pentru studiu, respectiv
in septembrie 2015, am obtinut date privind situatia clinico-evolutivd a pacientilor din
grupul tintd, cu scopul de a identifica potentiali factori tisulari de progresie. Datele
privind evolutia au fost culese direct de la medicul dermatolog curant sau prin
consultarea foilor de observatie din arhiva Spitalului Clinic Colentina.

Am comparat modificarile histologice si imunofenotipice ale progresorilor cu cele
prezente in grupul de cazuri stationare clinic, in Incercarea de a alcatui un model
prognostic care sa permitd identificarea pacientilor cu leziuni incipiente de MF cu risc de
progresie.




Capitolul 7 — Rezultate
7.1. Componenta loturilor tinta si control

Cautarea initiald in baza de date a Serviciului de Anatomie Patologica folosind
termenii “mycosis fungoides”, “micozis fungoides”, “parapsoriazis” si “limfom cutanat”
a generat 146 de cazuri inregistrate pe o duratd de 5 ani, in perioada septembrie 2009 —
august 2014. Dupa ce au fost excluse cazurile de parapsoriazis n placi mici si cazurile
care nu s-au incadrat in definitia MF incipient (leziuni tumorale, eritrodermie, MF
foliculotrop, mucinoza foliculard, “granulomatous slack skin* si alte tipuri de discrazii si
limfoame cutanate cu celule T), a rezultat un lot initial de 73 pacienti cu suspiciune de
MF histopatologicd. Dintre acestia, prin aplicarea criteriilor ISCL pentru diagnosticul MF
incipient, a rezultat un lot final de 37 pacienti care au intrunit criteriile de incluziune in
grupul tintd, de la care au fost disponibile 47 biopsii obtinute din leziuni de tip
pata/placa. Tot din acelasi interval de timp au fost selectate 30 de biopsii obtinute de la
30 pacienti cu diferite afectiuni care mimeazd MF incipient atdt clinic, cat si
histopatologic, care au intrunit criteriile de incluzie in grupul control, asa cum au fost
descrise mai sus. Grupul control a fost astfel alcdtuit din urmatoarele entitati cu diferite
modificari histopatologice intalnite si MF incipient: diferite dermatite eczematoase,
inclusiv dermatita atopica (13 cazuri, 44%), dermatita de contact limfomatoida (1 caz,
3%), eruptia postmedicamentoasd limfomatoida (1 caz, 3%), dermatita purpurica
pigmentata (1 caz, 3%), lichen scleros (3 cazuri, 10%), lichen simplex cronic (3 cazuri,
10%), reticuloid actinic (1 caz, 3%), pitiriazis lichenoid cronic (3 cazuri, 10%), pitiriazis
rubra pilar (1 caz, 3%) si psoriazis vulgar (3 cazuri, 10%) (Tabelul 8).

7.2. Date demografice

Varsta medie a pacientilor cu MF a fost 56,4 ani, iar mediana 60 ani. Extremele
de varsta ale acestor pacienti In grupul tinta au fost de 25, respectiv 81 ani. Dintre acestia,
19 pacienti (51,3%) aveau o varsta de peste 60 ani la momentul biopsiei. Varsta medie a
pacientilor cu afectiuni care imitd MF a fost 54,1 ani, cu o mediana de 57,5 ani si un
interval cuprins intre 24-82 ani.

Spre comparatie, procentul de varstnici (peste 60 ani) in Romaénia, conform
recensamantului din 2002, este de 19,4%. In aceste conditii, ponderea crescutd a
persoanelor varstnice Tn grupul tinta este semnificativa statistic (p<0,05).

Grupul tinta a fost alcatuit din 24 pacienti de sex masculin (65%) si 13 pacienti de
sex feminin (35%), in timp ce grupul control a fost format din 14 barbati (47%) si 16
femei (53%). Sex ratio In grupul tinta este M:F=1,84:1 (aproape cu 85% mai multi
barbati afectati). iIn Romania, raportul dintre barbati si femei (stabilit la recensamantul
din 2002) este de 1000 barbati la 1051 femei. in aceste conditii, diferenta identitifcata
este semnificativd statistic (p<0,05). In schimb, se observd o pondere mai crescuti a
pacientilor de sex feminin in grupul dermatozelor inflamatorii care mimeaza MF.




7.3. Modificari histopatologice in leziunile incipiente

7.3.1. Reactia epidermului

Au fost observate modificari histopatologice la nivelul epidermului in ambele
loturi de biopsii. Cea mai frecvent intdlnitd modificare este prezenta parakeratozei,
manifestatd ca o bandad find de keratinad cu retinerea nucleilor keratinocitelor exfoliate.
Parakeratoza semnifica un proces de reinnoire accelerata a epidermului si a fost observata
in 40 de biopsii de MF, din totalul de 47 examinate (85,1%). Din totalul de 30 biopsii de
dermatoze inflamatorii, parakeratoza a fost prezentd in doar doar 19 cazuri (63,3%,

p=0,02).

Reactia epidermului
MF Cazuri z value P value
N=47 control (nivel de
N=30 confidenta
95%)
Spongioza 17 (36.1%) | 12 (40%) -0.33 0.72
Hiperlazie psoriaziforma 14 (29.7%) | 20 (66.6%) -3.17 0.001
Dermatitd de interfata 11 (23.4%) 6 (20%) 0.35 0.72
Atrofia epidermului 6 (12.7%) 2 (6.6%) 0.85 0.39
Parakeratoza 40 (85.1%) | 19 (63.3%) 2.2 0.02

Spongioza, modificare definitd ca acumulare de lichid in spatiul extracelular la
nivelul epidermului, care determina intinderea puntilor intercelulare dintre keratinocite si
obiectivarea acestora (desmozomi) la microscopul optic, este in mod normal o
caracteristicd a dermatitelor eczematoase si un pattern histopatologic observat intr-o
multitudine de afectiuni dermatologice inflamatorii. In studiul nostru, spongioza a fost
observata intr-o proportie similard in ambele grupuri, 17 biopsii de MF (36,1%),
respectiv 12 biopsii din dermatoze inflamatorii (40%, p=0,72). Rezultatul este oarecum
surprinzator si semnifica faptul ca acest criteriu nu este unul discriminator intre leziunile
incipiente de MF si afectiunile inflamatorii care mimeazd MF, preponderent de natura
eczematoasa.

In anumite situatii, epidermul reactioneaza la modificiri patiologice sau factori de
agresiune externi printr-o capacitate rapidd de reinnoire. Diziviunea acceleratd a
keratinocitelor determind ingrosarea epidermului, cu alungirea secundara a crestelor
epidermice, protoripul acestei modificari fiind psoriazisul. Hiperplazia psoriaziforma nu
este caracteristicd psoriazisului si poate fi observata si in alte situatii. In studiul nostru,
hiperplazia psoriaziforma a fost observata in majoritatea cazurilor din grupul control (20
din 30 cazuri, 66,6%) si doar in 1 din 3 leziuni de MF incipient (14 biopsii din 47, 29,7%,
p=0,001).

Alte modificari epidermice care pot fi observate in MF incipient sunt modificarile
de interfatd manifestate prin vacuolizari ale keratinocitelor de la nivelul stratului bazal si




eventual necroza keratinocitard cu prezenta de corpi coloizi, similari corpilor Civatte din
lichenul plan. Aceastd modificare a fost intdlnita in procente relativ egale in cele doua
grupuri (23,4% dintre biopsiile de MF, 20% dintre cazurile control, p=0,72). Atrofia
epidermica, specifica leziunilor de lupus eritematos cutanat cronic si lichen sclero-atrofic,
a fost intdlnitd intr-o minoritate din biopsiile studiate (12,7% din biopsiile de MF,
respectiv 6,6% din biopsiile de control, p=0,39), fira semnificatie statistici. In general,
aceste modificari au fost prezente pe suprafatd limitata si au avut mai degraba un caracter
focal.

7.3.2. Epidermotropismul

Tabelul 10. Forme de epidermotropism
MF Cazuri z value P value
N =47 control (nivel de
N=30 confidenta
95%)
Limfocite aliniate bazal 18 (38.3%) | 5(16.6%) 2.02 0.04
Limfocite pagetoide 21 (44.7%) 6 (20%) 2.21 0.02
Microabcese Pautrier 8 (17%) 0 (0%) 2.38 0.01
Exocitoza disproportionata | 25 (53.2%) | 5 (16.6%) 3.2 0.001
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Epidermotropismul semnificd unui numar crescut de limfocite la nivelul
epidermului, fara alte modificari specifice induse 1n mod normal de prezenta lor in acest
compartiment, precum spongioza sau necroza keratinocitara. Limfocitele epidermotrope
se pot alinia la nivelul stratului bazal, pot fi dispersate aleatoriu in toatd grosimea
stratului spinos (epidermotropism de tip pagetoid), pot fi grupate in colectii de minim 3-5
limfocite (microabcese Pautrier) sau pot fi insotite de spongioza, dar intr-un grad relativ
scizut comparativ cu numirul de limfocite exocitate (exocitoza disproportionatd). In
studiul nostru, toate formele de epidermotropism au fost observate in proportii mai mici
sau mai mari in cadrul grupului tintd: limfocite bazale - 18 biopsii (38,3%), limfocite
pagetoide — 21 biopsii (44,7%), microabcese Pautrier — 8 biopsii (17%) si exocitoza
disproportionatd — 25 biopsii (53,2%). Nicio forma de epidermotropism nu a fost
observata cu o frecventd mai mare de 20% in biopsiile din grupul control, iar diferenta
intre cele doud grupuri este semnificativd statistic pentru toate formele de
epidermotropism (Tabelul 10).

Prezenta epidermotropismului, indiferent de subtipul identificat, a fost observata
in 44 biopsii din grupul MF (93,6%), fatd de 14 din 30 biopsii control (46,6%, p<0,0001).
Microabcese Pautrier au fost observate numai in biopsii de MF, fiind astfel 100%
specifice pentru MF in studiul nostru. Sensibilitatea lor pentru diagnostic este insa
scazuta, acestea fiind observate in numai 8 biopsii dintr-un total de 47 (17%).

7.3.3. Atipii limfocitare

In general atipiile citologice sunt modificari specifice care permit identificarea
microscopicid a proceselor neoplazice sau precanceroase (displazice). in cazul MF
incipient, capacitatea observatorului de a identifica modificari morfologice de forma si
dimensiuni ale nucleilor limfocitelor din infiltratul dermic sau epidermotrop at putea
permite in mod teoretic sustinerea diagnosticului de limfom cutanat.

In aceasta categorie au fost urmirite mai multe tipuri de modificiri citologie:
aspectul cerebriform, convolut al nucleilor limfocitelor, hipercromazia nucleara,
hipertrofia nucleard si prezenta de limfocite atipice inclusiv la nivelul infiltratelor din
derm. Sub niciuna dintre aceste forme frecventa cu care s-au observat atipii nu a depasit
un sfert din totalul cazurilor de MF. Cea mai utild modificare cu rol discriminatoriu intre
biopsiile din grupul tintd si grupul control a fost prezenta de limfocite hipertrofice,

Tabelul 11. Atipii citologice limfocitare
MF Cazuri z value P value
N =47 control (nivel de
N=30 confidenta
95%)
Nuclei cerebriformi 2 (4.2%) 0 (0%) 1.12 0.25
Limfocite cu halou 12 (25.5%) | 7 (23.3%) 0.21 0.82
Hipercromazie 3 (6.4%) 0 (0%) 1.41 0.15
Hipertrofie limfocitara 12 (25.5%) 1 (3.3%) 2.53 0.01
Limfocite atipice dermice 1 (2.1%) 0 (0%) 0.8 0.42




observata in 12 din 47 biopsii MF (25,5%) vs. 1 din 30 biopsii din grupul control (3,3%),
p=0,01. Limfocitele cu halou nu au constituit o modificare specifica MF, acestea fiind
observate cu frecvente relativ similare in ambele grupuri (25,5% vs. 23,3%, p=0,82).
Hipercromazia nucleara si prezenta de limfocite atipice la nivel dermic au fost apreciate
in doar 3 cazuri de MF (6,4%), respectiv 1 caz MF (2,1%), insd aceste modificari nu au
fost decelate in cazurile de dermatoze inflamatorii.

7.3.4. Reactia dermului

Tabelul 12. Reactia dermului
MF Cazuri z value P value
N =47 control (nivel de
N=30 confidenta
95%)
Fibroza dermului papilar 39 (82.9%) | 8(26.6%) 4.94 <0.0001
Edem dermic superficial 5 (10.6%) 9 (30%) -2.14 0.03
Extravazari hematice 8 (17%) 5 (16.6%) 0.04 0.96
Macrofage pigmentate 6 (12.7%) 5 (16.6%) -0.47 0.63
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Prezenta infiltratelor limfoide la nivelul dermului superficial poate determina
modificari ale morfologiei si structurii dermice, reprezentate de fibroza a dermului
papilar, edem al dermului papilar, purpurd care semnifica extravazarea hematiilor in
spatiul interstitial si prezenta de macrofage pigmentate in infiltrat, fie ele siderofage sau
melanofage. In studiul nostru am observat modificari fibrotice dermice superficiale in 39
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de cazuri dintre cele 47 biopsii de MF (82,9%), fata de doar 8 biopsii din grupul control
(26,6%), p<0,0001. Modificarile fibrotice au fost cel mai adesea caracterizate de
ingrosare a fibrelor de colagen, care in mod normal sunt subtiri si delicate, fibrilare, la
nivelul compartimentului superficial al dermului. Din contra, edemul dermic a fost mai
prevalent in cazul biopsiilor din grupul control, fiind observat in proportie de 30%, fata
de doar 10,6% dintre biopsiile MF (p=0,03). Prezenta extravazdrilor hematice si a
macrofagelor pigmentate sunt evenimente observate cu o frecventd similara in cele doua
loturi (Tabelul 12).

7.3.5. Infiltratul dermic

Infiltratul dermic poate fi evaluat in functie de arhitectura sau dispozitie (pattern),
apreciat cel mai bine la magnificatii de ordinul zecilor (low-power), precum si in functie
de componentele celulare, aspect care necesitd examinare microscopica la magnificatii de
ordinul sutelor (high-power). In MF incipient si dermatozele inflamatorii, infiltratul este
prezent in portiunea superioard a dermului si se dispune perivascular sau sub forma unei
benzi continue subepidermice (lichenoid). In studiul nostru am observat o dispozitie
predominant lichenoida a infiltratului Tn majoritatea biopsiilor din grupul tinta (34 din 47
biopsii, 72,3%), In timp ce in dermatozele benigne dispozitia lichenoidd a fost prezenta
doar in 6 cazuri din totalul de 30 (20%), p<0,0001. Din contra, organizarea predominant
perivasculard a fost o caracteristicd a dermatozelor inflamatorii, cu 24 biopsii din 30
manifestand acest pattern (80%), pe cind in cazurile de MF incipient dispozitia
perivasculard a fost observata in numai 42,5% din cazuri (20 biopsii din 47), p =0,001.

In ceea ce priveste compozitia infiltratului, prezenta atipiilor limfocitare a fost
descrisi mai sus. In acest subgrup de criterii a fost evaluati prezenta altor elemente
inflamatorii, si anume eozinofile si plasmocite. Eozinofilele au reprezentat constituente
ale infiltratului in ambele grupuri, ele fiind prezente in 6 cazuri de MF (12,7%), respectiv
7 cazuri de dermtoze inflamatorii (23,3%), fara diferentd statistica intre grupuri (p=0,22).
Prezenta de plasmocite a reprezentat un eveniment exceptional, acestea fiind observate in
doar 2 cazuri de MF (4,2%) si 0 cazuri control (p=0,25).

Tabelul 13. Infitratul dermic
MF Cazuri z value P value
N =47 control (nivel de
N =30 confidenta
95%)

Dispozitie lichenoida 34 (72.3%) 6 (20%) 4.48 <0.0001
Dispozitie perivasculara 20 (42.5%) | 24 (80%) -3.23 0.001
Eozinofile 6 (12.7%) 7 (23.3%) -1.2 0.22
Plasmocite 2 (4.2%) 0 (0%) 1.14 0.25




7.4. Expresia imunofenotipica a infiltratelor tumoral si reactiv

Rezultatele analizei comparative de expresie imunofenotipica intre grupurile tinta
si control sunt sumarizate in Tabelul 14. Nu am observat discordantd dermo-epidermica
in grupul dermatozelor inflamatorii pentru niciunul dintre markerii studiati. Trei dintre
biopsiile din grupul control (10%) au prezentat restrictie antigenica pentru CD7, acest
marker fiind pozitiv in mai putin de 50% din totalul limfocitelor T din infiltrat. Toate cele
3 cazuri au fost reprezentate de dermatite spongiotice. Spre comparatie, am observat
restrictie antigenica pentru cel putin unul dintre markerii pan-T (CDS5 si/sau CD7) 1n 15
biopsii din grupul tinta (31,9%, p=0,03). Trei biopsii de MF (6,3%) au relevat dubla
restrictie CD5 si CD7, cu expresie pentru fiecare marker in mai putin de 50% dintre
celulele din infiltrat. Nu am observat in niciunul din cazurile tinta restrictie antigenica
pentru CD3, CD2 si CD4+CDS.

GRUP TINTA GRUP CONTROL | P value
(N=47) (N=30)

CD7 = 14 cazuri CD7 = 3 cazuri
RESTRICTIE CD5 =4 cazuri

ANTIGENICA CD5+CD7 =3 p=0.03
cazuri

Total = 15 cazuri, Total = 3 cazuri,
31,9% 10%

CD7 =5 cazuri
DISCORDANTA | CD5 = 4 cazuri

DERMO- CD5+CD7 =2 p=0.05
EPIDERMICA cazuri

Total = 7 cazuri, 0 cazuri
14.9%

Tabelul 14: Expresia imunofenotipica a markerilor de linie T

Discordanta dermo-epidermica a fost pusd in evidenta intr-un total de 7 cazuri de
MF (14,9%, p=0,05). Cinci cazuri au fost discordante pentru CD7, iar doud dintre acestea
au fost discordante inclusiv pentru CDS5. Alte doud cazuri separate au manifestat
discordantd numai pentru CDS5, insa acestea au prezentat restrictie antigenicd pentru CD7
(absenta imunomarcajului in ambele compartimente: epidermic si dermic). Astfel,
discordanta dermo-epidermica este semnificativa statistic (p=0,05) si s-a observat cu
specificitate de 100% in cadrul grupului tintd. Absenta expresiei CD5 sau CD7 in cadrul
cazurilor cu discordantd dermo-epidermica a fost intdlnitd numai la nivelul limfocitelor
epidermotrope. Nu s-a inregistrat discordantd de sens opus in niciunul dintre cazurile




examinate (limfocite de la nivelul infiltratului dermic cu restrictie clonald discordantd).
Nu am observat discordanta de expresie dermo-epidermicd a markerilor CD2, CD3 si
CD4+CDS.

In urma cuantificirii markerilor de subset T, am observat faptul ci biopsiile
din cazurile de MF au inclus mai multe limfocite CD4+ si mai putine limfocite CD8+
la nivelul epidermului, precum si un raport CD4:CD8 intraepidermic mai crescut, in
comparatie cu biopsiile din leziuni inflamatorii (Tabelul 15). Cazurile de MF au
aratat o medie de 12,2 celule CD4+ per mm de epiderm, in timp ce biopsiile din
leziuni inflamatorii au relevat o medie de 3,9 celule CD4+ (p=0,004). In ceea ce
priveste expresia CD8, acesta a fost pozitiv in 4,8 celule per mm de epiderm in
biopsiile din MF si exprimat intr-o proportie mai mare, de 10,4 celule per mm epider
in afectiunile inflamatorii (p=0,02). Numarul de celule CD4+ si CD8+ de la nivelul
dermului nu a fost semnificativ diferit in MF fata de afectiunile inflamatorii, insa
cuantificarea a fost dificil de realizat datorita densitatii crescute a infiltratului
dermic si unitatii de masura in doua dimensiuni (mm?). Raportul intraepidermic
mediu CD4:CD8 in cazurile de MF a fost egal cu 4, valoare semnificativ crescuta fata
de media de 1,68 observati in dermatozele inflamatorii (p=0,001). In 30 dintre cele
47 biopsii MF am obtinut un raport intraepidermic CD4:CD8 mai mare sau egal cu 2.
In schimb, numai 9 din cele 30 de biopsii din dermatoze inflamatorii au relevat o
valoare peste 2. Pe de alta parte, doar una dintre cele 47 biopsii a avut o ratie
intraepidermica CD4:CD8 mai mica de 1, in timp ce acest fapt a fost observat in 8
biopsii din cele 30 din grupul dermatozelor benigne.

EXPRESIE GRUP TINTA GRUP CONTROL | P value
EPIDERMICA (N=47) (N=30)

Min. 2 Min. 1
CELULE Max. 30 Max. 17 P=0,004
CD4+/mm Media = 12,2 Media 3,9

Min. 1 Min. 1
CELULE Max 27 Max. 35 P=0,02
CD8+/mm Media = 4,8 Media = 10,4

Min. 0,8 Min. 0,5
RAPORT Max. 20 Max. 4,5 P=0,001
CD4:CD8 Media = 4,02 Media = 1,68

Tabelul 15: Expresia imunofenotipica a markerilor T de subset la nivelul
epidermului.
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EXPRESIA GRUP TINTA GRUP CONTROL P value

DERMICA a (N=47) (N=30)

CD1a/S100

Celule izolate 9 (19,1%) 6 (20%)

(+)

Distributie 1(2,1%) 8 (26,6%) p=0,003

nodulara (++)

Distributie 37 (78,7%) 16 (53,3%)
arahnoida (+++)

Tabelul 16: Distributia celulelor Langerhans CD1a+ la nivelul dermului
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Studiul asupra distributiei celulelor Langerhans, prin examinarea preparatelor
colorate imunohistochimic cu S100 si CDla a relevat o distributie predominant
arahnoidiana a acestor celule n infiltratele dermice din MF: 37 din 47 cazuri MF (78,7%)
fatd de 16 din 30 cazuri control (53,3%). Acest fapt contrasteaza cu distributia
predominant nodulara a celulelor Langerhans in dermatozele inflamatorii: 1 din 47 cazuri
MF (2,1%) fatd de 8 din 30 cazuri control (26,6%), rezultatul fiind semnificativ statistic
(p=0,05).

Nu am observat diferente semnificative statistic Intre cazurile din grupul tinta si
grupul control privind expresia celulelor CD1a+ la nivelul epidermului (Tabelul 17).

In ceea ce priveste expresia CD20, antigen exprimat in mod normal de limfocitele
B, am observat o expresie izolatd a sa in celule dispersate (-/+) in 16 din 47 cazuri tinta si
expresie difuza n mai putin de 50% dintre celulele din infiltrat (+) in 7 cazuri (total 23
cazuri, 48,9%). Prin comparatie, in dermatozele reactive CD20 a fost exprimat intr-o
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manierd izolatd in 17 din 30 cazuri (56,6%, p>0.1). Nu au fost identificate celule
epidermotrope pozitive pentru CD20, fapt care, In absenta dublei coloratii in
imunofluorescenta, face imposibila stabilirea naturii celulelor pozitive din cazurile de MF
cu expresie difuza (limfocite B reactive sau celule limfomatoase cu expresie aberanta).

CD30 este un antigen exprimat in mod normal de un subset de celule T activate,
precum si de celule tumorale de origine limfoidd sau limfocite infectate viral. Am
observat o expresie a CD30 in celule izolate in 4 cazuri de MF incipient, inclusiv in
celule epidermotrope. CD30 a fost absent in toate cazurile de dermatoze inflamatorii
testate. Transformarea CD30 poate reprezenta un eveniment nefavorabil in evolutia MF si
este de obicei observata in stadiul tumoral al bolii.

7.5. Factori asociati cu progresia bolii

Au fost disponibile date clinice de urmarire pentru 25 de pacienti din totalul de 37
din grupul tinta (67,5%). Intervalul de urmarire a fost cuprins intre 12 si 72 luni, cu o
perioada medie de urmarire care a a totalizat 33 ani. Dintre cazurile urmarite, 4 pacienti
(16%) au prezentat progresie din stadiul I in stadiul II, respectiv leziuni cutanate noi care
intereseazd >10% din suprafata corporala (76) (Fig. 12). Restul cazurilor in care au fost
disponibile date de urmadrire clinici au manifestat stationare (13 cazuri, 52%) sau
remisiune partiala (7 cazuri, 28%) ori totald (1 caz, 4%) a leziunilor sub tratament. In
subsetul studiat, nu s-au produs evenimente adverse cu impact asupra prognosticului vital
(transformare tumorala, afectare limfoganglionara sau viscerala).

Dintre cei 4 pacienti progresori, 2 au fost de sex masculin si 2 de sex feminin (sex
ration 1:1). Varsta medie a progresorilor la momentul diagnosticului a fost de 54 ani (35,
39, 64, respectiv 78 ani). Spre comparatie, sex ratio in grupul non-progresorilor este M:F
= 13:8, cu predominanta barbatilor, iar varsta medie la momentul diagnosticului este de
54,8 ani (interval de varsta 23-80 ani).

Caracteristicile cazurilor urmadrite in evolutie

Total pacienti Progresori Non-progresori
Numar N=25 N=4 (16%) N=21 (84%)
Virsta medie la
diagnostic (ani, 54,6 (23-80) 54 (35-78) 54,8 (23-80)
interval)
Sex ratio (M:F) 1,5:1 (15:10) 1:1(2:2) 1,6:1 (13:8)
Perioada medie de
A () 33 (12-72) 46 (35-61) 33 (12-72)




Evolutia pacientilor cu MF pe o perioada
medie de urmarire 33 luni

Remisiune /— Pr(;g61(')e51e
totala Y%
4% Remisiune
partiala
28% V
Stationare

Am comparat modificarile histopatologice si imunofenotipice ale progresorilor cu
cele ale biopsiilor pacientilor din grupul de non-progresori. Folosind criteriile descrise
anterior, am identificat diferente notabile intre cele douad grupuri privind urmatorii
parametri:

* prezenta de microabcese Pautrier: 2 cazuri cu progresie (50%) vs. 0 cazuri

stationare (0%), p value = 0,000;

* prezenta de limfocite atipice cu nuclei hipercromatici sau cerebriformi in
infiltratul dermic: 2 cazuri cu progresie (50%) vs. 1 caz stationar (4,7%), p =

0,05;

* peste 10% celule CD30+ in infiltratul dermic: 2 cazuri cu progresie (50%) vs. 2

cazuri stationare (9,4%), p value = 0,04.

Nu au fost observate diferente semnificative statistic Intre grupul progresorilor si
grupul non-progresorilor in ceea ce priveste restul criteriilor histopatologice (de
arhitecturd si citologice) sau imunofenotipice studiate (restrictie, discordantd dermo-
epidermicd de expresie a markerilor pan-T, raport CD4:CDS8 si distributia celulelor
Langerhans).




Concluzii

Concluzii generale

In vederea realizarii studiului asupra factorilor tisulari de diagnostic si progresie
in Mycosis fungoides, am analizat un total de 47 biopsii prelevate de la 37 pacienti cu
leziuni de MF intr-un stadiu incipient, diagnosticati consecutiv pe o perioada de 5 ani in
Departamentul de Anatomie Patologicd al Spitalului Clinic Colentina. Lotul control a
inclus 30 de cazuri de dermatoze inflamatorii care mimeaza MF, diagnosticate in acelasi
interval de timp.

1. Din datele pe care le avem, acesta reprezintd primul studiu de anvergura
pe pacienti romani si ar putea fi considerat In oarecare masurd reprezentativ pentru
populatia din Romaénia.

2. Distributia pe sexe a cazurilor de MF (M:F = 1,84:1) a fost semnificativ
diferita fata de distributia pe sexe a populatiei Romaniei (M:F = 0,95:1), ceea ce arata o
predispozitie la boald a pacientilor de sex masculin. Cea mai mare pondere a cazurilor de
MF s-a intalnit la pacientii mai varstnici de 60 ani si este semnificativa statistic in
intervalul 60-75 ani.

Eficacictatea unui singur criteriu histologic sau imunofenotipic de diagnostic este
in general scazutd, pentru diagnosticul histopatologic pozitiv fiind necesara o intreaga
constelatie de criterii citoarhitecturale. In acest studiu am demonstrat faptul ci
modificarile histopatologice care pot fi Intalnite in stadiile initiale de MF sunt variabile si
chiar mai cuprinzatoare ca cele descrise in literaturd. De exemplu, am descris modificari
microscopice care in mod traditional nu sunt asociate cu MF, cum sunt spongioza,
prezenta eozinofilelor in infiltrat, prezenta extravazarilor hematice.

Concluzii privind criteriile histopatologice de diagnostic

Modificari epidermice arhitecturale

3. Hiperplazia psoriaziforma nu este o caracteristica a leziunilor incipiente de
MF. Atunci cand este intalnitd, este de tip psoriaziform neregulat (asemdnatoare
leziunilor de lichen simplex cronic), se asociazd mai degrabd cu un infiltrat lichenoid
realizand un pattern mixt psoriaziform-lichenoid si se coreleaza cu leziuni palpabile de
tip placa.

4. Spongioza se intilneste cu aproximativ aceeasi frecventd in leziunile
incipiente de MF si In dermatozele inflamatorii care mimeaza MF. Astfel, prezenta unui
grad scazut sau moderat de spongioza nu exclude diagnosticul de MF.

5. Parakeratoza este intalnitd frecvent in leziunile de MF, insa nu reprezinta
un criteriu discriminatoriu, specificitatea sa fiind scazuta.




Epidermotropismul, criteriu arhitectural pivot in diagnosticul MF incipient

6. Toate subtipurile de epidermotropism au o specificitate ridicatd pentru
MF, dar manifesta o sensibilitate scazuta.
7. Anumite modificari, precum microabcesele Pautrier, au fost observate

numai In biopsiile de MF (specificitate 100%). Colectiile de celule Langerhans din
dermatite eczematoase pot Tnsd mima aspectul microabcesele Pautrier, astfel ca este
necesard examinarea citologicd detaliatd a agregatelor intraepidermice de celule
mononucleare, eventual cu testare imunohistochimica complementara.

8. Exocitoza disproportionatd este criteriul discriminator cu cea mai mare
semnificatie statisticd. Acest tip de epidermotropism implica si prezenta unui grad scazut
de spongioza, observat de noi cu frecventd similard in leziuni de MF incipient si
dermatoze reactive.

Atipiile limfocitare, manifestare citologicd directa a caracterului neoplazic

9. Atipiile limfocitare au o specificitate apropiatd de 100%, dar o
sensibilitate scazuta pentru diagnosticul MF. Obiectivarea limfocitelor atipice, cu nuclei
hipertrofici, hipercromatici si cu contur cerebriform este singurul criteriu independent de
diagnostic.

10.  Observarea limfocitelor hipertrofice este modificarea cu cea mai buna
reproductibilitate, in spetd criteriul cel mai facil de diagnostic in MF incipient.

11.  Limfocitele cu morfologie nucleara cerebriformd sunt un criteriu clasic
pentru diagnosticul MF, insa 1n studiul nostru acestea au fost intalnite rar.

12.  Hipercromazia si haloul perinuclear sunt criterii fara valoare practica in
studiul nostru. Identificarea acestor criterii depinde in mod direct de calitatea preparatelor
histopatologice si protocoalele de lucru folosite (impregnare, colorare, etc), care pot
influenta tinctorialitatea, diametrul celulelor, citomorfologia lor nucleard si relatia cu
keratinocitele.

Reactia dermica secundara prezentei infiltratului limfoid

13.  Prezenta unei reactii dermice manifestatd prin fibroza dermica papilard cu
fibre colagene ingrosate este conform studiului nostru unul dintre cele mai importante si
reproductibile criterii de diagnostic pozitiv In MF incipient. Prezenta fibrozei dermice se
coreleaza cu durata indelungata a infiltratului limfoid dermic si persistenta leziunilor din
punct de vedere clinic.

14.  Edemul dermului papilar este neobisnuit pentru MF. In rare instante poate
fi Intalnit, iar prezenta sa se coreleazd cu modificarile de tip spongiotic si/sau prezenta
unei cruste in suprafata.

15.  Extravazdrile hematice, traduse prin purpurd, au fost intalnite cu aceeasi
frecventa in MF si dermatoze reactive, astfel ca nu constituie o0 marca de benignitate a
afectiunii cutanate. Cel mai adesea, extravazarile eritrocitare din leziunile de MF se
coreleaza in general cu leziuni de tip poikilodermic.




Distributia si compozitia infiltratului limfoid la nivelul dermului

16.  Distributia arhitecturald a infiltratului dermic poate aduce indicii privind
natura procesului limfoid. Un infiltrat dens, lichenoid (in bandd), este inalt sugestiv
pentru MF si se coreleaza mai degraba cu leziunile de tip placd palpabila. De asemenea,
infiltratul lichenoid poate fi parte a pattern-ului de inflamatie mixt, psoriaziform-
lichenoid sau spongiotic-lichenoid, descris pentru biopsiile cutanate din MF incipient.

17.  Distributia predominant perivasculard a infiltratului este o modificare
asociatd mai degraba cu dermatozele inflamatorii. Poate fi observata si In MF, situatie in
care diagnosticul pozitiv necesitd obiectivarea unei forme de epidermotropism sau a
atipiilor limfocitare.

18.  Prezenta eozinofilelor in infiltratul dermic se observd mai frecvent in
dermatozele inflamatorii. Cand sunt observate in numar mic, acestea nu exclud
diagnosticul de MF (maxim 2-3 eozinofile per sectiune histologica, in studiul nostru).

Concluzii privind anomaliile imunohistochimice

Anomaliile imunofenotipice pot fi caracterizate prin prisma mai multor directii:
restrictii ale expresiei antigenice a markerilor de limfocit T matur, discordantd de
expresie a antigenelor pan-T intre compartimentele dermic si epidermic, raportul intre
celulele T helper si T citotoxice din infiltrat, prezenta si distributia celulelor dendritice.

Restrictia antigenica

19.  Opbiectivarea restrictiei antigenice reprezinta dovada faptului cad limfocitele
de la nivelul procesului limfoid sunt imature, anormale. Restrictiile antigenice sunt
observate in pana la 32% dintre cazurile de MF, de obicei pe markerii CDS5 si CD7,
individual sau dubla restrictie. Nu am identificat cazuri cu restrictie pentru markerii pan-
T CD2 si CD3.

20.  Expresia CD7 poate fi restrictionatd inclusiv in dermatoze inflamatorii
(pana la 10% din cazuri in studiul nostru).

Discordanta de expresie intre compartimentele dermic si epidermic

21. Spre deosebire de restrictia antigenicd, discordanta de expresie dermo-
epidermicd are o sensibilitate de doud ori mai scazutd pentru diagnosticul MF, insa
specificitatea sa este de 100%. Cu alte cuvinte, absenta expresiei limfocitelor
epidermotrope pentru markerii pan-T semnifica imaturitatea acestora si implicit natura lor
tumorala.




Raportul intre celulele T helper si T citotoxice

22.  Raportul CD4:CDS8 poate furniza indicii privind natura infiltratului limfoid
in MF si dermatoze inflamatorii. In studiul nostru, un raport crescut (peste 4:1) a fost
caracteristic leziunilor incipiente de MF, pe cand un raport sub 2:1 a fost observat mai
degraba 1n afectiunile reactive.

Prezenta si distributia celulelor dendritice

23.  Distributia intradermicd in retea (arahnoidd) a celulelor dendritice
prezentatoare de antigen este mai frecvent observatd in MF, pe cand o organizare
predominant nodulara, discontinud, sugereaza natura reactivd a infiltratului limfocitar
dermic. Distributia celulelor Langerhans la nivelul compartimentului epidermic nu a fost
diferita Intre cele doud grupuri studiate.

Concluzii privind factorii asociati cu progresia bolii

24.  Pe o perioadda medie de urmarire de 33 luni, numai 16% dintre cazurile
urmadrite au prezentat evolutie catre un stadiu clinic superior (din stadiul I in stadiul II).
Desi perioada de urmarire este relativ scurtd, procentul scazut de cazuri cu progresie si
absenta progresiei cdtre un stadiu clinic cu implicatii sistemice confirmd natura mai
degraba stationara sau lent progresiva a bolii.

25.  Elementele semnificativ asociate cu progresia bolii din stadiul I in stadiul
IT sunt: prezenta abceselor Pautrier, prezenta limfocitelor atipice la nivel dermic si
expresia CD30 in proportie de peste 10% in infiltratul limfoid.

In practica anatomopatologica curentd, diferentierea intre leziunile de MF in
stadiu incipient si dermatoze inflamatorii care mimeaza MF este probabil unul dintre cele
mai dificile subiecte. Absenta criteriilor traditionale de diagnostic considerate specifice
pentru MF si/sau prezenta unor criterii neobisnuite In mod traditional pentru MF nu
trebuie sa determine excluderea acestui diagnostic. Examenul imunohistochimic poate fi
util pentru diagnostic, prin obiectivarea anomaliilor fenotipice ale limfocitelor implicate
in procesul limfoid. Daca tabloul clinic sugereaza diagnostic de MF, care insa nu se
confirma histologic, datoritd variabilitatii modificarilor histopatologice care pot fi
observate in MF se recomandd o atitudine de urmarire clinicd periodica si/sau
rebiopsiere.
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