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Περίληψη
Τα λεμφώματα αποτελούν νεοπλασματικές εξαλλαγές του λεμφικού ιστού. Υπάρχουν δύο κύριες κατηγορίες που χωρίζονται τα λεμφώματα με βάσης τα ιστολογικά τους χαρακτηριστικά, τα α) Hodgkin β) Non-Hodgkin λεμφώματα.

Τα Non-Hodgkin λεμφώματα είναι μια ετερογενής ομάδα κακοήθων νεοπλασιών του λεμφικού ιστού, που εντοπίζεται εκτός των λεμφικών οργάνων και σε εξωλεμφαδενικούς ιστούς. Η δεύτερη πιο συχνή εξωλεμφαδενική θέση εντόπισης μετά το γαστρεντερικό σωλήνα αποτελεί το δέρμα.

Τα πρωτοπαθή λεμφώματα του δέρματος αποτελούν το 25% των εξωλεμφαδενικών λεμφωμάτων και αναλόγως την κυτταρική τους προέλευση διακρίνονται σε Τ και Β κυτταρικής αρχής. Το 2008 στην ταξινόμηση των λεμφωμάτων που εκδόθηκε από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας στην κατηγορία των Τ-δερματικών λεμφωμάτων εντάσσονταν προσωρινά και μια νέα οντότητα που ονομάζεται «Πρωτοπαθές CD4 θετικό δερματικό λέμφωμα από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα».
Σκοπός της παρούσας πτυχιακής εργασίας είναι αρχικά η παρουσίαση του συνόλου των χαρακτηριστικών της συγκεκριμένης οντότητας, όπως αυτά έχουν καταγραφεί από τα μέχρι σήμερα μελετώμενα περιστατικά. Εν συνεχεία, πραγματοποιήθηκε μελέτη των ιστολογικών, ανοσοφαινοτυπικών και μοριακών χαρακτηριστικών πέντε περιπτώσεων που εμφάνιζαν την νόσο. Σκοπός ήταν να γίνει πλήρης καταγραφή μιας ολοκληρωμένης εικόνας, της βιολογικής συμπεριφοράς και της πρόγνωσης της συγκεκριμένης εξεργασίας.

Μελλοντική προοπτική αποτελεί αρχικά η αναθεώρηση της ονοματολογίας της οντότητας και στην συνέχεια η καθορισμός της ως μόνιμη οντότητας στην μελλοντική αναθεωρημένη ταξινόμηση. 
ABSTRACT
Lymphomas constitute neoplasmatic transformation of the lymphatic tissue. They are dived in two main types, based on histologic features, a) Hodgkin and b) Non-Hodgkin.

Non-Hodgkin lymphoma are a heterogeneous group of malignant neoplasms of lymphoid tissue, which is located, except the lymphoid organs, in the extranodal tissues. The second more frequent extranodal position, after the gastrointestinal tract, is the skin.

The primary cutaneous lymphomas consist about 25% of the extranodal lymphomas and based on the cell origin they divided into T-cell and B-cell lypmhomas. In 2008 the classification of lymphomas, that was published by the World Health Organization, incorporate an new provisional entry in the T-cutaneous category, which was called “Primary cutaneous CD4 positive small/medium sized lypmomas”. 

In fiste the aim of this thesis is to present all the caracteristics of this specific entity, as they have already been recorded so far. Then we study the istological, immunophenotypic and molecular characteristics of five cases of the disease. The perpose was to record a full comprehensive picture of the biological behavior and the prognosis of this specific lymphoma.

Future prospect is to be reviewed the name of the entity, and then to be established as a permanent entry on the future revised calssidication.

ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
Κεφάλαιο 1ο
Εισαγωγή στην Ανοσολογία
1.1 Εισαγωγή στην ανοσολογία 
Το ανοσοποιητικό σύστημα αποτελείται από διάφορα όργανα, ιστούς και κύτταρα και σκοπός του είναι η προστασία του οργανισμού έναντι σε κάθε αναγνωρίσιμο ως ξένο.  Στα όργανα του ανοσοποιητικού συστήματος παράγονται και ωριμάζουν ειδικά κύτταρα που ονομάζονται λεμφοκύτταρα και συμμετέχουν, μαζί με τις υπόλοιπες κυτταρικές σειρές, στην απάντηση του οργανισμού έναντι ξένων απειλών[1]. 
Όπως όλα τα κύτταρα του οργανισμού έτσι και τα λεμφοκύτταρα προέρχονται από το αρχέγονο πολυδύναμο κύτταρο. Η διαδικασία της ωρίμανσης και της διαφοροποίησης στα κεντρικά και περιφερικά λεμφικά όργανα ονομάζεται λεμφοποίηση. Αποτέλεσμα αυτής είναι η παραγωγή των διάφορων λεμφοκυτταρικών υποπληθυσμών[1] [2]. 
Τα λεμφοκύτταρα αποτελούν τον βασικό κυτταρικό πληθυσμό που συμμετέχει στην ανοσιακή απάντηση. Αυτά ανάλογα τα μορφολογικά και λειτουργικά τους χαρακτηριστικά διακρίνονται σε τρείς κατηγορίες τα Β- και Τ-λεμφοκύτταρα και τα κύτταρα φυσικοί φονείς (Natural Killer Cells - NK). Επιπλέον έχουν την ιδιότητα να εκφράζουν κάποιες πρωτεΐνες στην επιφάνεια τους, με χαρακτηριστικό συνδυασμό που μπορεί να χρησιμοποιηθεί τόσο για διάκριση όσο και στην ταυτοποίηση τους[1][5][6].
1.2 Τ-Λεμφοκύτταρα

Τα Τ-λεμφοκύτταρα παράγονται στην μυελό των οστών, ενώ στην συνέχεια μεταναστεύουν στον φλοιό του θύμου αδένα, όπου και πολλαπλασιάζονται και ωριμάζουν. Τα Τ-λεμφοκύτταρα φέρουν στην επιφάνεια τους, εκτός των ειδικών αντιγόνων και ειδικά μεμβρανικά μόρια που ονομάζονται υποδοχείς των Τ-κυττάρων για τα αντιγόνα (T-Cell Receptor, TCR), οι οποίοι και παρουσιάζουν ομοιότητες με τις ανοσοσφαιρίνες των Β-κυττάρων[4][8].
Τα Τ λεμφοκύτταρα χωρίζονται σε δύο μεγάλους υπερπληθυσμούς, τα Τ-βοηθητικά και τα Τ-κυτταροτοξικά (κατασταλτικά), με βάση τα μόρια CD που φέρουν στην επιφάνεια τους και τις λειτουργίες που θα επιτελέσουν. Τα βοηθητικά φέρουν στην εξωτερική τους μεμβράνη μόρια CD4, που προσδένονται με μόρια MHC τάξης II, ενώ τα κυτταροτοξικά φέρουν CD8 που προσδένονται με MHC τάξης I.
Τα CD4 μπορούν να διακριθούν σε δύο υποπληθυσμούς, τα Th-1 και Th-2 βάση των κυτταροκινών που εκκρίνουν. Η παραγωγή διαφορετικών κυτταροκινών έχει ως πλεονέκτημα την ικανότητα προαγωγής διαφορετικών ανοσιακών αντιδράσεων, με επακόλουθο την αντιμετώπιση διαφορετικών παθογόνων μικροοργανισμών[1].
Μια πρόσφατη ερευνητική μελέτη έδειξε ότι εκτός των Th-1 και Th-2 υπάρχει και άλλος ένας νέος πληθυσμό CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων που ονομάζονται “θυλακιώδη βοηθητικά Τ-λεμφοκύτταρα” (Τ-follicular helper – TFH). Αυτά εντοπίζονται κυρίως στα βλαστικά κέντρα των δευτερογενών λεμφικών οργάνων, όπου και αλληλεπιδρούν με τα παρευρισκόμενα Β-κύτταρα επάγοντας την χυμική ανοσιακή απάντηση. Τα TFH χαρακτηρίζονται από την έκφραση του CXCR-5 υποδοχέα, καθώς και του CD278, PD-1, CD28 και CD40L[7] [9].
Τα CD8 λεμφοκύτταρα έχουν την ικανότητα να καταστρέφουν κύτταρα που έχουν προσβληθεί από ιούς, μέσω της αναγνώρισης των πεπτιδίων που παράγονται από την επεξεργασία του αντιγόνου και την επιφανειακή παρουσίασή τους από τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα[1] [4]. 
Τέλος, υπάρχει άλλη μια κατηγορία Τ-λεμφοκυττάρων, που δημιουργούνται μετά από την επαφή τόσο των βοηθητικών, όσο και των κυττρολυτικών κυττάρων, με το αντιγόνο. Τα κύτταρα αυτά ονομάζονται Τ-κύτταρα μνήμης και εμφανίζουν ιδιαίτερα χαρακτηριστικά, όπως μεγάλη διάρκεια ζωής 20-30έτη, άμεση και ταχύτατη δράση σε επόμενη έκθεση του οργανισμού στο αντιγόνο που προκάλεσε την παραγωγή τους[4] [13]. 
1.3 Τ-κυτταρικός Υποδοχέας - TCR
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Οι υποδοχείς των Τ-λεμφοκυττάρων αποτελούν μεμβρανικά μόρια και παίζουν σημαντικό ρόλο στην αναγνώριση των αντιγονικών επιτόπων των μικροοργανισμών. Για την ειδική αναγνώριση του αντιγόνου και την έκφραση της δράσης του Τ-κυττάρου, προϋπόθεση αποτελεί, να προηγηθεί η παρουσίαση των αντιγονικών πεπτιδίων στην επιφάνεια ειδικών κύτταρων, που ονομάζονται αντιγονοπαρουσιαστικά (APC) τα οποία και φέρουν HLA-μόρια (Human Leucocyte Antigens). Με αυτόν τον τρόπο δημιουργείται ένα τριμερές σύμπλεγμα με τον TcR υποδοχέα, το αντιγόνο και το MHC-μόριο (Εικόνα 1.1).
Εικόνα 1.1: Γραφική απεικόνιση του τριμερούς συμπλόκου από τον TcR υποδοχέα, το αντιγονικό πεπτίδιο και το MHC-μόριο του αντογονοπαρουσιαστικού κυττάρου. Ο συνυποδοχέας CD4/8 σταθεροποιεί την σύνδεση, φέροντας το μόριο της κινάσης κοντά στο συμπλοκό TcR-CD3. (Πηγή: http://www.nature.com/nri/journal/v8/n11/fig_tab/nri2431_F1.html )

Δομικά ο TcR υποδοχέας είναι μια ετεροδιμερής γλυκοζυλιωμένη πρωτεϊνών που αποτελείται ζεύγη αλύσων α/β ή γ/δ. Ο υποδοχέας συνδέεται στενά με το αντιγόνο CD3 της επιφανείας των Τ-κύτταρων. Κάθε άλυσος αποτελείται από ένα αμινοτελικό άκρο, που αποτελεί την μεταβλητή περιοχή (V) στην οποία και συνδέετε το αντίγονο, καθώς και ένα καρβοξυτελικό άκρο, την σταθερή περιοχή (C) που συνδέεται με την κυτταρική μεμβράνη. Ο TcR με το αβ ετεροδιμερές έχει την ικανότητα να αναγνωρίζει τα πεπτιδικά αντιγόνα που παρουσιάζονται στην επιφάνεια των APC συνδεδεμένα με MHC. Ενώ, το ετεροδιμερές γδ βρίσκεται σε λιγότερα Τ-κύτταρα, τα οποία είναι συγκεντρωμένα στους επιθηλιακούς ιστούς και είναι βασικά μη-MHC εξαρτώμενα για την αναγνώριση και σύνδεση τους με τα αντιγονικά πεπτίδια, εφόσον αυτή γίνεται απευθείας. Τέλος οι TcR γ/δ υποδοχείς παίζουν σημαντικό ρόλο στις νεοπλασίες χωρίς να είναι γνωστός ο μηχανισμός[1] [4] [14].
1.4 Δείκτες Διαφοροποίησης (Cluster Differentiation - CD)

Όλα τα κύτταρα του οργανισμού εκφράζουν επιφανειακές ή κυττροπλασματικές πρωτεΐνες οι οποίες μπορεί να χρησιμοποιηθούν για την ταυτοποίηση των διάφορων κυτταρικών πληθυσμών. Οι πρωτεΐνες ονομάζονται δείκτες διαφοροποίησης (Cluster Differentiation - CD) η ανίχνευση τους πραγματοποιείται με την βοήθεια μονοκλωνικών αντισωμάτων. Στον ανθρώπινο οργανισμό έχουν ανιχνευθεί πάνω από 300 διαφορετικοί κυτταρικοί δείκτες που είτε εκφράζονται αποκλειστικά σε ένα είδος κυττάρου, είτε δημιουργούν ένα μοναδικό συνδυασμό μέσω του οποίου πραγματοποιείται και η ταυτοποίηση αυτού. Εκτός των άλλων είναι χρήσιμοι τόσο στον καθορισμό του σταδίου ωρίμανσης των κυττάρων, όσο και στην διαφοροποίηση αυτών[1] [11].
Η ανίχνευση αυτών το πρωτεϊνών πραγματοποιείτε με την βοήθεια μονοκλωνικών αντισωμάτων, δηλαδή αντισωμάτων με προκαθορισμένη ειδικότητα προς το επιθυμητό αντιγόνο. Αυτό επιτυγχάνεται με την χρήση υβριδικών κυττάρων, που προέρχονται από σύντηξη σπληνικών κυττάρων και κυττάρων από μυέλωμα. Αποτέλεσμα είναι η παραγωγή υβριδίων κυττάρων που έχουν τόσο την ιδιότητα της παραγωγής αντισωμάτων, όσο και την αέναη ικανότητα πολλαπλασιασμού[1][12].
1.5 Ανοσοφαινότυπος

Ο ανοσοφαινότυπος αποτελεί μια σημαντική εργαστηριακή τεχνική που χρησιμοποιείται για την μελέτη της έκφρασης των πρωτεϊνών των κυττάρων με αποτέλεσμα την ταυτοποίηση των κυττάρων. Η μελέτη του ανοσοφαινότυπου για τα λεμφώματα παρέχει σημαντικές πληροφορίες που βοηθούν τόσο στην διάγνωση όσο και στην ταξινόμηση, την σταδιοποίηση της νόσου και τελικά την επιλογή της καταλληλότερης θεραπευτικής προσέγγισης. 

Η τεχνική αυτή χρησιμοποιεί ειδικά μονοκλωνικά αντισώματα έναντι των δεικτών διαφοροποίησης CD των κυττάρων με αποτέλεσμα την δημιουργία ενός ξεχωριστού προφίλ για τον κάθε κυτταρικό πληθυσμό (Πίνακας 1.1). Τα αντισώματα που χρησιμοποιούνται είναι ειδικά συνδεδεμένα με ουσίες που παίζουν το ρόλο του ιχνηθέτη, δηλαδή κάνουν εμφανή την παρουσία τους σε περίπτωση ειδικής σύνδεσης του με τον επίτοπο τους[18].
Πίνακας 1.1: Βασικό ανοφαινοτυπικό προφίλ των διαφόρων κυτταρικών σειρών (Ανατύπωση: Wojciech Gorczyca, 2008)

	Είδος κύτταρου
	Βασικός Ανοσοφαινότυπος

	Ενεργοποιημένα κύτταρα
	CD30, MUM-1, CD138

	Β-λεμφοκύτταρο
	CD19, CD20, CD22, CD79a, Pax-5, Oct-2, BOB-1

	Βλαστικά
	CD34, CD117(c-kit), CD1a, Tdt

	Κύτταρα βλαστικού κέντρου
	CD10, Bcl-6, δείκτες Β-λεμφοκυττάρων

	Ανώριμα Τ-λεμφοκύτταρα 
	CD1a, CD4, CD8, Tdt, CD10, παν-Τ αντιγόνα

	NK cells
	CD16, CD56, CD57

	Τ-λεμφοκύτταρα
	CD2, CD3, CD5, CD7, CD43, UCHL-1


Ανάλογα με το είδος του ιχνηθέτη που φέρουν τα αντισώματα και την μέθοδο ανίχνευσης τους, τα αποτελέσματα μπορεί να είναι ποιοτικά ή ποσοτικά.
· Ανοσοφθορισμός: ο ιχνηθέτης φέρει την ιδιότητα φθορισμού, δηλαδή εκπέμπει φώς συγκεκριμένου μήκους κύματος, όταν αυτός εκτεθεί σε φώς μικρότερου μήκους κύματος. Χρησιμοποιείται για τομές ιστών και αποτελεί ποιοτική μέθοδο, ενώ για την παρατήρηση απαιτείται μικροσκόπιο ανοσοσθορισμού.
· Κυτταρομετρία ροής: είναι κατάλληλη μέθοδος για εναιώρημα κυττάρων, αυτά διαπερνούν ένα προς ένα μέσω μια ειδικής οπής του κυτταρόμετρου και κατά την διέλευση τους προσπίπτει σε αυτά μια ακτίνα λέιζερ. Αν στο διερχόμενο κύτταρο έχει προσδεθεί το αντίσωμα με τον ιχνηθέτη, αυτό θα φθορίσει και το παραγόμενο σήμα θα καταγραφεί από το κυτταρόμετρο. Η μέθοδος αυτή είναι ποσοτική.

· Ανοσοϊστοχημεία: οι προσδεδεμένοι ιχνηθέτες είναι ενζυμα και η τεχνική αυτή χρησιμοποιείται σε τομές ιστών. Όταν τα προσκολλημένα αντισώματα εκτεθούν σε κατάλληλο χρωμογόνο υπόστρωμα, το ένζυμο θα προκαλέσει χρωματική αλλαγή του υποστρώματος. Η μέθοδος αυτή είναι ποιοτική και η παρατήρηση πραγματοποιείται με απλό οπτικό μικροσκόπιο[18]. 
1.5.1 Ανοσοϊστοχημεία
Η ανοσοϊστοχημεία αποτελεί μια μέθοδο που στοχεύει στον ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό των πρωτεϊνών των κυττάρων σε τομές ιστών χρησιμοποιώντας κυρίως μονοκλωνικά αντισώματα έναντι συγκεκριμένων κυτταρικών αντιγόνων. Επιπλέον η οπτικοποίηση της σύνδεσης αντιγόνου πραγματοποιείται με την βοήθεια μιας άμεσης ή έμμεσης ενζυμικής αντίδρασης.
Η ανοσοϊστοχημεία παίζει σημαντικό ρόλο στην διάγνωση αιματολογικών νόσων, καθώς συμβάλει στον καθορισμό της κυτταρικής προέλευσης, στον βαθμό διαφοροποίηση-ωρίμανση του κυττάρου και βοηθάει στην πρόγνωση. 

Η παραγωγή μονοκλωνικών και πολυκλωνικών αντισωμάτων, η αυτοματοποίηση των μεθόδων και η εφαρμογή της σε ιστούς εμποτισμένους σε παραφίνη με αποκάλυψη των αντιγονικών επιτόπων, συνέβαλαν στην καθιέρωση της ανοσοϊστοχημείας ως ένα καθημερινό διαγνωστικό εργαλείο[20][24]].
Μεθοδολογία  
Υπάρχουν δυο είδη ανοσοϊστοχημείας αναλόγως τον αριθμό των αντισωμάτων που θα χρησιμοποιηθούν, η άμεση με ένα αντίσωμα και η έμμεση με δύο ή περισσότερα αντισώματα.

Η έμμεση είναι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδος και εμφανίζει μεγαλύτερη ευαισθησία. Σε αυτή το αντιγόνο ανιχνεύεται από ένα πρώτο αντίσωμα, που με την σειρά του λειτουργεί ως αντιγόνο για ένα δεύτερο αντίσωμα. Το δευτερεύον αντίσωμα φέρει ένα ενζυμικό μόριο και αποτέλεσμα της σύνδεσης αυτής είναι η δημιουργία ενός τριμερούς συμπλόκου. Όταν το ένζυμο της αντίδρασης βρεθεί σε κατάλληλο χρωμογόνο υπόστρωμα τότε αυτό θα του προκαλέσει χρωματική αλλαγή δηλώνοντας έτσι και την παρουσία του[18][20].(Εικόνα 1.2)
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Εικόνα 1.2: Έμμεση ανοσοϊστοχημική ανίχνευση αντιγόνου. (Ανατύπωση: Wojciech Gorczyca, 2008)
Η άμεση μέθοδος σε αντιθέσει με την έμμεση αποτελείται μόνο από ένα βήμα, δηλαδή στην αντίδραση συμμετέχει μόνο από ένα αντίσωμα, το οποίο και φέρει το ενζυμικό μόριο[25].
Για την εφαρμογή των ανοσοϊστοχημικών μεθόδων σε ιστούς εμποτισμένους και εκλεισμένους σε παραφίνη, θα πρέπει να προηγηθεί μια προετοιμασία με ειδικά διαλύματα σε υψηλές θερμοκρασίες που σκοπό έχουν την αποκάλυψη των αντιγονικών επιτόπων.

Με βάση την θέση και την διάταξη των αντιγόνων, η χρωματική αλλαγή μπορεί να παρατηρηθεί στους πυρήνες, στο κυτταρόπλασμα, στην κυτταρική μεμβράνη και στους πυρινίσκους[19]. (Πίνακας 1.2)
Πίνακας 1.2: Θέσεις εντόπισης βασικών ιστοχημικών χρώσεων (Ανατύπωση: Wojciech Gorczyca, 2008)
	Θέση εντόπισης
	Αντισώματα

	Πυρήνας
	Bcl-1, Bcl-6, BOB-1, EBER, HHV-8, MIB-1 (Ki-67), Oct-2, Pax-5, Tdt

	Μεμβράνη
	CD20, CD30, CD45, CD138, EMA

	Κυτταρόπλασμα
	Bcl-2, CD117 (c-kit), cytokeratins, myeloperoxidase, vementine

	Πυρήνας+Κυτταρόπλασμα
	ALK, ZAP70, S100


Κεφάλαιο 2ο
Λεμφώματα
2.1 Εισαγωγή

Λεμφώματα ονομάζονται όλα τα κακοήθη νοσήματα-νεοπλασίες του λεμφικού ιστού. Προέρχονται από υπερπλασία του λεμφαδενικού ή/και του εξωλεμφαδενικού ιστού[10]. Χαρακτηριστικό γνώρισμα των λεμφωμάτων αποτελεί η έναρξη τους κυρίως στα δευτερογενή λεμφικά όργανα και στην συνέχεια η επέκταση και διήθηση άλλων οργάνων. 

Τα κακοήθη λεμφουπερπλαστικά νοσήματα, όπως καλούνται αλλιώς τα λεμφώματα διακρίνονται σε δύο βασικές κατηγορίες: α) τα Hodgkin (HL) και β) τα non-Hodgkin (NHL) λεμφώματα, με βάση την ιστολογική τους εικόνα [4].
2.2 Non-Hodgkin Λέμφωμα
Τα μη-Hodgkin λεμφώματα αποτελούν μια ετερογενή ομάδα κακοηθών νεοπλασιών του λεμφικού ιστού. Αν και έχουν ποικίλη κλινική εικόνα, κύριο χαρακτηριστικό τους είναι η εμφάνιση συμπαγών όγκων άγνωστης αιτιολογίας, με μεγάλη κυτταρική μορφολογική ανομοιογένεια. Αποτελεί μια από τις συχνότερες αιματολογικές κακοήθειες που προσβάλει όλες τις ηλικιακές ομάδες ανεξαρτήτως, αλλά παρατηρείται σε μεγαλύτερα ποσοστά σε μεσήλικες και υπερήλικες ( 50-70 ετών). Η έναρξη της νόσου συνήθως πραγματοποιείται από τα κύρια λεμφικά όργανα, καθώς και τον εξωλεμφαδενικό ιστό αλλά με την βοήθεια της αιματικής κυκλοφορίας εξαπλώνεται στον μυελό τον οστών και σε άλλα όργανα. Μια από τις συνηθέστερες θέσεις προέλευσης αποτελεί ο εντερικός σωλήνας, αλλά και τα εξωλεμφαδενικά όργανα [3] [4] [10].
Τα NHL προκύπτουν από νεοπλασματική κλωνική εξαλλαγή μιας λεμφοκυτταρικής σειράς, που οδηγεί σε υπερπλασία ενός κλώνου Β ή Τ ή ΝΚ κυττάρων. Η μονοκλωνική φύση των παραγόμενων νεοπλασματικών κυττάρων επιβεβαιώνεται από την παραγωγή και έκφραση μονοτυπικής ανοσοσφαιρίνης στην επιφάνεια τους. Το 80-85% των περιπτώσεων είναι Β-λεμφοκυτταρικής προέλευσης, ενώ το υπόλοιπο 20-15% είναι Τ προέλευσης.
Για την ανάπτυξη του NHL λεμφώματος έχουν ενοχοποιηθεί διάφοροι παράγοντες όπως ιονίζουσα ακτινοβολία, τοξικά και χημικά καρκινογόνα, ιοί και βακτήρια καθώς και γενετικοί παράγοντες. 

Οι λοιμώξεις από μικρόβια και ιούς αποτελούν έναν από τους συχνότερους παράγοντες που έχουν αποδειγμένα συνδυαστεί με την πρόκληση NHL λεμφώματος. Σε αυτά εντάσσονται ο ιός της λοιμώδους μονοπυρήνωσης (Epstein-Barr Virus – EBV), ο απλός ερπητοϊός 8 (HHV-8) και ανθρώπινος Τ-λεμφοτρόπος ιός τύπου 1 (HTLV-1). Επιπλέον, καταστάσεις όπως η ανοσοκαταστολή και η ανοσοανεπάρκεια παίζουν σημαντικό ρόλο στην αύξηση κινδύνου πρόκλησης NHL[18]. 
Τέλος η έκθεση σε ιονίζουσα ακτινοβολία , καθώς και η επαφή με συγκεκριμένες χημικές ουσίες, όπως το βενζόλιο έχουν αποδειχτεί ότι αυξάνουν τον κίνδυνο NHL [3].
2.2.1 Σταδιοποίηση

Η σταδιοποίηση του NH λεμφώματος αποτελεί ένα σημαντικό παράγοντα καθώς μέσα από αυτό εκτιμάται βαθμός επέκτασης της νόσου καθώς και την εντοπισμός αυτής. Με την εφαρμογή της σταδιοποίηση, παρέχεται η δυνατότητα επιλογής καλύτερης, ακριβέστερης και πιο στοχευόμενης θεραπείας, καθώς και η αξιολόγηση αυτής μετά το πέρας της, με επανασταδιοποίηση του ασθενούς [30].
Αποτελεί μια δύσκολη διαδικασία, λόγω του ότι το NHL αποτελούν μια νόσο με μεγάλη ετερογένεια. Η πρώτη προσπάθεια σταδιοποιήση έγινε από την Ann Arbor και αφορούσε το Hodgkin λέμφωμα (HL). Ενώ στην συνέχεια χρησιμοποιήθηκε και για τα NHL .Σύμφωνα με σύστημα κατά Ann Arbor, όπως και ονομάστηκε, διαμορφώνονται τέσσερα στάδια της νόσου[3] (Εικόνα 2.1):
· Στάδιο Ι : Προσβολή μιας μόνο λεμφαδενικής περιοχής ή μιας μονής εξωλεμφαδενικής θέσης.
· Στάδιο ΙΙ : Προσβολή δύο ή περισσότερων λεμφαδενικών περιοχών ή συγχρόνως προσβολή μιας εξωλεμφαδενικής εστίας στην ίδια πλευρά του διαφράγματος.
· Στάδιο ΙΙΙ : Προσβολή λεμφαδενικών περιοχών ή μιας εξωλεμφαδενικής θέσης εκατέρωθεν του διαφράγματος.
· Στάδιο ΙV : Διάχυτη προσβολή εξωλεμφαδενικών περιοχών με ή χωρίς προσβολή των λεμφαδένων.
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Εικόνα 2.1: Γραφική αναπαράσταση του συστήματος σταδιοποίησης κατά Ann Arbor 

(Ανατύπωση: http://www.cancerresearchuk.org/cancer-help/type/hodgkins-lymphoma/treatment/the-stages-of-hodgkins-lymphoma )
Κατά σύμβαση, σε περίπτωση συμμετοχής του μυελού των οστών, του ήπατος, των πλευρών, των πνευμόνων, των πλευρών, καθώς και του εγκεφαλονοτιαίου υγρού αυτή σταδιοποιείται αυτόματα στο Στάδιο IV, ακόμα και αν η εντόπιση περιορίζεται σε ένα όργανο.

Το σύστημα της Ann δεν είχε την ίδια προγνωστική αξία με το HL, καθώς δεν υποδιαιρούσε μερικούς υποτύπους NHL με κλινικά χρήσιμο τρόπο. Παρουσίαζε σημαντικές ελλείψεις λόγο του διαφορετικού μοτίβου που ακολουθούν οι δύο ασθένειες. Επιπλέον για την πρόβλεψη του θεραπευτικού αποτελέσματος, συμμετείχαν πολλοί περισσότεροι παράγοντες από το HL.
Έτσι το 1993 μια ομάδα ογκολόγων ανέπτυξε ένα εργαλείο που βοηθούσε στην πρόβλεψη του αποτελέσματος, αρχικά σε ασθενείς με επιθετικό NHL, και στην συνέχεια εφαρμόστηκε σε όλα τα NHL ανεξαρτήτου κλινικής πορείας. Περιέγραψαν τον Διεθνή Προγνωστικό Δείκτη (International Prognostic Index – IPI), ο οποίος διαθέτει πέντε παράγοντες που είναι ισοδύναμοι στην πρόβλεψη της έκβασης της θεραπείας. Σε αυτούς περιλαμβάνεται η ηλικία, τα επίπεδα της γαλακτικής δευδρογενάσης (LDH), οι εξωλεμφαδενικές εντοπίσεις, το στάδιο ΙΙΙ ή ΙV[30] και τέλος την κατάσταση φυσικής ικανότητας που υπολογίζεται από τον Πίνακα 2.1 και Πίνακας 2.2.

Πίνακας 2.1: Περιγραφή του Διεθνούς Προγνωστικού Δείκτη, παράμετροι υπολογισμού του της τιμής κινδύνου (Ανατύπωση: Πάγκαλης Γ. 2008)

	Παράμετροι υπολογισμού IPI:
	Ομάδα κινδύνου:

	Ηλικία

Στάδιο (κατά Ann Arbor)

LDH
Κατάσταση φυσικής ικανότητας

Εξωλεμφαδενικές εντοπίσεις
	< 60 ετών

III/IV

Αυξημένη

≥ 2

≥ 2
	Χαμηλή

Χαμηλή – Ενδιάμεση

 Υψηλή – Ενδιάμεση

Υψηλή
	Τιμή IPI

0-1

2

3

4-5


Πίνακας 2.2: Βαθμοί υπολογισμού της παραμέτρου «κατάσταση φυσικής ικανότητας» (Ανατύπωση: James O. Armitag, 2005 )
	Κατάσταση φυσικής ικανότητας

	Βαθμός
	Περιγραφή

	0
	Πλήρως ενεργός και ικανός να συνεχίζει όλες τις δραστηριότητες του

	1
	Περιορισμένη αντοχή στην επιμονές εργασίες, καλή ικανότητα τις ελαφριές δραστηρίότητες

	2
	Ικανότητα αυτοεξυπηρέτησης, ανικανότητα οποιασδήποτε εργασίας.

	3
	Ικανότητα μόνο αυτοεξυπηρέτησης, καθήλωση στο κρεβάτι ή στην καρέκλα >50% του ενεργού χρόνου

	4
	Πλήρη αναπηρία και καθήλωση. Αδυναμία αυτοεξυπηρέτησης.

	5
	Θάνατος


2.2.2 Κλινικά Ευρήματα
Τα NHL παρουσιάζουν ποικίλη κλινική και εργαστηριακή εικόνα που οφείλεται στην μεγάλη ετερογένεια αυτής. Κάθε ιστολογικός υποτύπος εκδηλώνεται με ένα σύνολο συμπτωμάτων, τα οποία εξαρτώνται από την κυτταρική σειρά και το στάδιο διαφοροποίησης του κυτταρικού κλώνου που υπέστη εξαλλαγή. Παρόλα αυτά τα NHL εμφανίζουν ένα σύνολο κοινών χαρακτηριστικών κλινικών και εργαστηριακών ευρημάτων [3] [10].
Η πλειονότητα των ασθενών με NHL παρουσιάζουν ανώδυνη διόγκωση λεμφαδένων, συνήθως ασύμμετρη, σε μία ή περισσότερες περιοχές. Εξωλεμφαδενικές εντοπίσεις είναι παρούσες στο 40% των ασθενών, ενώ ένα ποσοστό μικρότερο του 25% εμφανίζει συστηματικά συμπτώματα [22].

Με βάση τον ιστολογικό τύπο μπορεί να προσβληθεί το ήπαρ και ο σπλήνας, το δέρμα και το κεντρικό νευρικό σύστημα, με εκδήλωση ποικίλων κλινικών συμπτωμάτων [22].

2.2.3 Εργαστηριακός Έλεγχος

Οι συχνότερες εργαστηριακές εξετάσεις που υποβάλλονται οι ασθενείς με NHL είναι η γενική αίματος και επίχρισμα αυτού, ο βιοχημικός έλεγχος, η βιοψία λεμφαδένος ή άλλου οργάνου καθώς και επίχρισμα μυελού των οστών και οστεμυελική βιοψία [4]. 
Η βιοψία αποτελεί απαραίτητο στοιχείο για την διάγνωση, σταδιοποίηση και κατάταξη της νόσου, καθώς παρέχει ένα πλήθος πληροφοριών για την ιστολογική τους εικόνα. Για τα λεμφαδενικά NHL υπάρχουν δύο είδη βιοψίας: η οστεομυελική και η λεμφαδενική, ενώ τους εξωλεμφαδενικούς τύπους πραγματοποιείται βιοψία του πάσχοντος οργάνου (δέρμα, σπλήνας, στόμαχος κλπ).

Ο ανοσοφαινότυπος έχει συμβάλει στην διάγνωση των NHL, ενώ οι πιο συχνές τεχνικές μελέτης του είναι η κυτταρομετρία ροής και η ανοσοϊσχοχημεία. Με την μέθοδο αυτή πραγματοποιείται η ακριβής ταυτοποίηση των κυττάρων, στην απόδειξη μονοκλωνικότητας του παθολογικού πληθυσμού, την κατάταξη του νοσήματος σε συγκεκριμένη νοσολογική οντότητα και την διαφορική διάγνωση της από άλλες νόσους. Η μέθοδος της ανοσοϊστοχημείας χρησιμοποιείται για σε παρασκευάσματα οστεομυελική ή λεμφαδενικής βιοψίας, ενώ η κυτταρομετρία ροής προτιμάται σε υλικά με μορφή εναιωρήματος πχ αίμα, μυελός, κύτταρα παρακέντησης.
 Επιπλέον, πρόσθετες πληροφορίες παρέχονται κατά τον κυτταρογενετικός έλεγχος καθώς τα κακοήθη λεμφώματα χαρακτηρίζονται από γενετικές διαταραχές που αποδεικνύουν την νεοπλασματική φύση των νοσημάτων. Η πλέον χρησιμοποιούμενη μέθοδος είναι ο in situ φθορίζον υβριδισμός (FISH) με τον οποίο αναγνωρίζονται τόσο οι αριθμητικές όσο και οι δομικές ανωμαλίες των χρωμοσωμάτων[26]. Τέλος, η αντίδραση αλυσιδωτής πολυμεράσης (PCR) αποτελεί μια ταχεία και ευαίσθητη μέθοδο που αποσκοπεί στην ανίχνευση κλωνικών αναδιατάξεων και χρωμοσωμικών ανωμαλιών, που ανευρίσκονται στα κακοήθη NHL[20].
2.2.4 Ταξινόμηση 

Με το πέρας των δεκαετιών έχουν χρησιμοποιηθεί αρκετά διαφορετικά συστήματα ταξινόμησης των NHL λεμφωμάτων, για το λόγο ότι εμφανίζουν μεγάλη ετερογένεια. Στην σημερινή εποχή η πλέον διαδεδομένη και χρησιμοποιούμενη ταξινόμηση είναι του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας - ΠΟΥ (World Health Organization - WHO).
Το 2001 ο ΠΟΥ παρουσίασε μια βελτιωμένη έκδοση της REAL (Revised European - American classifications of Lymphoid Neoplasms) ταξινόμησης που είχε προταθεί το 1994 από την ομάδα “The International Lymphoma Study Group”, ενώ το 2008 την αναθεώρησε στην μορφή που χρησιμοποιείται μέχρι και την σημερινή εποχή[32]. 
Η ταξινόμηση κατά Π.Ο.Υ συμπεριλαμβάνει όλους τους τύπους λεμφωμάτων Hodgkin και non-Hodgkin και βασίστηκε σε πολλούς παραμέτρους. Βασικό ρόλο στην κατηγοριοποίηση αποτέλεσε η μορφολογική απεικόνιση των λεμφοκυττάρων στο μικροσκόπιο και η ανοσοφαινοτυπική τους μελέτη τόσο με ανοσοϊστοχημικές χρώσεις όσο και με την κυτταρομετρία. Η παρουσία γενετικών ανωμαλιών σε συγκεκριμένους υποτύπους λεμφωμάτων και η ανίχνευση τους με την τεχνική του FISH βοήθησε στην ταυτοποίηση και διάκριση των λεμφωμάτων. Τέλος, η ηλικία, το φύλο, το ιστορικό του ασθενούς, καθώς και η κλινική εικόνα αποτέλεσαν σημαντικό παράγοντα για την δημιουργία της WHO ταξινόμησης [23][33]. (Πίνακας 2.3, Πίνακας 2.4 και Πίνακας 2.5)
Πίνακας 2.3: Ιστολογικά κατάταξη λεμφώματος Hodgkin συμφωνά με τον ΠΟΥ. 

(Ανατύπωση:: Πάγκαλης Γ. 2008)

	Hodgkin Λέμφωμα

	Ιστολογικός Τύπος

	A. Κλασσικό Λέμφωμα Hodgkin
· Οζώδες Σκλήρυνση 
(Nodular sclerosis classic Hodgkin’s lymphoma)
· Μεικτή Κυτταροβοθρεία 

(Mixed cellularity classic Hodgkin’s lymphoma)
· Πλουσιος σε λεμφοκύτταρα Υπότυπος 

(Lymphocyterich Classic Hodgkin’s lymphoma)
· Λεμφοκυτταρική Απογύμνωση (Lymphocyte-depleted classic HL)
B. Οζώδες Λεμφοεπικρατικός Τύπος (Nodular lymphocyte predominant HL)


Πίνακας 2.4: Ταξινόμηση λεμφικών νοεπλασιών από Β-λεμφοκύτταρα (WHO-2008) (Ανατύπωση:  Οικονομόπουλός, 2009)

	Non-Hodgkin Λέμφωμα

	Νεοπλάσματα Β-κυτταρικής προέλευσης

· Νεοπλάσματα από Πρόδρομα Β-κύτταρα

· Β- λεμφοβλαστική λευχαιμία/λέμφωμα, χωρίς περαιτέρω ταυτοποίηση 
· Β-λεμφοβλαστική λευχαιμία/λέμφωμα με ποικίλες κυττατογεννετικές διαταραχές

· Νεοπλάσματα από ώριμα Β-κύτταρα

· Χρόνια λεμφογενής λευχαιμία/λέμφωμα από μικρά λεμφοκύτταρα

· Β-προλεμφοκυτταρική λευχαιμία

· Σπληνικό Β-κυτταρικό λέμφωμα οριακής ζώνης
· Λευχαιμία εκ τριχωτών κυττάρων
· Σπληνικό Β-κυτταρικό λέμφωμα, αταξινόμητο
· Λεμφοπλασματοκυτταρικό λέμφωμα
· Νόσοι των βαρειών αλύσεων (G,M,A)
· Πλασματοκυτταρικά νεοπλάσματα
· Μονοκλωνική γαμμαπάθεια αδιευκρίνιστης αιτιολογίας

· Πλασματοκυτταρικό μυέλωμα

· Μονήρες οστικό πλασματοκύττωμα

· Μη οστικό πλασματοκύττωμα

· Νόσοι εναπόθεσης μονοκλωνικών ανοσοσφαιρινών 
· Εξωλεμφαδενικό λέμφωμα οριακής ζώνης (MALT)
· Λεμφαδενικό λέμφωμα οριακής ζώνης
· Οζώδες λέμφωμα
· Πρωτοπαθές λεμφοζιδιακό λέμφωμα του δέρματος
· Λέμφωμα από κύτταρα του μανδύα
· Διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα
· Διάχυτο λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα, χωρίς περαιτέρω τυποποίηση
· Πλούσιο σε Τ-λεμφοκύτταρα/ιστιοκύτταρα, Β-κυτταρικό λέμφωμα
· Πρωτοπαθές λέμφωμα του ΚΝΣ
· Πρωτοπαθές δερματικό λέμφωμα διάχυτο από Β-λεμφοκύτταρα, τύπου κνήμης
· Β-κυτταρικό λέμφωμα των ενηλίκων, EBV(+)
· Άλλα λεμφώματα από μεγάλα Β-κύτταρα
· Διάχυτο λέμφωμα από Β-μεγάλα κύτταρα που συνοδεύει χρόνιες φλεγμονές
· Λεμφωματώδης κοκκιομάτωση
· Πρωτοπαθές λέμφωμα μεσοθωρακίου από Β-λεμφοκύτταρα

· Ενδοαγγειακό λέμφωμα από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα

· ALK-θετικό λέμφωμα από Β-μεγάλα λεμφοκύτταρα

· Πλασμαβλαστικό λέμφωμα
· Λέμφωμα από Β-μεγάλα λεμφοκύτταρα σε νόσο Castlemen (HHV8+)
· Πρωτοπαθές λέμφωμα ορογόνων κοιλοτήτων
· Λέμφωμα Burkitt

· Β-κυτταρικό λέμφωμα, αταξινόμητο, με χαρακτήρες διαχύτου από μεγάλα Β-λεμφοκύτταρα και λεμφώματος Burkitt
· Β-κυτταρικό λέμφωμα, αταξινόμητο, με χαρακτήρες διαχύτου λεμφώματος από μεγάλα Β-κύτταρα και κλασσικής μορφής λεμφώματος Hodgkin 


Πίνακας 2.5: Ταξινόμηση ώριμών Τ και ΝΚ νοπλασμάτων (WHO-2008) (Πηγή: Οικονομόπουλος, 2009)

	Non-Hodgkin Λέμφωμα

	Νεοπλάσματα T-κυτταρικής προέλευσης και ΝΚ
· Νεοπλάσματα από πρόδρομα Τ-κύτταρα

· Τ-λεμφοβλαστική λευχαιμία/λέμφωμα 

	· Νεοπλάσματα από ώριμα Τ και ΝΚ- κύτταρα

· Λευχαιμίες ή γενικευμένη νόσος

· Τ-προλεμφοκυτταρική λευχαιμία

· Τ-λευχαιμία από μεγάλα κοκκιώδη λεμφοκύτταρα

· Επιθετική λευχαιμία από ΝΚ-κύτταρα

· Χρόνιες λεμφοϋπερπλαστικές νόσοι των ΝΚ κυττάρων

· Τ- λευχαιμία/λέμφωμα των ενηλίκων (HTLV1+)

· Παιδική Τ-Λεμφούπερπλαστική νόσος, EBV(+)

· Eξωλεμφαδενικά

· Εξωλεμφαδενικό ΝΚ/Τ λέμφωμα ρινικού τύπου

· Ηπατοσπληνικό Τ-λέμφωμα 

· Τ-λέμφωμα τύπου εντεροπάθειας 
· Δερματικά (Εξωλεμφαδενικά)
· Σπογγοειδής μυκητίαση

· Σύνδρομο Sézàry 

· Πρωτοπαθές δερματικές CD30+, T-κυτταρικές λεμφοϋπερπλασικές διαταραχές
· Λεμφωματοειδής βλατίδωση

· Πρωτοπαθές δερματικό αναπλαστικό λέμφωμα από μεγάλα κύτταρα

· Τ- λέμφωμα τύπου υποδερματίτιδος 

· Σπάνια πρωτοπαθή δερματικά Τ-περιφερικά λεμφώματα

· Πρωτοπαθές δερματικό γδ Τ-κυτταρικό λέμφωμα

· Πρωτοπαθές δερματικό CD8+, επιθετικό επιδερμοτροπικό, Τ-κυτταρικό λέμφωμα

· Πρωτοπαθές δερματικό CD4+, Τ-κυτταρικό λέμφωμα από μικρα/ μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα

· Λεμφαδενικά

· Αγγειοανοσοβλαστικό Τ-λέμφωμα 

· Αναπλαστικό λέμφωμα από μεγάλα κύτταρα, ALK + 

· Αναπλαστικό λέμφωμα από μεγάλα κύτταρα, ALK -

· Περιφερικό Τ-λέμφωμα, χωρίς περαιτέρω ταυτοποίηση


Κεφάλαιο 3ο
Λεμφώματα του δέρματος 
3.1 Εξωλεμφαδενικά Λεμφώματα

 Ως πρωτοπαθή εξωλεμφαδενικά λεμφώματα ορίζονται τα λεμφώματα που εντοπίζονται σε οποιοδήποτε άλλο ιστό εκτός των λεμφαδένων κατά την πρωταρχική τους διάγνωση. Αυτά αποτελούν περίπου το 25% του συνόλου των NHL. Αποτελεί μια κατηγορία που εμφανίζει μεγάλη ετερογένεια και ποικιλία στις θέσεις εντόπισης και στην συχνότητα εμφάνισης του κάθε τύπου. Οι πιο συχνές θέσεις ή όργανα εντόπισης είναι ο στόμαχος, το έντερο, το δέρμα και η στοματική κοιλότητα [4] [31].
Τα λεμφώματα της κατηγορίας αυτής δεν ακολουθούν το ίδιο μορφολογικό πρότυπο ανάπτυξης με τα λεμφαδενικά λεμφώματα, συνήθως παραμένουν εντοπισμένα στην περιοχή εκδήλωσης τους και παρουσιάζουν έντονο τροπισμό. Κυρίως τα Τ δερματικά λεμφώματα εμφανίζουν επίμονο ιστικό τροπισμό και σε περίπτωση υποτροπής, μετά την πλήρη ίαση αυτού, επανεμφανίζεται στο ίδιο σημείο [4]. 
Τα συχνότερα εξωλεμφαδενικά λεμφώματα αποτελούν τα λεμφώματα του γαστρεντερικού συστήματος και εν συνεχεία ακολουθούν τα πρωτοπαθή δερματικά λεμφώματα[31].

3.2 Τ-Λεμφώματα του Δέρματος
Όπως αναφέρθηκε στο προηγούμενο κεφάλαιο τα Τ-λεμφώματα του δέρματος ανήκουν στην κατηγορία των εξωλεμφαδενικών λεμφωμάτων και αποτελούν το 25% του συνόλου αυτών και έρχονται δευτέρα σε συχνότητα εμφάνιση μετά τα λεμφώματα του γαστρεντερικού συστήματος. Έχουν ετήσια επίπτωση 0,5-1/100.000 ανθρώπους το χρόνο[27]. Χαρακτηρίζονται ως μια ετερογενής ομάδα λεμφωμάτων, κυρίως χαμηλής κακοήθειας, που προσβάλει άτομα >60ετών[4]. 
Αρχική θέση εμφάνισης τους αποτελεί το δέρμα, εξου και η ονομασία πρωτοπαθή δερματικά λεμφώματα, τα οποία και δεν διηθούν τα γειτονικά όργανα παρά μόνο σε περιπτώσεις προχωρημένων σταδίων. Τα πρωτοπαθή Τ-λεμφώματα του δέρματος πρέπει αν διαχωρίζονται από τα οζώδη ή συστηματικά λεμφώματα που εμπλέκουν δευτερογενώς το δέρμα και έχουν διαφορετική κλινική εικόνα, πρόγνωση και θεραπευτική αντιμετώπιση.

Κατά τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (ΠΟΥ) κατέταξε τα λεμφώματα του δέρματος σε δύο βασικές κατηγορίες αναλόγως τον φαινότυπο του εμπλεκόμενου κυττάρου, έτσι διακρίνονται σε Τ και Β λεμφώματα του δέρματος. Τα Τ λεμφώματα εντοπίζονται στις επιπολής στοιβάδες του δέρματος, σε αντίθεση με τα Β λεμφώματα που προσβάλουν το χόριο και τον υποδόριο συνδετικό ιστό [4] [35].Βασικό τους γνώρισμα των λεμφωμάτων αυτής της κατηγορίας αποτελεί η παρουσία χαρακτηριστικών δερματικών βλαβών για τον κάθε υπότυπο αυτών. Τα κύτταρα που εμπλέκονται στα Τ δερματικά λεμφώματα είναι κυρίως ώριμα ή μεταθυμικά Τ και ΝΚ-κύτταρα καθώς παρουσιάζουν πολλές ομοιότητες ως προς τις λειτουργίες τους και τον ανοσοφαινότυπό τους [36]. Στο δέρμα κυριαρχούν τα CD4+ χωρίς να παρουσιάζουν δείκτες ωρίμανσης [35].  
Τα Τ λεμφώματα του δέρματος αποτελούν το 75-80% των λεμφωμάτων που εντοπίζονται στο δέρμα και χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες: α) τα κλασικά πρωτοπαθή λεμφώματα του δέρματος (Σπογγοειδής Μυκητίαση και Σύνδρομο Sezary), β) τα πρωτοπαθή δερματικά λεμφουπερπλαστικά νοσήματα CD30+, γ)σπάνια επιθετικά Τ/ΝΚ λεμφώματα του δέρματος.
Ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας ταξινόμησε της οντότητες των Πρωτοπαθών Τ-λεμφωμάτων του δέρματος όπως παρουσιάζονται στο Πίνακα 3.1.

Πίνακας 3.1: WHO Ταξινόμηση των Τ λεμφωμάτων του δέρματος 2008 (Πηγή: Swewrdlow S. and al., 2008)
	WHO Ταξινόμηση Τ-λεμφωμάτων του δέρματος 2008

	· Σπογγοειδής μυκητίαση

	· Σύνδρομο Sezary

	· Τ-λευχαιμία/ Λέμφωμα ενηλικών

	· Πρωτοπαθείς δερματικές CD30+ λεμφοϋπερπλαστικές διαταραχές

· Πρωτοπαθές δερματικό αναπλαστικό λέμφωμα μεγάλων κυττάρων

· Λεμφωματοειδής βλατίδωση

	· Τ-Λέμφωμα τύπου υποδερματιτιδας

	· Εξωλεμφαδενικό ΝΚ/Τ λεμφωμα, ρινικού τύπου

	· Πρωτοπαθές δερματικό περιφερικό Τ-λέμφωμα (σπάνιοι τύποι)
· Πρωτοπαθές δερματικό επιθετικό επιδερμοτροπικο CD8+
· Δερματικό γ/δ+ Τ-λέμφωμα

· Πρωτοπαθές δερματικό CD4+ μικρών και μεσαίων κυττάρων

	· Πρωτοπαθές δερματικό περιφερικό Τ-λέμφωμα μη περεταίρω τυποποιούμενο 


Κάθε ένας υπότυπος εμφανίζεται με χαρακτηριστικές βλάβες, ενώ για την διαφοροδιάγνωση και ταξινόμηση αυτού, απαιτείται βιοψία ολικού πάχους από την νοσούσα περιοχή[4]. Εν συνεχεία για να τεθεί η διάγνωση και επιλογή της καταλληλότερης θεραπευτικής προσέγγισης είναι απαραίτητο να πραγματοποιηθεί ιστολογικός, ανοσοϊστοχημικός και μορικός έλεγχος[34]. 
Συγκεκριμένα για την Σπογγοειδή Μυκητίαση και το Σύνδρομο Sezary ο International Society for Cutaneous Lympoma (ISCL) και ο EORTC, δημοσίευσαν ένα νέο σύστημα κατάταξης και σταδιοποίηση των νόσων, που περιλάμβανε ως προγνωστικά στοιχεία το είδος των δερματικών αλλοιώσεων, την ύπαρξη λεμφαδενοπάθειας, την έναρξη της διήθησης στο αίμα και την προσβολή άλλων οργάνων (Πίνακας 3.2).
Πίνακας 3.2: Αναθεωρημένη κατάταξη των Τ δερματικών λεμφωμάτων κατά ISCL/EORTC (Ανατύπωση: Robert Marcus, 2014)
	Δέρματικές εκδηλώσεις (Tumor – T)

T0 κλινικά/ιστολογικά ύποπτη βλάβη

Τ1 Κηλίδες/πλάκες <10% της σωματικής επιφάνειας

Τ2 Κηλίδες/πλάκες >10% της σωματικής επιφάνειας

Τ3 Δερματικοί όγκοι (>1εκ.)

Τ4 Ερυθροδερμία

	Λεμφαδένες (Nodes – N)
N0 Μη ψηλαφητοί λεμφαδένες

Ν1 Λεμφαδενοπάθεια/ Dutch1 ιστολογίας (ανεξαρτήτου κλωνικότητα)

Ν2 Λεμφαδενοπάθεια/ Dutch2 ιστολογίας  

Ν3 Λεμφαδενοπάθεια/ Dutch3-4 ιστολογίας (θετικός ή αρνητικός κλώνος)

ΝΧ Λεμφαδενοπάθεια (δεν χρειάζεται ιστολογική επιβεβαίωση)

	Συμμετοχή Αίματος (Blood involvement – B)
B0 Άτυπα Sezary κύτταρα <5% των λεμφοκυτ. (θετικός ή αρνητικός κλώνος)

Β1 Άτυπα Sezary κύτταρα >5% των λεμφοκυτ. (θετικός ή αρνητικός κλώνος)

Β2 >1000 κύτταρα Sezary, με θετικό κλώνο

	Εσωτερικές μεταστάσεις (Metastisis to viscera – M)
Μ0 Χωρίς εσωτερικές μεταστάσεις

Μ1 Μεταστάσεις με ιστολογική επιβεβαίωση


Πίνακας 3.3: Κλινική σταδιοποιήση κατά ISCL/EORTC
(Ανατύπωση: Robert Marcus, 2014)
	Κλινικό στάδιο
	TNΜΒ

	ΙΑ

	Τ1Ν0Μ0Β0

	ΙΒ
	Τ2Ν0Μ0Β0

	ΙΙΑ
	Τ1-2Ν1Μ0Β0

	ΙΙΒ
	Τ3Ν0-1Μ0Β0

	ΙΙΙA
	Τ4Ν0-2Μ0Β0

	IIIB
	Τ4Ν0-2Μ0Β1

	IVA1
	Τ1-4Ν0-2Μ0Β2

	IVA2
	Τ1-4Ν3Μ0Β0-2

	IVB
	Τ1-4Ν0-3Μ1Β0-2


Με βάση το σύστημα κατάταξης ISCL/EORTC, πραγματοποιείται και η σταδιοποίηση των λεμφωμάτων σε 4 βασικά στάδια με υποκατηγορίες στάδια (Πίνακας 3.3) [4].
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3.2.1.1 Σπογγόειδης Μυκητίαση 
Η Σπογγοειδής Μυκητίαση (ΣΜ - Mycosis Fungoides, MF) αποτελεί το συνηθέστερο Τ-λέμφωμα του δέρματος και στα αρχικά στάδια της εμφανίζεται με χαρακτηριστικές κηλίδες ή πλάκες και με την μορφή όγκων στα προχωρημένα. Οι βλάβες εντοπίζονται στην επιδερμίδα και το χόριο, ηλιοπροστατευόμενων περιοχών και χαρακτηρίζονται από διήθηση κυρίως μικρών και μέσου μεγέθους άτυπων Τ λεμφοκυττάρων, με εγκεφαλοειδή πυρήνα[4] [35] [37]. Είναι λεμφώματα χαμηλής κακοήθειας με αργή εξέλιξη και σε περίπτωση έγκαιρης διάγνωσης παρουσιάζει καλά ποσοστά επιβίωσης. 

Όσο αφορά τα επιδημιολογικά χαρακτηριστικά η ΣΜ προσβάλει 3/1.000.000 ανθρώπους κάθε έτος με βασική ομάδα άτομα μέσης ηλικίας (50-60 ετών), ενώ οι άνδρες υπερέχουν των γυναικών (2/1) [4] . 
Η ΣΜ αρχικά εντοπίζεται στο δέρμα και εκδηλώνεται είτε ως εξάνθημα με ερυθηματώδεις κηλίδες ή πλάκες με απολέπιση, είτε ως επιδερμική ατροφία, είτε μη ειδική χρόνια δερματίτιδα, είτε γενικευμένο ερυθρόδερμα [4] .  Ο κνησμός και η ξηροδερμία, ποικίλης έντασης, αποτελούν βασικά χαρακτηριστικά της[38].
Τα χαρακτηριστικά δερματικά εξανθήματα στα αρχικά στάδια της ΣΜ μπορούν να μπερδέψουν την διάγνωση του κλινικού γιατρού, διότι ομοιάζουνε με άλλες κοινές δερματικές παθήσεις, όπως η ψωρίαση, παραψωρίαση, έκζεμα, φωτοδερματίτιδα και φαρμακευτικές δερματοπάθειες. Έτσι σε πολλές περιπτώσεις για να τεθεί η διάγνωση είναι απαραίτητη η λήψη πολλαπλών δερματικών βιοψιών. 
Μετά την αρχική εντόπιση και καθώς η νόσος εξελίσσεται με αργούς ρυθμούς, προσβάλει τους λεμφαδένες και στα τελικά στάδια αυτής καταλαμβάνει και όργανα, πχ πνεύμονες, σπλάχνα, γαστρεντερικό σωλήνα και σπανίως το ΚΝΣ[4]. Η εξελικτική πορεία της νόσου μπορεί να περιγραφεί σε τρία στάδια[39] (Εικόνα 3.1):
I. Προμυκητιασικό στάδιο, με έντονο κνησμό και αρχικά εντοπισμένο ερυθρηματολεπιδώδες εξάνθημα που στην συνέχεια επεκτέινεται.

II. Διηθημένες και οριοθετημένες πλάκες

III. Παρουσία όγκων
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Εικόνα 3.1: Μοντέλο της μοριακής μετατροπής της ΣΜ. Αλλαγές σε φαινοτυπικές λειτουργικές ιδιότητες των νεοπλασματικών κυττάρων στην πορεία εξέλιξης του όγκου. (Ανατύπωση: Jones D., 2010)
Για την διάγνωση της νόσου είναι απαραίτητη η βιοψία δέρματος, από την πάσχουσα περιοχή. Η λήψη γίνεται χειρουργικά με διότι απαιτείται ολικού πάχους δέρμα, καθώς τα παθογόνα κύτταρα εντοπίζονται στην επιδερμίδα και στο ανώτερο χόριο αυτής. Σε αρκετές περιπτώσεις είναι αναγκαία η λήψη επανειλημμένων βιοψιών, ώστε να γίνει διαφοροδιάγνωση της από άλλες νόσους με παρόμοια κλινικά χαρακτηριστικά[4].
Τα τυπικά παθολογικά κύτταρα της ΣΜ παρουσιάζουν ανοσοφαινότυπο παρόμοιο με αυτό των Τ-βοηθητικών λεμφοκυττάρων (CD4+), δηλαδή είναι CD2+, CD3+, CD4+, CD5+, CD45RO+,TCRαβ+, CD7-, CD8- και CD25- [4] [36]. Σε λιγότερο συχνές περιπτώσεις ο δείκτης CD25 είναι θετικός (60%), ενώ σπάνια έχουμε εμφάνιση του CD8 ή του TCRγδ ή του CD30[37]. Συχνά σε προχωρημένα στάδια της ΣΜ εμφανίζεται επιπλέον και το δερματικό λεμφοκυτταρικό αντιγόνο (Cuntaneous Lymphocyte Antigen, CLA) και ο skin-homing receptor CCR4[41].

Εκτός της βιοψίας δέρματος ενδέχεται να πραγματοποιηθεί και βιοψία λεμφαδένων στην περίπτωση που αυτοί έχουν διηθηθεί από τα κύτταρα της νόσου και έχουν μέγεθος >1,5εκ. 
Η θεραπευτική αντιμετώπιση της ΣΜ αποτελεί μια δύσκολή διαδικασία στην οποία εμπλέκονται πολλοί παράγοντες και για αυτό και δεν υπάρχει στην διεθνή βιβλιογραφία ένας αλγόριθμός αντιμετώπισης αυτής[35]. Για την επιλογή του καλύτερου θεραπευτικού σημαντικό ρόλο παίζει το στάδιο της νόσου.

Στην περίπτωση που η έναρξη της θεραπείας πραγματοποιηθεί στα αρχικά στάδια της νόσου, τότε αυτή στοχεύει τις δερματικές βλάβες σε τοπικό επίπεδo, ενώ στα προχωρημένα στάδια χορηγούνται συστηματικά θεραπευτικά σχήματα [4] [35].
3.2.1.2 Σύνδρομο Sezary
Το Σύνδρομο Sezary (Sezary Syndrome, SS) αποτελεί το 3% του συνόλου των Τ-δερματικών λεμφωμάτων, ενώ μαζί με την Σπογγοειδή μυκητίαση αγγίζουν το ποσοστό του 65%[35] [43]. Η νόσος χαρακτηρίζεται από μια τριάδα συμπτωμάτων που αποτελούν και τα κριτήρια διάγνωσης της. Πρώτον εμφανίζεται γενικευμένη ερυθροδερμία που εκτείνεται σε >80% της σωματικής επιφάνειας, δεύτερον χαρακτηρίζεται από ποικίλης εικόνας περιφερική λεμφαδενοπάθεια και τρίτον παρουσία παθολογικών Τ-λεμφοκυττάρων στο περιφερικό αίμα που ονομάζονται κύτταρα Sezary [35] [44] (Εικόνα 3.2). Τα κύτταρα αυτά εμφανίζουν χαρακτηριστική μορφολογία, είναι μονοπύρηνα με εγκεφαλοειδείς πυρήνες, διάμετρο 12-22μ και ελάχιστο κυτταρόπλασμα. Για την διάγνωση της νόσου απαιτούνται τουλάχιστον 1000 Sezary κύτταρα/ mm3 περιφερικού αίματος ή απαιτείται τα Sezary κύτταρα να αποτελούν >20% του συνόλου των κυκλοφορούντων λεμφοκυττάρων[44] [45].
Τα παθολογικά κύτταρα της SS εμφανίζουν παρόμοιο ανοσοφαινότυπο με τα κύτταρα της ΣΜ με την βασική διαφορά ότι είναι θετικά για το CD158k και την βιμεντίνη[4]. Επιπλέον παρατηρείται αύξηση των CD4+ κυττάρων με ανώμαλο ανοσοφαινότυπο (>40% CD4+/CD7-, >30% CD4+/CD26-) με ταυτόχρονη αναδιάταξη του TCR υποδοχέα καθώς και επηρεάζεται η αναλογία CD4/CD8 (≥ 10) [35] [45]. Τέλος, έχουμε απώλεια τουλάχιστον ενός από του φυσιολογικούς Τ κυτταρικούς δείκτες CD2, CD3, CD5, CD7 και CD26[4] [45]. 
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Εικόνα 3.2: Χαρακτηριστικό κύτταρο Sezary με εγκεφαλοειδή πυρήνα. (Πηγή:http://www.wadsworth.org/chemheme/heme/glass/slide_015_sezary.htm )
Άλλα κλινικά χαρακτηριστικά που εμφανίζονται στο SS, εκτός της ερυθροδερμίας, είναι η λεπτή απολέπιση, η αλωπεκία, η πελματοπαλαμιαία υπερκεράτωση με ρωγμές, η ονυχοδυστροφία και ο επίμονος κνησμός[35] [45]. 
Η θεραπευτική προσέγγιση του SS είναι όμοια με της ΣΜ, με την διαφορά ότι το SS παρουσιάζει πτωχή πρόγνωση, με 5ετή επιβίωση 10-20% των ασθενών[46]. 
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3.2.2.1 Πρωτοπαθές δερματικό αναπλαστικό λέμφωμα

Το Πρωτοπαθές δερματικό αναπλαστικό λέμφωμα ανήκει στην κατηγορία των CD30+ λεμφωμάτων της κατάταξης του ΠΟΥ. Εμφανίζεται κυρίως σε ενήλικες με δερματικές βλάβες εντοπισμένες στο δέρμα και έχει ευνοϊκή πρόγνωση[35] [44].  

Κλινικά οι δερματικές αλλοιώσεις μπορεί να εμφανίζονται είτε ως μονήρεις βλάβες (πλάκες ή κηλίδες) είτε ως ομάδα μεγάλων συμπαγών σκληρών όγκων με εξελκώσεις. Η προσβολή δεν εντοπίζεται στην επιδερμίδα, αλλά εκτείνεται στο επιπολής και εν τω βάθη χόριο, καθώς και τον υποδόριο ιστό[4].

Τα κύτταρα που εμπλέκονται είναι μεγάλα βλαστικά, με μεγάλο και ανώμαλο πυρήνα, πολλά πυρήνια και διαθέτουν άφθονο ωχρό κυτταρόπλασμα[44]. Από την πλευρά του ανοσοφαινότυπου τα κύτταρα αυτά εκφράζουν κυτταρικούς δείκτες των ώριμων CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων. Κλασικός ανοσοφαινόπυπος των κυττάρων αυτών είναι: CD3+, CD4+, CD8-, CD7-, CD5+/-, CD2+, CD25+, CD56-, CD16-, CD57-, CD10-, ενώ ένα ποσοστό που ξεπερνά το 75% αυτών είναι CD30+. Επίσης με την ανοσοϊστοχημική μελέτη ανιχνεύουμε και έκφραση κυτταροτοξικών πρωτεϊνών όπως TIA-1, granzymeB και perforin[36][41].
Λόγω της χρωμοσωμικής μετάθεσης στο (2;5)(p23;q35) δεν εκφράζεται η πρωτεΐνη ALK (Anaplastic Lymphoma kinase), καθώς και το επιθηλιακό μεμβρανικό αντιγόνο EMA (Epithelial Membrane Antigen). Τέλος, με μοριακές τεχνικές ανιχνεύουμε αναδιάταξη του TCR υποδοχέα[35][44].

Η θεραπεία που ακολουθείται στο πρωτοπαθές αναπλαστικό λέμφωμα είναι αρχικά, είτε η χειρουργική αφαίρεση των αλλοιώσεων, είτε η τοπική ακτινοβολία, είτε ο συνδυασμός αυτών[4]. Στις περιπτώσεις εξωδερματικής νόσου συνίσταται η χορήγηση χημειοθερατευτικού σχήματος με συνδυασμό CHOP. Το πρωτοπαθές αναπλαστικό λέμφωμα εμφανίζει μεγάλη τάση για υποτροπή, αλλά αποτελεί λέμφωμα με ευμενή πρόγνωση, 90-95% των ασθενών παρουσιάζουν 5ετή επιβίωση[44].
3.2.2.2 Λεμφωματοείδης Βλατίδωση

Πρόκειται για ένα χρόνια λεμφοϋπερπλαστικό CD30+ λέμφωμα, αυτοπεριοριζόμενο που εμφανίζεται κυρίως σε ενήλικες και ηλικιωμένους. Εμφανίζεται ως πολλαπλές δερματικές βλατιδονεκρωτικές βλατίδες, πλάκες ή οζίδια (<3εκ.) με κύρια εντόπιση τον θώρακα, την κοιλία και τα άκρα (παλάμες, πέλματα). Ένα από τα κύρια γνώρισμα της νόσου αποτελεί ο αυτοπεριοριστικός χαρακτήρας, με εναλλαγή αυτόματων υποχωρήσεων και επανεμφανίσεων αυτής[4] [35] [47]. Ιστολογικά η λεμφωματοειδής βλατίβωση χωρίζεται σε 3 υποτύπους.
Στις δερματικές αλλοιώσεις εμφανίζονται διάσπαρτα ή σε συστάδες μεγάλα άτυπα κύτταρα που είναι πολυπύρηνα, CD30+ είτε ομοιάζουν με τα Reed-Sternberg[46]. Όσο αφορά τον ανοσοφαινότυπο, παρουσιάζουν δείκτες ώριμων Τ CD4+ λεμφοκυττάρων, με CD3+, CD7-, CD8-, CD25+ (μόνο στον τύπο Α), ενώ σε πολλές περιπτώσεις παρατηρείται απώλεια ενός παν-Τ αντιγόνου CD2 ή/και CD5. Επίσης εκφράζουν πρωτεΐνες κοκκίων και είναι TIA+, Perforin+, Granzyme B + και με μοριακές τεχνικές ανευρίσκεται αναδιάταξη του TCR υποδοχές σε 40% των ασθενών[44][47].
Τα θεραπευτικά σχήματα που χρησιμοποιούνται έχουν στόχο μόνο τις νεκρωτικές βλάβες και εφαρμόζονται σε τοπικό επίπεδο. Χορηγούνται σε τοπικό επίπεδο στα αρχικά στάδια στεροείδη, ενώ σε προχωρημένο προτιμάται η μεθοτρεξάτη, τα ρετινοειδή και η ιντερφερονη ως επιθετικότερο θεραπευτικό σχήμα[35]. Η χημειοθεραπεία αντενδείκνυται[47]. Τέλος, έχει πολύ καλή πρόγνωση με ποσοστό 100% των ασθενών να έχουν 5ετή επιβίωση[48].
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Τα περιφερικά Τ-κυτταρικά λεμφώματα συχνά εμφανίζονται στο δέρμα είτε ως πρωτογενή είτε ως δευτερογένη εντόπιση. Στη κατηγορία των σπάνιων πρωτοπαθών περιφερικών δερματικών Τ-κυτταρικών λεμφωμάτων εντάσσονται 3 οντότητες σύμφωνα με την κατάταξη του ΠΟΥ το 2008.
1. Πρωτοπαθές δερματικό γδ Τ-κυτταρικό λέμφωμα

2. Πρωτοπαθές δερματικό CD8+, επιθετικό επιδερμοτροπικό, Τ-κυτταρικό λέμφωμα

3. Πρωτοπαθές δερματικό CD4+, Τ-κυτταρικό λέμφωμα από μικρά/ μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα
Οι δύο τελευταίες οντότητες θεωρούνται προσωρινές και θα πρέπει να δίνεται έμφαση κατά την διάγνωση τους λόγω της όμοιας κλινικής τους εικόνας με την ΣΜ.
3.2.3.1 Πρωτοπαθές δερματικό γ/δ Τ-κυτταρικό λέμφωμα
[image: image15.emf]Πρόκειται για ένα λέμφωμα που χαρακτηρίζεται κλωνικό πολλαπλασιασμό γ/δ Τ-λεμφοκύτταρων με κυτταροτοξικό φαινότυπο. Σε αυτή την κατηγορία εντάσσονται περιπτώσεις που προηγουμένως είχαν κατηγοριοποιηθεί ως Τ-λέμφωμα τύπου υποδερματίτιδας με γ/δ φαινότυπο. 
Εικόνα 3.3: Κλινική παρουσίαση διαφόρων περιστατικών πρωτοπαθούς δερματικού γ/δ T-κυτταρικού λεμφώματος. Α. (πανω αριστερά) Πλάκα που ομοιάζει με σπογοειδή μυκητίαση, Β. (πάνω δεξιά) Πολλαπλοί ροζ όγκοι εντοπισμένοι στο άνω άκρο, Γ. Χαρακτηριστικό εξάλκωμα, Δ. Υποδόρια σκληρά οζίδια εντοπισμένα στο μήρο. (Ανατύπωση: Jorge R. Et al. 2000)
Από επιδημιολογικής πλευράς αποτελεί μια σπάνια οντότητα, που αντιπροσωπεύει το 1% όλων των Τ-κυτταρικών λεμφωμάτων. Η πλειονότητας των περιστατικών αφορούσαν ενήλικές, χωρίς να εμφανίζει κάποια προτίμηση ως προς το φύλο.
Η κλινική εικόνα της νόσου εμφανίζει μεγάλη ετερογένεια. Εκδηλώνεται  κυρίως ως πλάκες/κηλίδες που παρουσιάζουν έντονο επιδερμοτροπισμό. Μερικοί ασθενείς εμφανίζουν δερματικούς ή υποδόριους όγκους, με ή χωρίς παρουσία επιδερμικής νέκρωσης και εξελκώσεων. Οι δερματικές αλλοιώσεις εμφανίζουν προτιμότερη θέση προσβολής τα άκρα, αλλά η παρουσία και διάδοση τους σε εξωλεμφαδενικές θέσεις είναι συχνό φαινόμενο (Εικόνα 3.3). Σε αντίθεση με άλλα λεμφώματα δεν έχουμε εμπλοκή των λεμφαδένων, του σπλήνα ή του μυελού των οστών[49][51][52].
Από μορφολογικής άποψης διακρίνεται τρεις ιστολογικοί τύποι που είναι παρόντες στο δέρμα: επιδερμοτρομικός, δερματικός και υποδόριος τύπος. Αποτελεί συχνό φαινόμενο η παρουσία περισσότερων του ενός ιστολογικού τύπου στον ίδιο ασθενή. Τα εμπλεκόμενα κύτταρα είναι μεγάλου μεγέθους με εμφανή σωμάτια χρωματίνης, ενώ ανοσοφαιντυπικά χαρακτηρίζονται ως βF1-, CD3+, CD2+, CD5-, CD7+/-, CD56+ και ισχυρή έκφραση κυτταροτοξικών πρωτεϊνών[51].
Χαρακτηριστικό γνώρισμα της οντότητας αποτελεί και η κλωνική αναδιάταξη της γ και δ αλυσίδας του Τ-κυτταρικού υποδοχέα (TCR-γ, TCR-δ)[51].
Η νόσος αυτή είναι ανθεκτική σε χημειοθεραπευτικά σχήματα με ή χωρίς συνδυασμό ακτινοβολίας και έχει πολύ κακή πρόγνωση με μέτρια επιβίωση που αγγίζει τους 15μήνες.
3.2.3.2 Πρωτοπαθές δερματικό CD8+, επιδερμοτροπικό επιθετικό                Τ-κυτταρικό λέμφωμα

Είναι μια προσωρινή οντότητα της κατηγορίας των πρωτοπαθών δερματικών λεμφωμάτων της ταξινόμησης του Παγκοσμίου Οργανισμού Υγείας όπως αυτή ανακοινώθηκε το 2008. Χαρακτηρίζεται από κυριαρχία CD8+ κυτταροτοξικών Τ-λεμφοκυττάρων (Εικόνα 3.4) με επιθετική κλινική συμπεριφορά. 
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Εικόνα 3.4: Ανοσοϊστοχημική χρώση δείχνει κυριαρχία από CD8 Τ-λεμφοκύτταρα της διήθηση. (Ανατύπωση: Aydi et al., 2012)
Είναι μια σπάνια οντότητα που εμφανίζεται σε ποσοστό μικρότερο του 1% του συνόλου των πρωτοπαθών δερματικών λεμφωμάτων.
Κλινικά εμφανίζεται με δερματικές αλλοιώσεις (τοπικές ή γενικευμένες), όπως βλατίδες, οζίδια και όγκους, με εξάλκωση και νέκρωση ή επιφανειακές πλάκες ή κηλίδες με υπερκεράτωση. 
Τα εμπλεκόμενα κύτταρα ανοσοφαινοτυπικά εκφράζουν βF1, CD3+, CD8+, granzyme B+, perforin+, TIA1+, CD45RA+/-, CD45RO-, CD2-, CD4-, CD5- καιCD7+/- . Ενώ, στα νεοπλασματικά κύτταρα ανιχνεύονται κλωνική αναδιατάξεις του TCR υποδοχέα.

Η οντότητα αυτή έχει συχνά επιθετική κλινική πορεία με μεσαίου βαθμού επιβίωση, που κυμαίνεται στους 32 μήνες. 
3.2.3.3 Πρωτοπαθές δερματικό CD4+, Τ-κυτταρικό λέμφωμα από μικρά/ μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα
· Γενικά Στοιχεία

H έννοια του πρωτοπαθούς δερματικού λεμφώματος από μικρά και μεσαίου μεγέθους λεμφοκύτταρα είχε αρχίσει να εμφανίζεται από τις αρχές της δεκαετείας του 1990. Την εποχή εκείνη η αναθεωρημένη ταξινόμηση του Κιελίου εφαρμόστηκε στα πρωτοπαθή δερματικά λεμφώματα που δεν πληρούσαν τα κριτήρια κατάταξης τους είτε ωε σπογγοειδής μυκητίαση είτε ως σύνδρομο Sezary. Οι μελέτες αυτέ έδειξαν ότι οι λεμφικές διηθήσεις που αποτελούνταν από μικρά πλειομορφικά λεμφοκύτταρα είχαν ευνοϊκότερη πρόγνωση από εκείνες που κυριαρχούσαν τα μεγάλα πλειομορφικά κύτταρα. Εν συνεχεία, στην κατηγορία με τα λεμφώματα από μικρά πλειομορφικά λεμφοκύτταρα εντάχτηκαν και οι περιπτώσεις με μεσαίου μεγέθους λεμφοκυττάρα, με αποτέλεσμα να αποτελέσουν μια κοινή κλινική οντότητα[57].
To πρωτοπαθές CD4+ δερματικό λέμφωμα από μικρά και μεσαίου μεγέθους λεμφοκύτταρα (Cutaneous small-medium sized T-cell lymphoma – CSMTCL) αποτελεί μια προσωρινή οντότητα που εισήγαγε ο ΠΟΥ στην κατηγορία των πρωτοπαθών λεμφωμάτων του δέρματος. Αυτό χαρακτηρίζεται από την επικράτηση μικρών και μεσαίων κυττάρων CD4+ πλειομορφικών λεμφοκυττάρων, εξού και η ονομασία του, χωρίς ιστορικό εμφάνισης πλακών ή κηλίδων τυπικών για ΣΜ[27] [52]. 
Τόσο η ΣΜ, όσο και το Σύνδρομο Sezary αποτελούν λεμφώματα του δέρματος που χαρακτηρίζονται με κυριαρχία CD4+ μικρών και μεσαίων κυττάρων, με αποτέλεσμα την δυσκολία διαφοροδιάγνωσης τους με το CSMTCL. Αυτό επιτυγχάνεται μόνο με πλήρη κλινικό έλεγχο του ασθενούς. Στο παρελθόν περιπτώσεις CSMTCL με όμοια κλινικά και ιστολογικά χαρακτηριστικά, έχουν διαγνωστεί ως «ιδιοπαθές ψευδο-Τ-κυτταρικό λέμφωμα», «ψευδο-λεμφοματώδης θυλακίτιδα», «δερματική λεμφική υπερπλασία» και «μονοκλωνική άτυπη Τ-κυτταρική υπερπλασία». Επιπλέον και περιπτώσεις επιθετικών δερματικών κυτταροτοξικών λεμφωμάτων είναι δυνατόν να παρουσιαστούν μικρά/μεσαίου μεγέθους πλειομορφικά κύτταρα, δημιουργώντας μεγαλύτερη σύγχυση[51].
Αν και η οντότητα έχει εισαχθεί από τον ΠΟΥ, υπάρχουν ακόμα αμφιβολίες ως προς την ύπαρξη, τον ορισμό και την ταξινόμηση αυτής. Για τους προαναφερθέντες λόγους, η διάγνωση του πρωτοπαθούς δερματικού λεμφώματος από μικρά/μεσαίου μεγέθους κύτταρα θα πρέπει να περιορίζεται αποκλειστικά στις περιπτώσεις ασθενών που παρουσιάζουν[51]:
· Απουσία άλλων βλαβών ή/και ιστορικό ΣΜ

· Οζωδης ή διάχυτες διηθίσεις μικρών/μεσαίου μεγέθους πελιομορφικών (μονοκλωνικών) Τ λεμφοκυττάρων με παρουσία πολλών αντιδραστικών κυττάρων

· Απουσία επιδερμοτροπισμού

· Τ-λεμφοκύτταρα TCRαβ+

· Απουσία εκφρασης CD30 
· Κλινική Εικόνα

Το πρωτοπαθές CD4+ λέμφωμα από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα αντιπροσωπεύει περίπου το 2-3% του συνόλου των πρωτοπαθών Τ λεμφωμάτων του δέρματος. Η νόσος εμφανίζεται σε όλες τις ηλικιακές ομάδες, ακόμα και παιδιά, ενώ στην πλειοψηφία των ασθενών είναι ενήλικες (50-70ετή), χωρίς σαφή προτίμηση φύλου. Οντότητα εκδηλώνεται  ως μονήρες οζίδιο ή πλάκα ή κηλίδα κυρίως στην περιοχή της κεφαλιής, του αυχένα και του ανώτερου τμήματος του κορμού (Εικόνα 3.5). Συνήθως οι ασθενείς είναι ασυμπωματικοί, με ανίχνευση μονήρους δερματικής βλάβης ως αποκλειστική εκδήλωση. Ενώ άλλες εντοπίσεις και γενικευμένες βλάβες καθώς και εμφάνιση μεγάλων όγκων ή πολλαπλών βλαβών δεν είναι συνηθισμένη [27][51][52]. 
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Η κλινική πορεία των βλαβών ποικίλει. Μπορεί να έχουν ξαφνική εμφάνιση, γρήγορή ανάπτυξη εντός ολίγων μηνών, σταδιακή αύξηση με την πάροδο των ετών, σταθερή πορεία με ελάχιστες αλλαγές, υποχώρηση εντός ολίγων εβδομάδων-ετών ή και αυτόματη εξαφάνηση (Εικόνα 3.6)[57]. 
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Εικόνα 3.5: Πωτοπαθές δερματικό CD4+ λέμφωμα από μικρά/μέσου μεγέθους κύτταρα που εκδηλώνονται ως μονήρες οζίδιο στην περιοχή της μύτης. (Ανατύπωση: Cerroni, 2009)
Εικόνα 3.6: Α)Μονήρες δερματικό οζίδιο εξωτερικά της δεξιάς παρειάς με λεία και γυαλιστερή επιφάνεια, Β) Πλήρης υποχώρηση της δερματικής αλλοίωσης μετά το πέρας 6 εβδομάδων. (Ανατύπωση: Messeguer F., 2011)
· Ιστολογικά Χαρακτηριστικά
Το λέμφωμα αυτό παρουσιάζει πυκνές διάχυτες ή οζώδεις διηθήσεις από άτυπα κύτταρα που εντοπίζονται κυρίως στο χόριο και τον υποδόριο ιστό. Η διήθηση συχνά επεκτείνετε από τον υποδόριο ιστό σε άλλες κυτταρικές δομές όπως οι σκελετικοί μύες και τα αιμοφόρα αγγεία, προκαλώντας τοπική καταστροφή[57]. Σε αντίθεση με άλλα Τ λεμφώματα του δέρματος, η νόσος αυτή δεν εμφανίζει επιδερμοτροπισμό, σε σπάνιες περιπτώσεις επίμονης εμφάνισης του πρέπει να γίνεται διαφοροδιάγνωση από ΣΜ (Εικόνα 3.8Α) [52].
Όπως και υποδηλώνει το όνομα της οντότητας η πλειονότητα των κυττάρων που ανευρίσκονται στις διηθήσεις είναι μικρά και μέσου μεγέθους πλειομορφικά λεμφοκύτταρα. Χαρακτηριστικό γνώρισμα της νόσου αποτελεί η παρουσία πολλών αντιδραστικών κυττάρων αναμιγμένα με τα νεοπλασματικά κύτταρα καθώς και παρουσία διάσπαρτων Β λεμφοκύτταρων, πλασματοκυττάρων, ιστιοκυττάρων και μακροφάγων στην περιοχή της βλάβης[51][52]. Επιπλέον στις περιοχές της βλάβης εντοπίζεται και ένας υποπλυθησμός μεγάλων άτυπων λεμφοκυττάρων με πλειομορφικό πυρήνα σε ποσοστό <30% του συνόλου των κυττάρων της διήθησης. Σε περίπτωση που τα κύτταρα αυτά είναι >30% τότε η οντότητα ταξινομείται καλύτερα ως πρωτοπαθές Τ-λέμφωμα του δέρματος μη περεταίρω τυποποιούμενο[57]. 
· Ανοσοφαινοτυπικά Χαρακτηριστικά

Τα παθολογικά λεμφοκύτταρα έχουν ανοσοφαινότυπο παρόμοιο με τα Τ-βοηθητικά λεμφοκύτταρα (TFH), δηλαδή είναι CD3+, CD4+, CD7+/-, CD45RO+, CXCL13+/- και Bcl6+ [53][54]. Στην περίπτωση που οι δερματικές αλλοιώσεις είναι διάχυτες-διάσπαρτες τα εμπλεκόμενα κύτταρα εμφανίζουν απώλεια ενός εκ των παν-Τ δεικτών CD2 ή CD5 ή και CD7, ενώ έχουμε και διάσπαρτους CD30 θετικούς ανοσοβλάστες (Εικόνα 3.7)[51]. 
Όπως αναφέρθηκε στις διηθήσεις συνυπάρχουν και Β-λεμφοκύτταρα που είναι CD20+ και κυμαίνονται σε ποσοστό 10-60% του συνόλου των 
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Εικόνα 3.7: Αλγόριθμος διαφορικής διάγνωσης ώριμων Τ-λεμφωμάτων του δέρματος με βάση τα ανοσοφαινοτυπικά τους χαρακτηριστικά. Παρατηρείται η πορεία για την διάγνωση του πρωτοπαθούς CD4+ δερματικού λεμφώματος από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα. (Ανατύπωση: Ομάδα Παθολογικής Ανατομικής Λεμφικού και Αιμοποιητικού Συστήματος [site] )

κυττάρων της διήθησης. Η οντότητα αυτή γενικά εκφράζει σε χαμηλά επίπεδα (5-30%) την πρωτεΐνη Ki-67, που αποτελεί δείκτη κυτταρικού πολλαπλασιασμού, αλλά έχουν αναφερθεί και σπάνιες περιπτώσεις που το ποσοστό ανέρχεται στο 50-70%[57]. Έχουν αναφερθεί περιπτώσεις με CD8+ 
φαινότυπο, οι οποίες θα πρέπει να αξιολογούνται προσεκτικά για την διάκριση τους από το πρωτοπαθές δερματικό επιθετικό επιδερμοτροπικό CD8+ λέμφωμα, καθώς αποτελούν δυο τελείως ξεχωριστές οντότητες[52]. 
Μια πρόσφατη μελέτη έδειξε ότι τα νεοπλασματικά κύτταρα εκφράζουν δείκτες, όπως PD-1 (Εικόνα 3.8Β,Ε), Bcl-6, ICOS και CXCL13 (Εικόνα 3.8ΣΤ)[55] που παρέχει σημαντικές πληροφορίες για την πιθανή κυτταρική προέλευση την οντότητας[57].
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Το  PD-1 (Programmed death-1) είναι μια πρωτεΐνη εκφράζεται στην κυτταρική μεμβράνη των θυλακιδών βοηθητικών Τ-λεμφοκυττάρων (TFH) που ανευρίσκονται στα βλαστικά κέντρα. Η πρωτεΐνη αυτή φαίνεται να ρυθμίζει αρνητικά την λειτουργία των Τ-λεμφοκυττάρων και την κυτταρική ανοσοβιολογική απόκριση ρυθμίζοντας την ανοσοβιολογική ανοχή[57].
 Εικόνα 3.7: Α) Πρωτοπαθές CD4 θετικό δερματικό λέμφωμα από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα, παρατηρείται πυκνή διήθηση από άτυπα μη-επιδερμοτροπικά λεμφοκύτταρα (Χρώση αιματοξυλίνης – εωσίνης x20). Β) Τα PD-1+ λεμφοκύτταρα διηθούν την επιδερμίδα. Γ) Η πλειονότητα των λεμφοκυττάρων είναι CD3 θετικά εκ των οποίων μερικά είναι μεγάλα και άτυπα. Δ) Προυσία πολλών αντιδραστικών CD20+ κυττάρων (x100). E) Ισχυρή έκφρασή του PD-1 από μεγάλα άτυπα κύτταρα. ΣΤ) Λίγα λέμφοκύτταρα CXCL13+ (Ανατύπωση: Soccorro M. R. Pinilla, and al. 2009)
Τα Bcl-6, ICOS και CXCL13 αποτελούν σημαντικούς μεσολαβητές του βλαστικού κέντρου. Το CXCL13 είναι μια χημειοτοκίνη που επάγει τον πολλαπλασιασμό των δενδριτικών κυττάρων του βλαστικού κέντρου (FDC) και διευκολύνει τη μετανάστευση των Β και τ λεμφοκυττάρων που εκφράζουν 
CXCR5 στο βλαστικό κέντρο[36]. Ο δείκτης Bcl-6 είναι μια πρωτεΐνη που εμπλέκεται στην διαφοροποίηση των TFH και των Β-κυττάρων του βλαστικού κέντρου καθώς και στον πολλαπλάσσμο των Β-κυττάρων. Ο ICOS (inducible T-cell costimulator) είναι αναγκαίος για τον σχηματισμό του βλαστικού κέντρου και την διαφοροποίηση των TFH κυττάρων.
Η έκφραση των δεικτών αυτών δείχνει ότι τα νεοπλασματικά κύτταρα της οντότητας έχουν ανοσοφαινότυπο όμοιο με αυτό των θυλακιδών βοηθητικών Τ-λεμφοκυττάρων (TFH), τα οποία απαιτούνται για τον σχηματισμό του βλαστικού κέντρου και την διέγερση του πολλαπλασιασμού και της διαφοροποίησης των Β-κυττάρων. Με βάση αυτό μπορούμε να εξηγήσουμε την παρουσία πολυάριθμων Β-κυττάρων που ανευρίσκονται στις διηθήσεις αυτού το Τ-κυτταρικού λεμφώματος[57]. 
Τέλος, οι τρεις αυτοί κυτταρικοί δείκτες μπορούν να παρέχουν πληροφορίες που θα βοηθήσουν στην διάγνωση του πρωτοπαθούς CD4+ δερματικού λεμφώματος από μικρά/μέσου μεγέθους κύτταρα και την διάκριση του από άλλα πρωτοπαθή δερματικά λεμφώματα όπως η σπογγοειδής μυκητίαση και το λέμφωμα μη περεταίρω τυποποιούμενο. 
· Κυτταρογενετικά Ευρήματα

 Ενώ από μοριακής άποψης η νόσος εμφανίζει αναδιάταξη του TCR υποδοχέα. Ο ανώμαλος φαινότυπος των Τ λεμφοκυττάρων και η κλωνικότητα τους αποτελούν χρήσιμο κριτήριο για την διαφοροποίηση του πρωτοπαθούς δερματικού λεμφώματος από μικρά-μέσου μεγέθους CD4+ λεμφοκύτταρα από τον ψευδο-Τ κυτταρικό λέμφωμα που μπορεί να εμφανίζεται επίσης με μονήρης πλάκες ή οζίδια[52].
· Πορεία και Θεραπεία
Πρόκειται για ένα Τ-λέμφωμα του δέρματος με βραδεία εξελικτική πορεία και αρκετά ευνοϊκή πρόγνωση για περιπτώσεις με τοπικές αλλοιώσεις με 5ετή επιβίωση σε ποσοστό 80%. Το γεγονός αυτό έχει ωθήσει κάποιους να θεωρούν ότι η οντότητα αποτελεί μια μορφή αντιδραστικής λεμφικής υπερπλασίας (Τ-ψευδολέμφωμα) παρά ένα πραγματικό λέμφωμα. Ενώ σε διάσπαρτες αλλοιώσεις ή πολλαπλές βλάβες ο βαθμός επιθετικότητας και η πρόγνωση είναι μέτριες. 
Ως αρχική θεραπευτική προσέγγιση προτιμάται η τοπική χειρουργική αφαίρεση ή ακτινοβολία των αλλοιώσεων, ενώ εν συνεχεία σε προχωρημένα στάδια της νόσου με πολλαπλές βλάβες δίδονται ειδικοί χημειοθεραπευτικοί συνδυασμοί[52].
Έχουν αναφερθεί περιπτώσει ασθενών με CSMTCL που ακολουθούσαν όμως πιο επιθετική πορεία με μέση επιβίωση τους 23 μήνες παρά την χορήγηση χημειοθεραπευτικών σχημάτων. Οι ασθενείς αυτοί παρουσιάζουν κάποια ιδιαίτερα χαρακτηριστικά, όπως η ταχεία ανάπτυξη των αλλοιώσεων και το μεγάλο μέγεθος αυτών, ο υψηλός δείκτης πολλαπλασιασμού που οδηγεί σε μειωμένη έκφραση του CD4 και λιγότερα συνοδά κύτταρα (Β-λεμφοκύτταρα, πλασματοκύτταρα, εωσινόφιλα, ιστιοκύτταρα, CD8+ κύτταρα) στις διηθήσεις. Για της σπάνιες αυτές περιπτώσεις θα πρέπει να πραγματοποιηθούν περεταίρω μελέτη, ώστε να γίνει πλήρως κατανοητή η διαφορετικός βαθμός επιθετικότητας τους[57]. 
· Διαφοροδιάγνωση
Η οντότητα αυτή εμφανίζει πολλά χαρακτηριστικά που ανευρίσκονται και σε άλλες δερματικές λεμφικές οντότητες, για αυτό τον λόγο θα πρέπει να πραγματοποιείται διαφορική διάγνωση από αυτές σε ιστολογικό και μοριακό επίπεδο. 

Για να τεθεί η διάγνωση της νόσου θα πρέπει πρώτον να ανευρίσκονται αντιδραστικά κύτταρα στην περιοχή της λεμφικής διήθησης και συγκεκριμένα ιστιοκυττάρα και εωσινόφιλα που αποτελεί ένα γνώρισμα της νόσου, χωρίς όμως να είναι αποκλειστικό χαρακτηριστικό της. Στην περίπτωση αυτή η διάκριση είναι ιδιαίτερα δύσκολη όταν ο βαθμός ατυπίας των νεοπλασματικών κυττάρων είναι παρόμοιος με αυτό των ενεργοποιημένων Τ λεμφοκυττάρων. Δεύτερον, έχουμε απώλεια ενός εκ των παν-Τ-κυτταρικών αντιγόνων, αν και αποτελεί σπάνιο εύρημα. Τρίτον η μελέτη της Τ-κλωνικότητας με την έννοια της ανίχνευση κλωνικών αναδιάταξών του TCR υποδοχέα με την μέθοδο της PCR. 

Άλλος ένας σημαντικός λόγος, που καθιστά αναγκαία την διάκριση της οντότητας από άλλα πρωτοπαθή δερματικά λεμφώματα, είναι η σημαντική διαφορά που εμφανίζει ως προς τον προγνωστικό τομέα[56].

Διαφορική διάγνωση με ομοιάζουσες οντότητες[57].
· Τ-κυτταρικό ψευδολέμφωμα (Αντιδραστική λεμφική υπερπλασία)

Είναι μια ετερογενής οντότητα που εκδηλώνεται με δερματικές διηθήσεις στις οποίες ανευρίσκονται Β ή/και Τ παθολογικά λεμφοκύτταρα. Τα κύτταρα που κυριαρχούν είναι μικρά και μέσου μεγέθους CD4+ Τ-λεμφοκύτταρα, συχνά αναμιγμένα με πολυκλωνικά Β-κύτταρα, πλασματοκύττρα, εωσινόφιλα, και ιστιοκύτταρα. Τα χαρακτηριστικά αυτά ανευρίσκονται και στο πρωτοπαθές CD4+ λέμφωμα από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα, με αποτέλεσμα να είναι δύσκολη η διαφορική διάγνωση τους. Δεν υπάρχουν μορφολογικά κριτήρια που να μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την διάκριση των δυο οντοτήτων.
Ανοσοϊστοχημικά ευρήματα, όπως η απώλεια παν-Τ κυτταρικών δεικτών, συμπεριλαμβανομένων CD2, CD5 και CD7, καθώς και η μοριακή ανίχνευση της αναδιάταξης του Τ κυτταρικού υποδοχέα, ευνοούν στην υπέρ πρωτοπαθούς CD4 δερματικού λεμφώματος από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα. Σε αντίθεση, το ψευδολέμφωμα παρουσιάζει απώλεια του CD7 και λιγότερο συχνά του CD5 καθώς και αναδιάταξη του TCR υποδοχέα. Κύτταρα PD-1 και CXCl13 θετικά ανευρίσκονται και στις δυο οντότητες. Ωστόσο, στο ψευδολέμφωμα τα TFH κύτταρα τείνουν να έχουν μικρότερο μέγεθος, να μην σχηματίζουν ψευδοροζέτες και να περιορίζονται στα βλαστικά κέντρα. Λόγω των πολλών κοινών χαρακτηριστικών που εμφανίζουν οι οντότητες η διαφορική τους διάγνωση πρέπει να βασίζεται σε προσεκτική μελέτη ιστολογικών, ανοσοφαινοτυπικών και μοριακών χαρακτηριστικών.
· Σπογγοειδής Μυκητίαση
Αν και η σπογγοειδής μυκητίαση εκδηλώνεται με χαρακτηριστικές πλάκες και κηλίδες, οι οποίες μπορούν εύκολα να διακριθούν από CSMTCL. Σε περιπτώσεις μη παρουσίας επιδερμοτροπισμού στην ΣΜ που συμβαίνει κυρίως στα προχωρημένα στάδια αυτής, η ιστολογική μελέτη των πλακών και κηλίδων μπορεί αν μπερδέψει με CSMTCL. Η ΣΜ εμφανίζεται με μονήρης ή πολλαπλές πλάκες/κηλίδες διαμέτρου τουλάχιστον 1εκ., οι οποίες χαρακτηρίζονται από πυκνή διήθηση μικρών/μεσαίων CD4+ κυττάρων με απώλεια παν-Τ κυτταρικών δεικτών. Παρόλη την ιστολογική ομοιότητα οι δυο οντότητες διακρίνονται με βάση τα κλινικά τους χαρακτηριστικά. Οι ασθένεις με ΣΜ εμφανίζουν ιστορικό χαρακτηριστικών κηλίδων/πλακών, σε αντίθεση με το CSMTCL που προκύπτει de novo. Τέλος, στην πλειονότητα των περιπτώσεων ΣΜ δεν εκφράζονται οι δείκτες Bcl6, CXCL13, ICOS και PD-1.
· Περιφερικό Τ-λέμφωμα, μη περεταίρω τυποποιούμενο (PTCL-NOS)
Στην κατηγορία αυτή εντάσσονται οι περιπτώσεις λεμφωμάτων που δεν πληρούν τα κριτήρια για ένταξη τους στις υπόλοιπες κατηγορίες. Τα λεμφώματα αυτά παρουσιάζονται στο δέρμα είτε ως πρωτοπαθείς, είτε δευτεροπαθείς εκδήλωσης, με πτωχή πρόγνωση (5ετη επιβίωση <20%).
Όπως το CSMTCL έτσι και το PTCL-NOS παρουσιάζεται σε ασθενείς μεγαλύτερης ηλικίας ως οζίδια ή όγκοι. Ιστολογικά χαρακτηρίζονται από πυκνή δερματική ή υποδόρια διήθηση από CD4+ T κύτταρα, χωρίς επιδερματροπισμό και παρουσία συνοδών κυττάρων (Β-λεμφοκύτταρα, πλασματοκύτταρα, εωσινόφιλα, ιστιοκύτταρα). Επιπλέον, στο πρωτοπαθές PTCL-NOS ανευρίσκονται περισσότερα από 30% μεγάλα Τ-κύτταρα, χωρίς να εκφράζουν τον δείκτη PD-1, που αποτελούν κριτήρια διάκρισης τους από το CSMTCL. Ενώ, στο δευτεροπαθές PTCL-NOS έχουμε κυριαρχία μεγάλων νεοπλασματικών και σπάνια παρουσιάζουν ανοσοφαινότυπο όμοιο με τα TFH.
· Πρωτοπαθές δερματικό λέμφωμα από θυκαλιώδη Τ-βοηθητικά λεμφοκύτταρα (PCFHTCL)
Αποτελεί μια πρόσφατα προτεινόμενη οντότητα μια ελάχιστες καταγεγραμμένες περιπτώσεις. Οι ασθενείς παρουσιάζουν μορφολογικά και αναοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά όμοια με το περιφερικό Τ-κυτταρικό λέμφωμα, δηλαδή λεμφοζιδιακή ανάπτυξη και TFH κυτταρικό φαινότυπο.
Όπως και στο CSMTCL, προσβάλει ασθενείς μεγαλύτερους των 50ετών και εκδηλώνεται με ερυθρυματοδεις κηλίδες, πλάκες και οζίδια. Αντίθετα με το CSMTCL, στην πλειονότητα  των περιπτώσεων οι δερματικές αλλοιώσεις είναι πολλαπλές με ταχεία ανάπτυξη εντός ολίγων μηνών. Μορφολογικά οι δερματικές διηθήσεις των δυο οντότητες εμφανίζουν ομοιότητες ως προς την κυριαρχία Τ κυττάρων με φαινότυπο όμοιο με TFH , την απουσία επιδερμοτροπισμού, την παρουσία πλήθους Β κυττάρων και την απουσία CD30+ κυττάρων. Τα εμπλεκόμενα κύτταρα του PCFHTC είναι μέσου/ μεγάλου μεγέθους, αν και ανευρίσκονται και μικρά λεμφοκύτταρα που μπορούν να δυσκολέψουν στην διάκριση από CSMTCL. Επιπλέον το PCFHTC παρουσιάζει μικρότερα ποσοστά του δείκτη κυτταρικού πολλαπλασιασμού Ki-67, που αποτελεί χαρακτηριστικό γνώρισμα του CSMTCL (30-50%). 
Λόγω των περιορισμένων καταγεγραμμένων περιστατικών της οντότητας, είναι λογικά να απαιτείται περεταίρω μελέτη αυτής, ώστε να καθοριστούν πλήρως τα χαρακτηριστικά της, με στόχο την διάκριση της από ομοιάζουσες οντότητες και τέλος να αποτελέσει ξεχωριστή οντότητα.
Πίνακας 3.4: Περίληψη χαρακτηριστικών που μπορούν να χρησιμοποιηθούν για διαφοροδιάγνωση του CSMTCL από άλλα δερματικά λεμφώματα. CSMTCL: Πρωτοπαθές CD4+ δερματικό λέμφωμα από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα,  CPSL: Πρωτοπαθές δερματικό ψευδολέμφωμα, MF: Σπογγοειδής μυκητίαση,  PTCL-NOS: Πρωτοπαθές δερματικό περιφερικό Τ-λέμφωμα μη περεταίρω τυποποιούμενο, PCFHTCL:  Πρωτοπαθές δερματικό λέμφωμα από θυλακιώδη Τ-βοηθητικά κύτταρα. 

(Ανατύπωση: Thanh T. Ha Lan, 2014)
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
4.1 Εισαγωγή 
Τα πρωτοπαθή λεμφώματα του δέρματος εντάσσονται στα εξωλεμφαδενικά λεμφώματα και αντιπροσωπεύουν το 25% όλων των NHL. Χωρίζονται σε δυο κατηγορίες αναλόγως με την προέλευση του  νεοπλασματικού κλωνικού κυττάρου, δηλαδή Β και Τ προέλευσης. Τα Τ λεμφώματα του δέρματος αποτελούν το 80% των πρωτοπαθών δερματικών λεμφωμάτων[4] [35].
Το πρωτοπαθές δερματικό CD4+ πλειόμορφο λέμφωμα από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα εντάσσεται ως προσωρινή οντότητα στην κατηγορία των δερματικών λεμφωμάτων, όπως αυτή εκδόθηκε από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας το 2008. Αποτελεί μια σπάνια οντότητα με ποσοστό εμφάνισης 2% του συνόλου των δερματικών λεμφωμάτων, με ήπια βιολογική συμπεριφορά και ευνοϊκή πρόγνωση (5ετή επιβίωση 80% των περιπτώσεων)[26] [52].
Συνήθως εκδηλώνεται ως μονήρεις πλάκες ή ογκίδια, μικρού μεγέθους (<3εκ.) που εντοπίζονται στην περιοχή της κεφαλής, του αυχένα και του ανώτερου τμήματος του κορμού. Για να τεθεί η διάγνωσή του συγκεκριμένου λεμφώματος θα πρέπει πρώτα να αποκλειστεί το ενδεχόμενο σπογγοειδούς μυκητίασης (απουσία ιστορικού ή χαρακτηριστικών πλακών ή κηλίδων τυπικών για την νόσο). Σπάνιες περιπτώσεις εμφανίζουν γενικευμένες δερματικές βλάβες[26] [52][53].
Ιστολογικά η οντότητα χαρακτηρίζεται από κυριαρχία CD4+ λεμφοκυττάρων μικρού/μέσου μεγέθους με διάχυτη ή οζώδη ανάπτυξη στο χόριο, ενώ μεγάλα λεμφοκύτταρα απαντούν σε ποσοστό <30%. Άλλο χαρακτηριστικό γνώρισμα της αποτελεί η παρουσία αυξημένου αριθμού Β-λεμφοκυττάρων, πολυκλωνικών πλασματοκυττάρων και ιστιοκυττάρων ή/και ηωσινόφιλων πολυμορφοπύρηνων λευκοκυττάρων. Η πολυμορφία της κυτταρικής σύνθεσης δημιουργεί συχνά προβληματισμό στη διαφορική διαγνωστική από αντιδραστικές εξεργασίες μιμούμενες λέμφωμα («ψευδολεμφώματα»), που συνήθως απαντούν επί εδάφους εμμένοντος αντιγονικού ερεθισμού [26][52][53].

4.2 Στόχος- Σκοπός

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η παρουσία των κλινικών, ιστολογικών, ανασοφαινοτυπικών και μοριακών ευρημάτων πέντε περιπτώσεων πρωτοπαθούς δερματικού πλειομορφικού CD4+ λεμφώματος από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα. 

Η μελέτη σε ανοσοφανοτυπικό και μοριακό επίπεδο είναι απαραίτητη για την διάγνωση της νόσου και την διάκριση της από άλλες εξεργασίες με παραπλήσια κλινικά και ιστολογικά χαρακτηριστικά, ενώ συμβάλλει καθοριστικά στην επιλογή της θεραπευτικής της αντιμετώπισης.

Επιπλέον, λόγω της ευρείας αλληλοεπικάλυψης με μη νεοπλασματικές λεμφοϋπερπλαστικές εξεργασίες, μέσα από τη μελέτη αυτή καταδεικνύεται η ανάγκη να περιληφθεί στη διαγνωστική προσέγγιση ευρύτατο φάσμα ανοσοϊστοχημικών δεικτών και, σε κάθε περίπτωση, DNA ανάλυση για τυχόν ανίχνευση κλωνικών αναδιατάξεων των γονιδίων του Τ-κυτταρικού υποδοχέα TCR-γ.

4.3 Δείγματα

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκαν πέντε ασθενείς με πρωτοπαθές δερματικό CD4+ πλειόμορφο λέμφωμα από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα. Οι πέντε περιπτώσεις, αφορούσαν δυο άντρες και τρεις γυναίκες, ηλικίας 40-65 ετών, των οποίων οι βιοψίες δέρματος μελετήθηκαν στο Αιμοπαθολογοανατομικό Εργαστήριο του ΓΝΑ «Ο Ευαγγελισμός». Σε τέσσερεις ασθενείς η νόσος είχε κλινικά τη μορφή μονήρων ογκιδίων, ενώ μία περίπτωση αφορούσε σε πολλαπλά ογκίδια διαμέτρου μικρότερης των 3 εκατοστών. Για όλους τους ασθενείς υπήρχαν επιπρόσθετες πληροφορίες για την κλινική εικόνα, το ιστορικό, την σταδιοποίηση, καθώς και την μετέπειτα θεραπεία τους από τους κλινικούς τους γιατρούς. 

Για την ιστολογική ταξινόμηση της οντότητας χρησιμοποιήθηκε η κατάταξη του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας για τους Όγκους του Αιμοποιητικού και Λεμφικού Ιστού, που εκδόθηκε το 2008, ενώ η κλινική σταδιοποίηση τους έγινε με το σύστημα Ann Arbor.
Σε όλες τις περιπτώσεις ελήφθησαν βιοψίες δέρματος από την περιοχή της βλάβης, μονιμοποιήθηκαν σε φορμόλη buffer 10% και εγκλείστηκαν σε κύβους παραφίνης, όπου και ελήφθησαν ιστολογικές τομές για την περεταίρω μελέτη τους.

Η διαγνωστική προσέγγιση περιέλαβε αρχικά, την μορφολογική μελέτη με χρώση Αιματοξιλίνης & Ηωσίνης, ενώ στη συνέχεια ακολούθησε ευρεία ανοσοϊστοχημική μελέτη με τους δείκτες CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD45RO, CD30, CD25, CD10, Bcl-2, Bcl-6, CXCL-13, PD-1, CD1a, CD23, CD56, CD20, CD138, Clg(κ,λ,γ,μ,α,δ). Όλες οι περιπτώσεις μελετήθηκαν, επιπρόσθετα και σε μοριακό επίπεδο με την τεχνική της PCR για ανίχνευση κλωνικών αναδιατάξεων των γονιδίων του Τ-κυτταρικού υποδοχέα TCR-γ.
4.4 Υλικά και Αντιδραστήρια

Για την μελέτη του ανοσοφαινοτυπικού προφίλ των πρωτοπαθών CD4+ δερματικών λεμφωμάτων από μικρά και μεσαίου μεγέθους κύτταρα χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω υλικά:

· Γενικά Υλικά:

Ιστολογικά δείγματα εγκλεισμένα σε παραφίνη (block)
Μικροτόμος Thermo Scientific HM 340E
Αντικειμενοφόρες πλάκες
Υδατόλουτρο
Κλίβανος 37ο C
Οπτικό μικροσκόπιο
Μέσο στερέωσης και κάλυψης αντικειμενοφόρων πλακών Diapath Diamount
· Υλικά ιστολογικής ανάλυσης:
Χρώση Αιματοξυλίνης - Ηωσίνης

· Αιματοξυλίνη – Hematoxylin Harris
· Ηωσίνη – Eosin Y 1% Aqueous
· Diapath OTTIX Shaper – Υποκατάστατο οινοπνεύματος
· Diapath OTTIX Plus – Υποκατάστατο ξυλόλης
· Οξυνισμένη αλκόολη (700ml οινόπνευμα, 300ml adH2O, 1ml HCl)
· Υλικά ανοσοϊστοχημικής ανάλυσης:
A) Αυτοματοποιημένο σύστημα ανοσοιστοχημικής επεξεργασίας πλακιδίων,  BenchMark XT της εταιρείας Ventana
·  iVIEW DAB Detection Kit, σύστημα βιοτίνης-στρεπταβιδίνης για ανίχνευση αντιγόνων σε τομές ιστών που έχουν εμποτιστεί σε παραφίνη.
· OptiView DAB IHC Detection Kit (OptiView), σύστημα (χωρίς βιοτίνη) ανίχνευσης αντιγόνων σε τομές ιστών πουν έχουν εγκλειστεί σε παραφίνη.

· Πρωτογενή αντισώματα CD3, CD5 της εταιρείας Ventana
· Πρωτογενή αντισώματα CD2, CD4, CD8 της εταιρίας Dako
· Πρωτογενές αντισώμα CD7 της εταιρείας Cell-Marque
· Πρωτογενές αντισώμα CD56 της εταιρείας Leica
· Bluing Reagent, της εταιρείας Ventana – Υδατικό ρυθμιστικό διάλυμα ανθρακικού λιθίου

· Hematoxilyn, της εταιρείας Ventana – Χρωματίζει τους πυρήνες καθώς και λειτουργεί ως αντίχρωση. Χρησιμοποιείται για τομές ιστών εμποτισμένων σε παραφίνη και κρυοτομών.
· EZ Prep (10x), της εταιρείας Ventana - Αποπαραφίνωση τομών
· Cell Conditioning 1 (CC1) της εταιρείας Ventana -  Διάλυμα επεξεργασίας τομών για αποκάλυψη αντιγονικών επιτόπων
· Cell Conditioning 2 (CC2) της εταιρείας Ventana -  Διάλυμα επεξεργασίας τομών για αποκάλυψη αντιγονικών επιτόπων
· Reaction Buffer (10x Tris based buffer solution, pH7,6+/- 0,2) της εταιρείας Ventana, - Παρέχει σταθερό υδατικό περιβάλλον ανάμεσα στα βήματα του πρωτοκόλλου
· Liquid Coverslip (High Temperature) – LCS της εταιρείας Ventana -  Λειτουργεί ως υγρή καλυπτρίδα, για προστασία από την εξάτμιση.
B) Αυτοματοποιημένο σύστημα ανοσοιστοχημικής επεξεργασίας πλακιδίων, AutostainerLink48 της εταιρίας Dako
· Πρωτογενή αντισώματα CD30, CD45RO, CD138, CD20ass, CD79a της εταιρείας Dako
· Πρωτογενή αντισώματα CD25, PD-1, PAX-5 της εταιρείας Cell-Marque
· Target Retrival Solution, High pH (Dako) 50xTris/EDTA, pH=9

· Target Retrival Solution, Low pH (Dako) 50x citrate buffer, pH=6,1

· Wash Buffer (Dako) 20x

· EnVisionTM FLEX Peroxidase-Blocking Solution, Dako

· EnVisionTM FLEX /HRP, Dako

· EnVisionTM FLEX Mouse LINKER, Dako
· EnVisionTM FLEX SUBSTRATE BUFFER+ EnVisionTM FLEX DAB+ CHROMOGEN, Dako
· Αιματοξυλίνη – Hematoxylin Harris

· Diapath OTTIX Plus – Υποκατάστατο ξυλόλης

· Diapath OTTIX Shaper – Υποκατάστατο οινοπνεύματος
· Υλικά υβριδισμού
· ISH iVIEW Blue Plus Detection Kit, της εταιρείας Ventana – Αποτελείται από πρωτοταγές αντίσωμα κουνελιού ακολουθούμενο από σύστημα βιοτίνης στρεπταβιδίνης για την ανίχνευση του σημασμένου ιχνηθέτη (EBER  Probe).

· EBER  Probe,της εταιρείας Ventana – Είναι σχεδιασμένο για  να συνδέεται στο RNA του Epstein Bar Virus
· Υλικά απομόνωσης DNA και της PCR:
· Απομόνωση DNA-Ηλεκτροφόρηση
· Καθαρή ξυλόλη και αιθανόλη

· Digestion Mixture (20mM TrisHCl με pH 8,3, 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 1mg/ml proteinase K)

· Vortex

· Φωτόμετρο Hitachi U-1800 spectrophotometer
· Υδατόλουτρο 55οC και 95oC

· Gel αγαρόζης και συσκευή ηλεκτροφόρησης 
· Gel ακρυλαμίδης και συσκευή ηλεκτροφόρησης 

· PCR (TCRγ)
· Πιππέτες - tips(10μl, 100μl)
· Αντιδραστήρια όπως περιγράφονται στο παρακάτω πίνακα
	Master Mix για PCR TCRγ

	ΜΙΧ Α
	ΜΙΧ Β
	McCarthy

	5μl PCR Buffer
	5μl PCR Buffer
	5μl PCR Buffer

	1,5μl MgCl2
	1,5μl MgCl2
	1,5μl MgCl2

	1μl dNTPs
	1μl dNTPs
	1μl dNTPs

	1μl Primers
	1μl Primers
	1μl Primers

	0,4μl Taq Polymerase 
	0,4μl Taq Polymerase
	0,4μl Taq Polymerase


4.5 Μέθοδοι
· Χρώση Αιματοξυλίνης-Εωσίνης
Η χρώση αιματοξυλίνης-ηωσίνης χρησιμοποιείται σε όλα τα παρασκευάσματα και μας παρέχει μια αντιπροσωπευτική εικόνα για την κυτταρική σύνθεση του συγκεκριμένου ιστού. Οι χρωστικές που χρησιμοποιούνται είναι υδατοδιαλυτές, όποτε θα πρέπει να προηγηθεί απομάκρυνση της παραφίνης και ενυδάτωση τους, που επιτυγχάνεται με την εμβάπτιση τους σε ξυλόλη και οινόπνευμα αντίστοιχα. Η αιματοξυλίνη βάφει μπλε τα βασεόφιλα στοιχεία του κυττάρου, ενώ η με την εωσίνη οι τομές παίρνουν έντονο ροζ-κόκκινο χρώμα. Αφού ολοκληρωθεί η διαδικασία της χρώσης θα ακολουθήσει αφυδάτωση με αλκοόλη και διαύγαση με ξυλόλη[59].

	Πρωτόκολλο Αιματοξυλίνης – Εωσίνης

	OTTIX Plus 5΄
	Αποπαραφίνωση τομών

	OTTIX Plus 5΄
	

	OTTIX Shaper 5΄
	Ενυδάτωση τομών

	OTTIX Shaper 5΄
	

	Αιματοξυλίνη 3΄
	Χρώση 

	Νερό 2΄
	Απομάκρυνση περίσσειας χρωστικής

	Οξυνισμένο 3΄
	Αποχρωματισμός - Διαφοροποίηση

	Νερό 2΄
	Απομάκρυνση περίσσειας οξινισμένου

	Ηωσίνη 3΄
	Χρώση 

	Νερό 2΄
	Απομάκρυνση περίσσειας χρωστικής

	OTTIX Shaper 3΄
	Αφυδάτωση τομών

	OTTIX Shaper 2΄
	

	OTTIX Plus 5΄
	Απομάκρυνση αλκοόλης και διαύγαση

	OTTIX Plus 2΄
	


· Αρχή Μεθόδου Ανοσοϊστοχημείας

Ανοσοϊστοχημεία είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται για την ανάδειξη αντιγόνων (τις περισσότερες φορές πρωτεινών) σε κύτταρα και ιστούς στην ακριβή τους εντόπιση-θέση στο κύτταρο χρησιμοποιώντας την ειδική αντίδραση αντιγόνου-αντισώματος (το αντίσωμα μπορεί να είναι σημασμένο με πολλές διαφορετικές χημικές ουσίες), με αναλλοίωτη την δομή των κυττάρων και των ιστών[19][20].

Στηρίζεται στην ειδική αντίδραση μεταξύ του αντιγόνου και του αντισώματος και παρομοιάζεται με την σχέση κλειδιού –κλειδαριάς.

Τα βήματα που ακολουθούνται για την πραγματοποιήση της σύνδεσης[18]:
I) Σε τομή ιστού επικολλημένη σε αντικειμενοφόρο πλάκα, προστίθεται διάλυμα αντισωμάτων.

II) Αν τα κύτταρα του ιστού φέρουν τα αντιγόνα για τα οποία τα αντισώματα είναι ειδικά, αυτά θα προσδεθούν.

III) Τα κύτταρα πλένονται για να αποφευχθούν οι μη ειδικές συνδέσεις και να απομακρυνθεί η περίσσεια και να παραμείνουν μόνο τα συνδεδεμένα αντισώματα.

IV) Τα κύτταρα με τα συνδεδεμένα αντισώματα επεξεργάζονται καταλλήλως, ώστε να γίνει ορατή η παρουσία των συνδεδεμένων αντισωμάτων. 

	Πρωτόκολλο Ανοσοϊστοχημείας

	· Αποπαραφίνωση τομών με υποκατάστατο ξυλόλης (OTTIX Plus)

	· Ενυδάτωση τομών με υποκαταστατο οινοπνευματος (OTTIX Shaper)

	· Αποκάλυψη αντιγονικών επιτόπων με την βοήθεια ειδικών διαλυμάτων Target Retrival Solution (High – Low pH). 10min σε προθερμασμένα διαλύματα και παραμονή 20min

	· Ξέπλυμα με Wash Buffer (Dako)

	· Πρωτοταγές αντίσωμα για 25-30min

	· Ξέπλυμα με Wash Buffer (Dako)

	· Επώαση με Peroxidase Blocking (Dako) 8-10min

	· Ξέπλυμα με Wash Buffer (Dako)

	· Επώαση με Flex/HRP 25min

	· Ξέπλυμα με Wash Buffer (Dako)

	· Επώαση με DAB(χρωμογόνο) 5min

	· Αιματοξυλίνη – Hematoxylin Harris

	· Αφυδάτωση 

	· Κάλυψη με καλυπτρίδες


· Αρχή Μεθόδου in situ Υβριδισμού

Ο in situ Υβριδισμός αποτελεί μια κυτταρογενετική μέθοδο ελέγχου και εντοπισμού της παρουσίας  συγκεκριμένων αλληλουχιών του DNA στα χρωμοσώματα. 

Στηρίζεται στην θεμελιώδη ιδιότητα των νουκλεικών οξέων να σχηματίζουν, σύμφωνα με την αρχή της συμπληρωματικότητας των βάσεων, σταθερά διμερή που ονομάζονται υβρίδια[60]. 

Η τεχνική αυτή εφαρμόζεται σε τομές παραφίνης και αποτελείται από τρία βασικά βήματα:

· Προετοιμασία δείγματος: πραγματοποιείται με την βοήθεια προτεολυτικών ενζύμων, με σκοπό την αύξηση της διαπερατότητας της κυτταρικής και πυρηνικής μεμβράνης.
·  Αποδιάταξη και υβριδισμός: οι τομές εκτίθενται σε υψηλές θερμοκρασίες και αποδιατακτικό διάλυμα (φορμαμίδιο), ώστε να πραγματοποιηθεί ο υβριδισμός. Σκοπός αυτού το βήματος είναι η αύξηση της ειδικότητας του υβριδισμού

· Ανίχνευση αντίδρασης υβριδισμού 
· Αρχή Μεθόδου Αλυσιδωτής αντίδρασης PCR
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης PCR αποτελεί μια τεχνική με την οποία είναι δυνατή η  κλωνοποίηση με σκοπό την παραγωγή μεγάλης ποσότητας μια επιθυμητής νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Η αντίδραση βασίζεται στον ενζυμικό πολλαπλασιασμό ενός τμήματος DNA-στόχου το οποίο βρίσκεται εντός δύο ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών[60][61].
Οι εκκινητές είναι μικρά τμήματα μονοκλωνικού RNA ή τμήματα DNA, που είναι συμπληρωματικά με τα άκρα της αλληλουχία στόχου που πρόκειται να αντιγραφεί. 

Ο ενζυμικός πολλαπλασιασμός πραγματοποιείται με την βοήθεια του ενζύμου DNA πολυμεράση, που έχει την ιδιότητα να συνθέτει τις δύο νέες αλυσίδες έχοντας ως εκμαγείο την αρχική αλληλουχία. Οι παραγόμενες αλυσίδες είναι συμπληρωματικές μεταξύ τους και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως εκμαγείο για την σύνθεση νέων αλληλουχιών. Τα βήματα που ακολουθούνται για την παραγωγή των συμπληρωματικών αλυσίδων:
1) Αύξηση θερμοκρασίας στους 94οC, όπου πραγματοποιείται αποδιάταξη των μορίων DNA.
2) Μείωση της θερμοκρασίες στους 55οC για αναδιάταξη των εκκίνητών στην αρχική αλληλουχία.

3) Αύξηση θερμοκρασίας στους 72οC για την λειτουργία της DNA πολυμεράσης, η οποία συνθέτει τις αλυσίδες χρησιμοποιώντας τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια.
 H επανάληψη των θερμικών κύκλων αποδιάταξης, υβριδοποίησης των εκκινητών και ενζυμικής σύνθεσης του DNA έχει ως αποτέλεσμα την εκθετική αύξηση των παραγόμενων αντιγράφων[61]. 
Ο έλεγχος των παραγώμενων προίοντων της PCR πραγματοποιείται με ηλεκτροφόρηση παρουσίας βρωμιούχου εθίδιου. Ανάλογα με το μέγεθος των αναμενόμενων τμημάτων DNA καθώς και την επιθυμητή διακριτική ικανότητα μπορεί αν χρησιμοποιηθεί αγαρόζη ή πολυακρυλαμίδη[60].
4.6 Αποτελέσματα

A) Ιστολογικά Ευρήματα

Σε ιστολογικό επίπεδο όλα τα περιστατικά εμφάνιζαν πυκνή, διάχυτη ή/και οζώδη λεμφοκυτταρική διήθηση του χορίου και του υποδόριο ιστού. Η πλειονότητα των κύτταρων αφορούσε μικρά και μεσαίου μεγέθους λεμφοκύτταρα με πλειόμορφο ή/και υπερχρωματικό πυρήνα. Ταυτοποιήθηκε επίσης παρουσία μεγάλων λεμφοκύτταρων, σε ποσοστό 5-20% του συνόλου των λεμφοκύτταρων.

Και στις πέντε περιπτώσεις έχουμε απουσία επιδερμοτροπισμού, ενώ χαρακτηριστικό εύρημα, σε όλες τις βιοψίες, ήταν ης σταθερή παρουσία ιστιοκυττάρων, μικρού αριθμού  πλασματοκυττάρων και ηωσινόφιλών πολυμορφοπυρήνων λευκοκυττάρων.
B) Ανοσοϊστοχημικά Ευρήματα
[image: image21.jpg]


Η μελέτη του ανοσοφαινοτύπου έδειξε ότι η πλειονότητα των λεμφοκυττάρων αφορούσε σε μικρά/μέσου μεγέθους CD4+ λεμφοκύτταρα σε ποσοστό 65-85%. Επιπλέον, τα συγκεκριμένα λεμφοκύτταρα ταυτοποιήθηκαν ανοσοφαινοτυπικά ως CD2(+), CD3(+), CD4(+), CD5(+), CD8(-), CD25(-), CD30(-), CD45RO(+), CD56(-) και CD20(-). Τέσσερεις στις πέντε περιπτώσεις ήταν CD7(-), ενώ το PD-1 ανιχνεύθηκε σε ποσοστά από 20-40% του νεοπλασματικού πληθυσμού. Σε όλα τα δείγματα 
Εικόνα 4.1: Ανοσοφαινότυπος των πρωτοπαθών CD4+ δερματικών λεμφοκυττάρων από μικρά/μέσαιου μεγέθους κύτταρα. Α) Διήθηση από CD2+ Τ-λεμφοκύτταρα. Β) Δερματική διήθηση που αποτελείται από πλήθος CD3+ T-λεμφοκυττάρων. Γ) Έκφραση του CD4 δείκτη από τα κύτταρα που εμπλέκονται στην οντότητα. Δ) Η δερματική διήθηση εμφανίζει ελάχιστα CD8 αντιδραστικά κύτταρα. 
παρατηρήθηκαν CD8(+) αντιδραστικά λεμφοκύτταρα, σε αυξημένο ποσοστό (~20% του συνόλου των λεμφοκυττάρων).
Όσο αφορά τα Β-λεμφοκύτταρα που παρατηρούνται στη περιοχή της διήθησης αυτά κυμαίνονται σε ποσοστό 15-30% του συνόλου των εμπλεκόμενων κυττάρων. Ανοσοφαινοτυπικά είναι CD20(+), CD79a(+),  PAX-5(+) και CD3(-). Τα Β-λεμφοκύτταρα εμφανίζονται είτε σε συσσωματώματα είτε ως μονήρη διάσπαρτα κύτταρα.

Τέλος, στην περιοχή της διήθησης παρατηρήθηκαν και πολυκλωνικά παλασματοκύτταρα που παρουσίασαν ανοσοφαινότυπο CD138(+), CIg(κ)(+) και CIg(λ)(+).
Πίνακας 4.1 : Ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηρίστηκα κυττάρων που ανευρίσκονται στην περιοχή της διήθησης. 

	Ανοσοφαινότυπος 

	
	Τ-λεμφοκύτταρα
	Β-λεμφοκύτταρα
	Πλασματοκύτταρα

	CD2
	+
	-
	-

	CD3
	+
	-
	-

	CD4
	+
	-
	-

	CD5
	+
	-
	-

	CD7
	- (4/5)
	-
	-

	CD8
	-
	-
	-

	CD20
	-
	+
	-

	CD25
	-
	-
	-

	CD30
	-
	-
	-

	CD45RO
	+
	-
	-

	CD56
	-
	-
	-

	CD79a
	-
	+
	-

	PAX-5
	-
	+
	-

	CD138
	-
	-
	+

	CIg(κ)
	-
	-
	+

	CIg(λ)
	-
	-
	+

	PD-1
	+ (20-40%)
	-
	-


Γ) Γονοτυπικά Ευρήματα

Σε όλες τις βιοψίες ανιχνεύθηκαν κλωνικές αναδιατάξεις των γονιδίων του Τ-κυτταρικού υποδοχέα TCR-γ, εύρημα συμβατό με παρουσία Τ-κλωνικού λεμφοκυτταρικού πληθυσμού.

Εικόνα 4.2: (Πάνω) Οπτική απεικόνιση ηλεκτροφόρησης προϊόντων PCR για TCR-γ με το MIX-A. (Κάτω) Οπτική απεικόνηση ηλεκτροφόρησης προιντων PCR για TCR-γ με το McCarthy.

4.7 Συζήτηση Ευρημάτων

Το πρωτοπαθές CD4 θετικό δερματικό λέμφωμα από μικρά/μέσου μεγέθους λεμφοκύτταρα ταξινομήθηκε ως προσωρινή οντότητα σύμφωνα με τη κατάταξη των νεοπλασμάτων του Αιμοποιητικού και Λεμφικού Ιστού του Παγκοσμίου Οργανισμού Υγείας που κυκλοφόρησε το 2008. Αποτελεί το  2% του συνόλου των δερματικών λεμφωμάτων και χαρακτηρίζεται από επικράτηση Τ- (CD3+) μικρού/μέσου μεγέθους λεμφοκυττάρων με χαρακτηριστική υπεροχή των Τ4 βοηθητικών έναντι των Τ8 κυτταροτοξικών λεμφοκυττάρων. Απαραίτητη προϋπόθεση για τη διάγνωση της συγκεκριμένης εξεργασίας είναι η απουσία ιστορικού, κλινικής εικόνας ή/και  ιστολογικών ευρημάτων αντιπροσωπευτικών σπογγοειδούς μυκητίασης με την οποία δυνατόν να υπάρχει αλληλοεπικάλυψη, δεδομένου ότι η πλειονότητα των περιπτώσεων σπογγοειδούς μυκητίασης χαρακτηρίζεται, επίσης, από υπεροχή των Τ4 έναντι των Τ8 λεμφοκυττάρων. Λόγω της σπανιότητας της εν λόγω εξεργασίας τα καταγεγραμμένα περιστατικά είναι λιγοστά σε αριθμό, και ως εκ τούτου γίνεται προφανές ότι απαιτείται  περαιτέρω μελέτη των επί μέρους κλινικοεργαστηριακών, ιστολογικών και ενδεχομένως μοριακών χαρακτηριστικών της για να οριστικοποιηθεί ως οντότητα. 

Η πλειονότητα των καταγεγραμμένων περιστατικών εκδηλώνεται με μονήρης πλάκες ή κηλίδες στην περιοχή της κεφαλής, του αυχένα και του ανώτερου τμήματος του κορμού με μέση ηλικία έναρξης τα 60 έτη. Στις δικές μας περιπτώσεις, η μέση ηλικία εκδήλωσης  της νόσου είναι τα 52 έτη με τη πλειονότητα των περιπτώσεων (3/4) να αφορά σε μονήρη ογκίδια και έναν μόνο ασθενή να εμφανίζει πολλαπλά ογκίδια (<3εκ.) [62].
Σε ιστολογικό επίπεδο η νόσος χαρακτηρίζεται από οζώδεις ή/και διάχυτες διηθήσεις της επιδερμίδας και του υποδορίου ιστού από μικρού και μέσου μεγέθους CD4+, πλειομορφικά T-λεμφοκύτταρα, μεταξύ των οποίων αναγνωρίζεται, σε ποικίλο ποσοστό, παρουσία αντιδραστικών Β-λεμφοκυττάρων, πολυκλωνικών πλασματοκυττάρων, ιστιοκυττάρων και ηωσινοφίλων πολυμορφοπυρήνων λευκοκυττάρων. Στα περιστατικά που μελετήσαμε ταυτοποιήθηκε παρουσία Β-λεμφοκυττάρων, σε ποσοστό 15-30% του συνόλου των λεμφοκυττάρων, καθώς και ποικίλος αριθμός πλασματοκύττάρων. Αντίθετα, ηωσινόφιλα λευκοκύτταρα και ιστιοκύτταρα δεν παρατηρήθηκαν σε διαγνωστικά αξιολογήσιμο ποσοστό.

Ανοσοφαινοτυπικά, τα νεοπλασματικά λεμφοκύτταρα είχαν φαινότυπο ανάλογο με εκείνο των βοηθητικών CD4+ Τ-λεμφοκυττάρων του βλαστικού κέντρου των λεμφοζιδίων (TFH ) με παρουσία PD-1 σε ποσοστό 20-40% του συνόλου των λεμφοκυττάρων. Το γεγονός αυτό βρίσκεται σε συμφωνία και με πρόσφατη μελέτη που κατέδειξε τη σημασία της έκφρασής του PD-1 καθώς και των άλλων δεικτών των TFH κυττάρων, τόσο στη συγκεκριμένη κατηγορία λεμφωμάτων, όσο και σε άλλα Τ- περιφερικά λεμφώματα από τα κύτταρα αυτά[53]. 
Η συνύπαρξη CD20+ Β- λεμφοκυττάρων, σε ποσοστό 15-30%, έχει αναφερθεί σε όλα τα μέχρι σήμερα καταγεγραμμένα περιστατικά, αλλά θα πρέπει να αξιολογείται με προσοχή, καθώς μπορεί να δημιουργεί δυσχέρειες στη διάκριση από πρωτοπαθή ή/και δευτεροπαθή δερματικά Β- μη-Ηοdgkin λεμφώματα [63].
Όσο αφορά τα γονοτυπικά χαρακτηριστικά και οι πέντε περιπτώσεις που μελετήθηκαν με PCR ανάλυση ως προς τη Τ-κλωνικότητα, εμφάνισαν κλωνικές αναδιάταξεiς των γονιδίων της γ αλυσίδας του Τ κυτταρικού υποδοχέα, TCR-γ, εύρημα που βρίσκεται σε απόλυτη συμφωνία με τα βιβλιογραφικά δεδομένα, αν και έχουν αναφερθεί σπάνιες περιπτώσεις CSMTCL με απουσία αναδιάταξης[53].
4.8 Συμπεράσματα
Τα πρωτοπαθή δερματικά πλειόμορφα CD4+ λεμφώματα από μικρά και μεσαίου μεγέθους λεμφοκύτταρα αποτελούν μια μικρή ομάδα, πρωτοπαθών, δερματικών, Τ-λεμφωμάτων με διακριτά χαρακτηριστικά, που συχνά δημιουργούν διαφοροδιαγνωστικό προβληματισμό, τόσο σε κλινικό, αλλά συχνά και σε ιστολογικά-ανοσομορφολογικό επίπεδο.

Με βάση τα ευρήματα της μελέτης μας:

1) Καταδεικνύεται η ανάγκη εφαρμογής ευρέος φάσματος ανοσοϊστοχημικών δεικτών για τη διάγνωση και τη διαφορική διάγνωση από άλλες, αντιδραστικές, ως επί το πλείστον, φύσεως, δερματικές εξεργασίες.

2) Επισημαίνεται η βαρύνουσα σημασία της μοριακής μελέτης των ιστών (PCR ανάλυση) για την τεκμηρίωση της διάγνωσης, που προκύπτει από την ανίχνευση Τ-κλωνικότητας στους ιστούς.

3) Ταυτοποιείται αυξημένη έκφραση του δείκτη PD-1, εύρημα που παραπέμπει σε ενδεχόμενη προέλευση του νεοπλασματικού Τ-λεμφοκυτταρικού πληθυσμού από τα Τ-βοηθητικά λεμφοκύτταρα του βλαστικού κέντρου του λεμφοζιδίου, που είναι τα κατεξοχήν Τ-λεμφοκύτταρα που εκφράζουν τον συγκεκριμένο δείκτη.

4) Τονίζεται η ανάγκη της στενής συνεκτίμησης των ανοσομορφολογικών και μοριακών ευρημάτων από παθολογοανατομικής πλευράς με τα ευρύτερα κλινικοεργαστηριακά δεδομένα του ασθενούς. Μέσα από αυτούς τους συσχετισμούς διαμορφώνεται, διαχρονικά, μια ολοκληρωμένη εικόνα για τη παθογένεια, τη βιολογικά συμπεριφορά και τη πρόγνωση της συγκεκριμένης εξεργασίας, χαρακτηριστικό παράδειγμα αυτής της διαχρονικής μετεξέλιξης αποτελεί η επικείμενη αναθεώρηση της ονοματολογίας της οντότητας, που πλέον τείνει να χαρακτηρισθεί ως «δερματική οζώδης υπερπλασία από πλειόμορφα Τ-λεμφοκύτταρα απροσδιόριστης βιολογικής συμπεριφοράς» [64].
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3.2.1 ΠΡΩΤΟΠΑΘΗ Τ – ΔΕΡΜΑΤΙΚΑ ΛΕΜΦΩΜΑΤΑ





3.2.2 Πρωτοπαθείς δερματικές CD30+ Τ-κυτταρικές λεμφοϋπερπλαστικές διαταραχές





3.2.3 Σπάνια πρωτοπαθή περιφερικά δερματικά Τ-κυτταρικά λεμφώματα
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