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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva lymfoproliferativnimi onemocnénimi, u kterych muze

morfologie pfispét k diagndze a urychlit tak diagnosticky proces.

Cytomorfologické vySetfeni se provadi pti kazdém podezieni na patologii krve.
Morfologie bunék se hodnoti jak z periferni krve, tak z aspiratu kostni drené. Pri
mikroskopickém vySetieni vzhledu bunék hodnotime: jejich velikost, tvar a uloZeni jadra,
strukturu chromatinu, pfitomnost jadérek, objem a zabarveni cytoplazmy, pfipadné
pritomnost granuli, vakuol apod. Je nutné brat v ivahu vysledky dalSich laboratornich
testl a klinického obrazu. Nejbéznéjsim ndlezem v periferni krvi je reaktivni lymfocytdza
a Casto také pritomnost bunécnych atypii. Lymfoproliferace se mohou projevovat
nespecifickymi klinickymi a laboratornimi nalezy, které je nékdy obtizné spravné

vyhodnotit.

Morfologie ma v procesu rozpoznavani leukemii a lymfomU nadale dileZitou roli.
Pti dnesni klasifikaci ztidkakdy odpovi pfimo na otazku, o které konkrétni onemocnéni
se jednd. Nicméné je to vySetreni stdle daleko dostupnéjsi a zpravidla rychlejsi, nez
navazujici laboratorni metody a ma své misto v fetézci vySetfovani, protoze dokdaze

napovédét |ékafri, jak ma pokracovat.

Klicova slova: lymfoproliferace, lymfom, leukemie, morfologie, periferni krev, kostni

dren



ABSTRACT

This work deals with lymphoproliferative diseases in which morphology can

contribute to diagnosis and speed up the diagnostic process.

The cytomorphological examination is performed whenever any hematopathology
is suspected. Cell morphology is assessed from both peripheral blood and bone marrow
aspirates. We evaluate many parameters during microscopic examination of the cells:
size, shape and deposition of the nucleus, chromatin structure, presence of nuclei,
cytoplasm volume and colour, the presence of granules, vacuole, etc. The most common
finding in peripheral blood is reactive lymphocytosis and often the presence of cellular
atypia: e.g. visible nucleus, a distinct fine structure of chromatin, heterogeneity of the
nucleus. Lymphoproliferation can be manifested by non-specific clinical and laboratory
findings, which are sometimes difficult to properly evaluate. Therefore should be the

results of other laboratory tests and clinical picture taken into account too.

Morphology continues to play an important role in the process of recognizing
leukaemias and lymphomas. In today's classification responds morphology seldom to
the question what disease we looking at. However, the examination is still far more
accessible and usually faster than follow-up laboratory methods and has its place in the

chain of an investigation because it helps a physician to decide method to continue with.

Keywords: lymphoproliferation, lymphoma, leukaemia, morphology, peripheral blood,

bone marrow
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1. Uvop

S patologickymi stavy, pfi kterych se méni pocet a morfologie lymfocytl, se
v hematologické laboratofi zdravotni laborant setkdva velmi ¢asto. Radime do nich
infekéni stavy a nddory, a pravé nadorovymi onemocnénimi lymfoidnich bunék se
budeme zabyvat v nasledujicich kapitolach. U téchto stavu je ¢asto zasadni rozpoznat je
co nejdfive, aby mohla byt pfipadné zahdjena vcasna a cilend Iécba. Vyznamnou uUlohu
pfi tom hraje i cytomorfologické posouzeni krevnich bunék v periferni krvi a kostni dreni,
které v kombinaci s imunohistopatologickym a imunofenotypiza¢nim vySetfenim kostni
dfené nam v téchto pripadech pomaha bud hned stanovit diagndézu, nebo navadi

diagnostiku spravnym smérem, aby mohla byt dana nemoc identifikovana.

Morfologie neni samospasna, ale ma stale vyznamné postaveni pfi stanoveni
diagndzy nékterych lymfoproliferaci, zvlasté téch, které se manifestuji v kostni dfeni a
periferni krvi, protoze se jedna o metodu snadno dostupnou, rychlou a finan¢né méné

narocnou, nez je napriklad pratokova fluorescenéni cytometrie a metody genetické.



2. ZADANI PRACE — CiL PRACE

Cilem mé prace je stru¢né pripomenuti fyziologie a patofyziologie lymfocytarni
buriky. Popsat vybrana lymfoproliferativni onemocnéni podle WHO klasifikace z roku
2016, u kterych midzeme morfologicky pfispét k diagnostice. A nasledné popsat dalsi
metody v pfipadé, Ze cytomorfologické vySetfeni nepostacuje k diagndze. To celé

zasadit do klinického kontextu.



3. FYZIOLOGIE LYMFOIDNICH BUNEK

Pro spravné odliseni fyziologickych lymfoidnich bunék od jejich patologii je nejdfive potieba

znat zaklady fyziologie lymfocytl a jejich morfologii.

3.1 Vyvoj

Jiz v hepatoliendlnim obdobi vyvoje plodu v primarnich lymfatickych organech, od 8. tydne
v thymu a v 11. tydnu ve vyvijejici se kostni dieni spole¢né s dalSimi krevnimi burikami, probiha

tvorba a vyzravani prvnich lymfoidnich bunék. (Horejsi, 2009; Mescher, 2005; Pecka, 2002)

Lymfocyty se vyvijeji z hematopoetickych pluripotentnich kmenovych bunék (Hematopoietic
Stem Cells, HSC). HSC se dale diferencuji v buniky progenitorové pro lymfoidni vétev (Colony-
Forming Unit - lymphocytes, CFU-L). CFU-L burky jsou monopotentni, schopné vyvijet se pouze
v prekurzorové lymfoidni buriky. Prekurzorové burky nejsou mikroskopicky rozlisitelné, radime
sem prolymfoidni a prelymfoidni stadium lymfocytu a nezraly lymfocyt. Pfi diferenciaci
lymfocytu se vytvari specifické povrchové molekuly, tzv. znaky (Cluster of Diferentiation, CD
markers), podle kterych se lymfocyty rozdéluji do t¥i hlavnich skupin — B lymfocyty, T lymfocyty
a pfirozeni zabijedi (Natural Killers cells, NK buriky), které jsou vyvojové blizsi T lymfocytim.
Kazda tato skupina se specificky podili na funkci imunitniho systému. (Mokry, 1997; Horejsi,

2009; Mescher, 2005)

Nez viak lymfocyty tyto funkce budou moci splfiovat, musi nejprve projit procesem selekce.
B lymfocyty v kostni dfeni a T lymfocyty v thymu. Selekce lymfocytl ve zralé imunokompetentni
buriky probihd pomoci jejich specifickych receptor(i. U¢elem selekce lymfocytd je dostateéné

reagovat na cizi antigeny a tolerovat antigeny télu vlastni. (Jilek, 2008)

Od zacatku 12. tydne vyvoje plodu osidluji zralé lymfocyty sekundarni lymfatické organy,
jakymi jsou: lymfatické uzliny, tonsily, Peyerovy plaky ve stfevé, slizni¢ni lymfaticka tkan
(Mucous Associated Lymphoid Tissue; MALT), slezina a jatra. (Pecka, 2002; Jilek, 2008) Po
narozeni jejich tvorba a vyzravani pfetrvava v kostni dieni a thymu. K jejich fyziologickému vyvoji
pfispiva také mikroprostfedi tvofené okolnimi burikami produkujici extracelularni matrix, lokalni

a humordlni faktory. (Mescher, 2005)

3.2 Morfologie lymfocytu
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Vsem bunkam je spolecné slozeni bunécného jadra, vyjma zralych erytrocytli, a okolni
cytoplazmy ohraniéené cytoplazmatickou membranou. Nicméné kazda zrald hematopoeticka
buika ma své charakteristické cytologické rysy. Lymfocyt neni vyjimkou. U kazdé burky
popisujeme jeji velikost, nukleo-cytoplazmaticky (N/C) pomér, tvar jadra, vzhled chromatinu.
Viimame si pfitomnosti jadérek, obrysi jaderné membrany, a také objemu, obsahu a celkového

vzhledu cytoplazmy. (Pecka, 2002)

Mikroskopicky se daji rozliSit lymfocyty malé, velké a velké granuldrni. Malé lymfocyty
v obvodové krvi fyziologicky prevazuji. Cisté morfologické rozliseni lymfocytd na B, T a NK
bunééné subpopulace neni mozné, ale velké granuldrni lymfocyty byvaji nejcastéji NK buriky.

(Pecka, 2002; Pecka, 2006)

Jadro zralého lymfocytu v periferni krvi ma husté hrudkovity vzhled chromatinu, ve
svételném mikroskopu se jevici jako stfidani tmavych hrudek mezi svétlejSimi oblastmi.
Zpravidla byva okrouhlého tvaru, nékdy mirné lalo¢naté. Cytoplazma lymfocytl byva ve vétsiné
pfipadl modrd (bazofilni) az nasedld. Nékdy muZe byt v cytoplazmé pritomna azurofilni
granulace. Velikost lymfocytl byva znacné variabilni, a to od 6 um, tzv. malé lymfocyty aZ po
velké granularni lymfocyty velké az 16 um. Jadérka byvaji viditelnd pouze zfidka. (Haferlach,

2014)
Maly lymfocyt

Vzhled a velikost: okrouhly aZ ovalny; 6 — 10 um
Jadro: kulaté, ovalné s husté kondenzovanym chromatinem

Cytoplazma: tvofi jen tenky lem, bazofilni (Pecka, 2002)

Obrdzek ¢. 1: Maly lymfocyt (pofizen na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice
Hradec Kralové)
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Velky lymfocyt

Vzhled a velikost: okraje viInité, zplostélé nebo vtlacené; 12 - 16 um
Jadro: ovalné, méné pravidelné s hutnym chromatinem, nékdy s jadérkem

Cytoplazma: bohat3, lehce bazofilni, nékdy vybihajici ve vybézky (Pecka, 2002)

¥
*
e -

Obrdzek €. 2: Velky lymfocyt (pofizen na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice
Hradec Kralové)

Velky granularni lymfocyt

Vzhled a velikost: velmi podobné velkému lymfocytu
Jadro: ¢astéji ovalné s hutnym chromatinem

Cytoplazma: svétle bazofilni az oxyfilni s granulemi (Pecka, 2002)

2 OZ

. m -
Obrdzek ¢. 3: Velky granuldrni lymfocyt (pofizen na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni

nemocnice Hradec Kralové)
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3.3 Funkce lymfocytu

Fyziologickou funkci imunocytl je Ucast na modulaci specifické imunitni odpovédi
organismu proti cizorodym antigenim. B-lymfocyty, resp. plazmatické buriky, se podileji na
specifické sloZzce humoralni imunity, tedy tvorbou tvorbé protilatek proti bakteriim, virlim,
parazitim nebo pfi alergickych reakcich. T-lymfocyty maji za ukol rozpoznavat antigeny télu
vlastni a cizi a ovliviiovat, (koordinovat), odpovéd specifické slozky bunécné imunity skrze
subpopulace T pomocnych (Th, helper) a T cytotoxickych lymfocytl (Tc, cytotoxic). NK-buriky
maji primy cytotoxicky efekt, takto chrani organismus napftiklad proti nadorovym bunkam.

(Mescher, 2005)

Lymfocyty po svém vzniku a selekci prestupuji do lymfatického a krevniho obéhu a osidluji
sekundarni lymfatické orgdny. V ptihodnych podminkach se v nich mnozi a recirkuluji opét do

obéhu. Takto se podileji na efektivnim imunitnim dohledu a mobilizaci. (Pecka, 2002)

Cast B a T lymfocytd se po setkdni s antigenem diferencuje v pamétové buriky. Ty jsou
zodpovédné za vznik tzv. imunologické paméti. Po dalSim setkdni se stejnym antigenem jsou
rychle aktivovany a zahaji sekundarni odpovéd, kterd je mnohem rychlejsi a efektivnéjsi nez
odpovéd' primérni. Zivotnost imunocyt(l se pohybuje od nékolika dni a tydnd a a? nékolik let

v pfipadé pamétovych bunék. (pamétové lymfocyty). (Horejsi, 2009)

3.4 Zastoupeni v periferni krvi

Fyziologicky se v periferni krvi nachazeji pouze zralé lymfocyty, které mohou byt
morfologicky variabilni. Pfitomnost nezralych prekurzorovych stadii ¢i reaktivné zménénych
lymfoidnich bunék je povazovano za patologické. Celkovy pocet leukocytd a lymfocytl se

v periferni krvi do dovrseni dospélosti méni.

Ihned po narozeni je pocet lymfocytl v poméru k ostatnim leukocytim podobny jako
v dospélosti. Poté se jejich relativni pocet zvySuje a dosahuje maxima okolo 1 — 2 let batolete.
Fyziologicky jsou leukocyty i lymfocyty zvySené oproti dospélosti do 15 let ditéte, poté jsou meze
jiz fyziologicky neménné. Pohlavni rozdily v celkovém poctu leukocytll a jejich diferencidlnim

rozpoctu nejsou.

Fyziologické funkcni zastoupeni vsech lymfocytl v periferni krvi je v poméru pro B

lymfocyty 20 %, T lymfocyty 70 % a NK buriky 10 %. (Haferlach, 2014)
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V nasledujici Tabulce 1 jsou uvedeny fyziologické meze pro celkovy pocet leukocytd,
relativni a absolutni pocet lymfocytl od narozeni po dospélost. Tyto hodnoty jsou platné pro

vySetfeni pomoci analyzator( i mikroskopické vysSetreni.

Tabulka 1: Referenéni meze pro analyzator a mikroskopii, pro celkovy pocet leukocytt a
rozpocet lymfocytl v relativnim a absolutnim poctu u déti a dospélych.

Leukocyty-pocet Lymfocyty Lymfocyty

Vék
(10%/L) % (10%/1)
Narozeni 9,0-30,0 21-41 1,9-2,3
12 hodin 13-38,0 16-32 2,1-12,2
24 hodin 9,4-34,0 21-41 2,0-13,9
2 -7 dni 50-21,0 31-51 1,6 -10,7
8 — 14 dni 5,0-20,0 38-58 1,9-11,6
15 -30 dni 5,0-19,5 46 - 66 2,3-12,9
1 - 6 mésict 5,0-19,5 46-71 2,3-13,8
0,5 -1 rok 6,0-17,5 51-71 3,1-12,4
1 -2 roky 6,0-17,5 49-71 29-124
2 -4 roky 55-17,0 40-69 2,2-11,7
4-6let 5,0-15,5 32-60 1,6-9,3
6-8let 4,5-14,5 29-52 1,3-7,5
8-10 let 45-135 28-49 1,3-6,6
10-15 let 45-135 25-48 1,1-6,6
nad 15 let a
4,0-10,0 20-45 0,8-4,0

dospéli

(Prevzato a upraveno z: www.hematology.cz)
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4. PATOFYZIOLOGIE LYMFOIDNICH BUNEK

Z hlediska patofyziologie lymfocytl se popisuji rlizné stavy, které vedou ke zvyseni i snizeni
jejich poctu, pripadné také dochazi ke zménam tvaru a vzhledu lymfoidnich bunék. DileZité je

rozpoznat, zda se jedna pouze o infekéni stavy, které svou povahou byvaji spiSe benigni a za

s ee

4.1 Reaktivni stavy

Tyto stavy je duleZité znat jak z hlediska patofyziologického tak i morfologického zejména
proto, Zze se bunky svym chovanim a vzhledem mohou nékdy podobat malignim a pfi

nedostatecnych znalostech mohou byt dokonce za maligni buriky zaménény.

Jsou to situace, kdy se buriky bilé krevni fady na podkladé podrazdéni imunitniho systému
z rlznych pfricin aktivuji, zacinaji vice proliferovat a na tomto podkladé se muiZe ménit i
morfologie smérem k mladsSim vyvojové nezralym stadiim, tykajici se granulocytarni anebo
lymfocytarni fady. PFi téchto stavech se muzZe zvysit nebo sniZit celkovy pocet leukocytd.
Leukocytdza vyjadfuje zvySeni bilych krvinek nad 10*10%L, lymfocytézu zvy$eni absolutnich
hodnot nad 4*10%/L u dospélych. Tam, kde dospéli odpovidaji neutrofilii, détsky imunitni systém

reaguje ¢astéji lymfocytdzou, tzn. absolutnim poétem nad 7*10%/L. (Pecka, 2006)

Mezi nejcastéjsi pficiny vyvolavajici reaktivni stavy s lymfocytézou se radi infekéni virova
onemocnéni (chtipka, EBV, CMV, HSV, spalnicky, zardénky, primarni infekce HIV) a bakteridlni
onemocnéni (bruceldza, ¢erny kasel, bfisni tyfus, tuberkuldza). Byvaji doprovazené horeckou a
zvétsenim lymfatickych uzlin. Z neinfekénich to mohou byt endokrinni choroby (Addisonova

choroba, hypotyredza), pti stresu nebo alergiich, idiopaticky u astenickych osob. (Rokyta, 2015)

Diagnosticky nejdileZitéjsSimi parametry k odliSeni od patologickych lymfoproliferaci jsou
zpravidla neménné hodnoty erytrocytl, trombocytli a absolutni hodnoty granulocytl. Pfi
mikroskopickém vySetfeni pfevazuji bufiky mononukledrni, morfologicky minimalné zménéné,
nebo atypické —reaktivni lymfocyty provazejici tézsi infekcni stavy (EBV a CMV infekce, zardénky,
virova hepatitida apod.) s plazmocytoidni transformaci ¢i s blastickou transformaci. Pfi

imunologickém vysetfeni jsou lymfocyty polyklondlniho charakteru. (Haferlach, 2014; Rokyta,

2015)
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Vzacny jev nazvany benigni polyklondini lymfocytéza odhaluje stabilni pretrvavajici
lymfocytdzu. Tento fenomén je Castéji pozorovan u mladych Zen, které jsou casto kuracky, a

morfologicky je nerozlisitelny od CLL. (Jaffe, 2017)

4.1.1 Morfologie reaktivné zménénych lymfocyta

Jak jiz bylo feceno, déli se reaktivné zménéné lymfocyty na dva mozné stavy. Prvni stav je
reaktivni lymfocyt aZ jeho blasticka transformace, kdy lymfocyt pfipomind nezralou bunku.
Dochazi ke zvétSeni jadra lymfocytu. Chromatinova struktura je vice rozvolnénd, ale neztraci
hrudkovity vzhled, ¢asto byva patrné svétlejsi ostfe ohrani¢ené jadérko. Cytoplazma je

objemné;jsi, casto vybézkovita, nékdy mlze byt vakuolizovana.

Mezi onemocnéni vyvolavajici extrémni reaktivni blastickou transformaci se fadi infekéni
mononukledza vyvolana EBV méné ¢asto CMV. Jde o onemocnéni s pomérné dlouhou inkubaéni
dobou, projevujici se nespecifickym horecnatym stavem a difuznim zvétSenim lymfatickych
uzlin. V periferni krvi se zvysi pocty leukocytl, minimalné 20 % z nich pak tvofi morfologicky
napadné atypické — reaktivni lymfocyty, tzv. Pfeifferovy bunky pfipominajici lymfomonocyty.
Jednad se vétsinou o reaktivni T lymfocyty, které reaguji proti infikovanym B lymfocytim. Jadro
je dvojnasobné vétsi nez bézny lymfocyt s nékdy viditelnymi jadérky, chromatin méné hutny a
cytoplazma objemnd, nékdy s malymi vakuolami. V granulocytarni fadé se mize objevit lehky

posun doleva a zmnoZeni monocytl bez atypii. (Haferlach, 2014; Pecka, 2006)

T
3
o

©

Obrazek €. 4a Obrazek €. 4b

Obradzky ¢. 4a a 4b: Reaktivni lymfocyty. 4a Reaktivni lymfocyt p¥i bézné virdze; 4b Reaktivni
lymfocyt pfi mononukledze (pofizeno na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni
nemocnice Hradec Kralové)
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Pfi plazmocytoidni transformaci dochazi k ndpadnému zvétSeni lymfocytarni buriky
s Casto excentricky uloZzenym jadrem. Charakteristické je i nabyti cytoplazmy, ktera se barvi vice
bazofilné nez u fyziologického lymfocytu. Celkové burky pfipominaji plazmocyty, jde o konec¢né
diferencia¢ni stadium B lymfocytd. (Hofejsi, 2009) Jejich jadro ma loukotovité usporadany
chromatin, je excentricky uloZené v cytoplazmé svyraznym perinukledrnim prosvétlenim.
Cytoplazma je obvykle vice namodrald, bazofilni, coZ je zptsobeno pfitomnosti vétsiho obsahu

ribonukleovych kyselin pfi zvySené syntéze imunoglobulini. Nékdy muzZe jejich cytoplazma

obsahovat vakuoly. (Haferlach, 2014; Kacirkova, 2007)

596,
O

> O
3050 .0

——

Obrdzek €. 5: Plazmocyt u virové infekce (pofizen na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni
nemocnice Hradec Kralové)

4.2 Nadorova onemocnéni

Na rozvoji hematologickych malignich onemocnéni se podili mnoho faktord, které vedou
ke klonalni proliferaci transformované burky a to na Urovni HSC anebo CFU. Mezi faktory, které
ovlivni maligni preménu téchto bunék, fadime chromozomalni aberace gend, které vyznamné
podpofi nekontrolovanou proliferaci, anebo neschopnost podlehnout apoptdze. Déle se podili
role mikroprostredi skrze rlstové faktory a signalni molekuly pfispivajici ke stimulaci déleni, ¢i

selhani imunitniho dozoru, podilejiciho se na zni¢eni maligniho klonu. (Rokyta, 2015)

Lymfoproliferativni stavy jsou paté nejcastéjsi maligni onemocnéni dospélych a prvni
u déti od dvou do péti let. Vétsina z nich, 85 —90 %, vychazi z B fady lymfocytd. Tato heterogenni
skupina je klasifikovana podle WHO klasifikace hematopoetickych malignit, délici
lymfoproliferativni nddory na choroby vychdzejici z prekurzorovych resp. perifernich B ¢i T

lymfocytl a NK bunék. Je dosud jedinou platnou klasifikaci pro lymfoproliferativni choroby.
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Posledni pata revize probéhla v roce 2016 a byla doplnéna o jednotky, které se za osm let od
posledni revize podafilo klasifikovat, zafadit a pfispét tak k lepsi diagnostice a [é¢bé nemocnych.

(Belada, 2016; Pizzo, 2016)

Zahrnuje vsobé vsechny aspekty ke spradvnému zatazeni neoplazie pomoci
morfologickych jednotek, cytochemie, imunologie, histopatologie a cytogenetického a
molekuldrné genetického vysetfeni. Zminéné techniky, vice ¢i méné prispivaji k presné klasifikaci

onemocnéni. (Belada, 2016; Pizzo, 2016)
Cely seznam B a T lymfoproliferaci je uveden v nasledujicich tabulkach 2 a 3.

Tabulka 2: WHO klasifikace 2016 prekurzorovych lymfomi B/T-bunééné rFady.

Malignity z prekurzorovych B-bunék

B-lymfoblasticka leukemie/lymfom, blize neuréend (B-ALL/LBL)
B-ALL/LBL s rekurentnimi, genetickymi abnormalitami
B-ALL/LBL s t(9;22)(g34;q11.2); BCR-ABL1
B-ALL/LBL s t(v;11923); pfestavba MLL
B-ALL/LBL s t(12;21)(p13;G22); TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)
B-ALL/LBL s t(5;14)(g31;q32); IL3-IGH
B-ALL/LBL s t(1;19)(q23;913.3); E2A-PBX1 (TCF3-PBX1)
B-ALL/LBL s hyperploidii (>50 chromozom)
B-ALL/LBL s hypoploidii (<46 chromozom{)

- témér haploidni

- nizce hypodiploidni

- témér diploidni
B-ALL/LBL s intrachromozomalni amplifikaci chromozomu 21

Malignity z T-prekurzorovych bunék

T-lymfoblasticka leukemie/lymfom (T-ALL/LBL), bliZze neuréena

(Prevzato a upraveno: Swerdlow, 2017)
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Tabulka 3: WHO klasifikace 2016 perifernich lymfoproliferaci.

Periferni B-lymfomy

Chronicka lymfocytarni leukemie/ lymfom z malych lymfocyt( (CLL/SLL)
Monoklondlni B-bunécnad lymfocytoza*

B-prolymfocytarni leukemie (B-PLL)

Splenicky lymfom marginaini zony

Leukemie z vlasatych bunék (HCL)

Splenicky B-lymfom/leukemie, blize neurceny (SMZL)

- Splenicky difuzni B-lymfom ¢ervené pulpy

- Variantni leukémie z vlasatych bunék (vHCL)
Lymfoplazmocytarni lymfom (LPL)

- Waldenstrémova makroglobulinémie

Nemoc z teézkych retézcu bliZze neurcend (MGUS), IgM*

- utézky retézec (1 HCD)

- ytézky retézec (y HCD)

- atézky retézec (a HCD)

MonoklondIni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS), IgG/A*
Plazmocytarni myelom

Solitarni plazmocytom kosti

Extraosealni plazmocytom

Depozice monoklonalnich imunoglobulin(*

Extranodaini lymfom z marginalni zény slizni¢ni lymfoidni tkané (MALT)
Uzlinovy lymfom z marginalni zény (NMZL)

- Détsky uzlinovy lymfom z margindlni zény

Folikularni lymfom (FL)

Folikuldrni neoplazie in situ*

- Duodendlni typ folikularniho lymfomu*

Folikularni lymfom détského véku

Velkobunéény B-lymfom s IRF4 pfestavbou

Primarni kozni lymfom folikularniho centra (PCFCL)

Lymfom z plastovych bunék (MCL)

- Neopldzie z plastovych bunék in situ*

Difazni velkobunécény B-lymfom (DLBCL), NOS

- B-bunécny typ termindlniho centra* (GC)

- B-bunécny typ aktivovany*

Velkobunéény lymfom bohaty na T-lymfocyty a histiocyty (THRBCL)
Primarni DLBCL centralniho nerovového systému

Primarni kozni DLBCL, ,leg type“

EBV pozitivni DLBCL, NOS*

EBV pozitivni mukokutdnni ulcerace*

DLBCL spojeny s chronickym zanétem

Lymfomatoidni granulomatéza

Primarni mediastinalni (thymicky) velkobunéény lymfom (PMBL)
Intravaskuldrni velkobunécny B-lymfom

ALK-pozitivni velkobunécny lymfom

Plazmoblasticky lymfom

Primarni exsudativni lymfom (PEL)

Velkobunécny B-lymfom vznikajici v HVV8-asociované multicentrické Castelmanové nemoci*
Burkittlv lymfom

Burkittlv lymfom s 11q aberaci???

High-grade B-lymfom, s MYC a BCL2 a/nebo BCL6 pfesmykem*
High-grade B-lymfom, NOS*

B-lymfom s rysy intermediatnimi mezi DLBCL a CHL
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Periferni T a NK-lymfomy

T-prolymfocytarni leukemie (T-PLL)

Leukemie z velkych granularnich T-lymfocytl (T-LGL)

Chronické lymfoproliferativni onemocnéni z NK-bunék

Agresivni leukemie z NK-bunék

Systémové EBV-pozitivni T-lymfoproliferativni onemocnéni détského véku*
Lymfom vzhledu hydroa vacciniforme*

Adultni T-leukemie/lymfom (ATLL)

Extranodalni NK/T-lymfom, nazélni typ

Enteropaticky T-lymfom (EATL)

Monomorfni epiteliotropni intestindini T-bunécny lymfom*

Indolentni T-bunécnd lymfoproliferativni porucha gastrointestindiniho traktu*
Hepatosplenicky T-lymfom (HSTL)

Podkozni panikuliticky T-lymfom (SPTCL)

Mycosis fungoides (MF)

Sézaryho syndrom (SS)

Primarni koZzni CD30-pozitivni T-lymfoproliferace

- Lymfomatoidni papuldza

- Primarni kozni anaplasticky velkobunéény lymfom (C-ALCL)

Primarni kozni gama/delta T-lymfom

Primarni kozni CD8-pozitivni agresivni epidermotropicky cytotoxicky T-lymfom
Primdrni koZni akrdlni CD8-pozitivni T-lymfom*

Primdrni koZni CD4-pozitivni T-lymfom z mensich a stredné velkych bunek*
Periferni T-lymfom, blize neurceny (PTCL, U)

Angioimunoblasticky T-lymfom (AITL)

Folikularni T-lymfom*

Uzlinovy periferni T-lymfom s TFH fenotypem*

Anaplasticky velkobunécny lymfom (ALCL) ALK-pozitivni

Anaplasticky velkobunécny lymfom (ALCL) ALK-negativni

Anaplasticky velkobunécny lymfom souvisejici s prsnimi implantdaty*

Hodgkintv lymfom

Noduldrni Hodgkintv lymfom s predominanci lymfocyt (NLPHL)
Klasicky Hodgkinlv lymfom (CHL)

- Klasicky Hodgkin(iv lymfom, nodularni skler6za (NSCHL)

- Klasicky Hodgkinlv lymfom, smiSena bunéénost (MCCHL)

- Klasicky Hodgkintv lymfom, bohaty na lymfocyty (LRCHL)

- Klasicky Hodgkintv lymfom, deplece lymfocyt (LDCHL)

Neoplazie oznacené kurzivou a symbolem * jsou nové pridané a klasifikované.
(Prevzato a upraveno: Swerdlow, 2016)

4.2.1 Maligni lymfomy B rfady

Maligni lymfomy B fady se ¢leni na prekurzorové B-ALL/B-LBL a periferni B-
leukemie/lymfomy. V kazdé lymfoproliferaci je zminéna moznd pfi¢ina vzniku, hlavni pfiznaky

doprovazejici onemocnéni, morfologické znaky nadorovych bunék v periferni krvi (PK) a kostni
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dreni (KD), histopatologické, imunologické a genetické vysetfeni, které je dnes u vétsSiny

hematologickych malignit neodmyslitelnou soucasti diagnostiky.

4.2.1.1 Prekurzorovd lymfoblastickd leukemie B/lymfoblasticky lymfom B

ALL postihuje z 80 % déti mezi 2-5 roky, z 20 % postihuje dospélé castéji po 50. roce
Zivota. Na B-LBL pripada pouze 10 % vSech prekurzorovych lymfoma (vétSina je T-bunécné rady),
nejvice se objevuje u mladych jedinct kolem 20. roku. (Jaffe, 2017) Pfi¢ina vzniku onemocnéni
dosud neni presné zndma. Podileji se na nich faktory vnitfniho a vnéjsiho prostredi. ZvySeny
vyskyt byl popsan i u nékterych vrozenych syndrom, naptiklad Down(v syndrom, Fanconiho
anémie, neurofibromatdza aj. Z faktorl vnéjsiho prostfedi maji vliv na vznik onemocnéni
organicka rozpoustédla, chemoterapeutika napfiklad alkylacni cytostatika, ale také ionizujici

zareni. (Adam, 2001)

PFi rozvoji onemocnéni dochazi k postupnému zhorSovani celkového stavu. Pacient
pocituje Unavu, slabost, bolest kosti a kloub(, nechutenstvi. Z objektivnich pfiznakld muaze byt
viditelnda bledost kiiZe a sliznic, vyrazny ubytek na vaze, lymfadenopatie, petechie a horecka.
Nékdy se mohou pridruzit i ptiznaky z postiZzeni jednotlivych organd, zejména hepatomegalie,
splenomegalie, postiZzeni CNS. VSechny tyto nespecifické znamky jsou zplsobeny infiltraci kostni
drené a organll lymfoblasty narusujicimi jejich fyziologickou funkci. V krevnim obraze muze byt
pfitomna leukopenie, leukocytdza i normadlni rozpocet bilych krvinek, rozviji se anémie a

trombocytopenie. (Mayer, 2002)

Morfologické vysetreni periferni krve a kostni dfené zlistava podstatnou soucasti B-ALL
a B-LBL diagnostiky. Prekurzorové buriky mohou byt heterogenni. Rozpoznani lymfoblastl je

dalezité pro stanoveni predbézné diagndzy. (Jaffe, 2017)

Mezi nejstarsi morfologické klasifikacni schéma pro ALL se fadi FAB klasifikace, ktera na
zakladé cytologickych rys bunék rozdéluje ALL na tfi typy L1, L2 a L3 uvedené v tabulce 4. Do
L1 typu se radi malé, vétsinou uniformni lymfoblasty s vysokym N/C pomérem, pravidelnym
tvarem jadra s homogennim az mirné kondenzovanym chromatinem, bez vyrazné viditelnych
jadérek. Cytoplazma byva slabé bazofilni, a tvofi uzky lem kolem jadra. Nékdy mohou byt
pritomné vakuoly. U ALL typu L2 byvaiji blasty vétsi a vice pleomorfni. N/C pomér je proménlivy,
jadro Casto nepravidelného tvaru, struktura chromatinu byva také variabilni. Jadérka jsou velka
a zietelné viditelna. Cytoplazma je objemnéjsi nez u L1 typu a rGzného stupné bazofilie, vzacné
také s obsahem azurofilnich granul anebo vakuol. Pro L3 typ ALL jsou lymfoblasty homogenni a

N/C pomér neni tak vysoky jako u L1. Jadro byva pravidelné, okrouhlé aZ ovéalné, chromatin
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s jemné retikularni strukturou se zfetelnymi jadérky v poctu jednoho a vice, nékdy pfipominajici
méchyrky, cytoplazma je syté bazofilni, vyrazné vakuolizovana. V natéru periferni krve nebo
kostni drené jsou viditelné mitdzy bunék a apopticka téliska. Dnes je znamo, Ze pro L3 typ

naprosta vétsina bunék odpovida zralému B-fenotypu pro Burkittlv lymfom. (Haferlach, 2014)

-_— T

Obrazek €. 6a Obrazek €. 6b

Obrdzky €. 6a a 6b: Leukemické lymfoblasty. 6a Lymfoblasty morfologického typu L1; 6b
Lymfoblasty morfologického typu L2, levy lymfoblast vzhledu ,,hand mirror” (pofizeno na
IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové)

Tabulka 4: FAB klasifikace ALL

ALL typ L1 ALL typ L2 ALL typ L3
Velikost bunék malé heterogenni velké, homogenni
Tvar jadra pravidelny, okrouhly | nepravidelny, se pravidelny, okrouhly,
zarezy, prelozeny kulaty
Struktura jaderného homogenni, nékdy heterogenni jemné retikularni
chromatinu kondenzovany
Jadérka nevyrazna, zfetelnd, vyraznj, vyrazna
nendpadna velka
Objem cytoplazmy minimalni Casto objemna stfedné objemna
Bazofilie cytoplazmy slaba azZ stfedni variabilni silnd
Vakuolizace cytoplazmy variabilni variabilni vyrazna

(Prevzato: Kacirkovd, 2007)
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Pfi histopatologickém vySetfeni byva kostni dren témér vidy hyperceluldrni. Tvorena
prevazné nadorovou masou bunék s rlizné intenzivni mitotickou aktivitou, které difuzné utlacuji
zdravou krvetvornou tkan. Samotné morfologické rozdéleni v klasifikaci ALL ma jen malou
klinickou i prognostickou hodnotu, protoze nekoreluji s Zadnym specifickym fenotypem, vyjma
typu L3. Nékdy se mohou v PK a aspirdtu KD vyskytovat burky, jejichz cytoplazma vybiha
v charakteristicky vybéZzek na jednom pdlu nazyvaného jinak uropod a ptipominaji tak ,ru¢ni
zrcatko” (,,hand mirror cells”). Vznik tohoto vybézku se pripisuje k tvorbé imunokomplex(, a

vyskytovat se mohou napfiklad u mononukledzy a B-ALL. (Jaffe, 2017)

Pro ovéreni lymfoidni fady se hojné v minulosti pouzivaly cytochemické testy na
myeloperoxidazu (MPO), esterazu a barveni na Sudanovou ¢erri B (SBB), které byly pro B-ALL/
B-LBL negativni. PAS reakce jako jedna z dalSich cytochemickych technik se vyuziva také pro
odliSeni B-lymfoblastové bunécné fady svou vyraznou blokovou pozitivitou oproti T-bunécné
fadé. Nicméné i presto je cytochemické vysetreni znacné nespecifické a ustoupilo do pozadi

mnohem prikaznéjsim technikam. (Kacirkova, 2007)

Imunofenotypizacni vysSetfeni je pro potvrzeni pfislusnosti bunék B-bunécné linie a
urceni stadia zralosti lymfoblast( obligatorni (kapesni atlas). Imunologicky se prekurzorové B-
ALL/B-LBL déli na subtypy Early precursor B-ALL, Common ALL, Pre-B-ALL, dile sem spada jesté
zrala B-ALL neboli Burkittiv lymfom. B-bunécna linie ma sv{j imunofenotyp, tzv. CD znaky,
cytoplazmatické ¢i povrchové imunoglobuliny (cylg,slg), které postupné s vyzravanim bunky
pribyvaji. Pro kazdy subtyp prekurzorové lymfoproliferace existuje hlavni diferenciaéni znak. Pro
zarazeni do lymfoidni fady je spolecnych naopak vice znak(. Rozdil mezi prekurzorovymi a
zralymi burikami je znak pro lehké fetézce imunoglobulinu k a A na povrchu cytoplazmy sig+.

V niZe uvedené tabulce 5 je uveden prehled. (Kacirkova, 2007)

Tabulka 5: Imunologicka klasifikace B-lymfoblastické leukemie

Typ B-ALL Podtyp Hlavni odliSujici znaky
early precursor B-ALL CD10-

prekurzorova B-ALL common-ALL CD10+
pre-B-ALL cylgM+

zrald B-ALL/Burkitt(v lymfom slg+

Liniové spolecné znaky: CD19, cyCD22, cyCD79a, HLA-DR
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+ pozitivita; - negativita; c-ALL: common-ALL; cy: cytoplazma; s: ,,surface”, povrchova exprese.
(Pfevzato a upraveno: Kacirkovd, 2007)

Cytogenetickymi a molekularné genetickymi vySetfenimi se sleduje pfitomnost
kvantitativnich abnormalit typu hyperploidie, hypoploidie a kvalitativnich abnormalit pfikladu
Philadelphského chromozomu t(9;22), pozitivita BLC-ABL genu a dalSich. Obecné do
prognosticky neptiznivych se fadi hypoploidie, ¢ast hyperploidii s MLL genetickou abnormalitou,

1(9;22), t(4;11) a dalsi. (Adam, 2001; Haferlach, 2014; Jaffe, 2017)

Pri diferencialni diagnostice musime pomyslet i na infekéni onemocnéni a na
lymfoproliferace, které maji podobnou morfologii jako prekurzorové buriky. Do této skupiny

patfi napfiklad bilinearni akutni leukemie a prolymfocytarni leukemie. (Adam, 2001)

4.2.1.2 Chronicka lymfocytdrni leukemie / lymfom z malych lymfocyti

B-CLL/SLL je nejcastéjsi leukemii dospélych ve véku nad 65 let, s nejvyssi prevalenci od
70-79 let. Casté&ji postihuje muze. Jedna se o klonalni proliferaci malych zralych B lymfocyt(
v periferni krvi a kostni dfeni, jatrech, sleziné ¢i jinych organech. SLL je tzv. aleukemicka forma
s primarnim vyskytem v uzlindch. Diagnostickym kritériem pro klasifikaci CLL je pFitomnost
monoklonalni lymfocytdzy s hodnotami vice ne? 5*10°/L v PK s CLL imunofenotypem CD5+,
CD23+ a CD19+, se slabou expresi lehkych fetézcl k/A a tézkych fetézcd IgM/IgD. Pfi SLL
lymfocytdza byva naopak spide do 5*10%/L. Lymfocytdza je zplsobend jak klonélni proliferaci tak

poruchou apoptdzy bunék. (Adam, 2001; Kacirkova, 2007)

Pfi¢ina vzniku dosud neni Uplné zndmda. Pfes dlouholeté studie, napfiklad expozice
radiacnimu zafeni, infekce znamymi viry Ci 1é¢ba alkylaénimi cytostatiky, se zvySeny vyskyt CLL
neprokazal. Vy3si riziko rozvoje onemocnéni se popisuje pouze pfi manipulaci s chemickymi

latkami u pracovnik(i v zemédélském nebo ropném pramyslu. (Jaffe, 2017)

Klinicky prabéh CLL/SLL je u vétSiny pacientl asymptomaticky a ¢asto je onemocnéni
nahodné diagnostikované pfi rutinnim vySetfenim krve. Onemocnéni trva roky aZ desetileti.
U vétSiny pacientll se objevuje generalizovana lymfadenopatie, hepatosplenomegalie,
symptomy spojené s cytopenii (Unava, krvaceni, slabost nebo recidivujici infekéni onemocnéni).
Pfiblizné u 2-10 % pacient(i s CLL/SLL dojde v pridbéhu nemoci k transformaci v agresivnéjsi
formu (nejc¢astéji DLBCL, Hodgkinlv lymfom) ¢i v prolymfocytarni leukemii. Pro uvedenou
transformaci se pouziva oznaceni Richterliv syndrom. Pro uréeni prognézy onemocnéni se
sleduje progrese lymfocytdzy kazdy rok. Vzdy je dalezité peclivé sledovat morfologii bunék v PK.

Pritomnost zvySené hladiny thymidinkinazy, laktatdehydrogenazy (LDH), B.-mikroglobulinu,
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exprese CD38, CD49d, ZAP-70 a zvyseni poctu lymfocytll na dvojndsobek za 12 mésicl jsou
ukazatele Spatné progndzy. Geneticky ma 80 % vsech CLL abnormalni karyotyp. Byva pfitomnost
trizomie 12. chromozomu, delece postihujici geny p53, ATM. (Adam, 2001; Kacirkova, 2007;
Jaffe, 2017)

Cast malignich bunék mohou tvofit velké prolymfocyty a paraimunoblasty. Morfologicky
Ize CLL/SLL rozdélit podle vzhledu lymfocytd na tzv. typickou CLL, lymfocyty jsou malé, kulaté,
uniformniho vzhledu a maximalné dvakrat vétsi nez erytrocyty. Jadro byva lehce excentricky
uloZené, okrouhlé. Chromatin je hutny, tvorici hrudkovitou strukturu, pfipominajici mozaiku.
Jadérka nejsou zfetelnda. Cytoplazma tvofi jen jasné ohrani¢eny Uzky lem a je slabé bazofilni.
MUzZe obsahovat granula a vzacnéji vakuoly. Podil prolymfocyti je u typické CLL maximalné do
10 % ze vSech lymfoidnich bunék v PK. Lymfocyty pti CLL jsou fragilni, a tak je v natéru PK i KD
pritomno velké mnozstvi rozpadlych bunék tzv. Gumprechtovych stind. Druha tzv. atypicka CLL,
nebo také smisené bunécnd CLL, zahrnuje dvé varianty. V prvni mohou byt v PK vidét lymfocyty
s prolymfocyty do 55 % z celkového poctu lymfocytl, tzv. CLL/PL, anebo jsou lymfocyty
vzhledové heterogenni, rGzné velké s rlizné objemnou cytoplazmou. Jadro je nepravidelné,
preloZené, zvlastné rozstépené. Chromatin neni typicky hrudkovity. U této varianty je zastoupeni
prolymfocytl mensi, a také morfologicky variabilnéjsi. Histopatologické vysetreni kostni dfené
pro diagnostiku neni nezbytné, ale je uZite¢né v urceni rozsahu Ubytku krvetvorné tkané a typu
infiltrace malignimi burikami, kterda mizZe byt intersticialni, modularni, smisena nebo difuzni.

(Haferlach, 2014; Jaffe, 2017)

Diagnostika a klasifikace onemocnéni se opird o anamestické udaje, vysledky krevniho
obrazu, morfologie PK, ptipadné i KD, histologii uzlin a imunofenotypizaci pro odliSeni od

folikularniho lymfomu, lymfomu z plastové zony a prolymfocytarni leukemie. (Haferlach, 2014)

Obrazek ¢. 7a Obr. 7b
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Obrdzky ¢. 7a a 7b: 7a Maly lymfocyt pti CLL; 7b Gumprechtovy stiny pfi CLL (pofizeno na IV.
Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové)

4.2.1.3 Prolymfocytarni leukemie

B-prolymfocytarni leukemie (B-PLL) je podle WHO klasifikace definovana jako klonalni
proliferace B-prolymfocytl postihujicich kostni dien, periferni krev a slezinu. Infiltraci Ize nalézt
také v jatrech. V periferni krvi byva vyrazna lymfocytéza s hodnotami nad 100*10°/L a vice.
Pocet prolymfocytl v PK prekracuje 55 % vsech lymfoidnich bunék. Soucasné byva pritomna
anémie a trombocytopenie. Casté&ji postihuje star$i vékové skupiny kolem 67 let a muZe. B-PLL
je vzacna, vyskytuje se v rozmezi 1-10 % vsech lymfoproliferaci ze zralych bunék. B-PLL ¢astéji
vede ktransformaci v agresivnéjsi typy lymfoproliferativnich chorob. Pfi diagnostice
onemocnéni je potieba zahdjit chemoterapii, pti vyrazném postizeni sleziny se doporucuje jeji

chirurgické odstranéni nebo ozafeni. (Adam, 2001; Mayer, 2002)

Pro odliseni od CLL je dualezité klinické vySetfeni pacienta, cytomorfologie PK a KD a
stanoveni imunofenotypu. V natéru periferni krve a aspiratu kostni difené u B-PLL jsou
prolymfocyty stfedné velké buriky maximalné dvakrat vétsi nez maly lymfocyt, s okrouhlym
jddrem a méné kondenzovanym chromatinem nez u lymfocyt( CLL. V jadre je vyrazné viditelné
kulaté jadérko. Cytoplazma prolymfocytl je objemnéjsi, méné bazofilni a agranuldrni. Pfi
histopatolgickém vysetieni KD je viditelnd masivni difazni infiltrace. Pro B-PLL je spolecna
pozitivita znakd CD19, CD20, CD24, CD37, CD 43, CD79b, FMC7, povrchovy imunoglobulin
IgM/1gD a lehké Fetézce (k/A). Denzita tézkych retézcl je vyrazné vyssi neZ u B-CLL. Znaky CD5 a
CD23 jsou zpravidla negativni a odlisi B-PLL od B-CLL. Pozitivita znaku CD5 je popisovana
nékterymi autory u tretiny pfipadl B-PLL, které mohou pochdazet z B-CLL. U casti pripadud se
popisuje exprese ZAP-70 bez evidentni prognostické korelace. Az u 60 % pacientl se vyskytuji
chromozomalni aberace. Casté je postizeni lokusu pro p53 na 17. chromozomu p-raménka.
V pfipadé pozitivni t(11;14) ¢asto s expresi CD5 se fadi mezi podtyp lymfomu z plastovych bunék
(MCL) s prolymfocytoidnimi rysy. (Mayer, 2002; Haferlach, 2014; Jaffe, 2017)
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Obrdzek ¢. 8: Prolymfocyt (pofizen na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice
Hradec Kralové)

4.2.1.4 Leukemie z vlasatych bunék

Leukemie z vlasatych bunék (Hairy cell leukaemia — HCL) je vzacné pomalu progredujici
onemocnéni, s pfitomnosti lymfocytl v PK, KD, jatrech a pro néz je typické vyraznéjsi postizeni
sleziny s afinitou k infiltraci cervené pulpy. Z nedostatku hematopoetickych rlistovych faktort a
produkce tlumivych cytokin( se rozviji pancytopenie. Z téchto divodl pacienti s HCL casto trpi
rekurentnimi infekénimi onemocnénimi a horfe¢natymi stavy z defektu imunity. Postihuje spise
muzské pohlavi v poméru muz/zena 4:1 priimérné kolem 55. roku Zivota, u déti se nevyskytuje.
Na rozvoji se mohou podilet faktory vnéjsiho prostfedi a geneticka zatéz. Byly popsany pripady
spojené s haplotypem HLA-A1, B7. Vétsina pfipadd vzniku je spise idiopaticka. (Chrobak, 1999;
Jaffe, 2017)

K diagnostice onemocnéni se provadi natér PK, KD a histopatologické vySetfeni KD.
Aspirace KD je obtizna, nékdy nemozna diky fibrotizaci. Mikroskopicky jsou lymfocyty stfedné
velké buriky s centrdlné nebo lehce excentricky uloZzenym jadrem. Tvar jadra je okrouhly nebo
ovalny nékdy fazolovity aZz prstencity. Chromatin ma jemnou vlaknitou strukturu casto bez
patrného jadérka, nebo jen s jednim jadérkem. Cytoplazma je variabilné objemn3,
neohranic¢end, lehce bazofilni Zilkovité struktury, vybihajici v charakteristické vlaskovité vybézky
po celém svém povrchu. Nékdy mize obsahovat vakuoly nebo inkluze. Vybézky jsou nejlépe

patrné v elektronovém mikroskopu. (Kacirkova, 2007)

,Vlasaté” lymfocyty exprimuji antigeny CD19, CD20 a CD22 asociované s B-burikami,
charakteristicky jsou také pozitivni CD103, CD25, CD11c, CD123, DBA44, anexin Al a
cytochemicky test na tartarat rezistentni kyselou fosfatazu (TRAP). U vétSiny HCL lymfocytl se
vyskytuje bodova mutace onkogenu BRAF V600E, a klonalni prestavba gen( pro imunoglobuliny,

ktera se ovéri genetickymi testy, napfiklad pomoci PCR. (Jaffe, 2017)
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Podobnou morfologii a expresi povrchovych znak(l maji lymfoproliferace radici se dle
WHO klasifikace 2016 mezi splenicky B-lymfom/leukemie, blize neuréeny (SMZL), kam se fadi
splenicky difdzni B-lymfom ¢ervené pulpy a variantni HCL (vHCL). Pomoci genetiky se odlisi také

lymfom z marginalni zény.

Vzor HCL v kostni dfeni je vysoce charakteristicky a je odliSny od ostatnich malych B-
bunécénych lymfomu. Dobra biopsie jadra kostni dfené je nezbytna, protoZe aspirat kostni dfené
je Casto Spatné bunécny nebo nedosaZitelny kvili fibréze dfené. Neni-li moZzno dosahnout
aspirace, diagnosticky HCL imunofenotyp Ize obvykle prokazat v periferni krvi, protoze cirkulujici
neoplastické burky jsou pfitomny u vSech pacientll. Vysetfeni periferni krve a kostni dfené
(véetné imunofenotypizace) pomaha pri pfesném rozliSeni MALT lymfomu. (Kacirkova, 2007;

Jaffe, 2017)

Obrazek c. 9: ,Vlasata burika” (pofizen na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice
Hradec Kralové)

4.2.1.5 Burkittiv lymfom

Burkittdv lymfom (BL) je podle aktualni WHO klasifikace povazovan za vysoce agresivni
lymfoproliferativni onemocnéni, které se projevuje mimouzlinovym postizenim nebo jako akutni
leukemie. BL je dnes clenén do tfi klinickych variant: endemicky BL, sporadicky BL a BL
asociovany s imunodeficientnimi stavy. Varianty se liSi v anatomické lokalizaci primarniho
nadoru, jemnymi rozdily v morfologii, expresi ¢asti povrchovych znak(l a variabilni molekularni
genetikou. Lymfom je charakterizovan stfedné velkymi B-burikami s bazofilni cytoplazmou a
vysokym mitotickym indexem a s translokaci chromozomu 8 (8g24) postihujici MYC gen. Na

vzniku BL se také podili infekce EBV. (Jaffe, 2017; Longo, 2010)

Endemicky BL se typicky vyskytuje v rovnikové Africe a Nové Guinei, kde je také
soubézné vyssi vyskyt malarie. Tato forma BL je spojend s nakazou EBV, s chronickou antigenni

stimulaci a supresi imunitniho systému vyvolanou perzistujici malarickou infekci. Postihuje
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predevsim déti ve véku 4-10 let s vyssi prevalenci u chlapcl. Nador nejcastéji postihuje celist,

ocnici Ci jiné oblicejové kosti. Postizeni PK a KD u této formy BL nebyva. (Jaffe, 2017)

Sporadicky BL se vyskytuje po celém svété u déti a mladych dospélych. Tato varianta BL
postihuje castéji dutinu brisni v ileocekalni oblasti. Mohou byt postizeny vajecniky, ledviny,
slinivka btisni i prsy. EBV pozitivita byva jen asi u 10-30 % pacientld. Mozna je i leukemizace
lymfomu v tzv. ,bulky disease” ¢i prechod do formy akutni leukemie, podle FAB klasifikace
oznacovana jako L3-ALL s postizenim PK a KD s charakteristickou morfologii nadorovych bunék.

(Jaffe, 2017)

BL asociovany s imunodeficity se primarné projevuje ve spojeni s HIV infekci a AIDS, kde
kazdy treti lymfom je BL. Vyskyt u pacientl AIDS v poslednich letech klesa diky antiretrovirové
terapii. U této formy jevi bunky atypické cytologické znaky s ¢asto plazmocytiodni diferenciaci.
Jadro téchto bunék je mirné excentricky uloZené s vyraznym, centralné ulozenym jadérkem.
Cytoplazma je silné bazofilni a mulzeme v ni prokazat cytoplazmaticky monoklonalni

imunoglobulin. Postizeni KD byva casté. (Kacirkova, 2007; Jaffe, 2017)

Lymfomové burky v KD a PK jsou stfedné velké, s relativné uniformnim vzhledem. Jadro
je vétSinou okrouhlé aZz ovalné s jemnou strukturou chromatinu a zfetelnymi jadérky v poctu 1
— 5. Cytoplazma je objemnéjsi, silné bazofilni a ¢asto vakuolizovana, nékdy s pritomnosti lipidQ
(cytochemicky prikaz olejovou ¢erveni O, imunohistochemicky adipofilinem). Tyto vakuoly jsou

nejlépe vidét v otiskovych preparatech lymfatickych uzlin nebo v natérech z aspiratt KD. (Yang)

Prislusnost bunék k BL pri imunofenotypizacnim vySetreni je uréena expresi znaki CD19, CD20,
CD79a, CD10, BCL6 a slgM s restrikci lehkych fetézcl. Znaky CD5, CD23, CD34, cyklin-D1 a TdT
pro vyvojové nezrald stadia bunék jsou negativni. CD21 pozitivita odliSuje endemickou formu od
sporadické. Exprese proliferacniho znaku Ki-67 je témér ve 100 % bunék BL. Genetické vySetieni
prokaze klonalni prestavbu genu MYC, ze 75-80 % s translokaci t(8;14)(q24;932), nebo
1(8;14)(q24;911), i t(2;8)(p12;q24). Existuje velmi vzacna translokace BL t(8;14;22). (Kacirkova,
2007; Jaffe, 2017)
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Obrdzek ¢. 10: Burika Burkittova lymfomu s vakuolizaci cytoplazmy i jadra (pofizen na IV.
Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové)

4.2.1.6 Plazmocytdrni myelom

Plazmocytarni myelom (mnohocetny myelom, MM) je onemocnéni, charakterizované
klonalni proliferaci plazmatickych bunék odvozenych z B lymfocytl primarné postihujici kostni
dren. Dochazi k invazivnimu osteolytickému postizeni vedouci k bolesti kosti a patologickym
frakturam. Bunky produkuji monoklonalni imunoglobulin prokazatelny v séru anebo v modi.
Rozviji se insuficience ledvin z nadprodukce lehkych fetézcl (Bence Jonesova bilkovina) a

anémie. Onemocnéni postihuje starsi pacienty nad 50 let. (Adam, 2001; Kyle, 2009)

Diagndza myelomu se provadi kombinaci klinickych, morfologickych, imunologickych a
radiografickych vySetteni Kritéria pro stanoveni diagndzy se fidi WHO modifikaci dle Durieho a
Salmona, kterd kladou diraz na klinické vysledky, viz nasledujici tabulka 6, a podle kritérif
International Myeloma Working Group (IMWG) kladou vétsi dliraz na symptomy, které provazeji
MM (Hematoonkologicky atlas). Mezi klasické symptomy doprovazejici MM patti bolest kosti,
zejména bederni patere, patologické fraktury kosti, asté infekce zplUsobené imunosupresi,
anemie, trombocytopenie, nefropatie, polyneuropatie a otoky koncetin. (Adam, 2001; Jaffe,

2017)

Pro stanoveni pritomnosti monoklondlnich imunoglobulinG (M-komponenta,
paraprotein) slouZi elektroforéza a imunofixace séra a modi, pfitomnost Bence-Jonesovy
bilkoviny. Krevni obraz s diferencidlnim rozpoétem, biochemické stanoveni koncentrace kalcia a
kreatinu. Cytomorfologické, imunofenotypizacni a genetiké vySetfeni PK a KD. Neméné dllezité

je radiologické vysetteni pomoci CT, MRI ¢i PET-CT. (Adam, 2001)
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Plazmocytarni myelom je ¢lenén na nékolik variant, které se lehce lisi v klinickém nalezu
u pacient(l a progresi onemocnéni, ne viak morfologickymi aspekty. Radi se sem nesekre¢ni
myelom, asymptomaticky (doutnajici ,smouldering myeloma”) a plazmocytarni leukemie.

(Kacirkova, 2007)

Tabulka 6: Diagnosticka kritéria plazmocytdrniho myelomu podle Durieho a Salmona,
1975.

Velka kritéria Mala kritéria

1) pocet plazmocytl v KD > 30 %

a) pocet plazmocytl v KD 10-30 %

2) plazmocytom v biopsii

b) koncentrace M-Ig nizsi nez v 3

3) koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu

(M-1g) v séru:

M-1gG > 35 g/I; M-IgA > 20 g/I

koncentrace monoklonalniho imunoglobulinu

c) osteolyticka loZiska

d) sniZeni ostatnich fyziologickych

imunoglobulinli pod 50 % normalini hodnoty:

IgG<6g/l;IgA<1g/l; 1IgM <0,5 g/l

v modéi: mnozstvi lehkych fetézci/24hod >1 g

Diagndza MM vyZaduje pritomnost alespon 1 velkého kritéria a 1 malého kritéria, nebo 3 vedlejsich

kritérii (vzdy a + b). Plati pro nemocné s klinickou symtomatologii

(Pfevzato a upraveno: www.myeloma.cz)

V natéru PK byva pfi MM vidét leukoerytroblasticky obraz, penizkovaténi (rouleaux)
erytrocytl a bazofilné zbarvené pozadi zplisobené pritomnosti paraproteinu. Ojedinéle se
nachazeji plazmocyty, jejich vyssi pocet znaci spiSe plazmocytarni leukemii. Jednim
z nejdulezitéjsich prvkd diagnostiky MM je vysetteni kostni dfené, poskytujici také prognostické
informace a identifikaci reakci pacienta na |écbu, ptipadné na recidivu. V aspiratu KD jsou
zmnozeny plazmocyty, které mohou byt morfologicky velmi heterogenni — od normadlnich
plazmatickych bunék az po formy blastické, anaplastické. Normalni zralé plazmocyty je nutné
rozeznat od velmi podobnych osteoblastl. Neoplastické plazmocyty maji zfetelnou
nukleocytoplazmatickou asynchronii, kdy cytoplazma je vyzrala, bazofilni, ale jddro ma jemnou
chromatinovou strukturu s viditelnymi jadérky. Jadro plazmocytl je znacné pleomorfni, nékdy
jsou bunky i multinuklearni, pfitomné jsou mitotické figury. Cytoplazma mze byt velmi objemna
a obsahovat Russelova téliska (mukopolysacharidy a imunoglobulin). Mottovy buriky jsou
vyplnény inkluzemi pfipominajici tato téliska, vzhledem vypadaji jako hrozen ¢i morula. Dale

mohou obsahovat tzv. Dutcherova téliska, pseudo-nukleoly, ktera vznikaji invaginaci cytoplazmy
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¢i cysteren endoplazmatického retikula do jadra. Plazmocyty pfi trepanobiopsii KD destruktivné

infiltruji, dochazi velmi ¢asto k osteolyze s viditelnymi osteoklasty. (Kacirkova, 2007)

U morfologicky atypickych forem MM ma vyznam imunofenotypizacni vysetfeni.
Fyziologické plazmocyty exprimuji CD19+, CD38+, CD138+, CD45+ a CD56-, u malignich
plazmocytl byva exprese znacné variabilni. V cytoplazmé je pfitomen paraprotein I1gG, méné
Casto IgA, vzacné IgD, IgE nebo IgM anebo jen lehké fetézce (k/A). Silné exprimuji znak CD38+,
pozitivni je téZ CD56, CD79a, CD 138. Znaky CD19, CD20, CD22, CD 45 jsou Casto negativni. Pro
stanoveni progndzy se urcuje tzv. labeling index plazmatickych bunék vyjadfujici miru
procentudlniho zastoupeni bunék aktivné syntetizujicich DNA. Geneticky jsou pozitivni
prestavéné geny pro lehké i tézké retézce. MUzZe byt pfitomna monozomie chromozomu 13.

Delece 17p13, translokace t(4;14) nebo t(14;16). (Kacirkova, 2007; Jaffe, 2017)

Obrazek ¢. 11a Obrazek ¢. 11b

Obrdzky ¢. 11a a 11b: Patologické plazmocyty s inkluzemi paraproteinu v cytoplazmé i jadie
(pofizeno na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové)

4.2.2 Maligni lymfomy T fady

Maligni T lymfomy se obdobné jako B lymfomy ¢leni podle WHO klasifikace na
prekurzorové a periferni. Prekurzorové nadorové T lymfoidni bunky vychazeji z kostni diené a
periferni, zralé nadorové T lymfocyty z thymu. Jedna se o relativné vzacné malignity s variabilni
expresi antigeni CD2, CD3, CD5, CD7, CD4, CD8 a TCR receptoru. Na jejich vzniku se mohou
podilet infekce viry HTLV-1 (Human T-lymphoma Virus-1) a EBV. (Ceska, 2015)

4.2.2.1 Prekurzorova lymfoblastickd leukemie T/lymfoblasticky lymfom T
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Prekurzorova lymfoblasticka leukemie T (T-ALL) a lymfoblasticky lymfom T (T-LBL) je
zpUsoben klonalini proliferaci T lymfoblastd. T-ALL postihuje kostni dien a periferni krev a T-LBL
primarné postihuje extramedularni orgdny. Obé jednotky jsou svym biologickym chovanim
jednotné. Hranice mezi nimi se uréuje procentudlnim zastoupenim lymfoblast( v kostni dreni.
Pro T-LBL plati jejich zastoupeni do 25 % v KD, pokud jsou hodnoty lymfoblastl vyssi, jedna se
jiz o T-ALL. Morfologicky je nelze odlisit od prekurzorovych B lymfoblastd, proto je pro uréeni

nutnd imunofenotypizace. (Kacirkova, 2007)

Pricina vzniku dosud neni presné znama. T-ALL a T-LBL postihuje castéji déti.
Onemocnéni se mlzZe projevovat anémii, trombocytopenii s variabilnimi hodnotami leukocytl
v PK. PFi extrameduldrnim postiZzeni, dominuji lymfatické uzliny v oblasti mediastina a krku.
Cytologicky mohou byt lymfoblasty velmi variabilni: od malych blastd s vysokym N/C pomérem
s kondenzovanym chromatinem a nenapadnymi jadérky aZz po pomérné velké blasty
s objemnéjsi bazofilni, nékdy vakuolizovanou cytoplazmou, nepravidelnym tvarem jadra s
jemnéjsim chromatinem a rlznymi pocty jadérek. Pomoci cytochemického vySetfeni lze v T
lymfoblastech prokazat enzym kyselou fosfatazu, jejiz pozitivita se blokuje tartaratem sodnym.

(Kacirkova, 2007)

Spolecnym znakem T lymfoblastd pfi imunofenotypizacnim vysetfeni je pozitivita znakU
TdT, CD3, CD7. Variabilné v zavislosti na vyvojovém stddiu mohou byt exprimovany CD1a, CD2,
CD5, CD4, CD8. Genetické vysetfeni prokdze mnoho kryptickych aberaci, u kterych vSak nebyl
prokazan klinicky vyznam. Nadale probiha vyzkum k nalezeni aberaci, které by vedly k posunu

v otdzce cilenéjsi |écby. (Kacirkova, 2007; Jaffe, 2017)

4.2.2.2 T - Prolymfocytdrni leukemie

Prolymfocytova leukemie T-bunék (T-PLL) je vzacné agresivni onemocnéni
charakterizované proliferaci malych az stfedné velkych lymfocyt( s post-thymickym fenotypem.
PFi této leukemii jsou Casto postizeny onkogeny TCL1 na 14. chromozomu (14g32). Postihuje PK,
KD, lymfatické uzliny, jatra, slezinu i k(iZi. Diagnostika T-PLL je cytologicka, imunohistochemicka

a imunofenotypizaéni. (Penka, 2011; Ceska, 2015)

V KO je Casto pfitomna anemie a trombocytopenie s leukocytézou s hodnotami nad
100*10°%/I. T prolymfocyty se od B prolymfocytd vyrazné nelisi. Jednd se o stfedné velké
lymfoidni burnky swvy$s$im N/C pomérem, okrouhlym jadrem se stfedné kondenzovanym
chromatinem a vyraznym nukleolem. Cytoplazma je bazofilni bez pfitomnosti granul a velmi

Casto tvofi drobné protruze ,blebs”. Popisuji se také dvé variantni formy T-PLL: malobunécna
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varianta pfripominajici vzhledem CLL a cerebriformni varianta pripominajici Sézaryho syndrom
pfitomnosti prolymfocytl s pfeloZzenymi jadry a cytoplazmou s protruzemi. KD byva vyrazné
infiltrovana nadorovymi burikami s potlatenim normalni hematopoézy. KD pfi histologickém

vySetfeni byvd obvykle vyrazné intersticialné nékdy difuzné infiltrovana. (Kacirkova, 2007)

T-PLL exprimuje znaky CD2+, CD3+, CD7+, TCRap. Vétsina je CD4+ a CD8-. Existuje vSak
i fenotyp CD4+ a CD8+ a velmi vzacné CD4- a CD8+. T-PLL neni pozitivni na znaky prekurzorovych
malignit, jako je TdT a CD1a . Pfi genetickém vysetfeni se prokaze klonalni prestavba TCRapf,

Cetné abnormality v karyotypu bunék, zejména na chromozomech 8, 11 a 14. (Kacirkova, 2007)

g
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Obrazek ¢. 12: Prolymfocyt s vyraznym excentricky uloZzenym jadérkem. (pofizen na IV. Interni
hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové)

4.2.2.3 Sézaryho syndrom

Sézaryho syndrom (SS) je vzacnéjsi periferni T-lymfom postihujici kGzi ve formé
erytrodermie, lymfatické uzliny a periferni krev. PovaZuje se za agresivni leukemickou variantu
mycosis fungoides, kterd je na rozdil od SS indolentni a postiZzeni KD a PK je i v pokrocilych

stadiich vzacné. (Kacirkova, 2007)

V periferni krvi byva pritomna leukocytdza s lymfocytdzou a specifické Sézaryho a/nebo
Lutznerovy buriky pochazejici z koznich 1ézi. Sézaryho buriky jsou velké s vysokym N/C pomérem.
Jadro je konvultované, cerebrifromniho vzhledu s kondenzovanym chromatinem a nepatrnymi
jadérky. Lutznerovy buriky jsou malé ale obdobného vzhledu, struktura jadra je kompaktnéjsi.
Cytochemickym vysetfenim lze detekovat PAS pozitivni prstenec vakuol kolem jadra. PostiZeni
KD byva casté v pokrocilém stadiu onemocnéni. Pro komplexni diagnostiku je nutné
imunohistochemické vysetreni spolecné s pratokovou cytometrii. Pro stanoveni diagndzy je

nutnd pfitomnost alespori 1*10%/I téchto bunék v PK. (Penka, 2011)
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Sézaryho buriky jsou pozitivitivni ve znacich CD2, CD3, CD5 a TCRaf, dale exprimuji CD4
a CD45R0, znaky typické pro pamétové T-helpery. Geny pro TCR vykazuji klonalni pfestavbu.

Vyskytuji se ¢asté aberace na chromozomech 1, 17, 10 a 14. (Kacirkova, 2007)

Obrazek ¢. 13a Obrazek ¢. 13b

Obrdzek ¢. 13a a 13b: 13a Sézaryho burika; 13b Lutznerova burika (pofizeno na IV. Interni
hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové)

4.2.3 Hodgkinova choroba

Hodgkindv lymfom (HL) patfi mezi lymfoproliferativni onemocnéni, vychazejici
z B lymfocytd, které se ale podle WHO klasifikace 2016 fadi samostatné. Dlvodem je pfitomnost
charakteristickych Hodgkinovych resp. Reed-Sternbergovych bunék (H-RS), které znaky B
lymfocytld nenesou. Podle klinického a laboratorniho vysetieni se HL déli na nodularni HL
s predominanci lymfocytt a klasicky HL, ktery v sobé zahrnuje ¢tyfi podtypy (viz Tabulka 3). HL
postihuje prevdiné uzliny. H-RS buriky tvofi jen 0,2 — 2 % z bunééné populace postizené tkané.
Nejvyssi incidence HL je u pacientl mezi 20. — 30. rokem Zivota a po 50. roce. Muzi byvaji

postizeni ¢asté&ji. (Ceska, 2015)

Vznik H-RS bunék se popisuje tzv. ,crippling” mutaci VAR genu pro imunoglobuliny a
downregulaci B bunéénych signalnich cest a transkripénich faktord u B lymfocytl germinalniho
centra, kterd ndsledné vede ke ztraté B bunécného fenotypu. Vroli mikroprostiedi
podporujiciho rlist nddorovych bunék se popisuje konstitutivni aktivita transkripéniho faktoru
NFkB, zplsobena nahodnymi somatickymi mutacemi a aZz ve 40 % pripadd zplsobena EBV
infekci. | samotné H-RS buriky produkuji fadu cytokint a chemokin@. (www.fnmotol.cz; Ceska,

2015)

35


http://www.fnmotol.cz/

Onemocnéni se charakteristicky projevuje zvétsenim lymfatickych uzlin, zpravidla v horni
poloviné téla (krénich, axilarnich, mediastinalnich). V zavislosti na stadiu a progresi onemocnéni
se pridruzuji dalsi systémové priznaky, jakymi jsou undulujici horecka, Ubytek na vaze, nocni
poceni a koprivka. Nékdy se objevuje kasel a dusnost z Utlaku zptsobeného zvétsenymi uzlinami.
V PK byva casto anémie, lymfopenie, eozinofilie a trombocytdza. Aspirat KD je hypercelularni
diky hyperplazii granulocytarnich, zejména eozinofilnich bunék. Byvaji reaktivhé zmnozené
makrofdgy a plazmocyty. V klinickém vySetteni se uplatiuje fyzikalni vySetfeni, zobrazovaci
metody RTG, CT, PET a scintigrafie. Diagnostika a klasifikace HL se opirda o histologické a
imunohistochemické vysetfeni odebraného vzorku extrameduldrni postizené tkané

s pfitomnosti RS bunék a zanétlivého bunééného infiltratu. (Kacirkova, 2007; Ceska, 2015)

Nodularni HL s predominanci lymfocytd (NPLHL) se od klasického HL (CHL) lisi
pritomnosti polyploidnich imunoblastd tzv. LH bunék (lymfoidné histiocytarni burnky) majici
charakteristickou morfologii a imunofenotyp. LH bunky maji lobulizovand jadra a ¢etna drobna
jadérka pripominajici zrna kukufice (,popcorn cells“), naopak H-RS buriky se vyskytuji velmi
zfidka. Imunofenotyp NPLHL je CD20+, CD30-/+, CD15- a CD45+, bunééné pozadi polyklonalnich
CD57+ T lymfocytd vytvari kolem nadorovych bunék v KD rozety. Postizeni KD je vzacné a je

vétsinou spojeno s fibrotizaci KD. Infiltrace byva spiSe nodularni. (Adam, 2001; Kacirkova, 2007)

CHL je charakteristicky pfitomnosti diagnostickych H-RS bunék a zanétlivého infiltratu
s nekrotizacemi na pozadi. Buriky RS jsou nejcastéji velké dvoujaderné se zrcadlové ulozenymi
ovalnymi jadry s napadnymi eozinofilnimi jadérky umisténymi v centru s perinukledrnim halo a
slabé eozinofilni objemnou cytoplazmou. Mezi dalsi diagnosticky typické bunky patfi
jednojaderné imunoblasty tzv. Hodgkinovy bunky s ndpadnéjSim centrdlnim jadérkem a
oxyfilnir cytoplazmou. Pfitomné mohou byt tzv. mumifikované buriky podléhajici apoptdze. Pro
nodularné skleroticky HL jsou typické jesté lakundarni burky, které jsou pouze v histologicky
zpracovanych fezech, vzniklych jako artefakt pfi formolové fixaci. Rozdéleni CHL na jednotlivé
typy v kostni dfeni neni mozné, protoZe jeji postizeni je Casto difuzni a vede ke stromalnim
reaktivnim zménam (edému, fibrotizaci, lymfoidnim shluklim a nekréze). Imunofenotyp H-RS

bunék je CD30+, CD15+, CD45- a CD20-/+. (www.fnmotol.cz; Kacirkova, 2007)

CHL se podle soucasné klasifikace déli na typ nodularni skleréza (NSCHL), smisena
bunécénost (MCCHL), bohaty na lymfocyty (LRCHL) a deplece lymfocytli (LDCHL). K jejich presné
diagnostice je nutné histologické a imunohistochemické vySetfeni postizenych tkani, nejcastéji

uzlin. (www.fnmotol.cz; Kacirkova, 2007)
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Obrdzek ¢. 14: Reed-Sternbergova burika se zrcadlové umisténymi jadry (Pfevzato: Jaffe, 2017,
s.5300br.C.)

4.3 Laboratorni priikaz

Neoddélitelnou soucasti diferencidlni diagnostiky malignich lymfoproliferaci je jejich
laboratorni priikaz zahrnujici vySetreni krve, kostni dfené a zasaZzenych organ(. Maligni proces
Ize zachytit jiz pomoci zdkladnich rutinné pouzivanych laboratornich metod, kam patti
analyzatorové vysetreni krevniho obrazu (KO) a diferencialniho poctu krevnich leukocytl (DIF),
dale mikroskopickéhe odecteni natéru PK, pfipadné aspiratu KD. Mezi specifi¢téjsi metody pak

patfi cytochemické, imunologické a genetické vysSetreni.

Spravna interpretace vysledk( laboratornich vysetfeni se opird o anamnestické udaje

pacienta a dalsi fyzikalni vysetieni. (Pecka, 2010)

4.3.1 Krevni obraz a diferencialni rozpocet leukocytt

Vysetreni krevniho obrazu (KO) patti mezi zakladni diagnostické testy a zahrnuje v sobé
stanoveni poctu krevnich bunék a jejich parametrd. U lymfoproliferativnich malignit byva KO a
DIF velmi variabilni, tyto testy vSak pomahaji k nasmérovani lékafe k dalSim specifictéjsim

postupdm. (Pecka, 2010)

Odbér krve se provadi nejcastéji ze zZily v jamce loketni do zkumavky s KsEDTA
antikoagulanciem po rysku. Ihned po odbéru musi dojit k dostatecnému promichani krve
s K3EDTA aby se zamezilo vzniku sraZzeniny. Pfed odbérem nemusi pacient dodrzovat Zadna
zasadni dietni opatreni, pouze by mél byt dostatecné zavodnén. Stabilita krve po odbéru je 5

hodin pfi teploté 15 — 25°C. (Pecka, 2010)

Vysetreni KO probihd pomoci analyzatord krevnich bunék, kterymi se stanovi celkovy
pocet leukocytl (WBC), erytrocytd (RBC) a trombocytl (Plt), hodnoty hemoglobinu (HB) a

hematokritu (HCT). Dale se urci parametry erytrocytll a trombocytl: stfedni objem erytrocytu
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(MCV), stfedni mnozstvi HB v erytrocytu (MCH) a stfedni koncentrace HB v erytrocytech
(MCHC), distribucni Siti erytrocytdl (RDW) a trombocytl (PDW), destickovy hematokrit (Pct) a
stfedni objem trombocytu (MPV). Zjisténi téchto vSech hodnot se ziskavd pomoci impedancni
metody anebo optické detekce, nékteré parametry jsou vypoctené. Koncentrace HB se

stanovuje spektrofotometricky. (Pecka, 2010)

Doplnujicim vysetfenim je diferencidlni rozpocet leukocytll (DIF), tedy stanoveni
zastoupeni jejich jednotlivych podtypl, ke kterym se tadi neutrofily, bazofily, eozinofily,
lymfocyty a monocyty. Stanoveni na analyzatorech probiha na podkladé kombinace raznych
detekénich metod (rozptyl pfimého ¢i bocniho laserového paprsku, impedance, konduktivita,
pratokova fluorescencni cytometrie apod.), pomoci nichZ se leukocyty separuji podle velikosti,

reflektivity, vnitfni struktury ¢i obsahu. (Pecka, 2010)

4.3.2 Mikroskopické vysetreni PK a KD

Mikroskopické vysetreni PK a KD, jehoz soucasti je i popis morfologie jednotlivych

bunécnych linii, se také provadi pro upfesnéni ¢i stanoveni celé fady diagnoz.

Mikroskopické vysetteni periferni krve se provadi ze stejného odbéru jako na KO. Natér
periferni krve je dobré zhotovit do 2 hodin od odbéru, pozdéji by mohlo dojit k naruseni i
rozpadu nékterych krevnich elementd. Natér se zhotovuje z kapky krve aplikované na Cisté a
odmasténé podlozini sklo roztérovym sklem pfiblizné pod dhlem 25-30° a necha se dobre
zaschnout. Poté se zafixuje a obarvi dle Pappenheimovy panoptické metody. Principem metody
je odliseni jednotlivych struktur bunék podle jejich pH a tedy schopnosti vazat barviva. PouzZivaji
se dva roztoky: May-Griinwald, ktery slouZi k zafixovani natéru a obarveni struktur bunék
s afinitou k bazickym barvivim, napfiklad granula neutrofilnich segmentli a Giemsa-
Romanowski, ktery obarvi bazofilni struktury bunék, napfiklad jadro. Dnes Ize natér PK pfipravit

i pomoci natérovych a barvicich automatu. (Pecka, 2010)

Natér KD se zhotovuje pfimo po jeji aspiraci z hrudni kosti nebo lopaty kosti kycelni
specialni punkéni jehlou pfi lokalni anestezii. Postup zhotoveni a barveni je shodny s postupem

pro PK. (Kacirkova, 2007; Pecka, 2010)

Odecet preparatl PK a KD se lehce lisi. Mikroskopické hodnoceni PK a KD zacina
prohlednutim obarveného preparatu pri malém zvétSeni (obvykle 100x - 200x). Hodnoti se
celkovy vzhled a kvalita obarveni natéru, bunécnost a distribuce leukocytd, v KD i jinych

nukledrnich bunék. PFi vétsim zvétseni (obvykle 500x - 1000x) se v natéru PK provadi rozpocet
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leukocytl zpravidla na 100 bunék, v KD se hodnoti 500 jadernych bunék. Dale se pfi vysetieni
natéru KD sleduje pomérné zastoupeni jednotlivych hematopoetickych fad, pfitomnost
patologickych bunék a non-hematopoetickych bunék. Soucasti mikroskopického vysetfeni PK i
KD je morfologicky popis jednotlivych bunécnych fad. Vysledné zhodnoceni aspiratu KD se vzdy
interpretuje v kontextu s vysledkem KO a mikroskopickym nalezem v PK spolu se znalosti véku,
pohlavi a klinického stavu pacienta, pfipadné dalSich laboratornich a jinych vySetreni. (Kacirkova,

2007)

4.3.3 Cytochemie

Principem cytochemickych metod je prikaz substanci nebo enzyml pfitomnych
v bunikach specifickymi chemickymi reakcemi, pfi kterych vznika barevny produkt viditelny ve
svételném nebo elektronovém mikroskopu. Tyto latky jsou vice ¢i méné charakteristické pro
jednotlivé bunééné typy. Jejich priikaz mlze byt bud pfimy, nebo neptimy. K vysetfeni se zhotovi
krevni natér z PK nebo aspiratu KD a po 24 hodinach se Setrné zafixuje a obarvi se hledana slozka.
Pro lepsi prehlednost se dobarvi jddra. Nasledné se natér odecita v mikroskopu. Hodnoti se

pozitivita a intenzita zbarveni v cytoplazmé mononuklearnich bunék. (Pecka, 2010)

S rozvojem imunofenotypizace a cytogenetiky ustoupila cytochemie do pozadi a ma jen
zanedbatelny vyznam. U lymfoproliferativnich chorob se zrelativné specifickych
cytochemickych metod vyuziva napriklad tzv. kyseld fosfataza rezistentni na tartarat (TRAP) pro
prakaz klasické HCL s vyraznou difuzni az granularni pozitivitou a PAS reakce (Periodic acid-
Schiff) pro odliseni nediferencovanych stadii PAS pozitivnich lymfoblastl od PAS negativnich
myeloblastl. (Kacirkovd, 2007; Pecka, 2010)

4.3.4 Histopatologické vysetreni

Histopatologické  vysSetfeni je nedilnou soucasti  diagnostiky  malignich
lymfoproliferativnich chorob a monitorovani minimalni rezidudlni nemoci (MRN). Tyka se

vySetfeni nejen KD, ale i dalSich postiZzenych organ, jako jsou nejcastéji uzliny a slezina.

Trepanobioptické vySetfeni kostni difené se provadi z lopaty kosti kycelni nejcastéji
v analgosedaci. Specialni dutou jehlou se odebere valecek KD velikosti asi 1,5 cm a uloZi se do
zkumavky s fixaénim roztokem, nejcastéji formolem. Vzorek KD se uchovava pfi pokojové
teploté a do 24 hodin se histologicky zpracuje. Sleduje se struktura a zmény ve stromatu KD,
zastoupeni a morfologie krevnich bunék a jejich rozmisténi. Také pritomnost nekrotizaci,

granulom( a jinych zanétlivych zmén. S ohledem na vék pacienta se urci, zda je hematopoéza
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normocelularni, hypocelularni nebo hypercelularni, zda nejsou pritomné vyrazné kostni zmény
napr. osteolyticka loZiska ¢i jiné mikroskopicky viditelné vyznamné patologie. (Kacirkova, 2007;

Cegka, 2015)

Indikace histologického vySetreni uzlin a dalSich organt koreluje s vysetfenim fyzikalnim
(dlouhodobd nebolestivd lymfadenopatie, zvétsena slezina, jatra) a s vysledky vysSetieni KD a PK.
Slouzi k definitivnimu zafazeni onemocnéni, uréeni stadia a progndzy. Uzliny se zpravidla
chirurgicky exstirpuji, nékdy s pomoci zobrazovacich technik. Pouziti tenkojehlové aspiracni
biopsie mize byt neprikazné. Pokud jsou postizené organy (splenomegalie, hepatomegalie),
odebere se ¢ast tkané. Vzorky se vloZzi nddobky s fixaénim roztokem, uchovavaji se pfi pokojové

teploté a histologicky se zpracuji. (Kacirkova, 2007)

4.3.5 Pratokova cytometrie

Pratokova cytometrie (Flow Cytometry, FCM) je laboratorni metoda, kterad v sobé
zahrnuje princip fluorescen¢ni mikroskopie a hematologického analyzatoru. UmozZnuje tak
simultanni méreni fyzikdlnich a chemickych vlastnosti na velkém mnoZstvi bunék v kratkém

casovém intervalu. (Mayer, 2002)

K analyze bunék lze pouzit PK odebranou do heparinu, kostni dien, mozkomisni mok,
bunky z aspiratl télnich dutin a biopsie postizeného organu (pfed analyzou homogenizovany).

Vzorky jsou uchovavané pfi laboratorni teploté a zpracované do 24 hodin od odbéru.

Bunky se nejprve oznaci monoklonalni protilatkou s navdazanym fluorochromem, ktera
se vaze na pfislusny antigen na povrchu nebo uvnitf bunék, a poté jsou tenkou kapilarou na
zakladé hydrodynamické fokusace unaseny jedna za druhou do prlitokové komurky a nasledné
ozareny laserovym paprskem. Paprsek se v zavislosti na vlastnostech buriky specificky lame a
odrazi. Linearné rozptylené svétlo je oznacovano jako ptfimy rozptyl (Forward Scatter, FSC) a je
pfimo umérné velikosti burnky. Svétlo rozptylené v uhlu 90°, tzv. Side Scatter (SSC) je ovlivhéno
granularitou bunék (pfitomnosti granul, inkluzi apod.). Soucasné se detekuje fluorescencni
signal excitaci fluorochrom( navazanych na pfrislusnych monoklonalnich protilatkach.
Emitované svétlo fluorochromU se prevadi na elektrické signaly, které jsou vyhodnoceny

pocitacem. (Pecka, 2010)

Namérena data se daji zobrazit formou histograma, kterymi se urci intenzita signalu

nebo procentualni zastoupeni antigenu pomoci tzv. gatingu. Intenzita exprese antigend na
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bunkach se vyjadfuje kvalitativné a semikvantitativné (+; slabé + resp. -), nebo pomoci

arbitrarnich jednotek ¢i fluorescencnich standardd. (Mayer, 2002; Kacirkova, 2007; Pecka, 2010)

FCM ma v hematologii Siroké uplatnéni. Pouziva se k imunofenotypizaci bunék, urceni
faze bunécného cyklu, vitality bunék, tvorby protilatek, stanoveni rezidualnich bunék apod. Dale
bunky mlzZeme také tridit a ziskat tak suspenzi poZadovaného typu. Konkrétné na ptikladu
lymfoproliferaci pomahd objasnit subtypy B a T fady a stupen zralosti bunék pfi ALL apod.

(Haferlach, 2014)

Zavedenim prltokové cytometrie v hematologii zvysilo objektivitu nalezl a vyznamné
urychlilo diagnostiku hematologickych malignit. Imunofenotypizace dnes slouZi nejen k urceni a
klasifikaci maligniho klonu, ale také pomaha pochopit biologické vlastnosti leukemickych bunék,
vybrat nejefektivnéjsi dostupnou lécbu, sledovat jeji prlbéh a miru toxicity chemoterapie
v rozvoji sekundarnich poruch ¢i pfitomnost minimalni rezidualni nemoci schopné vyvolat relaps

nemoci. (Mayer, 2002)

4.3.6 Genetika

Vyznam cytogenetickych a molekularné genetickych metod v diagnostice
hematologickych onemocnéni v poslednich letech vyrazné vzrostl. Pomahaji k presné;jsi
identifikaci, klasifikaci a zejména k urceni progndzy ¢i minimalni rezidualni choroby u neoplazii.
Vyuziti téchto metod vychazi z podstaty, Zze na rozvoji hematologickych malignit se vyznamné
podili zmény na drovni DNA kmenovych nebo progenitorovych bunék. V zavislosti na velikosti
téchto zmén (bodové mutace, delece, amplifikace, translokace aZz zmény na udrovni

chromozom) se vyuZivaji rizné techniky detekce. (Pecka, 2010)

4.3.6.1 Cytogenetika

Mezi nejvice vyuZivané cytogenetické techniky pro diagnostiku hematologickych malignit
patfi G-pruhovani chromozomi a metoda FISH (fluorescencni in situ hybridizace). Pro analyzu

se vyuziva odbér do heparinu. (Pecka, 2010)

G-pruhovani se vyuzivd pro karyotypizaci mnozicich se bunék KD a PK v metafazi
bunécného cyklu. Bunky se zpravidla nékolik dni kultivuji s pridavkem rlstovych faktor(
v kultivaéni nadobce. Pfed ukoncenim kultivace se prida kolcemid, ktery zastavi buniky v metafazi
mitdzy. Poté se bunky rozrusi hypotonickym roztokem KCl a zafixované a denaturované

trypsinem se na podloZnim skle obarvi Giemsovym roztokem, jenZ na chromozomech obarvi
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DNA ve specifické pruhy (G-pruhy). Pomoci svételné mikroskopie jsou detekovany viditelné

chromozomalni prestavby (delece, inverze, translokace apod.) a aneuploidie. ( Haferlach, 2014)

Principem FISH metody je hybridizace specifické fluorescencni DNA sondy s hledanou
komplementdrni DNA, kdy po aplikaci excitacniho svétla dojde k zachytu fluorescence. Metoda
FISH umoziuje detekci submikroskopickych a zndamych chromozomadlnich prestaveb
(translokace, amplifikace) v kterékoli fazi bunééného cyklu. Nelze vSak pomoci ni detekovat
aberace nezndmé. K tomuto ucelu se vytvorily jeji modifikace, tzv. vice barevna FISH (M-FISH) a
spektralni karyotypizace (SKY), které umoznuji rozdilné oznacit vSechny pary lidskych
chromozom{, a tedy detekovat komplexnéjsi a méné znamé prestavby. Vyhodou této metody

je rychlost a moznost vyuziti i u nezivych bunék. (Pecka, 2010)

4.3.6.2 Molekularni genetika

Jedna znejvyznamnéjSich metod molekuldrni genetiky pro analyzu a vyzkum
charakteristickych aberaci a usnadnéni detekce u hematopoetickych onemocnéni je provadéna
pomoci tzv. DNA-mikro€ipl. Ty umozriuji posoudit stav exprese az desetitisicl genl a klinicky
vyznamnych polymorfism( soucasné. Principem stanoveni je pfitomnost specifickych DNA sond
imobilizovanych na pevném podkladé. RNA ziskand z leukemickych bunék a RNA referencni
(zdravé bunky) jsou reverzni transkriptdzou prevedeny na cDNA a obarveny fluorochromem
(leukemické bunky odlisSnym fluorochromem neZ referencni). Ve stejném poméru se smisi
s imobilizovanymi DNA sondami a dojde ke specifickému navdazani. Poté se odecita intenzita a
zabarveni fluorescence. Pro analyzu se pouziva nesrazliva krev s pridavkem K3EDTA nebo citratu
sodného. Nasledné se statistickym zpracovanim vysledk( vytvofi genetické expresni profily
(GEP), které prinaseji vyznamné informace o biologickém chovani bunék v rozvoji nadorl a
uréeni progndzy. Pomoci této metody dokazeme stanovit klicové geny vyznamnéji se podilejici
na rozvoji malignity a detekovat je rychlejSimi, dostupnéjsimi metodami (PCR, FCM,

imunohistochemie). (Pecka, 2010)

Polymerazova retézova reakce (PCR) je molekuldrné genetickd metoda zaloZend na
amplifikaci specifického Useku DNA pomoci DNA-polymerazy, kterd v teplotnich cyklech
syntetizuje komplementarni fetézec s pfitomnosti primeru. V hematologii se tato metoda
vyuziva k detekci konkrétni genetické prestavby. Existuje rada dalSich modifikaci PCR, jako je PCR
v redlném case, ktera umoznuje kvantifikovat DNA a slouZi pro studium genové exprese. Pro

analyzu se vyuziva nesrazliva krev s pridavkem KzEDTA nebo citratu sodného. (Haferlach, 2014)
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4.4 Lécha

ZpUsoby lécby se vyvijely a vyvijeji na zakladé novych informaci o biologickém chovani
nadorovych bunék, tedy mechanismu maligni transformace, ucasti mikroprostredi na kinetice
rastu, schopnosti invaze apod. Mezi prvni Géinné lééebné modality se fadi chemoterapie a
radioterapie. Kombinaci chemoterapeutik a steroidnich latek s ozafovanim je snaha zabranit
vzniku rezistence a €asné generalizaci nadorovych bunék. Dalsi znalosti interakci imunitniho
systému s nadorovymi burikami vedly k syntéze novych, cilenych I1éCiv a vzniku tzv.
imunoterapie. Velky vyznam je pfiklddan vyvoji protinadorovych vakcin. Nesmime opomenout,
Ze transplantace KD stale patfi mez i moznosti |éCby, zejména v pripadech refrakternich a

relabujicich malignich onemocnéni. (Lincova, 2007)

Chemoterapie malignich lymfoproliferaci je dosud nejdilezitéjsi Iécebnou modalitou pro
jeji vysokou citlivost. Lécba malignich lymfoproliferaci zahrnuje co nejéasnéjsi indukéni
chemoterapii. Léc¢iva se aplikuji v nékolika cyklech v pfedem stanoveném casovém obdobi.
Béhem terapie se monitoruje dynamika lé¢ebné odpovédi a toxicita 1é¢by pro organismus.
Pokud onemocnéni dospélo do stadia remise, zahdji se jesté v nékterych pripadech tzv.
konsolidaéni (udrzovaci) Ié¢ba. Pomoci FCM a/nebo genetiky se pak sleduje minimalni rezidualni
nemoc. V této dobé, pokud je malignita svou povahou velmi rizikovd, je mozné u pacienta

provést po predchozim pfipravném rezimu transplantaci KD. (Lincova, 2007)

Dnes se vyuzivaji tzv. konvencni cytostatika délend do nékolika tfid podle jejich
specificity zasazeni DNA a bunécénych struktur. Obecné lze fict, Ze vSechna cytostatika Ucinku;ji
na mnoZici se bunky v prolifera¢ni fazi. Vyvolaji aktivaci signalnich drah, které umoznuji
poskozenou DNA opravit pripadné spustit apoptdzu. Nejdllezitéjsimi tfidami konvencnich
cytostatik jsou alkylaéni ¢inidla, platinové derivaty, antimetabolity, inhibitory topoizomerazy Il a
mitotické jedy. Klé¢bé lymfoproliferaci se dnes vyuZivda kombinace chemoterapeutik a
steroidnich latek v cyklech s monoklonalni protilatkou (rituximab), tzv. CHOP (cyklofosfamid,
doxorubicin, vincristin, prednison). Cilem je vyvinout |éky a aplikovat |é¢ebné metody s co nejmensi
toxicitou pro zdravé tkdné a bunky, ale s co nejcilenéjsSim a nejvice selektivnim efektem na

populaci nadorovych bunék, aby mohly byt pouZity u vétsiny nemocnych. (Papajik, 2003)

Radioterapie se dnes vyuzivd spolecné schemoterapii u vybranych malignich
lymfoproliferaci, zejména u Hodginova lymfomu. Jeji nespornou vyhodou oproti chemoterapii
je pranik i do zjizevnatych a Spatné vaskularizovanych tkani. V kombinaci s chemoterapii lze
pouzit mensi davku ionizujiciho zafeni vedouci ke zmirnéni nezadoucich G¢ink( na zdravé tkané.
S dalsim rozvojem pfistrojovych technik umoziuji moderni pfistroje zacilit ozafeni pouze jedné
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postizené uzliny. Podstatou radioterapie je vyvolani dvouvldknovych zlomd v DNA vysokou
energii ¢astic, kterd vétsinou vede ke smrti bunék. Vyuziti aktinoterapie se u nehodgkinskych
lymfomU pouZivd jen ve vybranych situacich, jako je masivni postizeni organd, nebo
k paliativnimu ozareni pfi utlaku Zivotné dlleZitych organd. V pokrodilych stadiich kozZnich

lymfomd Ize provést celotélové ozareni elektrony (tzv. ,elektronova sprcha®). (Klener, 2013)

V neposledni fadé lze pacienta smérovat k transplantaci kostni dfené. Jeji historie saha
do 50. let minulého stoleti, pficemzZ rutinné se zacala uzivat az v 80. a 90. letech. Plvodné se
alogenni transplantace provadéla za podani vysoké davky chemoterapie a celotélového ozareni.
Cilem bylo vymytit nador a az poté podat KD od shodného pribuzenského nebo nepfibuzenského

dérce, kterad navodi novou a funkéni krvetvorbu.

Dnes se s novymi poznatky z klinickych studii provadi i pfipravné rezimy s redukovanou
intenzitou (tzv. RIC minitransplantace), zvlasté v pfipadé komorbidnich a starSich pacientd. PFi
tomto postupu neni snaha eradikovat nddorové buriky intenzivni chemoterapii a aktinoterapii,
ale indukovat u¢innou imunosupresi v prijemcové organizmu, kterd umozni toleranci Stépu
krvetvornych bunék darce. V organismu tak vznika chimerizmus (v krvi jsou burky ptijemce i
darce), ktery vede pfi imunosupresi pacienta k Géinné imunitni odpovédi bunék darce proti
nadorovym bunkam. Tento proces muze trvat mésice a obvykle vyZaduje opakované prevody
darcovskych imunokompetentnich bunék. Vyhodou tohoto postupu je redukce farmakologické
toxicity, tézkych systémovych infekci a akutni formy reakce stépu proti hostiteli po transplantaci.
MozZnost pouZiti minitransplantace u malignich lymfoproliferativnich chorob (ALL, CLL, MM,

indolentni i agresivni lymfomy) zejména refrakternich a relabujicich. (Papajik, 2003)

U nékterych vysoce agresivnich forem lymfom( (MM, DLBCL apod.) Ize vyuZit tzv.
transplantaci perifernich kmenovych bunék, bud autologni, nebo pfibuzenskou alogenni. Princip
spociva v tom, Ze se pacientovi v remisi nebo pfibuzenskému shodnému darci podavaiji ristové
faktory, kterymi se navodi vyplavovani kmenovych bunék do PK. Pfi vhodné koncentraci v PK se
zahdji jejich separace. Koncentraty téchto bunék se v pfipadé autologni separace zamrazi a
podaji se pacientovi aZ po prodélani pripravného vysokoddvkového chemoterapeutického
rezimu. V pripadé darcovské separace se mohou separované periferni kmenové buriky podat

pacientovi po prodélani pfipravného rezimu ptimo bez predchoziho zamrazeni. (Adam, 2001)

Nejmodernéjsi 1é¢bou jsou biologicka lé¢iva. Radime do nich rekombinantni rdstové
faktory a monoklonalni protilatky. Prvnim takovymto IéCivem se stal interferon-alfa (IFN-a)
uzivany k [é¢bé HCL. IFN-a aktivuje Fadu bunék imunitniho systému, které nasledné rozpoznavaji

a koordinuji zni¢eni nadorovych bunék. Flzni protein denileukin difitox vazici se na bufiky s CD25
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znakem, ktery je sloZzen z interleukinu 2 (IL-2) a difterického toxinu, se vyuZiva v lécbé T-
bunéénych lymfom0 CD25+. Nejuspésnéjsi skupinu biologickych léciv dnes predstavuji
monoklonalni protilatky. Lze je vyuZit bud v Cisté bilkovinné podobé nebo ve vazbé s
radionuklidem (radioimunofarmaka), ¢i v konjugaci s vysoce toxickym cytostatikem
(imunotoxiny). Zastupcem nekonjugované monoklonalni protilatky je napfiklad rituximab. Jedna
se o chimérickou protilatku proti CD20 znaku, vyskytujiciho se na povrchu zralych B lymfocytl
(fyziologickych i nadorovych). Vyuzivd se pro terapii lymfomd (FL, DLBCL) v kombinaci
s konvencni  chemoterapii  (CHOP+rituximab) a v  terapii  postransplantacnich
lymfoproliferativnich chorob. Monoklonalni protilatky konjugované s radioizotopem jodu (131I-
anti-CD20 tositumomab) nebo ytria (90Y-anti-CD20 ibritumomab tiuxetan) vyuzivaji selektivni
vazbu pomoci protildtky na bufku a Ucinek ionizujiciho zareni, které bunku nevratné poskodi.
Pouzivaji se k terapii relabovanych lymfoma & akutnich leukemii a jsou stale sou&ésti dalsich studii.

(Papajik, 2003; Klener, 2013)

4.5 Kazuistika c. 1

Ctytlety chlapec byl pfijat na détské oddéleni Fakultni nemocnice v Hradci Kralové pro
tézky prabéh planych nestovic — vysoké horecky, malatnost, nechutenstvi a dehydratace.
Klinicky stav byl doplnén o laboratorni vySetfeni krevniho obrazu a diferencidlniho poctu

leukocytd.

Vysledky testu ukazaly snizené hodnoty leukocytl, erytrocytd a hemoglobinu (WBC
3,48*10°/I, RBC 1,41*10%%/I, HB 46 g/I, HCT 0,125). Analyzator souc¢asné upozornil na blize
nespecifikované atypie v lymfocytarni fadé. Zbylé parametry KO se nachdzely v referencnich
mezich. Nasledovalo mikroskopické vysetieni diferencidlniho poctu leukocytd, kde byly nalezeny
malé lymfoblasty s velkym N/C pomérem, okrouhlymi aZ ovalnymi jadry, nékteré se zarezy,
sjemné kondenzovanym chromatinem bez zfetelné viditelnych jadérek. Cytoplazma
lymfoblast byla bazofilni bez granulace. Pro suspektni podezifeni na akutni lymfoblastickou
leukemii byla provedena aspirace kostni dfené na cytomorfologické vysetieni. V aspiratu KD byla
pfitomna témér 100% infiltrace lymfoblasty mirné heterogenni morfologie a ob¢asné jaderné
stiny blastického charakteru. Timto ndlezem se stanovila predbéind diagndza akutni
lymfoblastické leukemie (ALL), ktera byla nasledné potvrzena pritokovou cytometrii.
Vysledkovy scattergram tvofrilo 60 % blast B lymfoidniho plvodu s fenotypem CD45+, CD34+,
CD10+ u casti bunék, CD79a+ a CD117+. Na zdkladé vSech zminénych vysetfeni byla
diagnostikovana akutni B lymfoblasticka leukemie se stadiem diferenciace common B-ALL.

Pacient byl pfedan k 1é¢bé na specializované pracovisté v Praze.
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(Prevzato a upraveno z databdze IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec
Krdlové)

Obrdazek ¢. 15: Malé lymfoblasty v PK (pofizen na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni
nemocnice Hradec Kralové)

Obrdzek ¢. 16: Heterogenni lymfoblasty v aspiratu KD (pofizen na IV. Interni hematologické
klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové)

4.6 Kazuistika c. 2

62-lety muz byl odeslan ze spadového pracovisté na IV. interni hematologickou kliniku
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové pro podezfeni na indolentni lymfoproliferaci z dlvodu
namahové dusnosti, splenomegalie a Ubytku na vaze o 5 kg. Klinicky stav byl doplnén o vysetteni

krevniho obrazu a diferencidlniho poctu leukocyta.

Vysledky testd odhalily pancytopenii s dominujici trombocytopenii. Hodnoty KO: WBC
4,38*10°%/1, HB 95 g/, MCV 98,6 fl, PLT 37*10%/I; hodnoty DIF: 17 % atypickych lymfoidnich bunék
vlasatobunécného charakteru, 44 % lymfocytli, 38 % neutrofilnich segment(, 1 % bazofilni
segment(; normoblasty 8/100 WBC. Pfi mikroskopickém vySetfeni PK byly pfitomny atypické
stftedné velké lymfocyty s pleomorfnimi jadry a hrubé kondenzovanym chromatinem bez

patrnych jadérek. Cytoplazma byla objemn3, lehce bazofilni bez granulace, vybihajici ve vlasovité
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projekce po celém obvodu buriky. Aspirat kostni difené byl hypocelularni, s vyraznou redukci
granulocytarni fady (26 %) a redukci erytrocytarni fady (10 %). Ve 28 % byly pritomné
fyziologické lymfocyty a v 36 % atypické buriky s ,vlasatou” cytoplazmou. Atypické bunky byly
pfi cytochemickém testu pozitivni na tartarat rezistentni kyselou fosfatdzu (TRAP). Pfi
imunohistochemickém prikazu se prokazala pozitivita znaku DBA44. Nasledné se provedlo
imunofenotypizacni vysetreni, kde buriky jevily pozitivitu ve znacich CD19, CD20, CD11c, CD103,
CD25 a CD123. Na zakladé vysledkll zminénych vySetfeni a klinického stavu pacienta byla
diagnostikovana HCL a pacientovi byla indikovdna odpovidajici |é¢ba. V soucasnosti je pacient

dlouhodobé v remisi a dochazi na pravidelné ambulantni kontroly.

(Prevzato a upraveno z databdze IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec
Krdlové)

Obrazek ¢. 17a Obrazek ¢. 17b

Obrazek ¢. 17a a 17b: buriky HCL (pofizeno na IV. Interni hematologické klinice, Fakultni
nemocnice Hradec Kralové)

4.7 Kazuistika c. 3

72-lety muz byl pfijat ze spadového pracovisté na IV. interni hematologickou kliniku
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové pro zhorSujici se dusnost. V anamnéze klisté v tfisle pred
2 mésici, nechutenstvi, vyrazny vahovy Ubytek 20 kg za posledni tfi mésice. Tyden pred pfijetim
si pacient stéZoval na malatnost, dusnost a slabost. Praktickym |ékafem byla nasazena
antibiotickd lé¢ba suspektné proti borelidze, bez efektu. Pacientovi byla nasledné odebrana krev
a provedeny krevni testy. Vysledky laboratorniho vysetfeni odhalily extrémni hyperleukocytézu
s podezienim na akutni leukemii. Stav se nasledné vyvinul do respira¢niho selhani a masivni

splenomegalie.
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Hodnoty KO: WBC 1176,63*10%1, HB 91 g/l, MCV 101,7 fl, PLT 108*10%/| prokazujici
vyraznou leukocytézu, anémii a trombocytopenii. Indikovalo se mikroskopické vysetfeni
periferni krve a kostni dfené. V natéru PK a KD se vyskytovaly prakticky jen atypické lymfoidni
elementy. Atypické lymfoidni buriky byly charakteru prolymfocyt(, stfedni velikosti s okrouhlymi
nebo ovdlnymi jadry sjemnéji kondenzovanym chromatinem a jednim velkym nukleolem.
Bazofilni cytoplazma byla v nékterych ptipadech sjemnou vakuolizaci. V aspirdtu KD byla
morfologicky a cytochemicky prokdzdna masivni lymfoproliferativni infiltrace.

Imunofenotypizaci se odhalila 94% populace monoklonalnich B lymfocyt(i zralého fenotypu.

Predbéiné byla diagnostikovana prolymfocytarni leukemie, zahajena terapie a pro
upfesnéni diagndzy bylo indikovano cytogenetické vysetreni. Z vysetreni karyotypu metodou
FISH byl pacient pfehodnocen a veden pod diagndzou lymfomu z plastovych bunék (MCL).

Vzhledem k vysoké agresivité a progresi onemocnéni pacient po nékolika tydnech umira.

(Pfevzato a upraveno z: databdze IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec
Krdlové)

Obradzek ¢. 18: Heterogenni populace prolymfocytd s mensimi zralymi lymfocyty (pofizen na
IV. Interni hematologické klinice, Fakultni nemocnice Hradec Kralové)
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5. DISKUZE A ZAVER

Cytomorfologické vySetfeni krve a aspirdtu kostni drfené je stale dulleZitou soucasti
klasifikace hematologickych onemocnéni. Pfikladem muze byt MIC klasifikace leukemii, nebo
REAL klasifikace lymfomu, které se z velké Casti i pres technické pokroky v identifikaci opiraly
o mikroskopické zhodnoceni vzhledu bunék. Pro dnesni klasifikaci WHO tomu neni jinak, avsak
jeji pfistup je jiz mnohem komplexnéjsi. Diky mikroskopickému zhodnoceni morfologie bunék
jsme schopni vyrazné rychle prispét k rozpoznani nddorového procesu a co k nejéasnéjsimu

zahdjeni cilené terapie. Toto plati i u lymfoproliferativnich onemocnéni.

Mikroskopické vySetieni krve se provadi pfi kazdém podezieni na ptitomnou patologii.
Prvotni podezieni vétSinou vyvold odchylka od fyziologické normy v krevnim obraze anebo
v diferencidlnim rozpoctu leukocytl. V nékterych pfipadech se jednd o ndhodny ndlez pfi
hospitalizaci primarné z jiného ddvodu, jak ndzorné ukazala kazuistika ¢. 1. V pripadé jakéhokoliv
vyskytu abnormality v krevnim obraze ndm mikroskopické vysetreni krve pomaha v rozhodovani

o dalSim postupu vysetrovani.

Morfologie bunék, u lymfoproliferaci se to tyka predevsim lymfocyt(, se hodnoti nejprve
v periferni krvi a vindikovanych pfipadech, pfi podezieni na hematologickou malignitu, i
v aspirdtu kostni drené. Pfi mikroskopickém vysSetfeni se postupuje komplexné, nejprve se
prohlédne preparat pfi mensim zvétseni jako celek a zhodnoti se jeho bunécénost, az poté se
sleduje vzhled jednotlivych bunék. Dulezité je pfti rozliSovani lymfocytl znat jejich fyziologickou
variabilitu a nezaménit je zejména za blasty a naopak, jak stru¢né uvadi kapitola o fyziologii
lymfocytu. Je dlilezZité hodnotit vzhled bunék komplexné, tzn. jejich velikost, tvar a uloZeni jadra,
strukturu chromatinu, pfitomnost jadérek, objem a zabarveni cytoplazmy, pfipadné pfitomnost
granuli, vakuol apod. U nékterych diagnéz mize prispét také cytochemické vysetreni, které nam
muze pomoci k prikazu nékterych typl bunék (viz PAS pozitivita B lymfoblast(, TRAP pozitivita
vlasatych bunék). Je vsak nutné brat v ivahu vysledky dalSich laboratornich testd a klinického
obrazu. U lymfoproliferaci, kde se mlze diagnosticky uplatnit morfologie, musi dojit k infiltraci
kostni drené a periferni krve. Pfikladem muZe byt chronickd lymfocytarni leukemie (CLL),
popsana v kapitole B lymfomd, jejiz morfologicky obraz tvofi prevainé zralé malé leukemické
lymfocyty s typickou mozaikovitou strukturou chromatinu, avsak jejich mnoZstvi je patologicky
vyznamné zvysené. U lymfoproliferaci, které se manifestuji mimodrernové v uzlinach ¢iorganech,
nema morfologické vysetreni KD a PK Zadny nebo jen omezeny vyznam. Pfikladem je HodgkinGv
lymfom, u kterého se vyskytuji morfologicky typické bunky, podle kterych ¢asto neni pochyb o

diagndze, ale kostni dien postihuje velmi vzacné.
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Morfologie ma v procesu rozpoznavani leukemii a lymfomu nadale velmi daleZitou roli.
Pfi dnesni klasifikaci zfidkakdy odpovi pfimo na otazku, o které konkrétni onemocnéni se jedna.
Nicméné je to vySetfeni stdle daleko dostupné;jsi a zpravidla rychlejsi nez navazujici laboratorni
metody a ma své misto v retézci vySetfovani, protoZe dokaze napovédét lékafi, jak mad

pokracovat v diagnostice ¢i kam ma nasmérovat |éCbu.
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6. ZKRATKY

AIDS

ALL

ATM

BCL

BL

BRAF V600E
CcD

cDNA

CFU-L
CLL
CMV
cT
cylg
DIF
DLBCL
DNA
EBV
FCM
FISH
FL
FSC
GEP
Hb
HCL
Hct
HIV
HL
HLA
H-RS
HSC
HSV
HTLV-1

Syndrom ziskaného selhani imunity (acquired immune deficiency syndrom)
Akutni lymfoblasticka leukemie

Ataxia teleangiectasia mutated kinase

»B-cell ymphoma*

Burkittlv lymfom

Rapidly accelerated fibrosarcoma valin-600-glutamic acid
Diferenciac¢ni skupina (cluster of diferentiation)

komplementarni deoxyribonukleova kyselina (complementary
deoxyribonucleic acid)

Progenitorova burka pro lymfoidni vétev (colony-forming unit — lymphocytes)
Chronicka lymfaticka leukemie

Cytomegalovirus

Pocitacova tomografie

Cytoplazmaticky imunoglobulin (cytoplasmatic immunoglobulin)
Diferencialni rozpocet leukocytt

Difuzni velkobunécény B-lymfom (diffuse large B-cell lymphoma)
Deoxiribonunukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

Virus Epsteina-Baarové

Fluorescenéni priitokova cytometrie (fluorescent flow cytometry)
Fluorescencéni in situ hybridizace (fluorescent in situ hybridization)
Folikularni lymfom

Primy rozptyl (forward scatter)

Genetické expresni profily

Hemoglobin

Leukemie z vlasatych bunék (hairy cell leukaemia)

Hematokrit

Virus lidské imunodeficience

HodgkinGv lymfom

Lidsky leukocytarni antigen (human leukocyte antigen)
Hodgkinova resp. Reed-Stenbergova burika

Hematopoetickd kmenova burika (hematopoietic stem cells)
Herspes simplex virus

Virus lidské T-leukemie (human T-lymphoma virus)
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CHL
CHOP
IFN-a
IL-2
IMWG
KsEDTA

KD

KO

LBL
LDH
LDCHL
LRCHL
MALT
MCCHL
MCL
MCV
MF
M-FISH

MGUS

MCH
MCHC

MIC

MLL

MM

MPO

MPV

MRI

MRN

MYC

N/C pomér
NK

Klasicky Hodgkintv lymfom
Cylkofosfamid-doxorubicin-vinkristin-prednison

Interferon-alfa

Interleukin 2

International myeloma working group

Trojdraselna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové
(Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt)

Kostni dfen

Krevni obraz

Lymfoblasticky lymfom

Laktat dehydrogenaza

Klasicky Hodgkintv lymfom, deplece lymfocytl

Klasicky Hodgkinlv lymfom, bohaty na lymfocyty

Slizni¢ni lymfaticka tkan (mucous associated lymphoid tissue)
Klasicky Hodgkinlv lymfom, smiSend bunécénost

Lymfom z plastovych bunék (mantle cell lymphoma)

Stfedni objem erytrocytu (mean corpuscular volume)

Mycosis fungoides

Vice barevna fluorescencni in situ hybridizace (multiplex fluorescent in situ
hybridization)

Monoklondlni gamapatie nejasného plavodu (monoclonal gammopathy of
undetermined significance)

Stredni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu (mean corpuscular hemoglobin)
Stredni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (mean corpuscular
hemoglobin concentratio

Morfologicka-imunologicka-cytogeneticka

Myeloid/lymphoma leukemia gen

Mnohocetny myelom

Myeloperoxidaza

Stfedni objem trombocytu (mean platelet volume)

Magneticka rezonance

Minimalni rezidudlni nemoc

Myelomatosis

Nukleo-cytoplazmaticky pomér

Pfirozeni zabijeci (natural killers)
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NSCHL Klasicky Hodgkintv lymfom, nodularni skleréza

P53 Tumor protein 53

PAS Kyselina jodistd a Schiffovo reagens (periodic acid Schiff’s reagens)

PCR Polymerazova retézova reakce

Pct Destickovy hematokrit

PDW Site distribuéni kFivky objemG trombocyt( (platelet cell distribution width)
PET Pozitronova emisni tomografie

pH Potencial vodiku (potential od hydrogen)

PK Periferni krev

PLL Prolymfocytarni leukemie

Plt Celkovy pocet trombocytl

RBC Celkovy pocet erytrocytd (Red blood cell)

RDW Site distribuéni kfivky objemu erytrocytt (red cell distribution width)

RIC Redukovanad intenzita chemoterapie (reduced intensity conditioning)
RNA Ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

slg Povrchovy imunoglobulin (surface immunoglobulin)

SKY Spektrdlni karyotypizace

SLL Lymfom z malych lymfocytl (small lymphocytic lymphoma)

SMZL Splenicky B-lymfom/leukemie (small marginal zone lymphoma)

SS Sézaryho syndrom

SSB Sudanova ¢ern (Sudan black B)

SSC Bocni rozptyl (side scatter)

Tc T- lymfocyt cytotoxic

TCR T-bunéény receptor (T-cell receptor)

TdT Terminalni deoxynukleotidyl-transferaza

Th T- lymfocyt helper

TRAP Tartarat rezistentni kysela fosfataza (tartrate-resistant acid phosphatase)
vHCL Variantni leukemie z vlasatych bunék (hairy cell leukaemia)

WBC Celkovy pocet leukocytli (White blood cells)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World health organization)

ZAP 70 Proteinova kindza asociovanad se zeta retézcem 70 (zeta-chain-associated

protein kinase 70)
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