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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutickéa fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a 1¢kaiskych véd

Autor:Mgr. Eva Babuiikova
Skolitel: PharmDr. Petr Jilek, CSc.
Nazev rigorozni prace: Imunofenotypizace malignit ze zralych B-bunék

Rigorozni prace se zabyva stanovenim fenotypu B-lymfoproliferativnich
onemocnéni metodou pratokové cytometrie, kterd v soucasné dob¢ pfispiva k urceni
diagndzy a klasifikace téchto onemocnéni. Kromé diagnostiky je pritokové cytometrie
v souCasné dobé¢ stale vice vyuzivana po 1é¢bé nékterych hematologickych malignit
K monitorovani minimalni rezidualni nemoci (napf. chronicka lymfocytarni leukemie).
Velkou vyhodou priutokové cytometrie je moznost vysetfit rizné druhy materiali.
V praci se konkrétn€¢ jednd o periferni krev a kostni dieni. Cilem prace bylo porovnat
expresi vybranych povrchovych znakli u pacient s odliSnym B-lymfoproliferativnim
onemocnénim v periferni krvi a v kostni dieni. Celkem bylo analyzovano 171 vzorka
(79 vzorka periferni krve a 92 vzorku kostni diené), které byly méfeny na pratokovém
cytometru BD FACS Canto II. Soubor tvofilo celkem 75 Zen a 96 muzi. Vzorky
periferni krve ikostni dfené byly dle Cetnosti rozdéleny na skupiny: CLL, MCL, B-
NHL NOS a ostatni B lymfoproliferace.

Diagnostika B-lymfoproliferativnich onemocnéni je zaloZzena na charakteristické
expresi znakiit CD45, CD19, CD20, CD22 a urceni klonality (ureno expresi lehkych
feté¢zc KAPPA nebo LAMBDA). Ostatni znaky jsou vyuzivany k urceni konkrétniho
typu B-lymfoproliferativniho onemocnéni. Jednd se piedev§im o znaky CDS5, CDI10,
CD23, CD43, CD200, CD103, CD79b, CD38 a IgM. Nové¢ by se mohlo jednat i o znaky
CD81 a CD49d.
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This thesis focuses on the B-lymphoproliferative diseases immunophenotype
assessed by flow cytometry, which is a method currently used for the diagnosis
and classification of these diseases. Apart from the diagnostic value, flow cytometry can
be used for minimal residual disease monitoring after the treatment of hematological
malignancies (e.g. chronic lymphocytic leukemia). A great advantage of flow cytometry
is the possibility of analysing virtually any biological material. In our work we
investigated peripheral blood and bone marrow. The aim of the study was to compare
the expression of selected surface markers in patients suffering from different B-
lymphoproliferative disorders in peripheral blood and bone marrow. We analysed 171
samples (79 peripheral blood samples and 92 bone marrow samples), which were
measured on a flow cytometer BD FACS Canto Il. Seventy-five women and ninety-six
men we included in the study. Peripheral blood samples and bone marrow samples were
sorted into the following groups: CLL, MCL, B-NHL NOS and other
B lymphoproliferation disorders.

Diagnosis of B-lymphoproliferative diseases is based on the characteristic
expression of CD45, CD19, CD20, CD22 and detection of monoclonal B-cell expansion
(determined by the expression of the light chain KAPPA or LAMBDA). Additional
markers are used to further classify the type of B-lymphoproliferative disease.
The essential markers are CD5, CD10, CD23, CD43, CD200, CD103, CD79b, CD38
and IgM. Recently a diagnostic value of CD81 and CD49d have been showed as well.
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Seznam zKratek

AIDS syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immune Deficiency
Syndrome)

ALL akutni lymfatickd leukemie (Acute Lymphoblastic Leukemia)

APC allophycocyanin

Arg argon

BAL bronchoalveolarni lavaz (Bronchoalveolar Lavage)

BL Burkittlv lymfom (Burkitt Lymphoma)

B-NHL NOS B bunécény non-hodgkinsky lymfom nespecifického fenotypu (B cell
Non-Hodgkin Lymphoma Not Otherwise Specified)

B-PLL B-prolymfocytarni leukemie (B-cell Prolymphocytic Leukemia)

BSA hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumine)

CD CD znak (Cluster of Differentiation/ Dedication)

Cd kadmium

CLL chronicka lymfocytarni leukemie (Chronic Lymphocytic Leukemia)
CNS centralni nervovy systém (Central Nervous System)

CT pocitacova tomografie (Computed Tomography)

Cy cyanin

DLBCL difuzni velkobunéény lymfom (Diffuse Large B-Cell Lymphoma)

DNA deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

EBV virus Epstein-Barrové (Epstein-Barr Virus)

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (Ethylendiaminetetraacetic Acid)
EHA Evropské hematologicka spolecnost (European Hematology Association)
ESLHO Evropska védecka nadace pro laboratorni hematoonkologii (European

Scientific foundation for Laboratory HematoOncology)

FACS bunécné tfidéni pritokovym cytometrem (Fluorescence Activated Cell
Sorter)

FCM prutokova cytometrie (Flow Cytometry)

FITC fluorescein isothiocyanate

FL folikularni lymfom (Follicular Lymphoma)

FRET ptenos fluorescencni energie (Fluorescence Energy Transfer)

FSC kanal ptimého rozptylu (Forward Scatter Channel)



HCDM

HCL
HCV
He
HHV-8
HIV
HLA
HLDA

ITP

KD
KHSV
Kr

LC
LDH
LPL
LST
LYG
MALT

MCL
MESF
MFI
MGUS

MRD
MZL
N/C
NC

lidské molekuly bunééné diferenciace (Human Cell
Differentiantion Molecules)

leukemie z vlasatych bun¢k (Hairy Cell Leukemia)

hepatitida C (Hepatitis C)

helium

humanni herpesvirus 8 (Human Herpesvirus 8)

virus lidské imunitni nedostate¢nosti (Human Immunodeficiency Virus)
lidské antigeny leukocyti (Human Leukocyte Antigen)

lidské antigeny leukocytarni diferenciace (Human Leukocyte
Differentiation Antigens)

infraervené zareni (InfraRed)

idiopaticka trombocytopenicka purpura (ldiopathic Thrombocytopenic
Purpura)

kostni drent

Kaposiho sarkom (Kaposi Sarcoma Herpesvirus)

Krypton

lehkeé fetézce (Light Chains)

laktatdehydrogenaza

lymfoplazmocytarni lymfom (Lymphoplasmacytic Lymphoma)
zkumavka lymfoidniho screeningu (Lymphoid Screening Tube)
lymfomatoidni granulomatoza (Lymphomatoid Granulomatosis)
extranodalni lymfom z B-bunék marginalni zony ze slizni¢ni lymfatické
tkané (Mucosa Associated Lymphoid Tissue)

lymfom z bunék plastové zony (Mantle Cell Lymphoma)

Molecules of Equivalent Soluble Fluorochrom

primérna fluorescenéni intenzita (Median Fluorescence Intensity)
monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu (Monoclonal Gammopathy
of Undetermined Significance)

minimalni rezidualni nemoc (Minimal Residual Disease)

lymfom z marginalni zony (Marginal Zone Lymphomas)
nuklecytoplazmaticky pomér jadra/ cytoplazmé (Nucleus/ Cytoplasm)
jadernd buiika (Nucleated Cell)



Ne
NEC
NK
NMZL
PB
PBS
PE
PET
PK
PMT
PNH

PO
REAL

SABC
SLL
SLVL

SME
SMZL

SOP
SSC
THRBCL

TP53
TRAP
TVV
uv
v-HCL

neon

non-eytroidni buiika (Non-Eythroid Cell)

piirozeni zabijeci (Natural Killer Cells)

nodalni lymfom marginalni zony (Nodal Marginal Zone Lymphoma)
pacific blue

fostatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

phycoerytrin

pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography)
periferni krev

fotonasobi¢ (Photomultiplier)

paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (Paroxysmal Nocturnal
Hemoglobinuria)

pacific orange

revidovana evropsko-americka klasifikace lymfomt (Revised European-
American Lymphoma)

vazebna kapacita protilatky (Specific Antibody Binding Capacity)
lymfom z malych bunék (Small Lymphocytic Lymphoma)

splenicky lymfom s viloznimi lymfocyty (Splenic Lymphoma with
Villous Lymphocytes)

malé a stfedni podniky (Small Medium Enterprise)

splenicky lymfom z marginalni zony (Splenic Marginal Zone
Lymphoma)

standardni opera¢ni postup (Standard Operating Procedures)

kanal bo¢niho rozptylu (Side Scatter Channel)

velkobunéény B-lymfom bohaty na T-lymfocyty/ histiocyty (T-
cell/Histiocyte Rich large B-cell Lymphoma)

nadorovy protein (Tumor Protein)

tartarat rezistentni kysela fosfataza (Tartrate Resistant Acid Phosphatase)
trubicka pro vstfikovani

ultrafialové zateni (UltraViolet)

leukemie z vlasatych bunék-variantni forma (variant-Hairy Cell

Leukemia)
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wWBC leukocyty/ bilé krvinky (White Blood Cells)

WHO svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization)
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1 Uvod a cil prace
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1.1 Uvod prace

vvvvvv

do vyzkumnych praci. V soucasné dob¢ je vyuzivana nejenom pro vyzkumné ucely,
ale i pro klinickou praxi. V klinické praxi slouzi prutokova cytometrie predevsim
k imunofenotypizaci hematoonkologickych onemocnéni (B, T-lymfoproliferativni
onemocnéni, mnohocetné myelomy, akutni leukemie, myelodysplastické syndromy)
a v imunologii K posouzeni bunéné imunity. Pritokova cytometrie spolu s ostatnimi
laboratornimi metodami pfispivd kuréeni diagnézy zminénych onemocnéni.
V soucasnosti se vyuziva také po 1écbé nékterych hematologickych malignit
K monitorovani minimalni rezidualni nemoci. Vyhodou metody je pomérné rychlé
provedeni ve srovnani s ostatnimi metodami (molekuldrni genetika, histologie),
vysledky mohou byt dostupné v den odbéru vzorku. Dalsi nespornou vyhodou metody
je velké mnozstvi bun¢k, které je metodou analyzovano. Analyzu je mozné provést
z riznych druht biologického materialu napt. z periferni krve, kostni dfené, uzlin,
likvoru nebo z jinych télnich tekutin (ascites, BAL...). Nevyhodou metody je vyssi
finanéni naro¢nost a nutnost dlouholetych zkusenosti v oboru nejenom pro interpretaci

ziskanych dat, ale i pro spravné provedeni a nastaveni analyzy vzorkd.

Rigorézni prace se zabyva stanovenim imunofenotypu B-lymfoproliferativnich
onemocnéni. Naméfena data jsou ziskana v ramci Gcasti v projektu Euroflow (skupina
zabyvajici se standardizaci pritokové cytometrie). Vzorky jsou dle druhu biologického
materidlu rozdéleny na vzorky periferni krve a kostni dfené. Tyto skupiny jsou

dle charakteristickych imunofenotypti rozdéleny na jednotlivé typy onemocnéni.

Téma prace jsem si zvolila z divodu zdjmu o oblast pritokové cytometrie.
Pritokova cytometrie je velice pfinosnou metodou k urceni typu onemocnéni. Zajima
mé spojeni pritokové cytometrie s ostatnimi metodami, jako je napt. morfologie bunck.
Toto spojeni muze velice rychle a pfesné urcit cilovou diagnozu, ktera je dale potvrzena
metodami molekularni genetiky ¢i histologii. Téma je mi blizké 1 z hlediska kazdodenni
¢innosti, jelikoz pracuji v hematologické laboratofi a tyto metody tvofi mou hlavni

pracovni napln.
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1.2 Cil a popis zadani prace

Cilem prace je provést souhrn B-lymfoproliferativnich onemocnéni, sepsat
charakteristické imunofenotypy pro jednotlivd onemocnéni. Dale potvrdit z namétenych
dat programu Euroflow jednotlivé charakteristické znaky pro dané skupiny onemocnéni

a porovnat expresi povrchovych znaki v periferni krvi a v kostni dieni.

Mimo ovéteni charakteristickych znakli pro jednotlivé skupiny onemocnéni
jecilem prace najit znaky, které se bézné v diagnostice B-lymfoproliferativnich
onemocnéni nepouzivaji a které by mohly dale pfispét kuréeni typu B-
lymfoproliferace. V piipadé objeveni takového znaku, je cilem prace zhodnotit, zda by

bylo zatazeni znaku do panelu uréujiciho typ B-lymfoproliferace piinosné.
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2 Teoreticka cast

15



2.1 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie (FCM-flow cytometry) je povazovana za metodu analyzy
Sastic (vétSinou bundk) v suspenzi (Sinkorova, 2008). Umoziuje kvalitativni
a kvantitativni analyzu fyzikalnich (optickych) a chemickych (fluorescencnich)

vlastnosti bunék (Marinov, 2008).

2.1.1 Historie

Prvni prace vénovana popisu prutokové cytometrie byla publikovdna v roce 1934
Vv Casopisu Science (Shapiro, 2003). V 30. letech 19. stoleti byly vyvijeny nejstarsi verze
prutokovych cytometri T. Casperssonem a kolegy ve Stokholmu (Shapiro, 2004).
Polovina 50. let 19. stoleti se d4 povazovat za pocatek ,klasického obdobi dé&jin
pritokové cytometrie® (Shapiro, 2003). V roce 1956 doSlo v pritokové cytometrii
k prilomu, americky elektrotechnik WH Coulter vynalezl novy typ analyzatoru,
kde krevni buiniky v roztoku prochazi jedna za druhou malym otvorem a jsou
detekovany pomoci zmény elektrické vodivosti (impedance). Uvedeny typ analyzatoru
se da oznacit za pfedka modernich prutokovych cytometrii vyvinutych témet soucasné
v USA aEvropé v letech 1965 az 1970 (Giaretti, 1997). Leonard Herzenberger
a kolegové vroce 1972 ve Stanfordu vynalezli pratokovy cytometr FACS
(fluorescence-activated-cell-sorter)  (Shapiro, 2003), ktery byl vroce 1974
komercializovan firmou Becton-Dickinson, firma Coulter zavedla prvni produkt v této
oblasti v roce 1975 (Shapiro, 2004). Prvni aplikaci pritokovych cytometri bylo méteni
jaderné DNA a bunéénych povrchovych antigent (Giaretti, 1997). V 70-80 letech bylo
klinické vyuziti pratokovych cytometrii zaméfeno a omezeno pfevazné na monitorovani
poctu CD4+ a CD8+ T-lymfocytlh u HIV pozitivnich pacienti (Marinov, 2008). Starsi
a nejnovejsi priutokové cytometry jsou si velmi podobné, rozdil spociva ve vykonnéjsich
pocitacich, které pomahaji v optimalizaci vSech méteni, umoziuji automatické ukladani
kvalifikovanych pracovnikt v mnoha krocich méticiho procesu. Vyvoj metod a aplikaci
byl v prutokové cytometrii mnohem rychlejsi, nez vyvoj pfistrojového vybaveni

cytometrt (Giaretti, 1997).
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2.1.2 Zikladni komponenty priitokového cytometru

Systém priutokového cytometru je mozné rozdélit na 3 zdkladni komponenty:

1. Fluidni systém
2. Opticky systém
3. Elektronicky systém

1. Fluidni systém

Ulohou fluidniho systému je transportovat buiiky ve vzorku pies méfici misto
Vv pritokovém cytometru. Pro ziskédni uspokojivych dat jsou bunky transportovany
po témet identické trajektorii s téméf stejnou rychlosti (Shapiro, 2003). Fluidni systém
je sloZzen z centralniho kanalu (jadra), ktery je obklopen vnéjSim plastém (obalem)
obsahujici rychlejsi tzv. nosnou kapalinu (sheath fluid) (Rahman, 2005), kterou mtze
byt PBS nebo komer¢ni tekutiny jako FACSFlow, IsoFlow, Bioton, Unisol (Internet 1).
Po umisténi zkumavek do prostoru pro nasati vzorku, dojde k natlakovani pretlakové
komory, ktera dodavd zminénou nosnou kapalinu. Ve stejny okamzik dochazi
Kk natlakovani zkumavky se vzorkem, ktery je vytlacen do TVV (trubicka
pro vstiikovani) a nasledné do prutokové kyvety (flow chambre) (Becton, Dickinson,
20006). Jelikoz jsou buiikky nédhodné rozptyleny v prostoru (Marinov, 2008), je nutné,
aby byl vzorek uspofadan do proudu jednotlivych castic, které jsou vystaveny snimani
signalu. Potfebné usporadani castic je zplisobeno laminarnim pritokem nosné kapaliny
v kyveté (Rahman, 2005), zajistujici tzv. hydrodynamickou fokusaci (pritok castic
Vv jedné fad¢ za sebou) (Marinov, 2008). Nejvétsi rychlost proudéni je ve stiedu toku,
nulovd rychlost proudéni je po sténach, coz zabranuje smiseni kapalin.
Bez hydrodynamické fokusace by dochédzelo ke Spatnému sniméni signalu z ¢astic
a kK ucpavani trysky pfistroje (Rahman, 2005).

Charakteristika prutoku/ proudéni kapaliny mize byt odhadnuta uzitim Reynoldsova
Cisla (Re):

Re=pvd/n
d - primér trubice
Vv - stfedni rychlost kapaliny

p - hustota kapaliny
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n - viskozita kapaliny
Re < 2300 - pratok je vzdy laminarni, Re > 2300 - pratok miize byt turbulentni
(urychluje sifeni) (Rahman, 2005).

Obrazek ¢. 1: Zndzornéni fluidniho systému v pritokovém cytometru

Fluidics
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Zdroj: Internet 2

2. Opticky systém

Opticky systém je mozné d€lit na ¢ast excitacni a sbérnou. Excitacni ¢ast je tvofena
zdrojem svétla, soustavou CoCek (zaostfovaci ¢ocka) a hranolti usmérnujici svételny
paprsek. Pro zaméteni laserového paprsku na hlavni proud v prutokové kyveté jsou
vyuzivany tzv. zkiizené cylindrické Cocky (Shapiro, 2003). Sbérna Cést je tvofena
systémem cocek (sbérna cocka), zrcadel a optickych filtri zachycujicich fluorescencni
arozptylené zafeni, umoznujici detekci svételnych kvant o specifické vlnové délce
pomoci detektorii (fotondsobicl a fotodiod) (Marinov, 2008). Detektory je mozné
oznacit jako rozhrani mezi dvéma systémy pratokového cytometru (optickym

a elektronickym) (Sinkorova, 2008).
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Zdroje svétla

Mezi mozné zdroje svétla v pratokovém cytometru patii lasery, obloukové lampy
(xenonové, kiemenné-halogenové) (Shapiro, 2003). Zdrojem svétla jednoho z prvnich
cytometrit ur¢eného k méfeni obsahu DNA byla rtutova obloukova lampa, drtiva
vétSina dnesSnich cytometrli vyuziva laserové svétlo (Giaretti, 1997). Existuji rizné
druhy lasert v médiich: plynném (He-Ne), iontovém (Arg-Kr), kovovych par (He-Cd).
Dals§imi druhy jsou pulzni barevné lasery, ve kterych je médiem roztok fluorescencni
barvy, pulzni polovodi¢ové lasery, kde médium tvoii ty¢ z ytria nebo diodové lasery
(Shapiro, 2003). Lasery vyzatuji jednu vinovou délku svétla (draha laseru) v jedné nebo
vice diskrétnich frekvenci (tzv. koherentni svétlo) (Rahman, 2005). Nejcastéji
pouzivané lasery soucasnych cytometri jsou modry laser (argonovy, vinova délka 488
nm) a ¢erveny laser (helium-neonovy, vlnova délka 635 nm) (Shapiro, 2003), u vyssich
tiid prutokovych cytometrti se vyuziva laser fialovy. Uziti fialového (vlnova délka 395-
415 nm) diodového laseru v cytometrii bylo poprvé popsano v roce 2000 (Shapiro,
2004).

Detektory

Jako bézné detektory se pouzivaji kiemikové fotodiody (méteni FSC), fotonky
S nasobi¢em (fotonasobice-PMT) jsou vyuzivany k méfeni SSC a signala fluorescence,
jsou citlivéjsi a pro méfeni zminénych parametrd idealnéjsi (Shapiro, 2003). Laserem
excitované a rozptylené svétlo je z prutokové kyvety nasmérovano do detektorovych
poli, kterd se skladaji z fotondsobicli usporddanych do osmithelniku nebo trojuhelniku
v riznych variantach (zavisi na poctu laserli v pritokovém cytometru). Osmitthelnik
obsahuje pét - Sest PMT detekujicich svétlo excitované a rozptylené o vinové délce 488
nm, jeden PMT Vv osmiuhelniku snima signaly z bo¢niho rozptylu (SSC). Trojuhelnik
obsahuje dva - tii PMT a detekuje svétlo excitované o vinové délce 633 nm, dalsi
trojuhelnik mize detekovat svétlo excitované o vinové délce 405 nm (schéma detektorti
pro cytometr se 3 lasery viz Obrazek ¢. 2) (Becton, Dickinson, 2006). Signaly
fluorescence spektralné rozd€li dichroicka zrcadla a optické filtry (Marinov, 2008),
které blokuji urcité vinové délky, zatimco prochdzi ostatni. Existuji tii hlavni typi filtrt:
»long pass® filtry povoli projit svétlo nad cut-off vinové délky, ,,short pass* filtr povoli
projit svétlo pod cut-off vinové délky a ,,band-pass* prendsejici svetlo v urceném tzkém
rozmezi vinovych délek, vSechny filtry blokuji svétlo absorpci (Rahman, 2005).
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Obrazek €. 2: Detektorové pole prutokového cytometru obsahujiciho 3 lasery
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Zdroj: Becton, Dickinson, 2006

3. Pocditacovy / elektronicky systém

Z technického hlediska se da elektronicky systém povazovat za nejslozitéjsi systém
pritokového cytometru (Sinkorova, 2008). Dochazi k linearni nebo logaritmické
amplifikaci optickych signall (fluorescence a rozptyl) snimanych detektory na signaly
elektronické (Marinov, 2008) (dostate¢né¢ velké 5-10 V). Signaly jsou nasledné
digitalizovany a graficky zpracovany (Rahman, 2005). VSechna ziskana data z méteni
jsou shromazdéna a uchovana jako datovy soubor tzv. “list mode file”, ktery je

pfipraveny k nasledné analyze (Internet 1).

Zobrazeni dat mize byt provedeno mnoha zpusoby, nejjednodussim zobrazenim je
jednoparametrovy histogram (viz Obrazek ¢. 3) pouzivajici se k ziskdni intenzity
signalu fluorescence dané subpopulace nebo k procentualni kvantifikaci antigenni
exprese. Dal$im zptisobem zobrazeni jsou dvouparametrové grafy o riznych formatech
(vrstevnicové, bodové, hustotni) (Pecka et al., 2010) pouZzivajici se pro zjisténi
vzdjemného vztahu dvou parametrli, nejpouzivanéjsi je bodovy graf tzv. “dot plot”
(viz Obrazek ¢. 4), kde je kazda buiika zobrazena jako jedna tecka (piekryvani vice

bunék se v grafu neprojevi). Posledni moZnosti je pouziti trojrozmérnych grafi, které se
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V bézné praxi vétSinou nevyuzivaji. Pro vztah tii nebo vice parametrii je vyuZzivana
tzv. gatovaci strategie, kdy se vybere cast bunék podle jednoho az dvou parametrii
(vytvoii se gate ,,brana“) a z gatu se vytvoii dalsi graf, ukazujici zbyvajici parametry.
Pro vSechny buiiky nebo pro libovolnou subpopulaci mizeme zjistit zakladni statisticka
data (Cetnost, primérnou intenzitu fluorescence, jeji medidn, modus, standardni
odchylku, geometricky primér apod. (Bartinkova et al., 2005). V soucasné dobé
existuje nekolik programu piispivajici k jednodussi a rychlejsi analyze dat ziskanych
Z pritokovych cytometriit (multiparametrickd analyza dat), jednd se napt. o programy

Infinicyt ™ (Cytognos) nebo Kaluza (Beckman Coulter).

Obrazek €. 3: Jednoparametrovy histogram
[A] CD200 APC-A
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky dle software Kaluza
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Obrazek ¢. 4: Dvouparametrovy ,,dot plot*
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky dle software Kaluza

2.1.3 Mérené parametry

1.) FSC (forward scatter channel, pfimy rozptyl) — svétlo je rozptyleno v uhlu
do 20° (Rahman, 2005), je zachyceno diodou doptfedniho rozptylu (Marinov, 2008).
Parametr vypovidd o velikosti bun€k, umoziuje rozliSit bunécnou Spinu (debris)
aviabilni bunky (Rahman, 2005). Vyssi hodnoty FSC koreluji s agresivitou

a proliferacni aktivitou choroby (Marinov, 2008).

2.) SSC (side scatter channel, bo¢ni rozptyl) — svétlo je rozptyleno ptiblizné v tthlu
90° k excitacni linii (Rahman, 2005), je zachyceno fotonasobi¢em (Penka et al., 2011).

Parametr odrazi vnitini komplexitu (granularitu) bun&k (Sinkorova, 2008).

3.) Fluorescence - méfeni fluorescence pii riznych vinovych délkach, poskytuje
kvantitativni a kvalitativni udaje o fluorochromech (koncentraci fluorochromu)
navazanych na receptorech v buiice nebo na jejich bunééném povrchu. K detekci
emitovaného svétla je uzivdn samostatny fluorescenéni kandl (Rahman, 2005),
fluorescencni svétlo je emitovano ve vSech smérech, signély jsou obecné pomérné slabé
a vyzaduji citlivé optické detektory (fotonasobice) (Haynes, 1988). Fluorescence je
zachycena pro kazdy fluorochrom zvIast v 90° uhlu od osy laserového paprsku
(Marinov, 2008). Diky soucasnému pouziti riznych monoklonalnich protilatek

Sriznymi fluorochromy miZeme vySetfit soucasné piitomnost né€kolika antigent
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v kazdé buiice (Barttiikova et al., 2005). Intenzita fluorescence je zavisld na pouzitém
fluorochromu, vazebné kapacit¢ konjugatu fluorochrom-monoklonalni protilatka
a na mnozstvi epitopti na bunce. Fluorescenci je mozné hodnotit kvalitativné na zakladé
pramérné fluorescencni intenzity (MFI), ktera maze byt slaba (+), pfiméfena (++), silné
(+++) nebo kvantitativné v arbitrarnich jednotkach sABC (specific antibody binding

capacity) nebo MESF (molecules of equivalent soluble fluorochrom) (Marinov, 2008).

M¢tené parametry poskytuji jedinecné informace o kazd¢ buiice, kombinace
parametrii je pouzivana k rozliSeni rlznych typi bunék v heterogennim vzorku
(Marinov, 2008). Signaly rozptylu jsou na rozdil od signala fluorescence silné a snadno

detekovatelné (Haynes, 1988).

2.1.4 Fluorochromy, fluorescence, spektrum

Monoklonalni protilatky se kovalentné vazi (konjuguji) s riznymi fluorescencnimi
molekulami (fluorochromy) (Sinkorova, 2008), barviva, ktera jsou schopna absorbovat
svételnou energii z excitacniho zdroje (napf. laser) a nasledné ji vyzatovat v jiné (delsi)
vlnové délce. Procesy jsou oznaCovany jako excitace a emise (Marinov, 2008). Proces
emise nasleduje velmi rychle, obvykle v pofadi nanosekund a je znam jako
fluorescence. Svétlo je forma elektrické energie, cestujici ve formé& vln, viny maji
frekvenci a délku, délka urcuje barvu svétla. Svétlo, které je zachyceno lidskym zrakem
predstavuje Uzké pasmo vinové délky (380-700 nm) mezi ultrafialovym (UV)
a infraCervenym (IR) zafenim. Viditelné spektrum (viz Obrazek €. 5) je rozdéleno dle
barev na &ervené, oranzové, zluté, zelené modré a fialové. Cervené svétlo ma delsi
vlnovou délku (niz$i energii) a fialové svétlo ma krat$i vinovou délku (vyssi energii)

(Rahman, 2005).
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Obrazek ¢. 5: Elektromagnetické spektrum svétla
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Zdroj: Rahman, 2005

Stokestiv posun

Elektrony fluorochrom absorbujici svétlo ptfechazi zklidového stavu
na maximalni energetickou hladinu zvanou ,,excitovany elektronicky singletovy stav®,
trvajici pouze 1-10 nanosekund. Fluorochrom prochdzi vnitini konformacni zménou,
dochazi k uvolnéni casti absorbované energie ve formé tepla. U elektrond dojde
k poklesu na energeticky stabilngjsi hladinu tzv. ,,uvolnény elektronicky singletovy
stav®. Elektrony, které se trvale vrati do svého zakladniho stavu, uvoliuji zbyvajici
energii (E emise) jako fluorescenci, obsahujici mén€ energie nez bylo plivodné
fluorochromem absorbovano (odlisnd barva svétla energie excitacni). Vlnova délka
emise kazdého fluorochromu bude vzdy delsi, neZ excita¢ni vinova délka. Rozdil mezi
energii excitacni a energii emisni se nazyva Stokesiv posun - hodnota vlnové délky
uréuje vhodnost  fluorochromu pro fluorescencni studie. Je nutné, aby svétlo
produkované emisi mohlo byt odliSeno od svétla pouzitého pro excitaci. Rozdil se
nejsnadnéji zjisti, kdyZz maji fluorescenéni molekuly velky Stokestiv posun. Barva
fluorescence se obvykle vztahuje k barvé svétla emitovaného fluorochromem jako jeho

nejvyssi stabilni excitovany stav (Rahman, 2005).

Fluorochromy mohou byt samostatné nebo tandemové, kde excitace primarniho
fluorochromu aktivuje excitaci sekundarniho fluorochromu, proces je znamy jako
ptenos fluorescenéni energie — FRET (fluorescence energy transfer) (Marinov, 2008).
KdyZ je prvni barvivo excitovano a dosahuje maximalniho singletového stavu, prenasi

vSechnu svoji energii do druhého barviva (molekula akceptoru) nachazejici se v tésné
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blizkosti, aktivuje se druhy fluorochrom produkujici fluorescenéni emisi, zptisob jakym

1ze dosédhnout vyssiho Stokesova posunu (Rahman, 2005).

Komer¢né dostupnych fluorochromt je celd tada napt. FITC (fluorescein
isothiocyanate), PE (phycoerythrin), APC (allophycocyanin) (Sinkorova, 2008),
fluorochromy fady Alexa, piedstavujici velkou konkurenci pro fluorochromy, které byly
v poslednich 30 let vyuzivany nejvice (napi. FITC), nabizi vétsi foto-stabilitu
PE-Cy5, PE-Cy5.5, PE-Cy7, APC, APC-Alexa 700, APC-Cy7) jsou pouzivany
k detekci antigenti se slabsi expresi, napi. CD56, CD13, CD117 nebo CD19 (Marinov,
2008).

Ke kazdému prakticky pouzivanému laseru existuje celd skupina fluorochromt
s dostate¢né silnou absorpci v dané oblasti spektra a rozdilnou emisni charakteristikou,
fluorescence je odliSitelnd pomoci zminované soustavy optickych filtri uzptsobenych

k odrazu nebo prostupu fotont s definovanou vinovou délkou (Sinkorova, 2008).

Obrézek €. 6: Pfehled samostatnych fluorochromt

Single dyes
Dye Laser excitation ~ Maximal Maximal Fluorescence

line (nm) absorbance (nm) emission (nm) colour
Alexa Fluor 405 405, 407 401 21 ]
Alexa Fluor 430 405, 407 433 541
Alexa Fluor 488 488 495 519 s
Alexa Fluor 633 633,635 647 632 647 s
Alexa Fluor 647 633,635,647 650 665 e
Alexa Fluor 660 633,635, 647 663 690 e
Alexa Fluor 680 633,635,647 679 702 e
APC 633,635,647 650 661 e
FITC 488 490 525 I
PerCP 488 490 675 e
Phycoerythrin 488 490, 565 578

Zdroj: Rahman, 2005
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Obrazek ¢. 7: Piehled tandemovych fluorochromt

Tandem dyes

Dye Laser excitation ~ Maximal Maximal Fluorescence
line (nm) absorbance (nm) emission (nm) colour

APC-Alexa Fluor 750 633, 635, 647 650 779 Infra Red
APC-Cy5.5 633,635,647 650 695 R
APC-Cy7 633,635 647 650 785 Infra Red
PerCP-Cy5.5 488 496, 546 695 e
PE-Alexa Fluor 610 488 496, 546 627 I
PE-Alexa Fluor 647 488 496, 546 667 I
PE-Alexa Fluor 680 488 496, 546 702 R
PE-Alexa Fluor 700 488 496, 546 723 Infra Red

PE-Alexa Fluor 750 488 496, 546 779 Infra Red

PE-Cy5.5 488 496, 546 695 s
PE-Cy5 488 496, 546 667 s
PE-Cy7 488 496, 546 785 Infra Red

PE-Texas Red 488 496, 546 615 ]

Zdroj: Rahman, 2005

2.1.5 Vyuziti pritokové cytometrie

Pritokova cytometrie nachazi uplatnéni v mnoha oborech, vyuzivd se nejenom
ve vyzkumnych, ale i v klinickych laboratofich. Nej¢astéji je prutokova cytometrie
vyuzivana v imunologii a hematologii. V imunologii se vyuziva napi. ke stanoveni
zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci (monitorovani pacienti s imunodeficity,
s AIDS), k ovéteni exprese fady molekul (deficit adherence leukocyti), k detekci
vazanych protilatek (ITP), k zjistétni HLA haplotypu, k detekci koncentrace
intracelularnich cytokinl, ktadé¢ funkénich testi (oxidac¢ni vzplanuti, stanoveni
cytotoxické aktivity, mikrobicidie, fagocytéza) a k méfeni koncentrace vapenatych

iontll uvnitt buniky (Bartiinkova et al., 2005).

V hematologii je pratokova cytometrie nejvice vyuzivana k diagnostice
hematologickych ~ malignit. ~ Uréeni  imunofenotypu  (ureni  povrchovych
a cytoplazmatickych antigenil) malignich bunék je zdsadni napf. pro diagnostiku
lymfoproliferativnich onemocnéni, ale vyznamné je uplatnéni 1 u mnohocetného
myelomu, akutnich leukémii a Vv posledni dobé i myelodysplastického syndromu

¢i myeloproliferaci. S vy$§i ucinnosti 1écby se také vice uplatiiuje monitorovani
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tzv. minimalni rezidudlni nemoci (MRD). Neonkologickou aplikaci pratokové
cytometrie v hematologii je diagnostika PNH (paroxysmalni no¢ni hemoglubinurie),
hereditarni sférocytdzy, detekce defektii v expresi povrchovych markerii trombocyta,
analyza protilatek proti trombocytim (potransfuzni reakce, ITP), detekce fetalniho
hemoglobinu v krvi matky ¢i stanoveni zastoupeni hematopoetickych progenitori
(CD34+ bunék).

K aplikacim pratokové cytometrie patii také stanoveni obsahu jaderné DNA
u nadorového bujeni (benigni a maligni lidska neoplazmata Casto obsahuji subklony
s abnormalnim obsahem DNA), u nddorového bujeni se hodnoti proliferace, kinetika
bunécného cyklu a stanovuji se apoptotické bunky (Giaretti, 1997). Urceni ploidie,
studium genové exprese, detekce a charakterizace mikroorganismu jsou dal$i moznosti

vyuziti pritokové cytometrie (Pecka et. al., 2010).

Tridice (sortery)

Za specialni aplikaci pritokové cytometrie je mozné oznacit bun&cné tfidéni (cell
sorting) (Internet 1). Jedna se o schopnost tfidit (sortovat) buiky na zakladé predem
znamych parametrd. Proud tekutiny s bunéc¢nou suspenzi je rozdélen do kapicek, které
jsou rozdéleny (tfidény) do zkumavek k dalSimu pouziti nebo piimo do odpadu
(Bartinkovéa et al., 2005). Dochéazi k vyuziti dat ziskanych pii prichodu bunck
laserovymi paprsky, ziskavaji se buiiky s vybranymi vlastnostmi. Timto zplsobem lze
ziskat velice Cisté suspenze pozadovaného typu bunck (Pecka et al., 2010). Mechanické
tfidici systémy jsou plné€ izolované, ¢imZ se eliminuje riziko tvorby aerosolu. Do dneSka
byly vyvinuty dva systémy, ptivodni systém FACS-Calibur, (Becton Dickinson, NJ)
pracuje se zachytavaci trubiCkou/ zkumavkou v horni ¢asti prutokové Kkyvety.
V ptipadé, ze je builka rozpoznana jako cil tfidéni, mechanick4 jednotka ji pfesune
do proudu, zachyti buiku a sméruje ji do samostatné zkumavky. Pokud je pfistroj
nastaven spravné, fadi cilové buiiky s vysokou cistotou. Nicméng, rychlost tfidéni je
nizka a béhem cyklu mlZe byt sbirdna pouze jedna populace bunék, coz Ize povazovat
za nevyhodu k sbéru vzacnych bunék. Moderni mechanické tfidici systémy pracuji
s kyvetou tvaru Y (odpad a sortovaci rameno), kde dvé tietiny proudu prochazi
odpadovym ramenem a jedna tietina prochazi sortovacim ramenem. Rychlost sortovani

je v fadu 1000 bunék za sekundu, jednu populaci lze béhem cyklu tfidit S vysokou
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Cistotou. Roztiidéné buiiky jsou v dobrém stavu a jsou obvykle zivotaschopné, nicméng,
nizkd rychlost tfidéni a velky objem sbéru omezuje jeji pouziti pro sbér vzacnych
bunék. VSechny pritokové cytometry na bazi sortovacich systémut vyzaduji vynikajici

vyrovnani obou jednotek (detekéni a tiidici) (Greve et al., 2012).

2.1.6 CD znaky

HCDM Council (human cell differentiantion molecules) je organizace potadajici
HLDA (human leukocyte differentiation antigens) seminafe, kde pojmenovava
a charakterizuje CD molekuly. Hlavnim cilem organizace je charakterizovat strukturu,
funkci a distribuci povrchovych molekul leukocyti a ostatnich molekul imunitniho

systému (Internet 3).

Skupina imunologi klasifikovala nejprve povrchové leukocytarni antigeny
na zéklad¢ multilaboratorni statistické analyzy. Vysledky byly zvefejnény na prvni
pracovni konferenci HLDA v Pafizi v roce 1982. Bylo zde klasifikovano pouhych 15
antigenl a byla zaloZena tzv. Cluster of differentiation /dedication (CD) nomenklatura,
ktera se stala celosvétoveé uzndvanou (Marinov, 2008). CD nomenklatura tvoii skupinu
protilatek, které rozpoznavaji specificky epitop daného antigenu, byla a je
na mezinarodnich  pracovnich  konferencich HCDM  neustile  dopliiovana

a aktualizovana (Pecka et al., 2010).

V roce 2004 byly radou HLDA upraveny cile organice, spolu se zménou jména
na HCDM. Cilem workshopu v kvétnu roku 2006 bylo definovat CD znaky usilovnéji,
nez to ucinil predchozi workshop HLDA. Cile HCDM jsou nasledujici: 1.) objasnit
apfinést aktudlni CD oznaeni 2.) zaplnit nékteré z ¢isel CD, které byly diive
vyhrazeny pro ¢leny molekulové rodiny, jako jsou chemokinové receptory 3.) piidélit
CD cisla novym protilatkdm a novym molekulam, kde byly pfedloZzeny odpovidajici
udaje 4.) iniciovat multi-laboratorni studie dulezitych odlisnych markerd, bez ohledu
na jejich bunécné umisténi. HCDM rada jiz diive rozhodla, Ze intracelularni molekuly,
které jsou pouzivany jako markery diferenciace by mély byt workshopy také studovany,
ale pouze povrchovym membranovym molekuldm bude ptidélen CD znak (Zola et al.,
2007). 9. mezinarodni konference zamétfena na lidské leukocytarni diferenciacni
antigeny (HLDAO9) se konala v Barceloné v bfeznu 2010. Konference se zliastnilo vice

nez 200 védct a klinikl z 18 rlznych zemi. Vysledkem konference bylo rozsifeni CD
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znakli na pocet 364 (Internet 4). Piehled CD znak lze najit na strdnkdch
www.hcdm.org. Posledni 10. workshop HLDA probéhl ve spojeni s Australskou
spole¢nosti pro imunologii ve Wollongongu, Australic v prosinci 2014, workshop
navazoval na tradici workshopu-charakterizace protilatek vazajici se na povrchové
molekuly leukocytii se zvlastnim dirazem na ty, které identifikuji lidské dendritické

bunky, doslo k rozsiteni CD znakl na 371 (Internet 5).

2.1.7 EuroFlow

Konsorcium EuroFlow je slozeno z 20 diagnostickych vyzkumnych skupin
a z jedné firmy zarazené do segmentu malych a stfednich podniki (SME), skupiny jsou
povazovany za odborniky v oblasti pritokové cytometrie a molekularni diagnostiky.
Hlavnim cilem EuroFlow je rozvoj a standardizace rychlych, pfesnych a vysoce
citlivych testll pritokové cytometrie pro diagnostiku a prognostickou (sub)klasifikaci
hematologickych malignit, jakoZz i1 pro hodnoceni u¢innosti 1écby béhem sledovani.
EuroFlow je divize ESLHO (European Scientific foundation for Laboratory
HematoOncology, Evropska védecka nadace pro laboratorni hematoonkologii), ESLHO
je oficialni védecka pracovni skupina EHA (European Hematology Association)
(Internet 6).
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2.2 Malignity ze zralych B-bunék

Lymfoproliferativni onemocnéni jsou klonalni nadorovd onemocnéni, ktera vychazi
zruznych stadii vyvoje lymfocyti B ¢i T bunécéné linie, ptipadné z NK bunék.
Nadorovéa populace mize u zralych lymfoidnich neoplazii (Castéji u B bunécnych)
napodobovat morfologicky, ale i imunofenotypem urcitd stddia normalniho vyvoje

lymfocytt (Penka et al., 2011).

Lymfoproliferativni stavy postihuji lymfatické tkané (uzliny, lymfatickou tkan
sttev, jatra, slezinu, kostni dfen), pfipadn¢ mohou vznikat i v extralymfatickych
organech (lymfomy). Pokud jsou nddorové bunky od pocatku onemocnéni ptitomny
v periferni krvi, stav mize byt oznacen jako leukémie. V piipad¢ postizeni PK, jako
vysledku progredujici choroby lze oznadit stav za leukemizovany lymfom (Penka et al.,

2011).

Kuréeni typu lymfoproliferativniho onemocnéni je nezbytnd komplexni
diagnostika ~ zahrnujici  histologické vySetfeni, cytologii, imunofenotypizaci,
cytogenetiku, piipadn¢ molekularni genetiku. Stanoveni diagndézy se opird o korelaci
vSech vysetieni (Kacirkova et al., 2007). Zakladni diagnostika lymfoml se obvykle
provadi z reprezentativni tkdné (dostate¢né mnozstvi). Pro spravné stanoveni diagnézy
je dulezita exstirpace zasazené uzliny (Adam et al., 2008), vysledky vySeteni kostni
dfené¢ se mohou odliSovat od nalezu v primarnim loZisku. U kaZzdého prokdzaného
lymfoproliferativniho onemocnéni dochézi k tzv. stazovani (staging) — ur€eni rozsahu
nemoci (Penka et al., 2011). Mimo standardni laboratorni vySetfeni (napt. zvySeni LDH
koreluje srychlou proliferaci a nepiiznivou progndzou) se vyuzivaji i zobrazovaci
metody (CT nebo PET/CT), vySetieni mozkomisniho moku (u vysoce agresivnich

nadort) a v neposledni fad¢ klinické vySetifeni (Adam et al., 2008).

Vroce 1993 byla vytvoifena skupinou evropskych a americkych patologl
(International Lymphoma Study Group) nova klasifikace, ktera se nazyva A Revised
European-American Classification of Lymphoid Neoplasms ozna¢ovdna jako REAL.
Klasifikace REAL vychazi stejné¢ jako Kielska klasifikace z cytologické analogie

patologické tkané. Na rozdil od Kielské klasifikace a vSech pfedchozich klasifikaci
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pfidala dal§i kritéria, mimo morfologickych také imunologickd, topograficka,
cytogeneticka a kritérium klinické manifestace a pribéhu. Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) vytvofila platnou klasifikaci krevnich chorob, ktera v knizni podobé

vysla poprvé v roce 2001 (Adam et al., 2008).

Vyskyt non-hodgkinskych lymfomu je ¢ast€jsi v asociaci s chronickym zanétlivym
onemocnénim (Sjogreniv syndrom, celiakie, revmatoidni artritida), u nemocnych
s infekénim onemocnénim, u virovych infekci HIV (maligni lymfom), EBV (endemicky
Burkittdv lymfom), HCV (velkobunécny nebo splenicky lymfom), bakterialni infekce
Helicobacter pylori (MALT lymfom zaludku) (Adam et al., 2008), Borrelia burgdoferi,
Chlamydia pssitaci (pneumonie, trachomatis), ptipadn¢ Campylobacter jejuni. Z vlivl
prostiedi je davana u téchto nadorti vina zejména expozicim herbicidii a pesticidi
(Penka et al., 2011). Imunosupresivni 1écba také vyrazn€ zvySuje riziko vzniku
lymfomu (pacienti po transplantaci), incidence malignich non-hodginskym lymfom se

zvySuje s vékem a existuje 1 dédi¢na zatéz (Adam et al., 2008).

Klinické  pfiznaky u  pacienti s lymfoproliferativnim  onemocnénim:
lymfadenopatie, splenomegalie, hepatomegalie - infiltrace organu lymfomem,
systémové B-symptomy — teploty ¢i horeCky neinfekéniho ptivodu, hmotnostni ubytek,
no¢ni poceni. Produkce monoklondlnich imunoglobulini (incidence tohoto jevu
nepfesahuje 5-10 %, svyjimkou lymfoplazmocytarniho lymfomu), osteolyticka
destrukce skeletu (Adam et al., 2008). Infek¢éni komplikace jsou nejcastéji zpusobeny
chybénim normélnich imunokompetentnich bunck pii ptrevladnuti nadorové populace
(Penka et al., 2011). Klinicka stadia dle Ann Arbor klasifikace jsou 4 (Adam et al.,
2008).

Lécba lymfoml — u indolentnich typii se mnohdy zprvu voli strategie pozorovani
(Penka et al., 2011), chirurgie je pouzivana pouze v ptipad¢ lokalizovanych MALT
lymfomii zaludku nebo primarniho splenického lymfomu, radioterapie hraje dulezitou
roli v lokalizovaném stadiu lymfomu. Nejpouzivanéj$im typem 1éCby je chemoterapie
(Adam et al., 2008), vétsinou v kombinaci s monoklonalnimi protilatkami (napf. anti-
CD20), nékdy doplnénd radioterapii, event. autologni transplantaci hemopoetickych

bun¢k (Penka et al., 2011).
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Tabulka €. 1: Déleni lymfomt - zralé B bunééné neoplazie

Chronicka lymfocytarni leukemie / lymfom z malych lymfocyti (CLL/SLL)

B-prolymfocytarni leukemie (B-PLL)

Burkitttiv lymfom / leukemie (BL)
Difuzni velkobunéény B-lymfom (DLBCL)

Extranodalni lymfom z B-bun€k marginalni zony ze slizni¢ni lymfatické tkéné
(MALT lymfom)
Folikuldrni lymfom (FL)

Imunoproliferace z B-fady s nejistym malignim vyznamem

Intravaskularni velkobunéény B-lymfom
Leukemie z vlasatych buné¢k (HCL)

Lymfom z plastovych bunék (MCL)

Lymfomatoidni granulomatéza (LYG)

Lymfoplazmocytarni lymfom (LPL) / Waldenstromova makroglobulie

Malignity z plazmatickych bunék (mnohocetny myelom / plazmocytom)

Mediastinalni (tymicky) velkobunéény B-lymfom

Nodélni lymfom z B-bun¢k marginalni zony (NMZL)

Primarni exsudativni lymfom

Splenicky lymfom z B-bun€k marginalni zony (SMZL)

Zdroj: Vlastni zpracovani autorky dle Penka et al., 2011; Kacirkova et al., 2007; Adam
etal., 2008

2.2.1 Chronicka lymfocytarni leukemie / lymfom z malych lymfocyti
(CLL/SLL)

Nizce agresivni (Adam et al., 2008) klonalni proliferace malych, zralych B
lymfocytt primarné v PK, KD, lymfatickych uzlinach (Penka et al., 2011) (termin SLL
je uzivan pro ,,aleukemickou* formu CLL primérn¢ uzlinovou (Kacirkova et al., 2007)),
V jatrech, sleziné ¢i jinych organech (Penka et al., 2011). Pfi¢inou nemoci miize byt
nejen nekontrolovatelnd klondlni proliferace, ale i porucha apoptozy (ziejme podil
zvySené exprese genu BCL2) (Adam et al., 2008). Pfedpokladana je 1 geneticka
predispozice (Penka et al., 2011). Jedna se o nejcastéjsi leukémii dospélych v Evropé

a Severni Americe, kde tvofi 25-30 % vSech leukémii, median veéku stanoveni diagndzy
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je 65 let (Adam et al., 2008). V PK je piitomna lymfocytoza > 5 x 1071, ktera mize
pfesahovat hodnoty 500 x 10%1 (Penka et al., 2011), lymfocytdza je relativni i absolutni
(Kacirkova et al., 2007).

Z cytologického pohledu rozliSujeme formu typickou -nadorova populace je
predstavovana uniformnimi lymfocyty se zralymi rysy (Penka et al., 2011) — malé
(maximalné dvojnasobek velikosti erytrocytu) s kulatym ¢i mirné ovalnym tvarem,
jadro je vétSinou excentricky ulozené s hutnym, kondenzovanym chromatinem,
nukleoly nejsou patrné, cytoplazma tvofi tzky lem a byva velmi svétla, vétSinou
agranularni, jen vzacn¢ muZze obsahovat vakuoly. Bunky CLL jsou velmi fragilni,
V natéru jsou pritomny cetné jaderné stiny a rozpadajici se bunky — struktury v ramci
CLL nazyvame Gumprechtovy stiny. Populace leukemickych lymfocyti byva
u jednotlivych pacientl morfologicky homogenni, monoténni. Podil prolymfocyth
ze vSech lymfoidnich bun€k PK je u této formy maximalné 10 % (Kacirkova et al.,
2007). Druhou formou je forma atypicka-smiSené bunécna, existuji dvé varianty:
dimorfni varianta — dochazi k navyseni poc¢tu prolymfocyti nad 10 %, nicméné jich je
méné nez 55 %. Prolymfocyty jsou vétsi bunky majici kondenzovany chromatin
andpadné jadérko, objemnéjsi cytoplazmu, kterd je slabé ¢i stfedné bazofilni,
bez granulace (Penka et al., 2011). U pleomorfni varianty je napadna polymorfni
populace nadorovych bunék — rizné velké lymfocyty s rizné objemnou cytoplazmou,
bez typické mozaikovité kondenzace chromatinu s nepravidelnostmi tvaru jadra,
prolymfocytll je méné nez u varianty dimorfni. Aspirat KD byva u CLL hypercelularni
s infiltraci malymi lymfocyty identickymi jako v PK. Jejich zastoupeni je zpravidla vice
nez 30 % NC (nebo vice nez 50 % NEC v pfipadé hyperplazie erytropoezy).
V pocatecnich stadiich onemocnéni je vétSinou normalni trilinedrni hematopoéza

zachovana (Kacirkova et al., 2007).

Pro CLL je typicka lymfadenopatie, splenomegalie, hepatomegalie je mén¢ Castd,
cytopenie zpusobend insuficienci KD se vyviji s progresi choroby, relativné Casty je
I vyskyt autoimunitni hemolytické anemie, nemocni s pokro¢ilou chorobou maji nizkou
frakci gamaglobulinti a nizkou koncentraci jednotlivych imunoglobulinti, plazmaticka
hladina imunoglobulin odraZi vyvoj nemoci, poruchy imunity (infekéni komplikace)

(Adam et al., 2008). Imunofenotyp je specificky, bunky jsou CD19+, CD5+, CD23+,
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CD43+ (Kacirkova et al., 2007), CD24+, CD37+, CD40+, CD45RA+ (Adam et al.,
2008), variabilni exprese CD11c+, CD25+, CD79a+, CD22-/+(slab¢), CD21+(slab¢),
slaba exprese CD20 a povrchovych lehkych fetézci kappa nebo lambda, stejné
tak i t€zké tetézce (IgM nebo IgD) jsou exprimovany slabé, aberantn¢ CD2+, CDS8+,
CD79b-, FMCT7- (nebo oba znaky slabé +), CD10-, CD103-, TdT- (Kacirkova et al.,
2007), CD138-, CD35- (Adam et al., 2008). U morfologicky atypickych forem je silna
exprese CD20, CD22, lehkych a tézkych fetézci Ig, pfipadné jsou bunky CD79b+,
FMC7+ (Kacirkova et al., 2007) nebo se objevuje atypicky fenotyp CD5-, CD23-,
CDl1l1c+, slg silné+ (Swerdlow et al., 2008). Pozitivita znakti CD38 a ZAP-70 svéd¢i
0 agresivn¢jSim prubehu nemoci (Adam et al., 2008) (v soucasnosti se od znaku ZAP-
70 upousti). Taktéz cytogeneticky, respektive molekuldrné geneticky nélez je
prognosticky dilezity. Chromozomalni abnormality: del(13)(ql4), trizomie 12,
del(17)(p13), del(6)(q21), del(11)(q23), posledni tfi abnormality jsou prognosticky
nepiiznivé (Kacirkova et al., 2007). U 2-8 % nemocnych mize dojit k transformaci
do agresivnéjsi formy onemocnéni (prolymfocytarni leukemie, difuzni velkobunéény
lymfom (DLBLC), raritné je popsan piechod do prekurzorové B-lymfoblastické
leukemie, mozny je ptrechod do Hodgkinova lymfomu) (Penka et al., 2011).

Skorovaci systém Matutes z roku 1994 a jeho pozdéjsi modifikace podle Moreau
zroku 1997 napoméha diferencidlni diagnostice s ostatnimi imunoproliferativnimi

onemocnénimi z B-fady (Marinov, 2008).

Tabulka €. 2: Skérovaci systém pro CLL/SLL

Marker | CLL/SLL Skore *

smlg slaba 1

CD5 pozitivni

CD23 pozitivni

FMC7 | negativni

R R R e

CD79b | slabé pozitivni/ negativni

*typickda CLL/SLL méa skore 4 (31%) nebo 5 (61%). Skoére 0-2 vylucuje CLL/SLL
(0%). Skore 3 znamend CLL/SLL v 7 % ptipadii (Marinov, 2008).
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2.2.2 B prolymfocytarni leukemie (B-PLL)

Extrémné vzacné onemocnéni (Adam et al., 2008). Jedna se o maligni proliferaci
sttedn¢ velkych B-prolymfocytd (Marinov, 2008), onemocnéni postihuje PK, KD,
slezinu (Kacirkova et al., 2007). Pfevazn¢ postihuje starsi lidi (star$i 60 let), pomér
muzi a Zen je 1,6:1 (Adam et al., 2008). Muze vzniknout samostatné (de novo B-PLL),
nebo se mize jednat o transformaci CLL/SLL, majici vétSinou i horSi prognézu
(Marinov, 2008). U onemocnéni se vyskytuje splenomegalie, lymfadenopatie, anémie,
trombocytopenie (Adam et al., 2008) ¢i neutropenie. Prolymfocyty tvoii vice nez 55 %
bundk v diferencialnim poétu PK, napadna leukocytéza (> 100 x 10%/1) (Penka et al.,
2011), vyrazna lymfocytéza (> 100 x 10%1). Prolymfocyty jsou stfedn& velké lymfoidni
bunky (dvojnasobek malého lymfocytu) majici kulaté jadro, vyrazny nukleolus, ktery
zietelné vystupuje v diisledku ohraniceni hutnéj$im chromatinem, jaderny chromatin je
o néco méné kondenzovanym nez u lymfocyti CLL, cytoplazma je objemné&jsi
nez U lymfocyti CLL a je mirné¢ bazofilni, agranuldrni (Kacirkova et al., 2007).
Imunofenotyp: pozitivita B bunéénych antigeni CD19+, CD20+, CD22+ a silna exprese
povrchovych tézkych fetézcii IgM nebo IgD a lehkych fetézct (kappa nebo lambda)
(Penka et al., 2011), CD79a+ (Swerdlow et al., 2008), CD79b+, FMC7+, CD24+,
CD37+, CD43+, CD10-, CD23-, CD25- (Kacirkova et al., 2007), CD11c-, CD103-
(Adam et al., 2008), CD5+ u transformace z B-CLL, CD5- u de novo B-PLL (Marinov,
2008). Chromozomalni abnormality vétsinou postihuji chromozom 14 (14q,32), u 25 %
ptipadl byla zjiSténa translokace t(11;14)(q13;932) (Adam et al., 2008).

2.2.3 Leukémie z vlasatych bunék (HCL)

Neoplazie z B-lymfoidnich bunék s ,,vlasatymi® vybézky cytoplazmy (Kacirkova
et al., 2007). Vyrazna splenomegalie a pancytopenie (Marinov, 2008). Postihuje KD,
PK a ¢ervenou pulpu sleziny (Kacirkova et al., 2007), méné Casto postihuje uzliny
(Marinov, 2008). Hepatomegalie je neobvykla, ackoliv jsou jatra pravidelné infiltrovana
(Adam et al., 2008). Jedna se o vzacné onemocnéni (2 % lymfoidnich neoplazii) (Penka
et al., 2011). Leukopenie je dand ptedevS§im monocytopenii a neutropenii (Kacirkova
etal., 2007), patologické vlasaté lymfoidni builkky produkuji cetné cytokiny, jejichz
tlumivy vliv na krvetvorbu je hlavni pfi¢inou pancytopenie. Nemoc byva casto

asociovana s autoimunitnimi chorobami (Adam et al., 2008). Median véku postizenych
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pacientl je zhruba 50 let, Castéji se choroba vyskytuje u muzi. Nadorové bunky byvaji
pfitomny 1V periferni krvi téméf u vSech nemocnych, neni obvykle absolutni
lymfocytéza (Penka et al., 2011). Buiiky jsou mens$i ¢i stiedné velké s centralné
nebo lehce excentricky ulozenym jadrem. Tvar jadra je vétSinou ovalny, kulaty,
¢i ledvinovity, mize vSak mit tvar Cinky nebo muize byt prstencité ¢i lobulované
(Kacirkova et al., 2007), jaderny chromatin je jemnéjsi, vzacné jsou patrné drobné
nukleoly (Penka et al., 2011). Cytoplazma je vétSinou objemna, svétla ¢i lehce bazofilni
a na periferii neohrani¢end, vybihajici v jemné vlasovité projekce (po celém obvodu
buiky). KD je vétSinou obtizné ziskatelnd z diivodu fibrézy, punkce je bud’ uplné
»sucha“ nebo mize byt kontaminovana PK, nachéazi se redukce normélni hematopoézy
a neoplastické vlasaté lymfoidni buiiky, které jsou TRAP+ (tartarat rezistentni kysela
fosfatdza) (Kacirkova et al., 2007). Specificky imunofenotyp, silnd exprese CD20
a povrchovych imunoglobulini, CD11¢+, CD22+, CD25+, CD103+ (Marinov, 2008),
CD123+, CD19+, CD79a+ (Kacirkova et al., 2007), CD43-/+, CD10-/+ (Marinov,
2008), CD5-, CD21-, CD23-, CD24-, exprese znaku CD79b je variabilni, IgM+ (ostatni
typy IgD, IgG, IgA jsou méné Casté), CD38- nebo jen slabé +. Neprokazuji se reciproké
translokace, u malé ¢asti pripadli se zastihne +5q a del(7q) (Kacirkova et al., 2007).
Nové je pro diagnostiku HCL pouzivdna i objevend mutace BRAF-V600E, ktera

onemocnéni jasné urcuje (Tiacci et al., 2012).

Tabulka €. 3: Skoérovaci systém pro HCL

Marker Charakter exprese Skore
CD103 slaba 1
CD25 pozitivni 1
CDl11c pozitivni 1
FMC7 negativni 1

HCL ma skore 3-4, vHCL a SLVL maji skore 0-2 (Marinov, 2008).

Dle WHO z roku 2008 je variantni leukemie z vlasatych bun¢k (v-HCL) zafazena
jako podjednotka neklasifikovaného splenického B- bunécného lymfomu. U v-HCL je
vyznamna lymfocyt6za, hodnoty lymfocyti mohou dosdhnout 100 X 10%/1 (Penka et al.,
2011) bez monocytopenie, u bun€k v-HCL je morfologicky charakteristicky zifetelny

nukleolus (analogie prolymfocytll) sobjemnou mirné bazofilni cytoplazmou,
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cytoplazmatické projekce jsou krat§i a méné cCasté, obvykle TRAP- (Kacirkova et al.,
2007). U v-HCL je fenotyp CD103+ (neni tak silny jako u klasické formy), CD11c+
(slabsi), CD25- a CD123-, IgM+ a lehké fetézce lambda+ (Kacirkova et al., 2007),
FMC7+ (Swerdlow et al., 2008). Mutace BRAF-V600E neni u v-HCL piitomna (Cornet
etal., 2014).

2.2.4 Lymfoplazmocytarni lymfom (LPL) / Waldenstromova
makroglobulinemie

Neoplazie z malych B-lymfocytd, plazmocytoidnich lymfocyti a plazmatickych
bun¢k, postihujici KD (moznéd pancytopenie), lymfatické uzliny a slezinu
(splenomegalie), pripadn¢ PK. Charakteristickd je tvorba monoklonalniho proteinu
(nejcastéji tiidy IgM v koncentraci 30g/l) s hyperviskozitou ¢i kryoglobulinemii
(Kacirkova et al., 2007), ptedpokladany jsou genetické vlivy, nékteré piipady jsou
asociovany s vyskytem HCV, postihuje starSi pacienty, Castéji muze (Penka et al.,
2011). V PK muze byt lymfocytéoza s pfitomnosti malych lymfocytd, plazmocytl
a plazmocytoidnich lymfocytl, posledni z nich jsou lymfoidni buiky, které jiz maji
nékteré¢ znaky plazmocytl - excentricita jadra, hrubsi struktura chromatinu, objemna
a bazofilni cytoplazma s naznacenym projasnénim v oblasti Golgiho zény (Kacirkova
etal., 2007). Pfitomnost IgM miiZze zplUsobovat rouleaux (penizkovaténi) erytrocytl
nebo jejich aglutinaci (Penka et al., 2011). Bunky mohou, ale nemuseji byt nalezeny
I v aspiratu KD, ktery je Casto v dusledku fibrozy hypocelularni a mnohdy obsahuje
kromé atypickych lymfocytli také zmnozené mastocyty (Kacirkova et al., 2007). Zatim
nebyla popsana cytogenetickd zména, ktera by jednoznacné tuto chorobu definovala
(Adam et al., 2008), casta je delece (6)(q21g23), trizomie chromozomu 3 nebo 12,
vzacné lze detekovat t(9;14)(p13;932) (Kacirkova et al., 2007), dle Marinova, 2008 se
tato translokace nevyskytuje. Imunofenotyp je nespecificky, nizky FSC (Marinov,
2008), CD19+, CD20+ (pozitivita mize s postupujici plazmocytoidni diferenciaci
slabnout), CD22+, CD79a+, FMC7+, CD38+, povrchové lehké fetézce kappa
nebo lambda a t&€zké fetézce nejcastéji typu IgM (obcas IgG, vzacné IgA, nikoliv IgD),
CD27+ (Kacirkova et al., 2007), CD52+ (Adam et al., 2008), CD5-, CD10-, CD11c,
CD23-, CD25-, CD43-/+ (Marinov, 2008), CD103-, CD138-, CD79b-/+, CD75- n¢kdy
odchylky CD10+, CD23+, CD11c+, CD25+ (Adam et al., 2008).
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2.2.5 Malignity z plazmatickych bunék

Multifaktorialni neoplasticka proliferace z plazmatickych bun¢k (Marinov, 2008),
nebo plazmocytoidnich lymfocyti, které jsou charakterizovany sekreci jednoho
homogenniho  imunoglobulinového  produktu  (monoklonalni—M-komponenta,
paraprotein) (Kacirkova et al., 2007). Jedna se o imunoglobulin produkovany z bun¢k
klonalniho ptvodu, bilkovina ma monoklonalni charakteristiku, vytvofeny
imunoglobulin je naprosto identicky, ma stejné chemické a fyzikalni vlastnosti, jev
nazyvame monoklonalni gamapatie. Malignity z plazmatickych bunck se dé€li na fadu
klinicko-patologickych jednotek napf.: monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu
(MGUS), plazmocelularni myelom (asymptomaticky, nesekretujici, plazmocelularni
leukemie), plazmocytom (solidni nador z plazmatickych buné¢k), choroba z depozice
imunoglobulinu (postizeni mékkych tkani depozici monoklonalniho imunoglobulinu),
osteoskleroticky myelom (Penka et al., 2011). Klinicky pribéh muze byt indolentni
nebo agresivni s rychlou leukemizaci (Marinov, 2008). Skupina je uvedena z diivodu
zatazeni mezi neoplazie ze zralych B-bunék, nicméné se prace této rozsahlé tématice

blize nevénuje.

2.2.6 Folikularni lymfom (FL)

Lymfom z B-bun¢k zarodeéného centra, tedy z centrocytl a centroblastd, ktery si
zachovava alespon caste¢né folikularni strukturu (Penka et al., 2011). Patii k Castym
lymfomim (cca 70 % vSech pfipadi non-hodgkinskych lymfomt nizkého stupné
malignity) (Marinov, 2008), postihuje pfedevs§im uzliny, slezinu, KD a PK, vzacné&ji je
postizen zazivaci trakt, m¢kké tkan¢ a klize (Penka et al., 2011) (kozni forma FL je
nejcastéjSim koznim lymfomem z B-fady (Marinov, 2008)). Ob¢ pohlavi jsou postizena
stejné, nejCastéji je diagnostikovan mezi 55-60 lety, nemoc zacind asymptomaticky
(zvétSenim perifernich ¢i centrdln€ uloZenych wuzlin, zpocatku miZe dochazet
i k spontannimu  zmenseni), biologické chovani nemoci je individualni, choroba
pravidelné relabuje, mize piejit v agresivni DLBCL. Diagnéza nemoci je stanovena
na zéklad¢ histologie postizené uzliny (Adam et al., 2008). Postizeni KD je relativné
Casté (40-70 %) (Penka et al., 2011), v PK u leukemickych forem onemocnéni byva
mirné leukocytdza, miize vSak byt i znacné (az stovkové hodnoty WBC). Neoplastické

lymfoidni buniky mohou byt nalezeny 1 u normdalniho poctu leukocytd. Typické
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lymfoidni bunky FL jsou malé bunky-centrocyty (mensi nez lymfocyty CLL, nékdy
I mensi nez erytrocyt), cytoplazma tvoii uzky lem (téméf neviditelna), vysoky N/C
pomér. Chromatin je homogenné kondenzovany, nukleolus neni patrny. Jadro je kulaté,
Casto rozsStépené, nékdy az tak hluboce, Ze je téméi preplleno, tvarem piipomina
kavové zrno. U agresivné€jSich forem mohou byt pfitomny i vétsi lymfoidni bunky
s jemn¢;jsi strukturou chromatinu ¢i vyslovené blastické lymfoidni elementy s nukleoly-
centroblasty. Vyskytuje se anemie, trombocytopenie, nebo neutropenie. Imunofenotyp:
CD19+(spise slab¢), CD20+(silng), CD21+, CD22+ (siln¢), CD24+, FMC7+(silng),
CD79a+, CD79b+, slg(silng), IgM+, IgD+, IgG+, vzacngji IgA+, CDI10+,
CD38+ (Kacirkova et al., 2007), CD23-/+, CD11c-/+, CD5-, CD43- (Marinov, 2008),
CD103-, CD25-. Cytogeneticky nalez: t(14;18) (q32;921) spojeno s expresi BCL2,
¢asné jsou zmény v oblasti 6q, pozdni zmény napt. 12q+ ¢i del(1p) a del(17p) spojené

s transformaci lymfomu (Kacirkova et al., 2007).

2.2.7 Lymfom z plastovych bunék (MCL)

Maligni proliferace malych az stiedn¢ velkych monomorfnich B-lymfocytt
(Marinov, 2008), z bunck plastové zony lymfatického folikulu, které jsou
charakterizovany expresi cyklinu D1 spojenou s translokaci t(11;14) (Penka et al.,
2011). Translokace t(11;14) zpusobuje poruchu regulace proliferace (Adam et al., 2008)
a ma za nasledek neregulovanou zvysenou expresi genil a tvorbu proteinu cyklinu D1
(Penka et al., 2011), coz vede k expanzi bun¢k plastové zény. V Evropé tvoii MCL
jen 7-9 % ze vSech non-hodgkinskych lymfomd, jedna se o agresivni onemocnéni
postihujici pacienty starSiho véku (65-70 let), Castéji muze (Adam et al., 2008). MCL
postihuje uzliny, vétSina nemocnych je diagnostikovana v pokrocilych stadiich choroby
(TIT az TV stadium (Adam et al., 2008)) s postizenim jater, sleziny, KD (Penka et al.,
2011). Nalez vPK mize byt normdalni, casto dochazi k leukemizaci, pocet
lymfomovych bun¢k v PK nebyva velky. Buitkky MCL jsou polymorfni od malych,
pres stfedné velké, az po velké, s nepravidelnym tvarem jadra (Siroké zatezy, lobulizace
apod.) (Kacirkova et al., 2007), jaderny chromatin je jemné&ji kondenzovéan, mohou byt
nalezeny neprominujici nukleoly, rizné objemna cytoplazma (Penka et al., 2011).
V ptipadé blastoidni varianty MCL jsou lymfomové builky spiSe véEtsi, s jemnym

jadernym chromatinem, casto se zietelnymi nukleoly, blastoidni varianta mize byt
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monomorfni (pfipominajici ALL) nebo pleomorfni s ndpadnéjS§imi nukleoly. Te&zsi
infiltrace KD se projevuje anémii, trombocytopenii nebo neutropenii. Infiltrace KD je
u ptiblizné 65 % ptipadl. Imunofenotypizacné¢ CD19+, CD20+(silng), CD5+, slg(siln¢),
CD22+, CD24+, CD79a+, CD79b+, FMC7+(siln¢), CD43+, CD38+, vétsinou Lambda+
(Kacirkova et al., 2007), CD23- /+, CD10-/+, CD11c- (Marinov, 2008), CD25-,CD103-
(Kacirkova et al., 2007).

2.2.8 Difuzni velkobunéény B lymfom (DLBCL)

Neoplazie z velkych lymfoidnich bun¢k z B fady (Penka et al., 2011) vyznacujici se
difuzni proliferaci (Kacirkova et al., 2007), postihujici uzliny nebo extranodalni tkdné
(Penka et al., 2011). Objevuje se v kazdém veéku (Adam et al., 2008). Tvoii 30-40 %
vSech malignich lymfoma z B tady u dospélych (Marinov, 2008). Pfi¢ina vzniku
lymfomu neni zndma, miZze vznikat de novo (primarni) nebo progresi, respektive
transformaci z jinych lymfoproliferativnich chorob (CLL, FL, lymfomu z marginalni
z6ny) — sekundarni. Az 40 % DLBCL vznika v extranodalnich tkanich — zazivaci trakt,
kosti, slezina, slinné zlazy, Stitnd zlaza, ledviny, jatra, nadledviny, kiize (Penka et al.,
2011), CNS (Adam et al., 2008). Primarni infiltrace KD je vzacna (11-27 % ptipadi)
(Penka et al., 2011). Nepfiznivad prognéza u primarnich lymfomt varlat, CNS, kosti
(Adam et al., 2008). Klasifikace WHO uvadi nékolik variant DLBCL. Nejcastéji se
vyskytuje tzv. centroblastickd varianta, Castou variantou DLBCL je 1 varianta
imunoblasticka (Kacirkova et al., 2007) (vice nez 90 % bunék tvoii imunoblasty (Penka
et al., 2011)), dalsi varianta je anaplastickd a jsou definovany i dal§i subtypy napf.
varianta bohata na T-buniky/ histiocyty (THRBCL), plazmablastickd varianta (vzacna).
V PK miize byt v ptipadé¢ infiltrace KD pfitomna cytopenie (anemie, trombocytopenie,
neutropenie) z insuficience KD. V ptipadé leukemizace se mohou do PK vyplavovat
lymfomové blastické buiikky — ojedinélé ¢i velmi cetné, n€kdy zpiisobujici vyraznou
leukocytozu. Buitky DLBCL jsou velmi polymorfni (velikost bunky, jadra, N/C pomér,
tvar jadra, pocet nukleoll, objem a bazofilie cytoplazmy), postizeni KD je obvykle
spojeno s vyraznou fibrotizaci, nadorové bunky jsou velké a vétSinou podobné jako
extrameduldrné nabyvaji charakteru centroblastl ¢i imunoblastii. Rozdilnost mezi
vysledky pritokoveé cytometrie a histologii byva az u ttetiny piipadii, jednou z moznych

pti¢in je pravdépodobné schopnost lymfomové populace ,ztracet expresi jinak
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obvyklych B-lymfocytarnich znakd véetné slg (Kacirkova et al., 2007). Imunofenotyp
je nespecificky, vysoky FSC (Marinov, 2008), CD19+, CD20+, CD22+, CD79a+,
CD79b+, FMC7+, CD21- (Kacirkova et al., 2007), CD5-/+, CD10+/-, CD11c-/+,
CD23-/+, CD25-/+, CD43-/+ (Marinov, 2008), povrchovy imunoglobulin (IgM, IgG,
IgA) je prokazan u 50-75 % pripadl, anaplasticka varianta je CD30+. Cytogeneticka
abnormalita 3q27 postihujici gen BCL6, translokace t(14;18) s piestavbou BCL2
(Kacirkova et al., 2007).

2.2.9 Mediastinalni velkobunéény B-lymfom (MLBCL)

MLBCL je subtyp DLBCL vznikajici z B-bun¢k thymu (Kacirkova et al., 2007),
postihuje pfevazné mladé zeny, agresivni choroba (Adam et al., 2008) se specifickymi
klinickymi a genotypovymi rysy (Kacirkova et al., 2007) (negativnim prognostickym
faktorem je pfitomnost perikardidlniho vypotku a snizeni celkové fyzické zdatnosti
(Adam et al., 2008)). Imunofenotyp: CD19+, CD20+, CD22+, CD21-, CD10-, slg-,
CD23+/-, CD30+/-, KD ani PK obvykle nebyvaji postizeny (Kacirkova et al., 2007).

2.2.10 Intravaskularni velkobunéény B-lymfom

Vzacny, extrémné agresivni subtyp extranodalniho DLBCL (dle genového
expresniho profilu obvykle z aktivovanych B-bun¢k), charakteristickd je pfitomnost
lymfomovych bun&k pouze v lumen malych cév, zvlasté kapilar (Kacirkova et al.,
2007). Intravaskularni lymfomy neinfiltruji stény cév a nezplsobuji nekrozy, nejcastéji
se manifestuje na kiizi a v CNS, mohou postihovat kterykoliv orgdn a zplsobovat
poruchu jeho funkce (Adam et al., 2008). Postizeni cév KD je moZné, histologicky se

Casto prokaze aZ postmortalné (Kacirkova et al., 2007). Buiiky exprimuji znak CD44

(Adam et al., 2008).

2.2.11 Primarni exsudativni lymfom (PEL)

Neoplazie z velkych B-bunék (Kacirkova et al., 2007), klinicky se prezentujici
patologickym vypotkem (Adam et al., 2008) bez detekovatelné nadorové masy
(Kacirkova et al., 2007). Vznika v souvislosti s infekci humannim herpesvirem 8 (HHV-
8)/Kaposi sarcoma herpes virus (KHSV) (Adam et al., 2008), vétSinou postihuje

nemocné s imunodeficitem (infekce HIV, potransplantacni stavy). KD ani PK nebyvaji
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postizeny (Kacirkova et al., 2007), klinicky prib¢h je velmi agresivni (median pieziti je

6 mésici) (Adam et al., 2008).

2.2.12 Burkittiv lymfom (BL)

Vysoce agresivni B buné¢ny lymfom s rychlym rastem, ktery se miize manifestovat
jako akutni leukemie (charakterizovan vysokou mitotickou aktivitou a castym
postizenim genu MYC) (Penka et al, 2011). Vyskytuje se pfevazné u déti
a dospivajicich. Lymfom se vyskytuje v nékolika forméch (Marinov, 2008).
Endemicka varianta Casto spojena s antigenni stimulaci virem EBV (Kacirkova et al.,
2007), roli ziejmé hraje 1 Plasmodium falciparum, vyskytuje se pfevazné u malych déti
(4-7 let), Cast&ji chlapci v rovnikové Africe ¢i Papua, Nova Guinea. Az u 50 %
nemocnych se projevuje postizenim celisti, PK ¢i KD je postizena vzacné, nedochazi
k leukemizaci. Forma sporadicka je spojena s infekci EBV asi ve 30 % piipadt (Penka
et al., 2011), je moznd leukemizace, vzacnéji se jednd o formu akutni leukemie
s postizenim KD a PK (Kacirkova et al., 2007). Forma sporadicka se nachdzi u déti
a mladych dospélych, ¢astéji jsou postizeni chlapci (Penka et al., 2011) (vyskyt spise
Vv Evrop¢), forma se projevuje mimouzlinovym postizenim, nejcastéji v dutiné biisni
(Adam et al., 2008). Mize infiltrovat do PK, KD a CNS (obvykle u pacientt s infiltraci
KD — 2/3 z nich) (Adam et al., 2008) postizeni prsou, uzlin (Penka et al., 2011). Dalsi
forma asociovana s imunodeficity je popsana predev§im ve spojeni s infekci HIV
(Kacirkova et al., 2007), postizeni KD je Casté, stejné jako postizeni uzlin. Nadorové
bunky Burkittova lymfomu jsou stfedné velké lymfoidni elementy uniformniho
vzhledu, maji kulaté ¢i ovalné jadro (Penka et al., 2011) s jemné granularni strukturou
jaderného chromatinu se zietelnymi nukleoly, se silné¢ bazofilni cytoplazmou, ktera je
Casto vakuolizovana. N&kdy lze ve vakuolach prokdzat pfitomnost tukl, barvenim
olejovou Cerveni O. Imunofenotypiza¢né jsou nadorové buitkky CD19+, CD20+, CD22+,
CD79a+, CD10+, CD77+, CD45+(siln¢) (Kacirkova et al., 2007), CD43+(silng),
slg+(silng), CD38+ (Penka et al., 2011), cyCD79a, cyCD22+, IgM+, variabilné jsou
CDl1l1a+, CD54+, CD39+, CD70+, u endemické formy je znak CD21+, déle jsou buiiky
CD34-, TdT-, CD5-, CD23- (Kacirkova et al., 2007), CD11c- a CD25- (Marinov,
2008). Cytogeneticky je typickd deregulace genu c-MYC translokaci t(8;14)(q24;q32)
(Kacirkova et al., 2007), méné¢ Casto se vyskytuje t(2;8)(p12;924) nebo t(8;22)(q24;q11)
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(Marinov, 2008), prognosticky neptiznivé jsou mutace 17p(gen TP53) u dospélych
azmény 13q a 22q u déti (Kacirkova et al., 2007).

2.2.13 Lymfom z marginalni zony (MZL)

Lymfom z marginalni zony je maligni proliferace malych lymfocyti o nizkém
stupni malignity. Postihuje slezinu (splenicky lymfom z marginalni zény — SMZL),
lymfatické uzliny (nodéalni lymfom z marginalni zény — NMZL) nebo extranodalni
lokalizace (MALT lymfom) (Marinov, 2008).

2.2.14 Splenicky lymfom z B bunék marginalni zony (SMZL)

Vzécny lymfom s pozvolnym (indolentnim) pribéhem (Penka et al., 2011), vyskyt
uosob kolem 70. roku zivota (Adam et al., 2008), postihuje Casto slezinu, PK
(leukemizace) a KD. Podet leukocytd obvykle piesahuje 10 x 10%1 spolu
s lymfocytozou (vice nez 50 %) (Penka et al., 2011), u 30 % pacientil byvéa anemie, u 10
% je trombocytopenie, transformace v agresivni lymfom je vzacna (Adam et al., 2008).
Nédorové bunky jsou casto ovalné, s kulatym ¢i ovalnym jadrem, s kondenzovanym
chromatinem, polovina pfipadi ma zfetelny nukleolus, cytoplazma je stfedné objemna,
muze vybihat do jemnych vlask na jednom ¢i obou pdlech bunky (rozdil od HCL).
Nélez téchto bun€k v PK oznacujeme jako splenicky lymfom s viléznimi lymfocyty
(SLVL) (Penka et al., 2011). Monoklondlni gamapatie, hladina monoklonalniho
imunoglobulinu okolo 20 g/l (Casto IgM, vzacné 1gG) (Adam et al., 2008), u pacienti
pfitomné rouleaux (penizkovaténi) erytrocyti (Penka et al., 2011). Nespecificky
imunofenotyp CD19+, CD20+, CD21+, CD22+, CD24+, CD79a+, CD79b+, FMC7+,
CDll1c + (Kacirkova et al., 2007), exprese povrchovych imunoglobulind (IgM, méné
casto IgD) (Penka et al., 2011), CD5-, CD10-, CD23-, CD43-, CD103-, CD38 a CD25
jsou pievazné negativni (Kacirkova et al., 2007). V cytogenetice prokdzana nejCasteji

delece 7q (Penka et al., 2011), Casta je trizomie 3, translokace t(11;18) (Marinov, 2008).

2.2.15 Extranodalni lymfom z B-bunék marginalni zény ze slizni¢ni
lymfatické tkané (MALT lymfom)

Extranodalni lymfom z B bun€k marginalni zoény ze slizni¢ni lymfatické tkané
vznika Casto na podkladé chronickych zmén. MALT vétSinou infiltruje zazivaci trakt
(Kacirkova et al., 2007) — zaludek (74,6 %) (Adam et al., 2008), slinné zlazy, kazi, plice
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(Kacirkova et al., 2007), Stitnou zlazu a jiné mekké tkané (Marinov, 2008), postizeni
KD ¢i PK je vzacné, nadorové builky jsou morfologicky heterogenni (Kacirkova et al.,
2007). Nelécené lymfomy jsou v neustalé dynamické proméné — pfechod v DLBCL
(Adam et al., 2008). Nespecificky imunofenotyp viz SMZL, variabilni pozitivita znaku
CD43, IgM+, méné casto IgA+, IgG+. Geneticky trizomie 3 a translokace
t(11;18)(g21;0921), t(1;14)(p22;932) s deregulaci genu BCL10 a t(14;18)(q32;q21)
s ovlivnénim genu MALTI. Déle je popséna t(3;14)(p14.1;q32) s deregulaci genu
FOXP1 (Kacirkova et al., 2007).

2.2.16 Nodalni lymfom z B-bunék marginalni zény (NMZL)

Morfologicky podobny SMZL a MALT lymfomu (Kacirkova et al., 2007),
postizeni sleziny ¢i mékkych tkani neni Casté, pfevazna infiltrace lymfatickych uzlin
(Marinov, 2008), vyskytuje se u osob kolem 65 let (Adam et al., 2008). Postizeni KD
a PK neni Casté, v ptipadé postizeni se nachazi velké ,,monocytoidni* lymfomové buniky
S kulatym ¢i ledvinovitym jadrem s homogennim chromatinem a relativné¢ objemnou,
svétle bazofilni cytoplazmou (Kacirkova et al., 2007), nepravideln¢ ohrani¢enou (Penka
et al., 2011). Infiltrace KD se prokazuje ptfiblizné u tietiny piipadd, avSak histologicky
ani imunofenotypizacné nelze odliSit postizeni diené od castéj§tho MALT lymfomu.
U nadoru nebyly zjistény specifické cytogenetické zmény, byla popsana trizomie 12
(Kacirkova et al., 2007), trizomie 13, translokace t(11;18)(g21;p21) (Marinov, 2008)

¢i trizomie 3 (Kacirkova et al., 2007).

2.2.17 Lymfomatoidni granulomatéza (LYG)

Je angiocentrické a angiodestruktivni lymfoproliferativni onemocnéni tvofené EBV
pozitivnimi B-bunikami smiSenymi s reaktivnimi T-bunkami. KD a PK nebyvaji

postizeny (Kacirkova et al., 2007).
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3 Prakticka Cast

45



3.1 Pouzité pristroje, chemikalie a priprava vzorku

3.1.1 Pouzité pristroje a pomicky
e pratokovy cytometr BD FACS Canto II
e centrifuga Hettich
e automatické pipety Eppendorf, Biohit
e tiepacka IKA
e jednorazové zkumavky
e jednorazové filtry CellTrics
e Spicky na automatické pipety
3.1.2 Pouzité chemikalie a priprava
e DAKO - fosfatovy pufr s bovinnim albuminem (BSA)

Ptiprava: do 1 1 roztoku PBS ptidat 20 ml 22% BSA a 10 ml 10% roztoku azidu
sodného

e lyzacni roztok BD FACS Lysing solution
Ptiprava: natedit 1:10 destilovanou vodou, roztok ptipravovat kazdy den Cerstvy
e LST-Cytognos (lymphoid screening tube)-koktejl 11 konjugovanych protilatek

(koktejl obsahuje protilatky: CD20 PB, CD4 PB, CD45 PO, CDS8 FITC, sIgh FITC,
CD56 PE, slgk PE, CDS5 PerCP-Cy5.5, CD19 PC7, TCRys PC7, sCD3 APC, CD38
APCH7) (50 ul)

Ptiprava: rozpustit v 300 pl destilované vody, roztok je stabilni 1 mé&sic pti 2-8 °C

e monoklonélni protilatky

Ptiprava: pfipraveny k pouziti

CD20 PB, CD45 PO, CD19 PC7, CD23 FITC, CD10 PE, CD79b PerCP-Cy5.5,
CD200 APC, CD43 APCH7, CD31 FITC, LAIR1 (CD305) PE, CD11c PerCP-
Cy5.5, slgM APC, CD81 APCH7, CD103 FITC, CD95 PE, CD22 PerCP-Cy5.5,

CXCR5 (CD185) APC, CD49d APCH7, CD62L FITC, CD39 PE, CD27 APC,
HLA-DR PerCP-Cy5.5
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3.1.3

Pouzity biologicky material, priprava materialu

periferni krev (EDTA), stabilita vzorku 24 hod.

Ptiprava: bez Gpravy, plna krev

aspirat kosti dfen¢ (EDTA), stabilita vzorku 24 hod.

Ptiprava: prefiltrovat kostni dien¢ pies filtr CellTrics (50 um) do pfedem oznacené
zkumavky

Pozn.: V piipad€ paneli obsahujicich slgk, sIgh a IgM je nutné 50 pl materidlu pred
znacenim protilatkou 2x promyt ve 2 ml PBS (DAKO), centrifugace 5 minut pii 540xg,
odstranit supernatant.

3.14

© ®© N o g b~ w

Postup znaceni monoklonalnimi protilatkami

oznacit zkumavky (jméno, material, panel)

na dno oznacenych zkumavek pipetovat odpovidajici mnozstvi prislusnych
protilatek nebo koktejlt protilatek

do vSech zkumavek ptidat 50 pl vzorku, dobte protrepat

inkubovat 15 minut ve tmé za laboratorni teploty

po inkubaci ptidat 2 ml ptipraveného lyzac¢niho roztoku, dobie promichat
inkubovat 10 minut ve tm¢ za laboratorni teploty

zkumavky centrifugovat 5 minut pii 540xg

odstranit supernatant

promyt ve 2 ml DAKO, centrifugace 5 minut pii 540xg

. 0dstranit supernatant
11.
12.

ptidat 200 ul DAKO
méteni vzorkll na pratokovém cytometru, do analyzy vzorky skladovat pii 2 — 8

°C (maximalné 1 hodinu)

Jednotlivé zkumavky obsahovaly nésledujici kombinace protilatek:

LST CD20 PB (1 pl), CD4 PB (0,5 ul), CD45 PO (5 ul), CD8 FITC (20 ul), sIgh FITC
(20 ul), CD56 PE (20 pl), slgk PE (20 pl), CD5 PerCPCy5.5 (15 ul), CD19 PC7,
TCRy3 PC7 (1 pl), sCD3 APC (2,5 ul), CD38 APCH7 (3 pl).
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1. zkumavka CD20 PB (1 pl), CD45 PO (5 ul), CD19 PC7 (5 ul), CD23 FITC (2,5
ul), CD10 PE (20 pl), CD79b PerCP-Cy5.5 (5 ul), CD200 APC (1,25 ul), CD43
APCH7 (5 pl)

2. zkumavka CD20 PB (1 pl), CD45 PO (5 pl), CD19 PC7 (5 ul), CD31 FITC (10
ul), LAIR1 (CD305) PE (10 ul), CD11c PerCP-Cy5.5 (5 ul), sigM APC (10 pl),
CD81 APCH7 (5 pl)

3. zkumavka CD20 PB (1 pl), CD45 PO (5 ul), CD19 PC7 (5 ul), CD103 FITC (2
ul), CD95 PE (20 pl), CD22 PerCP-Cy5.5 (2 pl), CXCRS (CD185) APC (10
ul), CD49d APCH7 (2 pl)

4. zkumavka CD20 PB (1 pl), CD45 PO (5 pl), CD19 PC7 (ul), CD62L FITC (2,5
ul), CD39 PE (10 ul), CD27 APC (2,5 pl), HLA-DR PerCP-Cy5.5 (10 pul)

Zminéné panely byly sestaveny na zakladé Gcasti v programu EuroFlow, panely
(kombinace protilatek) byly uvefejnény v ¢lanku Van Dongen et al., 2012, pfiprava
vzorkt probéhla podle Detailed EuroFlow Standard Operating Procedures (SOPs) for
sample preparation and staining (Internet 6).

Na zaklad¢ ucasti v projektu EuroFlow, bylo provedeno i nastaveni pritokového
cytometru (kontrolovano pied kazdym méfenim pomoci kontrolniho materidlu
Rainbow), v¢etné zvolenych kompenzaci, vytvoreni protokoli méteni a poc¢tu udalosti,
které byly pratokovym cytometrem pii méfeni nacteny. Provedeno dle EuroFlow
Standard Operating Protocol (SOP) for Instrument Setup and Compensation (Internet
6).

3.2 Gatovaci strategie

Zékladni screeningova zkumavka LST urcujici klonalitu vzorku:

Zobrazeni populaci SSC/FSC. Zéakladem je gate na populaci leukocyti (CD45),
nasledn¢ vytvotreni gatu lymfocyti (45/SSC), rozdéleni lymfocyti na T lymfocyty
(CD3+), B lymfocyty (CD19+), NK buiiky (CD3-,CD56+,CD16+), zjisténi klonality
B lymfocyti (sIgk, sIgh), exprese znaki CDS, CD38, CD20, TCRys.
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Jednotlivé zkumavky k urceni typu B-lymfoproliferace:

Zobrazeni SSC/FSC, ve vsech 4 zkumavkéach zobrazeni populace leukocyti
(45/SSC) zobrazeni exprese CD19, CD20, gate vytvoieny na B lymfocytech (CD19+),
vyjadieni exprese jednotlivych znakii na populaci B lymfocyt (vyjadieny jednotlivé

znaky, které zkumavka obsahuje).

Nameétena data byla vyhodnocena v softwaru DIVA.

3.3 Charakteristika souboru pacientt

Celkem bylo do studie zafazeno 171 vzorkt, které byly rozd€leny na zaklad¢ druhu
materidlu, na periferni krev a kostni dfen. Data byla naméfena v obdobi od 06/2013
do 02/2014. Pacienti zafazeni ve studii jsou prevazné z internich hematologickych
ambulanci, vékovy median pacienti je 67 let (rozsah 32 - 90 let). Soubor tvofilo celkem
75 Zen a 96 muzl (u PK bylo 33 Zen a 46 muzd, u KD bylo 42 Zen a 50 muzi).
Na zaklad¢ vySetteného fenotypu a poctu méteni byly vzorky rozdéleny do jednotlivych
skupin onemocnéni. Vzorky PK byly rozdéleny celkem na 4 charakteristické skupiny:
CLL, MCL, B-NHL NOS a ostatni B lymfoproliferace, do této skupiny byly zafazeny
vSechny skupiny fenotypu s nizkou cetnosti vyskytu (pod 3 méteni), konkrétné se
jednalo o MZL, SMZL, atyp. CLL, FL, HCL, vHCL. Vzorky KD byly rozd¢leny
na celkem 5 skupin: CLL, MCL, FL, B-NHL NOS a ostatni B lymfoproliferace,
kam patiily vzorky s fenotypem LPL, MZL, atyp. CLL, HCL, DLBCL s c¢etnosti

vyskytu pod 3 méteni. Naméfena data byla vyhodnocena v programu Excel.

49



4 Vysledky
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4.1 Skupina pacienti s chronickou lymfocytarni leukemii,
nalezy v periferni krvi a kostni dieni

Obrazek €. 8: Exprese znaktll u pacientli s chronickou lymfocytarni leukemii v periferni
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Skupina vzorkd u CLL v periferni krvi obsahuje 46 méteni (19 Zen a 27 muzi).
Z grafu je patrnd 100% exprese znakii CD45, CD23, CD19, CD200, CXCRS5, CD43
a CDS5, negativni exprese znakt CD103, CD10, CD95, tyto znaky by dle zafazené
skupiny nemély buniky CLL exprimovat. Znaky CD20, CD31, CD22, HLA-DR jsou
exprimovany u vice nez 80 % vzorkll. Mezi znaky, které jsou exprimovany u vice
nez 50 % vzorki patii CD39, CD27, CDS81, CD49d a LC KAPPA. Ostatni znaky jsou
u vzorkti CLL exprimovany v PK pod 50 %.
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Obrazek €. 9: Exprese znakd u pacientl s chronickou lymfocytarni leukemii v kostni

dieni
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Do skupiny CLL bylo v kostni dfeni zatazeno 38 vzorka (13 zen a 25 muzi). 100%
exprese je patrna pouze u znaki CD45 a CDS5 (tyto znaky se vyskytuji u vSech vzorki
I v PK), negativni exprese je ziejma u znaki CD103, CD10 a CD95 (stejné jako v PK).
Exprese nad 80 % je patrna u znaki CD20, CD23, CD22, HLA-DR, CD19, CD200,
CXCRS5 a CD43. Krom¢ znakt CD20, CD22 a HLA-DR jsou vSechny ostatni znaky
exprimovany v PK ve 100 %. Nad 50 % vzorkii CLL v kostni dfeni exprimuje znaky
CD31, CD39, CD27, CD81, CD49d a LC KAPPA, kromé& znaku CD31 je tplna shoda

s periferni krvi. Ostatni znaky jsou exprimovany pod 50 %.
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4.2 Skupina pacienti s lymfomem z bunék plast'ové zény,
nalezy v periferni kvi a kostni dieni

Obrazek ¢. 10: Exprese znakl u pacientl s lymfomem z bunék plastové zony v periferni
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Vzorkt skupiny MCL v periferni krvi bylo celkem 10 (3 Zeny a 7 muzi). Z grafu
vyplyva 100% exprese znaku CD45, CD79b, CD22, CD19, CD81 a CD5. Vzorky
neexprimuji znaky CD23, CD103, CD10, CD95 a CDll1c. Nad 80 % je exprimovan
znak CD20 a CD49d, znaky HLA-DR a CXCRS5 jsou exprimovany u 80 % vzorku.
Znaky CD31, IgM, LC LAMBDA a CD38 jsou u MCL v PK exprimovany ve vice

nez 50 %. Ostatni znaky jsou exprimovany pod 50 %.
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Obrazek ¢. 11: Exprese znakt u pacientti s lymfomem z bun¢k plastové zony v kostni

dieni
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Ve skupiné¢ MCL v kostni dfeni bylo zmétfeno celkem 14 vzorkl (5 Zen a 9 muz).
U skupiny je 100% exprese znakt CD20, CD45, CD79b, CD22, CD19, CXCR5 a CD5.
U znaki CD45, CD79b, CD22, CD19 a CDS5 je shoda s periferni krvi. Vzorky
neexprimovaly znaky CD103, CD62L, CD10, CD95, CDllc, coz je stejné jako v PK
s rozdilem v expresi znaku CD62L, ktery byl v periferni krvi exprimovan (pouze u 10
% vzorkil). Nad 80 % je exprimovan v kostni dieni znak CD81 (v PK exprimovan
u vSech vzorki) a CD49d (shoda s PK). Nad 50 % jsou exprimovany znaky CD31,
CD39, HLA-DR, IgM, CD27, LC KAPPA a CD38, u znaki CD31, IgM a CD38 je

shoda s PK. Ostatni znaky jsou exprimovany u méné nez poloviny vzorka.
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4.3 Skupina pacientii s B non-hodgkinskym lymfomem
nespecifického fenotypu, nalezy v periferni krvi a
kostni dieni

Obrazek ¢. 12: Exprese znaki u pacienti sB non-hodgkinskym lymfomem

nespecifického fenotypu v periferni krvi
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Do skupiny B-NHL NOS bylo zatazeno celkem 12 vzorku periferni krve (6 Zen a 6
muzl). 100% vyskyt znakl je patrny u znakd CD20, CD45, CD22, CD19 a CXCRS.
Negativni exprese znakii CD103 a CDI11c. Nad 80 % jsou exprimovany znaky CD31,
CD79b, HLA-DR, CD81 a CD49d. Mezi znaky, které jsou exprimovany nad 50 % patii
CD39, CD200, IgM a LC LAMBA. Ostatni znaky jsou exprimovany pod 50 %.
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Obrazek ¢. 13: Exprese znakii u pacienti s B non-hodgkinskym lymfomem

nespecifického fenotypu v kostni dfeni
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

23 vzorki kostni dfené€ (12 zen a 11 muzil) bylo zafazeno do skupiny B-NHL NOS.
Mezi znaky, které byly exprimovany u 100 % vzorkll fadime CD20, CD45, CD79b,
CD22 a CD19. Rozdil oproti periferni krvi je vidét u znaku CD79b a CXCRS. Mezi
znaky s negativni expresi lze zaradit CD103, CD10 a CD95, s periferni krvi je patrna
shoda pouze u znaku CDI103. Nad 80 % vzorkli exprimuje znak CXCRS, CDS81
a CD49d, u poslednich dvou znakt shoda s PK. Pies 50 % vzorkl exprimuje znaky
CD39, HLA-DR, CD200, IgM a LC KAPPA, shoda s PK je u znakii CD39, CD200

a IgM. Ostatni znaky jsou exprimovany u mén¢ nez poloviny vzorki.
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4.4 Skupina pacientt s ostatnimi B lymfoproliferacemi,
nalezy v periferni krvi a kostni dieni

Obrazek ¢. 14: Exprese znakl u pacientli s ostatnimi B lymfoproliferacemi v periferni
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Ve skupiné ostatnich B lymfoproliferaci bylo zméteno celkem 11 vzorkd periferni
krve (5 zen a 6 muzit). 100% exprese je u znakti CD20, CD45, CD22, CD19, CXCRS,
CD81 a CD49d. Negativni exprese neni vidét u zadného znaku. Nad 80 % jsou
exprimovany znaky HLA-DR a CD43. Znaky CD31, LAIR1, CD39, CD79b, CD11c,
CD200, CD27 a LC KAPPA jsou exprimovany nad 50 % a ostatni znaky jsou

exprimovany pod 50 %.
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Obrazek ¢. 15: Exprese znakil u pacientli s ostatnimi B lymfoproliferacemi v kostni

dfeni
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Skupina ostatnich B lymfoproliferaci zahrnuje celkem 8 vzorkl kostni dfené (6 Zen
a 2 muzi). Vyskyt 100% exprese je zfejmy u znakit CD20, CD45, CD79b, CD22, CD19,
CXCR5, CD43 a CD49d. Shoda s periferni krvi je u vSech znaki, krom¢ znaku CD79b,
CD43 a CDS8I1. Patrna je negativni exprese znaku CD10. Znaky CD39 a CDS81 jsou
exprimovany nad 80 %. Nad 50 % jsou exprimovany znaky CD31, HLA-DR, CD200,
CD27 a LC KAPPA, krom¢ znaku HLA-DR je shoda s PK. Ostatni znaky jsou

exprimovany pod 50 %.
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4.5 Skupina pacientt s folikularnim lymfomem, nalezy
Vv kostni dreni

Obrazek ¢. 16: Exprese znakl u pacient s folikularnim lymfomem v kostni dieni
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Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Ve skupiné bylo méfeno 9 vzorka kostni diené (6 zen a 3 muzi). V PK nebyla
skupina vytvoiena, jelikoz byl pouze 1 vzorek s diagnézou FL. Vzorky 100%
exprimovaly znaky CD20, CD45, CD10, CD22, CD19, CXCRS5 a CD81. U vzorka je
negativni exprese znaki CDI103, LAIR1, CDllc, CD43 a CD5. Nad 80 % je
epxrimovan u FL znak CD79b, HLA-DR a nad 50 % je exprimovan znak CD200 a LC
KAPPA. Znaky C23, CD31, CD62L, CD95, CD39, IgM, CD27, CD49d, CD38 a LC
LAMBDA jsou exprimovany pod 50 %.
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4.6 Porovnani exprese znaki u jednotlivych skupin
onemocnéni v periferni krvi

Tabulka €. 4: Srovnani skupin periferni krev — 80-100% vyskyt znaka

Pozitivni znaky (80-100 %) [CLL |[MCL |[B-NHL NOS |Ostatni
CD19 * * * o
CD20 * * * o
CD200 *

CD22 * * * o
CD23 *

CD31 * *

CD43 * *
CD45 * * * *
CD49d * * *
CD5 * *

CD79b * *

CD81 * * *
CXCR5 * * * *
HLA-DR * * * *

Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Vsechny klasifikované skupiny exprimuji v periferni krvi v 80-100 % znaky CD19,
CD20, CD22, CD45, CXCR5 a HLA-DR. Skupina CLL exprimuje ve srovnani
S ostatnimi skupinami navic znak CD200 a CD23. Oba znaky byly v periferni krvi
exprimovany ve 100 %, stejn¢ jako znak CDS3, ktery byl exprimovan i u MCL. Znak
CD43 se vyskytuje u 80-100 % vzorki, jak u CLL, tak i u nékterého typu B
lymfoproliferativniho onemocnéni, které je fazeno do skupiny ostatni. Znak CD79b je
exprimovan u vzorkd skupiny MCL (100 %), v 92 % se vyskytuje u B-NHL NOS.
Znaky CD81 a CD49d jsou v rozmezi 80-100% Cetnosti exprimovany u vSech skupin,
kromé skupiny CLL. Znak CD31 se vyskytuje srovnatelné okolo 82 % u CLL 1 B-NHL
NOS.
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Tabulka €. 5: Srovnani skupin kostni dfent — 80-100% vyskyt znaka

Pozitivni znaky (80-100 %) [CLL |[MCL [B-NHL NOS |FL |Ostatni
CD10 *
CD19 * * * * *
CD20 * * * * *
CD200 *

CD22 * * * * *
CD23 *

CD39 *
CD43 * *
CD45 * * * * *
CD49d * * *
CD5 * *

CD79b * * * *
CD81 * * * *
CXCR5 * * * * *
HLA-DR * *

Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Vzorky ze vSech skupin onemocnéni exprimovaly v 80-100 % v KD znaky CD19,
CD20, CD22, CD45 a CXCRS, stejné jako v periferni krvi, rozdilnd je exprese znaku
HLA-DR, ktera je na této hladiné v KD pouze u skupiny CLL a FL. VSechny skupiny
exprimovaly (shoda s PK) na této hladin¢ i znak CD81, kromé onemocnéni CLL. Znak
CD49 také neni exprimovan skupinou CLL jako v periferni krvi a navic neni
exprimovan ani skupinou FL. Znaky CD200 a CD23 byly exprimovany na této hladin¢
Vv kostni dfeni skupinou CLL, coZ odpovida expresi skupiny CLL v periferni krvi, stejné
jako znak CDA43, ktery byl exprimovan skupinou CLL a ostatni B-lymfoproliferace.
Znak CD5 je v 80-100 % v kostni dfeni exprimovan skupinou CLL a MCL,
coz odpovida vysledkim periferni krve, stejn¢ jako exprese znaku CD79b, ktery byl
exprimovan v kostni dieni v 80-100 % ve skupin¢ MCL a B-NHL NOS. Tento znak byl
v KD navic exprimovan i skupinou FL a ostatni B-lymfoproliferace. Znak CD39 se
vyskytoval pouze u skupiny ostatni B-lymfoproliferace, v PK nebyl na této hladiné znak

exprimovan. Znak CD10 se s ¢etnosti 80-100 % vyskytoval v kostni dieni pouze u FL.
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Tabulka €. 6: Srovnani skupin periferni krev — negativita znakt

Negativni znaky (0 %) |CLL |MCL |B-NHL NOS |Ostatni
CD10 * *

CD103 * * *

CD11c * *

CD23 *

CD95 * o

Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Vzorky periferni krve skupiny CLL a MCL neexprimovaly znak CD10, CD103
a CD95, znak CD103 nebyl exprimovan v zadném vzorku i u skupiny B-NHL NOS.
Znak CD11c nebyl exprimovan v PK u Zadného vzorku skupiny MCL a B-NHL NOS.
Znak CD23 nebyl v periferni krvi exprimovan u zadného vzorku skupiny MCL.

Tabulka €. 7: Srovnani skupin kostni dfeil — negativita znakt

Negativni znaky (0 %) |CLL |MCL |B-NHL NOS |FL |Ostatni
CD10 * * * *
CD103 * * * *

CDl1c * *

CD43 *

CD5 *

CD62L *

CD95 * * *

LAIR1 *

Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Znak CDI10 byl exprimovan v KD pouze skupinou FL, u vzorki ostatnich skupin
nebyla exprese znaku CD10 pozorovana, stejné jako v PK u skupin CLL a MCL. FL
Vv kostni dfeni neexprimuje také znak CD103, CDl1c, CD43, CD5 a LAIRI1, znak
CDllc neni exprimovan ani vzorky skupiny MCL (shoda s PK), stejné jako znak
CD62L. Kromé skupiny ostatni B-lymfoproliferace neexprimuji v§echny ostatni vzorky
KD znak CD103, shoda s periferni krvi. Znak CD95 exprimuji v KD pouze vzorky
skupiny FL a ostatni B-lymfoproliferace, u skupiny CLL a MCL je shoda s PK.
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Tabulka €. 8: Srovnani skupin periferni krev — 1-49% vyskyt znaka

Pozitivni znaky (1-49 %) |CLL |MCL |B-NHL NOS |Ostatni
CD10 * *
CD103 *
CDl1c *

CD200 *

CD23 * *
CDh27 * *

CD38 * * *
CD39 *

CD43 * *

CD5 * *
CD62L * * * *
CD79 *

CD95 * *
IgM * *
LAIR1 * * *

LC KAPPA * *

LC LAMBDA * *

Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Vsechny skupiny u 1-49 % vzorki periferni krve exprimuji znak CD62L. Kromé
skupiny ostatni B-lymfoproliferace exprimuji vSechny skupiny na této hladin€ i znak
LAIRL. Znaky CD10, CD23 a CD95 exprimuje 1-49 % vzorku skupiny B-NHL NOS
a ostatni B-lymfoproliferace. Znak CD103 exprimuje v 1-49 % pouze skupina ostatni B-
lymfoproliferace. Znaky CD11c a CD79b jsou exprimovany u 1-49 % vzorkl skupiny
CLL, znaky CD200 a CD39 jsou exprimovany pouze u vzorki MCL. Znaky CD27
a CD43 jsou exprimovany v 1-49 % u MCL a B-NHL NOS. Znak CDS5 je na této
hladiné exprimovan u skupiny B-NHL NOS a u skupiny ostatni B-lymfoproliferace,
znaky CD38 a IgM jsou exprimovany u CLL a u skupiny ostatni, znak CD38 je
exprimovan iU B-NHL NOS. Lehké tetézce KAPPA jsou exprimovany v 1-49 %
u skupiny MCL a B-NHL NOS, u skupiny ostatni a CLL jsou exprimovany lehké
retézce LAMBA.
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Tabulka €. 9: Srovnani skupin kostni dfeil — 1-49% vyskyt znakl

Pozitivni znaky (1-49 %) [CLL |MCL [B-NHL NOS |FL |Ostatni
CD103 *
CD11c * * *
CD200 *

CD23 * * * *
CD27 * *
CD31 * *
CD38 * * * *
CD39 *
CD43 * *

CD49d *

CD5 * *
CD62L * * * *
CD79b *

CD95 *

IgM * * *
LAIR1 * * * *
LC LAMBDA * * * * *

Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

V kostni dieni exprimovaly vSechny skupiny v 1-49 % lehké fetézce LAMBDA,
odlisné od PK. Znaky CD38 a CD62L jsou na této hladin€ exprimovany u vsech skupin,
kromé skupiny MCL. Znak CD23 neni na této hladin€ v kostni dfeni exprimovan pouze
u CLL, stejné jako neni u CLL exprimovan v PK. Znak LAIRI je exprimovan u vSech
skupin kromé FL, znak CDI103 je exprimovan pouze skupinou ostatni B-
lymfoproliferace, stejné jako v PK. Znak CDIllc je exprimovan vSemi skupinami,
kromé MCL a FL, je zde patrny rozdil proti periferni krvi, kde je na této hladiné
exprimovan pouze skupinou CLL. Znak CD200 je v 1-49 % exprimovan v kostni dfeni
skupinou MCL (shoda s PK). Znak CD27 je v kostni dieni exprimovan v 1-49 %
skupinou B-NHL NOS a FL, stejn¢ jako znak CD31. Znak CD43 je u 1-49 % vzorku
KD exprimovan u MCL a B-NHL NOS, znak CD5 je exprimovan u B-NHL NOS

a U skupiny ostatni, u obou znaki je shodna exprese s PK. Znak CD79b je exprimovéan
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u 1-49 % vzorka CLL (shoda s PK). Znak IgM je exprimovan vSemi skupinami kromég
MCL a B-NHL NOS, shoda s PK. Znaky CD39, CD49d a CD95 jsou na této hladin¢

exprimovany pouze skupinou FL.

Tabulka €. 10: Srovnani skupin periferni krev — 50-79% vyskyt znaka

Pozitivni znaky (50-79 %) [CLL |MCL [B-NHL NOS |Ostatni
CD11c *
CD200 * *
CD27 * -
CD31 * -
CD38 *

CD39 * * *
CD49d *

CD79b *
CD81 *

IgM * *

LAIR1 *
LC KAPPA * *
LC LAMBDA * *

Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

U vsech skupin onemocnéni kromé MCL je u 50-79 % vzorkl PK exprimovan znak
CD39. Znak CD200 je na této hladin¢ exprimovan u B-NHL NOS a skupiny ostatni.
U 50-79 % vzorku periferni krve jsou exprimovany znaky CD11c, CD79b, LAIR1
pouze u skupiny ostatni, stejné jako znaky CD49d a CD81 u skupiny CLL a znak CD38
u MCL. U skupiny MCL a B-NHL NOS jsou v PK exprimovany v 50-79 % IgM a LC
LAMBDA, u skupiny CLL a ostatni jsou exprimovany LC KAPPA, stejn¢ jako znak
CD27. Znak CD31 je pozitivni v hladin€ 50-79 % u skupiny MCL a ostatni.
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Tabulka €. 11: Srovnani skupin kostni dient — 50-79% vyskyt znaki

Pozitivni znaky (50-79 %) |CLL [MCL |B-NHL NOS [FL |Ostatni
CD200 * * *
CDh27 * * *
CD31 * * *
CD38 *

CD39 * * *

CD49d *

CD81 -

CD95 *
HLA-DR * * *
IgM * *

LC KAPPA * * * * *

Zdroj: Vlastni zpracovani autorky

Vzorky v kostni dfeni exprimuji v 50-79 % znak LC KAPPA ve vSech skupinach,
rozdil oproti PK. Znak CD200 je exprimovan v 50-79 % u B-NHL NOS, FL
a U skupiny ostatni, coZ odpovidd vysledklim periferni krve. Znak CD27 je v tomto
rozmezi exprimovan skupinami CLL, MCL a skupinou ostatni, kromé skupiny MCL je
shoda s PK. Znaky CD31 a CD39 jsou exprimovany shodné v hladiné 50-79 % u CLL
a MCL. Znak CD31 je exprimovan 1 u skupiny ostatni a znak CD39 u skupiny B-NHL
NOS. Znaky CD49d a CD&81 jsou v kostni dfeni s ¢etnosti 50-79 % exprimovany pouze
u CLL, stejné jako znak CD38 u MCL. Exprese je shodna s PK. Znak CD95 je
exprimovan v 50-79 % pouze u skupiny ostatni B-lymfoproliferace, v PK neni na této
hladin€ znak exprimovan. Znak HLA-DR v 50-79 % exprimuji vzorky skupin MCL, B-
NHL NOS a ostatni B-lymfoproliferace. Znak IgM je na této hladiné exprimovan
u MCL a B-NHL NOS (shoda s PK).
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Podle ziskanych dat exprimuji buiiky chronické lymfocytarni leukemie nasledujici
znaky CD45, CD19, CD20, CD22, HLA-DR, CXCR5, CD23, CD200, CD43 a CD5.
U vsech vzorkl v PK 1 KD byly shodné exprimovany znaky CD45 a CDS5, ostatni znaky
se lisily v Cetnosti exprese mezi PK a KD, ale vSechny byly exprimovany u 80-100 %
vzorkll. Znak CD200 byl exprimovan v PK u 100 % a v KD u 95 % vzorkt. Vysledky
jednoznaéné dokazuji, ze znak CD200 je u CLL konzistentné¢ exprimovan viz (Sandes
etal., 2013, Gajendra et al., 2015), jedna se o znak pomahajici odlisit pfedevsim CLL
od MCL. Znak CD31 byl v PK exprimovan u 82 % vzorkd a v kostni dieni u 76 %
vzorkl, d4 se povazovat za znak, ktery CLL bunky exprimuji variabilné. Dalsi znaky,
které byly exprimovany u vice jak poloviny vzorki CLL v PK i KD jsou CD27, CD8]1,
CD49d a CD39, dle méfeni buniky CLL exprimuji spiSe LC KAPPA. Ostatni znaky byly
exprimovany u méné nez 50 % vzorkl. Buiky s fenotypem CLL neexprimuji znaky
CD10, CD103 a CD95 (shoda v PK i KD). V prokazané expresi znaki CD5, CD23 je
shoda s Kacirkova et al., 2007, Adam et al., 2008, Parikh et al., 2013, Gajendra et al.,
2015. U exprese znaku CD43 je shoda s Kacirkovou et al., 2007, stejné jako v negativni
expresi znaku CD10 a CD103, shoda také s Gajendra et al., 2015.

Dle vysledkii méfeni builky lymfomu z plastové zony exprimuji znaky CD45,
CD19, CD20, CD22, CXCRS5, CDS5, CD79b, CD81 a CD49d, stejné tak exprimuji
i znak HLA-DR, v periferni krvi u 80 % vzorkt a v kostni dfeni u 79 % vzorku. U vsech
vzorki v PK i KD je spolecna exprese znaki CD45, CD19, CD22, CD79%b a CD5.
Exprese lehkych fetézct neni z naméfenych dat jednoznac¢na, protoze v PK exprimovaly
buiiky MCL spise LC LAMBDA (60 %) a v KD spise LC KAPPA (57 %). Dalsi znaky,
které byly exprimovany v PK 1 KD u vice nez 50 % vzorkd, byly znaky CD31, CD38
algM. Zajimavym rozdilem je exprese znaku CD27 a CD39, v periferni krvi
exprimovany u 30 % a 40 % vzorkd, nicméné v kostni dieni exprimovany mnohem vice
u57 % a64 % vzorkl. Ostatni znaky byly exprimovany u MCL u méné nez 50 %
vzorkll v PK 1 KD. Znak CD200 byl exprimovan u 10 % vzorkd v PK a u 7 % vzorkl
v KD, coZ potvrzuje vySe zminé€né tvrzeni. U Chovancové et al., 2015 buitky MCL
neexprimuji znaky CD200 a CD62L. Znak CD43 byl v PK exprimovan u 40 % vzorkt
av KD u 43 % vzorki. Butkky MCL neexprimuji znaky CD10 (shoda Rahman et al.,
2012, Choukri et al., 2013), CD11c, CD103, CD95, u vsech znaki je shoda v PK i KD.

68



Znak CD23 v PK buinky MCL neexprimovaly, shoda s Adam et al., 2008, Rahman
etal., 2012, Choukri et al., 2013 a Chovancova et al., 2015, kde je uvadén znak CD23
u MCL jako negativni. V KD je exprese znaku CD23 u 14 % zatazenych vzorkl. Znak
CD62L nebyl exprimovan u bunék MCL v kostni dieni a v PK byl exprimovéan u 10 %
vzorkd. Exprese znakti CD79b, CD22, CDS5 je shodna s Kacirkova et al., 2007, Adam
et al., 2008, Choukri et al., 2013. Exprese znaku CD38 a CD103 je shodna s Kacirkova
et al., 2007, u exprese znaku CD11c je shoda s Marinov, 2008, Adam et al., 2008.
Exprese znaku CD43 je odlisna od Kacirkova et al.,, 2007, Rahman et al., 2012,
z namétenych dat neni znak CD43 prilis typicky pro MCL (exprese znaki pod 50%).

Bunky B non-hodgkinskych lymfomt bez specifického fenotypu exprimuji znaky
CD45, CD19, CD20, CD22, CXCRS5, CD79b, CD81, CD49d a znak HLA-DR, ktery byl
exprimovan v PK u 92 % vzorki a v KD u 65 %. U vSech vzorkti v PK i KD byly
shodné exprimovany znaky CD45, CD19, CD20 a CD22. Vyrazny rozdil v expresi mezi
vzorky PK a KD je vidét u znaku CD31, ktery je v PK exprimovan u 83 % vzorkl
av KD u zhruba 48 %. Exprese lehkych fetézci neni stejné¢ charakteristicka jako
u MCL. Je zjevna rozdilnost mezi PK a KD. Znaky, které¢ se shodn¢ vyskytuji jak v PK,
tak v KD u vice jak 50 % vzorkd jsou CD200, CD39 a IgM. Ostatni znaky jako
napt. znak CD43, CD5, CD62L a CD23 se vyskytovaly u B-NHL NOS mén¢ nez u 50
% vzorkt. U znaki CD10, CD95, CDI11c a CD38 byla rozdilna exprese v PK a KD,
nicméné znaky byly exprimovany maximalné u 26 % vzorki. V PK i v KD nebyl

u vzorkt B-NHL NOS exprimovan znak CD103.

Vzorky skupiny ostatni B lymfoproliferace exprimovaly shodné v PK 1 KD znaky
CD45, CD19, CD20, CD22, CXCR5, CD43, CD81 a CD49d. Znak HLA-DR byl
exprimovan v PK u 91 % vzorkti a v KD u 63 % vzorkl. Znaky CD45, CD19, CD20,
CD22, CXCR5 a CD49d jsou exprimovany u vsech vzorki v PK i KD. Buriky ostatnich
B lymfoproliferaci exprimuji i znaky CD79b, CD39, CD200, CD27 a CD31. Exprese
lehkych fetézcl je spiSe LC KAPPA. Znaky, které jsou exprimovany u jednotlivych
fenotypti onemocnéni, ale v celku nejsou exprimovany u vice nez 50% vzorkd, jsou:

CD5, IgM, CD103, CD62L, CD38, CD23, CD11c, LAIR1, CD95 a CD10.
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Fenotyp folikularniho lymfomu byl stanoven pouze u vzorkd kostni dfené,
jelikoz v periferni krvi byl pouze 1 vzorek s timto onemocnénim. Vzorky exprimuji
znaky CD45, CD19, CD20, CD22, HLA-DR, CXCR5, CD79, CD81 a CDI10.
U exprese znaku CD10 je shoda s Kacirkova et al., 2007, Adam et al., 2008, Shih et al.,
2013, Olteanu et al., 2011, u exprese znaku CD79b je také shoda s Kacirkova et al.,
2007. Kromé¢ znaki HLA-DR a CD79b, které¢ byly shodné exprimovany u 89 % vzork,
byly ostatni zminéné znaky exprimovany u vSech vzorki. U vzorkil pfevazuje exprese
LC KAPPA. Znak CD200 byl exprimovan u 56 % vzorkl. Ostatni znaky byly
exprimovany u méné nez poloviny vzorkt.. Buniky folikuldrniho lymfomu neexprimuji
znaky CD43, CDl11c, CD103, LAIR1 a CDS5. U znak CDS5 (shoda s Shih et al., 2013,
Olteanu et al., 2011) a CD43 je mozné nalézt shodu s Marinov, 2008 a u znaku CD103
s Kacirkova et al., 2007, u znaku CD11c je shoda s Adam et al., 2008.

Znak CD45 se vyskytuje u vSech onemocnéni, jelikoz se jedna
0 tzv. panleukocytarni znak. Znaky CDI19, CD20 a CD22 se vyskytuji u vSech
klasifikovanych skupin méfeni, protoze se jednd o znaky charakteristické pro B-
lymfocyty (B-lymfoidni diferenciaci) stejné jako znak CXCRS5 (Internet 7, Henneken
etal., 2005), HLA-DR (Marinov, 2008) a CD79b (Marinov, 2008). Znak CD81 se
podili na vyvoji bungk, aktivaci, ristu a motilit¢ (Internet 8) spolecné se znakem CD49d
nejsou specifickymi znaky pro dané onemocnéni, ale spi§ se budou vyskytovat v rizné
mife exprese u riznych onemocnéni. Zajimavym faktem je, Ze atypickd CLL exprimuje
tyto dva znaky (CD81 a CD49d) ve 100 %, pozitivita znakti u 4 vzorktu. Znaky CD81
a CD49d by mohly slouzit k odliseni mezi formami CLL, protoze exprese u CLL v PK
a KD byla pod 70 % vzorki. Ostatni skupiny onemocnéni exprimuji tyto znaky v 80-
100 % v PK 1 KD, vyjimku tvoii vzorky FL v KD, které exprimuji znak CD49d u 33%
vzorkt. Dle Baumann et al., 2015 je exprese znaku CD49d u CLL spojena s agresivitou
onemocnéni a koreluje s vysoce rizikovou ,,high risk“ CLL. Exprese znaku CDS5 je
hlavnim znakem odliSujici CLL a MCL od ostatnich B-lymfoproliferativnich
onemocnéni. Znaky odliSujici CLL od MCL jsou dle vysledki mé&feni CD23, CDA43,
CD79b a nové znak CD200, dle vysledktit méfeni by se mohlo jednat i o znaky CD81
a CD49d, které¢ se u MCL vyskytuji u 80-100% vzorkt. Spole¢nou expresi CLL a MCL
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(mimo zminény znak CDS5 a znaky charakterizujici B-lymfocyty (B-lymfoidni
diferenciaci)) je také negativni exprese znakti CD10, CD95 a CD103.

71



6 Zavér
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V préci byla naméfend data v ramci projektu EuroFlow rozdélena dle druhu
biologického materidlu na periferni krev a kostni dfel. U jednotlivych materiala byly
spolecné vzorky pacientli rozd€leny dle fenotypu onemocnéni na skupiny: chronicka
lymfocytarni leukemie, lymfom z bunék plastové zony, B non-hodgkinsky lymfom
nespecifického fenotypu, ostatni B-lymfoproliferace (skupina zahrnovala onemocnéni,
které se vyskytovaly s Cetnosti pod 3 vzorky), u kostni dfené byla navic dle poctu
méieni vytvofena samostatna skupina pacientti s folikularnim lymfomem.

Z naméienych dat jsou buiikky chronické lymfocytarni leukemie CD45+, CD19+,
CD20+, CD22+, HLA-DR+, CXCR5+, CD23+, CD200+, CD43+, CDS5+, spise
LC KAPPA, CD10-, CD103- a CD95-. Znaky CD31, CD27 a CD39 mohou byt u bunék
CLL exprimovany, ale z vysledki je patrné, Ze nejsou exprimovany u vzorkd s takovou
ptevahou jako znaky pfedchozi. Znaky CD5, CD23, CD43 a CD200 jednozna¢n¢ urcuji
fenotyp CLL, ktery je nutné jednozna¢né odlisit od lymfomu z bunék plastové zony,
jelikoz tyto bunky jsou také CD5+.

Buriky MCL jsou dale CD45+, CD19+, CD20+, CD22+, CXCR5+, CD79b+,
CD81+, CD49d+ a HLA-DR+, bez jednoznaéné exprese lehkych fetézci, CDI10-,
CD95- a CD103-. Znaky CD31, CD38 a IgM mohou buiky MCL také exprimovat.
Mimo jasné odlisujici znaky od CLL (CD23, CD43 a CD200) je mozné povazovat
dle vysledki méfeni za odlisujici znak i CD79b a s velkou pravdépodobnosti i znaky
CD81 a CD49d. Znaky by mohly slouzit nejenom k odliseni CLL od MCL a dal$ich B-
lymfoproliferativnich onemocnéni, ale 1 k odliSeni atypické formy CLL. Znaky CD38
a IgM by bylo mozné pouzit také jako odliSujici znaky CLL od MCL.

Buniky B non-hodgkinskych lymfomt bez specifického fenotypu jsou dle vysledka
méteni CD45+, CD19+, CD20+, CD22+, CXCR5+, CD79b+, CD81+, CD49d+, HLA-
DR+, CD103-, bez jednozna¢né exprese LC KAPPA nebo LAMBDA. Exprese lehkych
fetézcl neni stejné, jako u MCL charakteristickd. Bunky exprimuji také znaky CD200,
CD39 a IgM.

Vzorky skupiny ostatni B lymfoproliferace jsou z naméfenych dat v PK i KD
CD45+, CD19+, CD20+, CD22+, CXCR5+, CD43+, CD81+, CD49d+, HLA-DR+,
spiSe LC KAPPA. Bunky ostatnich B lymfoproliferaci mohou exprimovat i znaky
CD79b, CD39, CD200, CD27 a CD31.

73



Buniky folikularniho lymfomu jsou v naSem souboru v kostni dfeni CD45+,
CD19+, CD20+, CD22+, HLA-DR+, CXCR5+, CD79b+, CD81+, CDI10+, spise
LC KAPPA, CD43-, CD11lc-, CD103-, LAIR1- a CD5-. Buinky mohou rovnéz
exprimovat i znak CD200.

Z vyhodnocenych dat jsou B-lymfoproliferace jednoznaéné fenotypové urcovany
expresi znakii CD45, CD19, CD20, CD22 a ur¢enim klonality (exprese LC KAPPA
nebo LC LAMBDA). Ostatni znaky se vyuzivaji k urceni typu B-lymfoproliferativniho
onemocnéni, dle vysledkii méfeni se jedna piedevsim o znaky CD5, CD10, CD23,
CD43, CD200, CD103, CD79b, CD38 a IgM. Oproti soucasnému stavu by se nové
mohlo jednat i 0 znaky CD81 a CD49d. Ostatni znaky je mozné oznacit jako dopliikové,
nikoliv jednozna¢né urcujici typ B lymfoproliferativniho onemocnéni. Zminéné znaky
je bezesporu vhodné zatadit do panelll protilatek pro urceni fenotypu lymfomovych
bun¢k. V praci nebyla vénovana pozornost intenzité exprese danych znaku, jelikoz
cilem prace bylo srovnadni moznosti exprese jednotlivych znakl u danych skupin

onemocnéni, nikoliv vyhodnoceni miry intenzity exprese u jednotlivych znak.
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