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Priprava materialu

Odbér aspiratu pro cytologické zhodnoceni kostni dfené se provadi specialni punkcni
jehlou a to z hrudni kosti, €i z lopaty kosti kyCelni. Standardné se drerova krev
odebira do vétsi (20 ml) injekéni stfikacky bez pfidani protisrazlivych Cinidel.
Doporucuje se pfi prvnim nasati vzorku odebrat maximalné 0,5 ml (optimalné 0,3 ml)
a z tohoto odbéru provést vlastni natéry. Prvni porce aspirované dfené (Castice!) se
bez Casového prodleni nanese na podlozni sklo, €i na Petriho misku. Roztérovym
sklem se co nejrychleji rozetfe na pfipravena podlozni skla, doporucCuje se provest
alespon 6 natéru. Alternativni moznosti je provést natéry aspiratu kostni dfené, ktera
je transportovana v antikoagulaénim cCinidle soli EDTA (pak je nutné provést natéry co
nejrychleji, maximalné do 5 hodin). Aspirat se po zaschnuti pfi laboratorni teploté
(nejméné vSak 30 minut dle mnozstvi Castic Ci tukovych slozek) barvi panoptickym
barvenim dle May-Grunwald-Giemsy. Nelze-li ve vyjimecnych pfipadech nelze aspirat
odebrat, je nutné vysetfit kostni dien histologicky a k event. k orientaCnimu
cytologickému zhodnoceni kostni dfené zhotovit otiskové preparaty valeCku z

trepanobiopsie (neni rovhocené natéru — hodnoceni morfologie limitovano)



Nutné informace — zadanka

Pro nalezité zhodnoceni preparatu z aspirace Ci z aspiracni biopsie
kostni dfene je vhodné mit k dispozici hodnoty krevniho obrazu a nater
periferni krve. Dale je nutné mit informace o pacientovi, at uz uvedené

na zadance, Ci v nemocni¢nim informacnim systému.

Kazda laboratof, v niz se hodnoceni preparatt z aspirace Ci aspiracni
biopsie provadi, musi mit nastaven vlastni systém ziskavani téchto

informaci. Za minimalni rozsah informaci se povaZzuje:

vstupni suspektni klinicka diagndza resp. diferencialné diagnosticka rozvaha od

klinického Iékare
zhodnoceni stavu hemopoetickych organu (uzliny, slezina, jatra)

dalSi dostupné relevantni klinické a laboratorni nalezy vCetné podavané IéCby,

zejména té, ktera muze stav kostni difené podstatnym zpusobem ovlivnit



Vliastni hodnoceni — |

Mikroskopické hodnoceni obarveného natéru aspiratu zacCina vzdy
prehlednym zhodnocenim natéru pfi mensim zvétSeni (100 — 400x%), a
to i v okrajich a konecCnych cipech nateru, kde mohou byt vytlaCeny
vétSi bunky Ci kompaktni shluky patologickych bunék. Pak nasleduje
vlastni hodnoceni pri zvétseni 1000x. VySetfeni provadi garant vykonu
(Iekar se specializovanou odbornou zpusobilosti v oboru Hematologie a
transfuzni lékarstvi), ktery je zodpovédnym pracovnikem ke
koneCnému uvolnéni vysledku tohoto vysetfeni pro klinické Iékare a
ktery je schopen uvést interpretaci s event. klinickou rozvahou, ktera by
meéla byt soucasti vysledku. Na vySetfeni mohou podilet i opravnéni
pracovnici (laborant, VS nelékaF), ktefi ale nejsou garanty vykonu a

ktefi vysledek tohoto vySetfeni nemohou uvolnovat pro klinicke Iékare.






VlIastni hodnoceni - Il zvatseni 1000x)

Pri tomto zvetSeni popisujeme jednotlivé bunky (morfologicky
popis) a pocCitame jejich zastoupeni (myelogram). K hodnoceni
si — pokud to Ize — vybirame Cast natéru, ve které jsou bunky
rovnomerne rozprostreny. U vstupniho vySetreni aspiratu kostni
drené se doporucuje spocitat 500 jadernych bunék, u
kontrolnich Ci hypocelularnich natért pak alespon 250 - 300
jadernych bunék, pokud to Ize. V pripadech, kdy neni spinéni
tohoto pocCetniho zastoupeni mozné Ci ucelné, je nutny
komentar v popisu. Nater v mikroskopu hodnotime
meandrovitym Ci bajonetovym rovhomernym pohybem objektivu
nad podloznim sklem nejlépe na Sirku skla od jednoho okraje k
druhému.
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Kvantitativnhi hodnoceni — myelogram
(pocetni zastoupeni jednotlivych bunék)

Myelogram odpovida pomérnému zastoupeni jadernych bunék v kostni dfeni, které je vyjadfeno v
procentech. Pfitomnost bunék, které se do bézného rozpocCtu nezarazuji, se udava v pomeérném
zastoupeni (tj. napf. N/100, N/250, N/300, resp. N/500). Zde jsou uvadéna napf. makrofagy,
osteoklasty a osteoblasty jako elementy, se kterymi se ve dfeni béZzné setkavame, ale i buriky, které do

kostni dfené fyziologicky nepatfi — zde zejména bunky susp. z infiltrace dfené solidnim nadorem

Do myelogramu (procentualni vyjadfeni) zapocCitavame granulopoezu, erytropoezu, lymfocytopoezu a
monocytopoezu. Buriky granulo- a monocytopoezy se pocetné zahrnuji do spole¢né skupiny

myelopoézy.

PFritomnost megakaryocytll maze byt v popisu vyjadifena riznym zpusobem (poCet megakarocytl je
snizen, normaini €i zvySen, ovlivnén periferni pfimési atd), resp. mdze byt vyjadien nalez
megakaryocytu v rozpoctu (opét N/250 atd, nikoli % vyjadfeni; nicméné pfi provadéni rozpoCtu nemusi

byt Zadny megakaryocyt zachycen, coz odpovida fyziologické situaci).



Bunky granulopoezy — jsou zahrnuty

Neutrofilni fada: jasné definované myeloblasty, promyelocyty,
myelocyty, metamyelocyty, tyCe a segmenty.

Eozinofilni fada: nezralé a zralé (resp. mozno rozliSovat eozinofilni
promyelocyty, myelocyty, metamyelocyty, tyCe jako nezralou
populaci a zralé segmenty).

Bazofilni fada: nezralé a zralé (resp. mozno rozliSovat bazofilni
promyelocyty, myelocyty, metamyelocyty, tyCe a zralé segmenty).

Mastocyty.

Zastoupeni granulopoézy je v tomto pohledu vyhodnoceno jako
normalni, snizené Ci zvysene, je posouzeno, zda je pritomno
zmnozeni vSech granulocytu Ci jen neutrofilt, eozinofilu i basofild,
mastoctu Ci monocytu. Je posouzeno, zda vyzravani v jednotlivych
radach probiha normalné, Ci atypicky (posun doleva k nezralym
formam, Ci prevaha zralych forem)



Bunky monocytopoézy — jsou zahrnuty

monocyty,

atypické monocyty - susp. reaktivni, Ci susp.
patologické, v€. promonocytu, s vyjimkou leukemickych
forem (ty jsou zarazeny do nadorovych blastl)

Elementy granulopoézy a monocytopoézy jsou souhrnné
zapocitavany na elementt myelopoézy (v uzSim slova
smyslu); jde vlastné o non-erytroidni bunky, jejichz
rozpocet je nezbytny pro nekteré kalkulace, napf.
stanoveni poctu blastl u AML typu erytroleukémie
myelo/erytroidni



Bunky erytropoézy — jsou zahrnuty

proerytroblasty

bazofilni erytroblasty (resp. asné erytroblasty)

polychromatofilni erytroblasty (resp. intermedialni
erytroblasty)

ortochromni erytroblasty (resp. pozdni erytroblasty).

Alternativne Ize v ramci této rady dle velikosti a N/C
synchronie rozliSovat: makroerytroblasty a megaloblasty
bazofilni, polychromni a ortochromni, a takto je vyjadrit v
rozpoctu, resp. Ize zastoupeni megaloblastickych
elementu vyjadfrit v popisu morfologickych odchylek



Bunky lymfocytopoézy rozliSujeme:
normalni lymfocyty
velké granulované lymfocyty
atypické lymfocyty
susp. reaktivni

susp. nadorove (patologické lymfocyty v ramci dg. CLL, HCL, FL,
MCL, MF/SS, LGL leukémie, prolymfocyty u PLL resp. CLL/PLL a
CLL),

nejasneho vyznamu,
plazmocyty

alternativné Ize vyjadrovat morfologicky abnormailni formy v %

zastoupeni (plazmablasty, proplazmocyty, vicejaderné formy atd)



Dalsi bunky zahrnuté do myelogramu

morfologicky nerozliSitelné Ci obtizné rozliSitelné blastické elementy (blasty velmi

nezralého charakteru, megakaryoblasty, ¢i monoblasty nenadorového pavodu)

hematogony, které mohou mit vzhled blastickych elementd a jsou to mladé

progenitorové B-lymfocyty
leukemické blasty a jejich ekvivalenty

myeloblasty, monoblasty, megakaryoblasty u AML resp. i u CMMOL, promyelocyty v€etné ,faggot
cell“ u APL, promonocyty u AML typu myelomonocytarni ¢i monocytarni/monoblasticka a taktéz
promonocyty u CMMOL ( tyto blasty se nezahrnuji do granulopoezy v ramci rozpoctu a jejich

pfesné zafazeni v ramci jednotlivych klinickych diagnéz se fidi WHO klasifikaci)

lymfoblasty u akutnich lymfoblastickych leukémii/prekurzorovych lymfoblastickych lymfomua a
blastické elementy u DLBCL, BL, &i jinych lymfoproliferaci ze ,zralych® bunék, kdy vSak
patologické elementy maiji jasné morfologicky vzhled blastl (napf. blasticka forma lymfomu z

plastové zény).



Do myelogramu nejsou zahrnuty

makrofagy a jejich alternativy v€etné bunék
Gaucherovych ¢i pseudo-Gaucherovych, tukovych, sea-
blue forem

megakaryocyty, promegakaryocyty
osteoblasty/osteoklasty

bunky nadorove pri metastatickém postizeni drene
solidnimi tumoru, bunky Reed — Sternbergove, Ci
Hodgkinovy u Hodgkinova lymfomu.

Je mozné zastoupeni téchto elementu vyjadrit pomérem
(napf. 1/250 jadernych bunek).



Kvalitativni hodnoceni — granulopoéza

nerovnomeérneé s navysenim Ci chybenim jednotlivych stadii, maturacni blok ve vyzravani,
posun doleva (k nezralym formam), posun doprava (ke zralym formam), zastoupeni
neutrofilt, eozinofild, bazofild, mastocytl resp. pfitomnost jejich hypogranulovanych i
vietenitych forem a shluku (u systémové mastocytozy)

odchylky velikosti granulocytt — mikro- €i makro- az megaloformy, anizocytéza bunék.
N/C asynchronie = nukleo-cytoplazmaticky nepomér ve vyzravani jadra a cytoplazmy

atypie morfologie jadra — tvar ¢&i ulozeni, struktura chromatinu (atypické

shlukovani/poli¢kovani jaderného chromatinu), Pelger-Huétova anomalie Ci jeji
pseudoforma, prstencité formy jader, hypersegmentace, hyposegmentace, ¢i opozdéna
segmentace, pfetrvavani nukleoll, jaderné fragmenty v cytoplazmé

atypie morfologie cytoplazmy — zbarveni v€. homogenity; granularita (snizeny ¢&i chybéjici,

pfiméfena, zvySena resp. toxicka), zbarveni a hrubost granul, jejich distribuce
(dysgranularita); pfitomnost inkluzi (napf. Déhleho inkluzi, Auerovych ty&i v€etné jejich
snopcu, tzv. faggot cells u APL, Chédiakiho-Highashiho granula resp. jejich pseudoformy),

pfitomnost parazit(l; vakuolizace cytoplazmy; ohrani¢eni cytoplazmy



Kvalitativhi hodnoceni — monocytopoéza

zastoupeni monocytu (pfiméfené, monocytdéza, monocytopenie)

morfologické zmény monocytu (hypolobulizace jadra, bazofilie
cytoplazmy, nadmerna vakuolizace cytoplazmy)

pritomnost nezralych forem (promonocyty, monoblasty)

pfitomnost atypickych forem monocytu

V pfipadé monocytu nepouzivame pojem dysplastické monocyty.

U AML myelomonocytarni, monocytarni a monoblasticke, resp. u
CMMOL jsou nadoroveé elementy v myelogramu vyjadreny
separatné a do monocytopoézy nejsou zahrnuty.



Kvalitativni hodnoceni — erytropoéza

zastoupeni pfiméfené, erytropoeza snizena/zvySena

normoblastova, makro- ¢i mikroblastova, megaloblastova, dimorfni, i kombinace napf. makro-

normoblastova, anizocytarni

odchylky jadra: megaloblastoidie (elementy s megaloblastoidii jsou vétSi nez odpovidajici

normoblasty, maji N/C asynchronii, ale méné vyjadfenou nez jasné megaloblasty a struktura
jaderného chromatinu je hutnéjsi a hrubSi nez u megaloblastu, ale jemnéjSi nez u normoblastl),
karyorhexe, karyoschiza, vicejadernost, jaderné mustky, zneokrouhleni jader, jaderné puceni,

lobulizace, pulverizace.

Odchylky cytoplazmy: porucha hemoglobinizace, vakuolizace, pfitomnost inkluzi (bazofilni

teCkovani, Howellova-Jollyho téliska, Pappenheimerova téliska), cytoplazmatické mustky
N/C asynchronie

trsy erytroblastl, rofeocytoza.



Kvalitativni hodnoceni - megakaryocyty

zastoupeni pfimérené, pocet megakaryocytu
snizeny/zvySeny, Cetné poskozené buriky, Cetnost holych
jader; posun k nezralym bazofilnim formam

trsy megakaryocytu.

dysplastické zmény: hyposegmentace/ hypolobulizace (malé
hyposegmentované/hypolobulizované formy), jadra bez

lobulizace (monolobulizace), viceCetna (separovana) jadra -
multinuklearita mikroformy, malé dvoujaderné elementy.

liné morfologické odchylky: emperipoleza, vakuolizace
cytoplazmy, velké az gigantické formy s pravidelnymi jadry.




Kvalitativni hodnoceni - lymfocytopéza

zastoupeni lymfocytu pfimérené, lymfocyty jsou
snizeny/zmnozeny

zastoupeni plazmocytu normalni, plazmocyty
Jsou zmnozeny, resp. relativné zmnozeny
morfologie lymfocytu — popsat odchylky u
atypickych forem, event. vzacne detekovanou

vakuolizaci (susp. na nektere tesaurizmozy a
poruchy metabolizmu lipidu)

morfologie plazmocytu — popsat morfologii
atypickych forem (Russelova téliska, Dutcherova
teliska, ,grape cell®, plamenné bunky)




Kvalitativnhi hodnoceni —
nadoroveé/leukemicke blasty

popsat morfologii nadorovych blastu resp. minimalné jejich
pravdépodobné zarazeni — myeloblasty (granulované,
negranulovane, vyskyt Auerovych tyCi, nepravidelna jadra, Stépena
jadra), monoblasty, promonocyty, megakaryoblasty, resp. jejich

vzajemne pomeéry, lymfoblasty resp. elementy Burkittova lymfomu.

pomérné zastoupeni myeloblastu k monoblastum, k promonocytiim,
k megakaryoblastum je nezbytné pro vyjadreni jednotlivych podytpu
akutni myeloidni leukemie (akutni myeloidni leukemie s vyzravanim,
akutni myelomonocytarni leukemie, akutni
monoblasticka/monocytarni leukémie, akutni megakaryocytarni

leukémie)



Kvalitativni hodnoceni — bunky do
rozpocCtu nezahrnuté

makrofagy (a jejich alternativy) — primeérene,
zmnozene, makrofagy nedetekovany

pritomnost specialnich drunhu makrofagu, jako
jsou bunky Gaucherovy Ci pseudo-Gaucherovy,
tukové makrofagy, sea-blue formy, ev. pritomnost
hemofagocytozy, obsah parazitu

zvysSené zastoupeni osteoblastu/osteoklastu

pritomnost bunek dreni cizich je nutné popsat
detailné vCetné pritomnosti jejich shluku, rozet Ci
filament a tam, kde je to mozne, vyslovit se k
pravdepodobné genezi



Extracelularni material

hmoty monoklonalniho proteinu

kulovité Sedomodre se barvici hmoty, Ci objemny nepravidelné

tvarovany, homogenné ruzové se barvici material, Ci krystaly
formy parazitl mimo bunky

malaricka plazmodia

Leishmanie

toxoplazma, aj

extra- Ci intracelularni baktérie v mikro- i makrofazich



Cytochemie

slouzi k posouzeni zmén, které nejsou detekovany resp. odlisitelné

panoptickym barvenim
nejCastéji pouzivané:

barveni na Zelezo: stanoveni poctu sideroblastu (nalez siderocytu), pfitomnost

prstencitych, atypickych siderocytu, vyhodoceni zasobniho Zeleza, indexu (dif. dg.

sideropenie, ACD, MDS, sideroblastické anémie atd)

MPOX: odliseni myeloblastl, Auerovych ty€i, snizena barvitelnost u MDS
PAS: blokova pozitivita u B-ALL, pozitivhi normoblasty u MDS

NE/NEF: odlis§i monocytarni/monblastickou populaci

TRAP: diagnostika HCL



Zaver

vyhodnoceni aspirati/otiskd kostni dfené je nezbytnou soucasti diagnostiky a

diferencialni diagnostiky celé fady poruch krvetvorby

je zakladem, na némz je postaven dal$i diagnosticky proces (pritokova cytometrie,
cytogenetika, molekularni genetika, histologie) naprosté vétsiny hematologickych

malignit, ale i celé fady dalSich vrozenych a ziskanych poruch krvetvorby

pro nékteré hematologické choroby jde o vySetfeni zasadni a definitivni pro diagnézu
principy vyhodnoceni myelogramu se opiraji o0 mezinarodni i Ceska doporuceni a je
plan jejich pravidelnych revizi (zejména v souvislosti s pravidelnym up-grade WHO
klasifikace nadort hemopoetickych a lymfatickych tkani — posledni revize letos!)
vyhodnoceni myelogramu vyzaduje pomérne znac¢nou odbornou erudici, ale je

soucasti ziskani odborné erudice v pfedmétu hematologie a transfuzni Iékarstvi pro

VS nelékare



