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Priprava materialu

Odbér aspiratu pro cytologické zhodnoceni kostni drené se provadi specialni punkéni jehlou a
to z hrudni kosti, ¢i z lopaty kosti kycelni. Standardné se drenova krev odebira do vétsi (20 ml)
injekéni strikacky bez pridani protisrazlivych cinidel. Doporucuje se pri prvnim nasati vzorku
odebrat maximalné 0,5 ml (optimalné 0,3 ml) a z tohoto odbéru provést vlastni natéry. Prvni
porce aspirované drené (Castice!) se bez casového prodleni nanese na podlozni sklo, ¢i na
Petriho misku. Roztérovym sklem se co nejrychleji rozetre na pripravena podlozni skla,
doporucuje se provést alespon 6 natérd. Alternativni moznosti je provést natéry aspiratu
kostni drené, ktera je transportovana v antikoagula¢nim cinidle soli EDTA (pak je nutné
provést natéry co nejrychleji, maximalné do 5 hodin).Aspirat se po zaschnuti pri laboratorni
teploté (nejméné vsak 30 minut dle mnozstvi castic Ci tukovych slozek) barvi panoptickym
barvenim dle May-Grunwald-Giemsy. Nelze-li ve vyjimecnych pripadech nelze aspirat odebrat,
je nutné vysetrit kostni dren histologicky a k event. k orientacnimu cytologickému zhodnoceni
kostni drené zhotovit otiskové preparaty valecku z trepanobiopsie (neni rovhocené natéru —

hodnoceni morfologie limitovano)



Nutne informace — zadanka

Pro nalezité zhodnoceni preparatu z aspirace Ci z aspiracni biopsie kostni
drené je vhodné mit k dispozici hodnoty krevniho obrazu a natér periferni
krve. Ddle je nutné mit informace o pacientovi, at’ uz uvedené na zadance, Ci v

nemocni¢nim informacnim systému.

Kazda laboratofr, v niz se hodnoceni preparatu z aspirace ¢i aspiracni biopsie
provadi, musi mit nastaven vlastni systém ziskavani téchto informaci. Za

minimalni rozsah informaci se povazuije:
vstupni suspektni klinicka diagnoza resp. diferencialné diagnosticka rozvaha od klinického
|ékare
zhodnoceni stavu hemopoetickych organ( (uzliny, slezina, jatra)

dalsi dostupné relevantni klinické a laboratorni nalezy véetné podavané lécby, zejména té,

ktera mize stav kostni drené podstatnym zplsobem ovlivnit



Vliastni hodnoceni — |

Mikroskopické hodnoceni obarveného natéru aspiratu zacina vzdy
prehlednym zhodnocenim natéru pri mensim zvétseni (100 —400%),ato i v
okrajich a konecnych cipech natéru, kde mohou byt vytlaceny vétsi bunky ci
kompaktni shluky patologickych bunék. Pak nasleduje vlastni hodnoceni pri
zvétseni 1000x%.Vysetreni provadi garant vykonu (lékar se specializovanou
odbornou zpUsobilosti v oboru Hematologie a transfuzni [ékaFstvi), ktery je
zodpoveédnym pracovnikem ke konecnému uvolnéni vysledku tohoto
vysetreni pro klinické lékare a ktery je schopen uvést interpretaci s event.
klinickou rozvahou, ktera by méla byt soucasti vysledku. Na vysetreni mohou
podilet i opravnéni pracovnici (laborant,VS nelékar), ktefi ale nejsou garanty
vykonu a kteri vysledek tohoto vysetreni nemohou uvoliovat pro klinické

lekare.






Vlastni hodnoceni - Il (zvétseni 1000x)

Pri tomto zvétseni popisujeme jednotlivé bunky (morfologicky popis)
a pocitame jejich zastoupeni (myelogram). K hodnoceni si — pokud to
|ze — vybirame cast natéru, ve které jsou bunky rovhomérné
rozprostreny. U vstupniho vysetreni aspiratu kostni drené se
doporucuje spocitat 500 jadernych bunék, u kontrolnich i
hypocelularnich natéru pak alespon 250 - 300 jadernych bunék, pokud
to lze.V pripadech, kdy neni spInéni tohoto pocetniho zastoupeni
mozné Ci ucelné, je nutny komentar v popisu. Natér v mikroskopu
hodnotime meandrovitym ¢i bajonetovym rovhomérnym pohybem
objektivu nad podloznim sklem nejlépe na sirku skla od jednoho

okraje k druhemu.






Kvantitativni hodnoceni — myelogram
(pocetni zastoupeni jednotlivych bunek)

Myelogram odpovida pomérnému zastoupeni jadernych bunék v kostni dreni, které je vyjadreno v procentech.
Pritomnost bunék, které se do bézného rozpoctu nezarazuji, se udava v pomérném zastoupeni (tj. napr. N/100,
N/250, N/300, resp. N/500). Zde jsou uvadéna napr. makrofagy, osteoklasty a osteoblasty jako elementy, se
kterymi se ve dreni bézné setkavame, ale i bunky, které do kostni drené fyziologicky nepatri — zde zejména bunky

susp. z infiltrace drené solidnim nadorem

Do myelogramu (procentualni vyjadreni) zapocitadvame granulopoezu, erytropoezu, lymfocytopoezu a
monocytopoezu a mastocyty. Buniky granulo- a monocytopoezy se pocetné zahrnuji do spolecné skupiny

myelopoézy.

Pritomnost megakaryocytt mize byt v popisu vyjadiena riznym zpisobem (pocet megakarocytl je snizen,
normalni ¢i zvySen, ovlivnén periferni primési atd), resp. mlize byt vyjadren nalez megakaryocytu v rozpoctu
(opét N/250 atd, nikoli % vyjadreni; nicméné pri provadéni rozpoctu nemusi byt zadny megakaryocyt zachycen,

coz odpovida fyziologickeé situaci).



Bunky granulopoezy — jsou zahrnuty

Neutrofilni rada: jasné definované myeloblasty, promyelocyty,

myelocyty, metamyelocyty, tyce a segmenty.

Eozinofilni rada: nezralé a zralé (resp. mozno rozlisovat eozinofilni

promyelocyty, myelocyty, metamyelocyty, tyce jako nezralou
populaci a zralé segmenty).

Bazofilni rada: nezralé a zralé (resp. mozno rozlisovat bazofilni

promyelocyty, myelocyty, metamyelocyty, tyce a zralé segmenty).

Zastoupeni granulopoézy je v tomto pohledu vyhodnoceno jako
normalni, snizené Ci zvyseng, je posouzeno, zda je pritomno
zmnozeni vSech granulocytu ¢i jen neutrofill, eozinofilu i basofilu. Je
posouzeno, zda vyzravani v jednotlivych radach probiha normalne, Ci
atypicky (posun doleva k nezralym formam, Ci prevaha zralych
forem)



Bunky monocytopoézy — jsou zahrnuty

monocyty,

atypickeé monocyty - susp. reaktivni, Ci
susp. patologicke, vé. promonocytu, s
vyjimkou leukemickych forem (ty jsou
zarazeny do nadorovych blastu)

Elementy granulopoezy a monocytopoezy
jsou souhrnné zapocitavany na elementu

myelopoeézy (v uzsim slova smyslu)



Bunky erytropoézy — jsou zahrnuty

proerytroblasty

bazofilni erytroblasty (resp. Casné erytroblasty)

polychromatofilni erytroblasty (resp. intermedialni
erytroblasty)

ortochromni erytroblasty (resp. pozdni erytroblasty).

Alternativné lze 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
vyjadrit v popisu morfologickych odchylek



Mastocyty

drive razeny do granulopoe€zy, dnes
samostatneé

zahrnuje
mastocyty normalni

mastocyty atypicke (vreteniteho tvaru,
hypogranulovane u systeémové mastocytozy)



Bunky lymfocytopoezy rozliSujeme:
normalni lymfocyty
velké granulovane lymfocyty
atypicke lymfocyty
susp. reaktivni

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

nejasného vyznamu,
plazmocyty

alternativné Ize vyjadrovat morfologicky abnormalni 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 puvodu)

hematogony, které mohou mit vzhled blastickych element a jsou to mladé progenitorové B-

lymfocyty
leukemické blasty a jejich ekvivalenty

myeloblasty, monoblasty, megakaryoblasty u AML resp.i u CMMOL, promyelocyty vcetné ,,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 presné zarazeni v ramci

jednotlivych klinickych diagnéz se ridi WHO Kklasifikaci)

lymfoblasty u akutnich lymfoblastickych leukémii/prekurzorovych lymfoblastickych lymfomu a blastické
elementy u DLBCL, BL, ¢i jinych lymfoproliferaci ze ,,zralych® bunék, kdy vsak patologické elementy maji

jasné morfologicky vzhled blasti (napf. blasticka forma lymfomu z plastové zoény).



Do myelogramu nejsou zahrnuty

makrofagy a jejich alternativy vcetné bunék Gaucherovych Ci
pseudo-Gaucherovych, tukovych, sea-blue forem

megakaryocyty, promegakaryocyty

osteoblasty/osteoklasty

bunky nadorové pri metastatickém postizeni drené solidnimi
tumoru, bunky Reed — Sternbergové, ¢i Hodgkinovy u
Hodgkinova lymfomu.

Je mozné zastoupeni téchto elementu vyjadrit pomérem (napr.
1/250 jadernych bunék).



Kvalitativni hodnoceni — granulopoéza

nerovnomeérné s navysenim i chybénim jednotlivych stadii, maturacni blok ve vyzravani, posun
doleva (k nezralym formam), posun doprava (ke zralym formam), zastoupeni neutrofilQ, eozinofil(,
bazofil(, mastocytl resp. pritomnost jejich hypogranulovanych ¢i vietenitych forem a shluku (u
systémové mastocytozy)

odchylky velikosti granulocyt( — 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/polickovani

jaderného chromatinu), Pelger-Huétova anomalie ¢i jeji pseudoforma, prstencité formy jader,
hypersegmentace, hyposegmentace, ¢i opozdéna segmentace, pretrvavani nukleold, jaderné fragmenty

v cytoplazmé

atypie morfologie cytoplazmy — zbarveni v¢. homogenity; granularita (snizeny ¢i chybéjici, primérena,
zvysSena resp. toxicka), zbarveni a hrubost granul, jejich distribuce (dysgranularita); pritomnost inkluzi
(napr. Dohleho inkluzi, Auerovych tyéi véetné jejich snopcd, tzv. faggot cells u APL, Chédiakiho-
Highashiho granula resp. jejich pseudoformy), pritomnost parazitQ; vakuolizace cytoplazmy;

ohraniceni cytoplazmy



Kvalitativni hodnoceni — monocytopoeéza

zastoupeni monocytu (primérené, monocytdza, monocytopenie)

morfologické zmény monocytu (hypolobulizace jadra, bazofilie

cytoplazmy, nadmérna vakuolizace cytoplazmy)
pritomnost nezralych forem (promonocyty, monoblasty)

pritomnost atypickych forem monocytu

V pripadé monocytu nepouzivame pojem dysplastické monocyty.
U AML myelomonocytarni, monocytarni a monoblastické, resp. u

CMMOL jsou nadorové elementy v myelogramu vyjadreny separatné a

do monocytopoézy nejsou zahrnuty.



Kvalitativni hodnoceni — erytropoéza

zastoupeni primérené, erytropoeza snizena/zvysena

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

anizocytarni

odchylky jadra: megaloblastoidie (elementy s megaloblastoidii jsou vétsi nez odpovidajici normoblasty, maji

N/C asynchronii, ale méné vyjadirenou nez jasné megaloblasty a struktura jaderného chromatinu je hutnéjsi a
hrubsi nez u megaloblastu, ale jemnéjsi nez u normoblastu), karyorhexe, karyoschiza, vicejadernost, jaderné

mustky, zneokrouhleni jader, jaderné puceni, lobulizace, pulverizace.

Odchylky cytoplazmy: porucha hemoglobinizace, vakuolizace, pritomnost inkluzi (bazofilni teckovani,

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

trsy erytroblast(, rofeocytoza.



Kvalitativni hodnoceni - megakaryocyty

zastoupeni primérené, pocet megakaryocytu snizeny/zvyseny, Cetné
poskozené bunky, 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.

jiné morfologické odchylky: emperipoleza, vakuolizace cytoplazmy,

velké az gigantické formy s pravidelnymi jadry.



Kvalitativni hodnoceni - lymfocytopeza

zastoupeni lymfocytu primérené, 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 nekteré tesaurizmozy a poruchy metabolizmu
lipidu)

morfologie plazmocyti — popsat morfologii
atypickych forem (Russelova téliska, Dutcherova
téliska, ,,grape cell”, plamenné bunky)



Kvalitativni hodnoceni —
nadorove/leukemicke blasty

popsat morfologii nadorovych blastd resp. minimalné jejich pravdépodobné
zarazeni — myeloblasty (granulované, negranulované, vyskyt Auerovych tyci,
nepravidelna jadra, Stépena jadra), monoblasty, promonocyty,
megakaryoblasty, resp. jejich vzajemné poméry, lymfoblasty resp. elementy

Burkittova lymfomu.

pomérné zastoupeni myeloblasti k monoblastim, k promonocytim, k
megakaryoblastim je nezbytné pro vyjadreni jednotlivych podytpt akutni
myeloidni leukemie (akutni myeloidni leukemie s vyzravanim, akutni
myelomonocytarni leukemie, akutni monoblasticka/monocytarni leukémie,

akutni megakaryocytarni leukémie)



Kvalitativni hodnoceni — bunky do rozpoctu
nezahrnute

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

pritomnost specialnich druhu makrofagu, jako jsou
bunky Gaucherovy ci pseudo-Gaucherovy, tukove
makrofagy, sea-blue formy, ev. pritomnost
hemofagocytozy, obsah parazitu

zvysené zastoupeni osteoblasti/osteoklastu

pritomnost bunék dreni cizich je nutné popsat
detailné vcetné pritomnosti jejich shluku, rozet Ci
filament a tam, kde je to mozné, vyslovit se k
pravdépodobné genezi



Extracelularni material

hmoty monoklonalniho proteinu

kulovité sedomodre se barvici hmoty, Ci objemny nepravidelné

tvarovany, homogenné rizové se barvici material, Ci krystaly
formy paraziti 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
nejcasté€ji pouzivané:

barveni na Zelezo: stanoveni poctu sideroblastl (nalez siderocytt), pfitomnost prstencitych,

atypickych siderocytt, vyhodoceni zasobniho Zeleza, indexu (dif. dg. sideropenie, ACD, MDS,

sideroblastické anémie atd)

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

NE/NEF: odlisSi monocytarni/monblastickou populaci

TRAP: diagnostika HCL



Zdroje chyb

a) Vadny odbér — vzorek kontaminovany heparinem, i je pritomna
vyznamna periferni primés (nekvalitni ¢i vadny odbeér) — toto je
nutné zminit ve vysledku jako limitaci hodnoceni

b) Spatné provedeny natér, ktery je:

- velmi silny, husty, kratky,

- velmi ridky, tenky,

- bez ,,koncu®,

- srazeny pri rychlé aglutinaci erytrocytu pri nedostatecném
zahrati vzorku, ¢i podlozniho skla pri pritomnosti chladovych

aglutininu, ¢i pri hyperkoagulaci v ramci koagulopatie



Zdroje chyb

C) Nekvalitni barveni

staré barvy

spatné pH barey, ¢i pufru, Ci vody.

Spatna/nedostatecna fixace,

prilis rychlé schnuti natéru (napr. na topeni)
- barveni nedostatecné zaschlého natéru,
- ,rychlobarveni®,

- stary preparat



Zdroje chyb

d) Nevhodné zhodnoceni

- natér nebyl celkové prohlédnut na malém zvétseni,

- nebyly zhodnoceny okraje a konce natéru,

- bylo vybrano nevhodné misto pro hodnoceni,

- bylo zhodnoceno malo jadernych bunék,

e) Bylo zvoleno nedostatecné zvétseni pri hodnoceni

f) Byl pouzit nekvalitni imerzni olej (rozpousti bunky jiz po nékolika dnech).
g) Ke zhodnoceni aspiratu byla zvolena nevhodna sila objektivu

h) Hodnoceni aspiratu provedeno na nekvalitnim mikroskopu (malé zorné pole, nizka

svételnost)



Kontroly kvality

Interni
Druhe cteni
Hematologicko-diagnosticky seminar

Externi

SEKK

2x rocneé fotografie s vyhodnocenim celkem
10 elementu, popis pripadu, vyhodnoceni
jednotlivych rad pocetné a morfologicky,
diagnoza



Zaver

vyhodnoceni aspiratii/otiskd kostni dfené je nezbytnou soucasti diagnostiky a diferencialni

diagnostiky celé rady poruch krvetvorby

je zakladem, na némz je postaven dalsi diagnosticky proces (prutokova cytometrie,
cytogenetika, molekularni genetika, histologie) naprosté vétsiny hematologickych malignit, ale i

celé rady dalsich vrozenych a ziskanych poruch krvetvorby
pro nékteré hematologické choroby jde o vysSetreni zasadni a definitivni pro diagnozu

principy vyhodnoceni myelogramu se opiraji o mezinarodni i ceska doporuceni a je plan jejich
pravidelnych revizi (zejména v souvislosti s pravidelnym up-grade WHO Kklasifikace nadord

hemopoetickych a lymfatickych tkani — posledni revize letos!)

vyhodnoceni myelogramu vyzaduje pomérné znacnou odbornou erudici, ale je soucasti ziskani

odborné erudice v predmétu hematologie a transfuzni |ékarstvi pro VS nelékare



