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Abstrakt:

Diagnostika zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii je multidisciplindrni. Cilem prace
bylo vyhodnoceni cytomorfologie a analyza imunofenotypu v souboru 233 diagnostickych
vzorkli CD5+ B-lymfoidnich neoplazii. V analyzovaném souboru se wvyskytly: typicka CLL,
atypickd CLL (CLL/PL a plemorfni varianta CLL); malobunéény typ u SLL; klasicky MCL,
malobunécna, pleomorfni, blastoidni a MZL-like varianta MCL; malobunécny typ, typ se
stfednimi/velkymi lymfocyty, pleomorfni typ a typ svildznimi lymfocyty u CD5+ MZL;
centroblastickd, imunoblasticka a anaplastickd varianta u CD5+ DLBCL; malobunécny typ, typ
se stfednimi/velkymi lymfocyty a pleomorfni typ u skupiny neklasifikovatelnych ptipadd. MFI
markertd CD79b, CD23, CD43, CD38, CD11c, FMC7, CD200 a lehkych tetézcli kappa a jejich
kombinace spolehlivé odliSily CLL od MCL i CD5+ MZL, a to vcetné atypickych pfipadd.
Kvantitativni analyza exprese pouzitym panelem markerd neumoznila zcela dokonalé rozliseni
MCL a CD5+ MZL, prestoze vyrazné zpresnila jejich odliSeni v porovnani s kvalitativnim
hodnocenim. Pfehlednou vizualizaci expresniho imunofenotypového profilu umoznila
konstrukce datovych siti. Kvantifikace exprese informativnich markerd svyuzZitim MFI
zptesnuje diagnostiku zralych CD5+ B-lymfoidnich neoplazii v porovnani s kvalitativnim
(pozitivita/negativita) ¢i semikvantitativnim hodnocenim. Rutinni pouziti kvantitativniho
hodnoceni expresniho profilu vyZaduje konstrukci matematickych modeld, které minimalizuji

subjektivitu hodnoceni na expertni bazi.
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Abstract:

Diagnosis of mature CD5-positive B-cell neoplasms is multidisciplinary. The study aimed at
evaluation of the cytomorphology and the analysis of immunophenotyped in 232 diagnostic
specimens of mature CD5-positive B-cell neoplasms. The occurrence of cytomorphological
types in specimens was: in CLL - typical form and atypical CLL (CLL/PL, pleomorphic CLL); in SLL
—small cell type; in MCL — classical type, small cell, pleomorphic, blastoid and MZL-like variant,
in CD5+ MZL — small cell type, medium/large lymphocyte type, pleomorphic type and type with
villous lymphocytes; in CD5+ DLBCL — centroblastic, immunoblastic, anaplastic variant; in
unclassified cases - small cell type, medium/large lymphocyte type, pleomorphic type. The
intensity of expression (MFI) of CD79b, CD23, CD43, CD38, CD11c, FMC7, CD200 and kappa
light chains and their combination reliably distinguish CLL from both MCL and CD5+ MZL,
including atypical cases. Although quantitative analysis of expression with the studied panel of
markers failed to perfectly distinguish MCL and CD5+ MZL, it considerably improved their
distinction as compared with the qualitative assessment. The immunophenotypic expression
profile was clearly visualized by constructing data networks. The quantification of expression
of informative markers increases the diagnostic value of immunophenotyping as compared
with qualitative (positivity/negativity) or semiquantitative assessments. The routine use of
guantitative assessment of the expression profile requires the development of mathematical

models that considerably minimize the subjectivity of expert-based assessment.
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1. Uvod

Zralé CD5-pozitivni B-lymfoidni neoplazie predstavuji vyznamnou skupinu
definovanych  diagnostickych  jednotek vramci WHO klasifikace nador(
hematopoetické a lymfoidni tkané. Laboratorni diagnostika CD5-pozitivnich B-
lymfoidnich neopldzii je multidisciplinarni a zahrnuje metody morfologické, metody
stanoveni imunofenotypu a metody cytogenetiky a molekuldrni cytogenetiky.
Podrobna diferencialni diagnostika téchto onemocnéni je zcela nezbytnd a ma zdsadni
klinicky vyznam. Biologicky charakter jednotlivych entit této skupiny nemoci je totiz
velmi rozmanity, coz kliCovym zpUsobem rozhoduje o jejich klinickém pribéhu a
ovliviiuje volbu individualni |écebné strategie u téchto chorob. Cytomorfologicky obraz
téchto nemoci je velmi pestry a ma znacny morfologicky prekryv. Standardni
hodnoceni jejich imunofenotypu je kvalitativni ¢i semikvantitativni. Udaje o klinickém
vyuziti kvantitativniho hodnoceni expresniho profilu imunofenotypu téchto nemoci

jsou omezené.
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2. Charakteristika a cile prace

2.1. Charakteristika prace

Pfedkladand prdce analyzuje soubor 232 vzork( zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich
neopldzii z hlediska jejich cytomorfologickych a imunofenotypovych rysi. V tomto
kontextu prace zdlraziuje detailni prvky diferencidlni diagnostiky jednotlivych entit
CD5-pozitivnich  B-lymfoidnich  neopldzii vramci WHO klasifikace nador(

hematopoetické a lymfoidni tkané.

2.2. Cile prace

2.2.1. Podat komplexni a aktualni prehled poznatkd o cytomorfologii a imunofenotypu
zralych CD5-pozitivnich neoplazii.

2.2.2. Sestavit vlastni diagnosticky panel pro stanoveni imunofenotypu zralych B-
lymfoidnich neoplazii metodou multiparametrové pritokové cytometrie v ramci WHO
klasifikace nddorl hematopoetické a lymfoidni tkané.

2.2.3. Analyzovat vlastni vysledky stanoveni cytomorfologickych charakteristik a
imunofenotypového profilu v souboru ptipadd zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich
neopldzii a zasadit je do rdmce znamych Udaji o imunocytologické diferencidlni

diagnostice téchto onemocnéni.
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3. WHO klasifikace neoplazii ze zralych B-lymfocyti

3.1 Principy WHO klasifikace nadorti hematopoetickych a lymfoidnich tkani

Klasifikace je jazykem mediciny: dfive nez mohou byt nemoci diagnostikovany, |é¢eny a
studovany, museji byt popsany, definovany a pojmenovany. Hlavnim principem WHO
klasifikace je definice redlnych nemoci, které lze rozpoznat s vyuzitim dostupnych
vySettovacich metod a které se jevi byt unikatnimi klinickymi jednotkami. Tento ptistup
ke klasifikaci vyuziva vSech dostupnych informaci — morfologie, imunofenotypu,
genetického profilu a klinickych rysli nadoru. Relativni dlleZitost zminénych prvk(
klasifikace se liSi mezi jednotlivymi diagnostickymi entitami a neexistuje ,zlaty
standard”, na jehoZz zakladé by bylo moZno univerzalné definovat vSechny nadory
hematopoetické a lymfoidni tkané. Diagnostika téchto neoplazii ma proto komplexni a

multidisciplindrni charakter. (1)
3.2 Rozdéleni neoplazii ze zralych B-lymfocytl na zakladé principti WHO klasifikace

WHO klasifikace nadord hematopoetickych a lymfoidnich tkani z roku 2008 rozdéluje

zralé B-bunécné neoplazie nasledovné:

chronicka lymfocytarni leukémie/lymfom z malych lymfocyt(

- B-prolymfocytarni leukémie

- splenicky lymfom z margindlni zény

- vlasatobunécna leukémie

- splenicky B-bunéény lymfom/leukémie, neklasifikovatelny, véetné splenického
difuzniho malobunééného lymfomu cervené pulpy

- lymfoplazmocytarni lymfom a Waldenstrémova makroglobulinémie

- plazmocelularni neopldzie (nemoc z tézkych retézcd, plazmoceluldrni myelom,
solitarni kostni plazmocytom, extraosedlni plazmocytom)

- extranodalni lymfom z marginalni zény z lymfoidni tkané sliznic (MALT lymfom)

- nodalni lymfom z margindlni zény

- folikularni lymfom

- primarni koZni lymfom z centra folikul(

- lymfom z bunék plasté (lymfom z plastovych bunék)
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- difuzni velkobunécny B-lymfom, jinak nespecifikovany, vcetné difuzniho
velkobunééného B-lymfomu bohatého na T-lymfocyty/histiocyty, primarniho
difuzniho velkobunééného Ilymfomu CNS, primarniho kozniho Ilymfomu
koncetinového typu a EBV-pozitivniho difuzniho velkobunééného B-lymfomu
starSich pacientt

- difuzni velkobunéény B-lymfom asociovany s chronickym zanétem

- lymfomatoidni granulomatéza

- primarni mediastindlni (thymicky) velkobunéény B-lymfom

- intravaskularni velkobunécény B-lymfom

- ALK-pozitivni velkobunéény B-lymfom

- plazmablasticky lymfom

- velkobunéény B-lymfom vznikajici u HHV-8 asociované mulicentrické
Castlemanovy nemoci

- primarni lymfom vypotku

- Burkittdv lymfom

- neklasifikovatelny B-bunécny lymfom srysy intermedidrnimi mezi difuznim
velkobunéénym lymfomem a Burkittovym lymfomem

- neklasifikovatelny B-bunécny lymfom srysy intermedidarnimi mezi difuznim
velkobunécnym B-lymfomem a klasickym Hodgkinovym lymfomem. (1)

3.3 Zmény WHO klasifikace nadori hematopoetickych a lymfoidnich tkani ve skupiné

neoplazii ze zralych lymfocytt

Vroce 2016 byly pripraveny zmény WHO klasifikace nadorli hematopoetickych a

lymfoidnich tkani, které zahrnuji v rdmci zralych B-bunéénych neoplazii:

- zdUraznéni souvislosti monoklondlni B-lymfocytdzy s vyssSim poctem lymfocyta
a chronické lymfocytarni leukémie/lymfomu z malych lymfocytd

- intenzivni zdjem o proliferaéni centra u chronické lymfocytarni
leukémie/lymfomu z malych lymfocytd

- prejmenovani folikuldrniho lymfomu in situ na in situ folikuldrni neoplazii

- definice pediatrického typu folikularniho lymfomu jako nové diagnostické entity

- zdUraznéni specifickych rysli duodenalniho typu folikuldrniho lymfomu a

difuzniho low-grade folikularniho lymfomu
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vyclenéni difuzniho B-lymfomu s prestavbou IRF4 jako provizorni diagnostické
entity

zdUraznéni rozdilu mezi klasickym Ilymfomem z plastovych bunék a
leukemickym neuzlinovym lymfomem z plastovych bunék s vétSinovym
indolentnim prabéhem

prejmenovani lymfomu z plastovych bunék in situ na in situ neoplazii
z plastovych bunék

zdliraznéni nové definovanych molekuldrné genetickych zmén na zakladé
sekvenovani nové generace (,next generation sequencing”) u vlasatobunécné
leukémie, lymfoplazmocytarniho lymfomu / Waldenstromovy makroglobu-
linémie, chronické lymfocytarni leukémie, lymfomu z plastovych bunék a
folikularniho lymfomu

zdlUraznéni nutnosti rozliSeni mezi GCB a ABC subtypem difuzniho
velkobunééného lymfomu minimalné na zakladé imunohistochemického nalezu
se zasadnim klinickym dopadem

zdlraznéni vyznamu prestavby genu MYC a dalSich zmén detegovanych pomoci
sekvenovani nové generace u difuzniho velkobunécného lymfomu
prejmenovani EBV+ difuzniho velkobunééného lymfomu dospélych na EBV+
difuzni velkobunécny B-lymfom, blize nespecifikovany

vyClenéni nové diagnostické kategorie EBV+ mukokutanni vied

zdUraznéni vyznamu genetickych zmén nové detegovanych pomoci
sekvenovani nové generace u Burkittova lymfomu a zfizeni nové provizorni
diagnostické jednotky lymfom podobny Burkittovu lymfomu s aberaci 11q
zruSeni diagnostické kategorie neklasifikovatelny B-bunéény lymfom s rysy
intermediarnimi mezi difuznim velkobunéénym lymfomem a Burkittovym
lymfomem a jeji nahrada kategoriemi ,high-grade” B-lymfom s prestavbou MYC

a BCL2 a/nebo BCL6 a ,,high-grade” B-lymfom, bliZze nespecifikovany. (2)
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4. Laboratorni metody diferencialni diagnostiky zralych B-lymfoidnich neoplazii -

zakladni principy

Laboratorni diferencidlni diagnostika CD5+ B-lymfoproliferaci se opira o tfi
multidisciplindrni diagnostické pilife: morfologicky obraz, imunofenotypovy profil a

genetickou charakteristiku.

4.1. Morfologicky obraz - morfologické metody
4.1.1 Cytologicka analyza
4.1.1.1 Zdakladni princip hematologické cytologie

U cytologie jsou vySetfovanym materidlem natéry periferni krve a kostni dreng,
otiskové preparaty lymfatickych uzlin nebo prepardty télesnych tekutin (punktat i
mozkomi$ni mok) zpracované cytocentrifugaci, které jsou ndsledné barveny
panoptickym barvenim Pappenheimovou metodou a vysetfovdny ve svételném

mikroskopu. (3)
4.1.1.2 Pappenheimova metoda fixace a barveni

Pappenheimova metoda se sklada z nasledujicich ukon(:

zhotoveni natéru, otiskového preparatu nebo preparatu télesnych tekutin,

fixace natéru, otiskového preparatu nebo preparatu télesnych tekutin,

barveni natéru, otiskového preparatu nebo preparatu télesnych tekutin,

- hodnoceni natéru, otiskového preparatu nebo preparatu télesnych tekutin. (4)
Natéry Ize zhotovit manualné pomoci roztérového sklicka, pomoci specidlnich pfistroja
vyuzivajicich roztérové sklicko nebo sprejovani nebo na barvicim automatu. Natéry se
maji pfipravit nejpozdéji do 4 hodin po odbéru. Pfi manualnim zhotoveni natéru se
kapka krve ¢i kostni dfené nanese do stfedu podlozniho sklicka a asi % od jeho okraje.
Natér se provede lehkym rovnomeérnym pohybem roztérového skli¢ka prilozeného pod

Uhlem 30-40° (obr. 1). Natér musi byt rovnomérny, stejnorody a pfimérené tenky, musi
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mit dlouhé rovné okraje a prechdazet do ztracena cca 2 cm pred koncem skli¢ka. Hotovy

natér se necha na vzduchu dobfe zaschnout. (4)

Obr. 1. Provadéni natéru periferni krve a kostni dfené

Otiskovy preparat k cytologickému hodnoceni se zhotovuje plosSnym ¢i meandrovitym
otiskem fezné plochy odebrané tkané, nejcastéji lymfatické uzliny &i jeji ¢asti, na

podlozni sklicko.
Preparat télesné tekutiny se zhotovuje cytocentrifugaci.

Fixace a barveni ndatéru se provadi s vyuzZitim kombinace barviv May-Grinwald a
Giemsa-Romanowski. Slozkami barviva May-Griinwald jsou eozin, metylenova modfr,
metylalkohol a glycerol, u barviva Giemsa-Romanowski jsou to azur-eozin Il, azur I,
glycerol a metylalkohol. May-Griinwald barvi acidofilni burfiky a neutrofilni granulaci
leukocytl, Giemsa-Romanowski barvi jak cytoplazmu monocytl a lymfocytl, tak

chromatin jadra. (4)

Obarvené a osusené natéry se hodnoti svételnym mikroskopem s vyuzitim imerznich
nebo neimerznich objektivl v pfimérené tenké oblasti natéru. ZvétSeni mikroskopu se
voli podle toho, zda je natér volné prohlizen (hodnoceni kvality, bunécnosti a rozlozeni
bunék pfi 100-200 nasobném zvétSeni) nebo se provadi detailni hodnoceni
jednotlivych bunék (zvétseni 500-1000 krat). K dispozici jsou také digitdlni

morfologické analyzatory. (4)
4.1.1.3 Cytologické hodnoceni morfologie lymfocyti

V pripadé lymfocytd (pfedmeét dizertacni prace) se stanovuje jejich pocetni zastoupeni

véetné vyskytu a kvantity patologickych lymfocytd. Hodnocené morfologické prvky pfi
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1000 ndsobném zvétseni zahrnuji: velikost bunék, pomér cytoplazmy a jadra, velikost,
tvar a lokalizace jadra, charakter jaderného chromatinu, pfitomnost a lokalizace
nukleoll, barvitelnost cytoplazmy, pritomnost intracytoplazmatickych vakuol, granuli

nebo inkluzi. (3)
4.1.2 Histologickd analyza

Histologické vysetfeni se realizuje u bioptickych vzork( po jejich fixaci a zpracovani do
podoby tenkych tkanovych fezl z parafinovych blockd. Zakladnim histologickym
barvenim je hematoxylin-eozin, morfologické hodnoceni svételnou mikroskopii je
obdobné jako vpfripadé cytologie, navic vyuzivd informaci o detailni

mikroarchitektonice postizené tkané. (3)

4.2. Stanoveni imunofenotypu — metoda prlitokové cytometrie a imunohistochemie
4.2.1 Analyza pritokovou cytometrii

4.2.1.1 Zdkladni charakteristika prutokové cytometrie

Pritokova cytometrie umozniuje rychlou kvalitativni a kvantitativni analyzu optickych a
fluorescenénich vlastnosti obrovského mnozstvi elementll (bunék nebo jinych ¢astic)
v tekutych suspenzich. Tato vysoce senzitivni a rychld laboratorni metoda v sobé
spojuje  principy fluorescenéni mikroskopie a hematologického analyzatoru.
Multiparametricky charakter analyzy umoznuje soubézné stanoveni fady parametr( na
povrchu ¢i uvnitf bunék. Zakladnimi analyzovanymi prvky jsou velikost ¢astic, denzita

jejich vnitfniho obsahu (granularita) a intenzita fluorescence. (3, 5, 6)
4.2.1.2 Zdakladni konstrukcni komponenty prutokového cytometru

Zakladnimi konstrukénimi prvky pritokového cytometru je fluidni systém, opticky

systém a pocitacovy systém.

Fluidni systém zajisStuje transport analyzovanych c¢astic nosnou kapalinou do mista
méreni v prltokové kyveté. Laminarnim proudénim nosné kapaliny a konickym tvarem
pratokové kyvety je docilena tzv. hydrodynamickd fokuzace vstfikovaného vzorku, tj.
vytvoreni koaxidlniho proudu mérenych elementd, ve kterém v misté méreni prochazi

v okamziku analyzy pouze jedind bunka. (5, 6)
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Opticky systém se sestava z excitacni optiky a sbérnych optickych cest. Excitacni optiku
tvori zdroj zareni se stabilni emisi foton0 a opticka soustava usmérnujici paprsek do
mériciho bodu. Zdrojem zareni je jeden Ci vice laserd, nej¢astéji argonovy (modry) laser
s emisni vinovou délkou 488 nm a helium-neonovy (Cerveny) laser emitujici svétlo o
vinové délce 635 nm. Kromé téchto zdkladnich typl se pouZivaji téz jiné druhy laser(
(Kr, He-Cd, neodym-YAG, polovodi¢ovy atd.) Sbérnou optiku tvofi soustava cocek,
dichroickych zrcadel a filtra zajistujici usmérnéni rozptytelného svétla (light scatter) a
emisniho zareni, které vznikd dopadem laserového zafeni na C¢dastice znacené
fluorochromem, na pfislusné detektory. Signal dopfedného rozptylu (forward scatter)
zachyti fotodioda dopredného rozptylu. Signal bocniho rozptylu (side scatter) a
fluorescence zachycuji detektory skladajici se z fotonek s ndsobi¢em. Detegované
fotony jsou prevedeny na sekundarni emisi elektront transformovanou na napétovy
pulz, ktery je nasledné linedrné ¢i logaritmicky amplifikovan, digitalizovan a graficky
znazornén pomoci pocitacového (vypocetniho) systému (software). Pocitacovy systém
slouzi také kelektronické selekci analyzovanych ¢astic (gating) a simultannimu

zpracovani jednotlivych signald. (5, 6)
4.2.1.2 Zdkladni parametry analyzy pritokovou cytometrii

Mezi zakladni parametry analyzované pratokovou cytometrii patfi dopredny rozptyl,

boc¢ni rozptyl a fluorescence.

Fotodioda dopredného rozptylu zachycuje signal v Uhlu 20° od osy laserového paprsku
nazyvaném forward scatter channel (FSC), ktery poskytuje informaci o velikosti

analyzovanych elementd. (5, 6)

Signal v Uhlu 90° od osy laserového paprsku zachycovany fotonasobi¢em (ohyb a odraz
svételného paprsku) se nazyva side scatter channel (SSC) a informuje o vnitrni

strukture (granularité) bunék. (5, 6)

Zaznam hodnot FSC a SSC na osy x a y predstavuje dvojrozmérné grafické zobrazeni

analyzovanych element dle jejich velikosti a vnitfni struktury (tzv. scattergram). (6)

Fluorescence je emise svételné energie (fotonl) o konkrétni vinové délce zplsobena
predchozi excitaci laserovym zarenim specifické vinové délky odpovidajici adsorbénimu
maximu prislusného fluorochromu. Rozdil mezi vinovou délkou excitaéniho a
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emitujictho zareni se nazyvd Stokesiv posun. Fluorescence je detegovdna
fotonasobicem separatné pro kaidy fluorochrom v dhlu 90° od osy laserového
paprsku. Analyza fluorescence poskytuje kvalitativni a kvantitativni informaci o
membranovych nebo intraceluldrnich receptorech znacenych fluorochromem
v dusledku vazby jeho konjugadtu s monoklonalni protildtkou na cilovy antigen.
Fluorescenci lze hodnotit kvalitativné jakou slabou, pfiméfenou a silnou. Presnéjsi
hodnoceni poskytuje primérna fluorescencni intenzita (MFI), pfesnd kvantifikace je
mozna pomoci arbitrarnich jednotek sABC (specific antibody binding capacity) a MESF

(molecules of equivalent soluble fluorochrome). (5, 6)

V praxi se vyuZivaji fluorochromy samostatné nebo tandemové, u kterych excitace
primarniho fluorochromu aktivuje k excitaci sekunddrni fluorochrom prenosem
energie nazyvanym FRET (fluorescence resonant energy transfer). Zarivéjsi
fluorochromy slouzi kdetekci antigenl se slabsi expresi. Mezi samostatné
fluorochromy fadime FITC (fluorescein izothiokyanat), APC (allofykocyanin), Pacific
Blue, PerCP (peridinin-chlorofyl-protein), PE (fykoerytrin), Alexa Fluor, mezi tandemové
fluorochromy pak APC-Alexa Fluor, PerCP-Cy5.5, APC-Cy5.5, APC-Cy7, PE-Cy5.5, PE-
Cy5, PE-Cy7, PE-Texas red. (5, 6)

Vyuziti skaly fluorochrom( s diferencovanym emisnim spektrem umoziuje provadét
soucasnou multiparametrovou analyzu exprese znak( pfi vazbé fady monoklonalnich
protildtek na jedinou buriku. Multiparametrova analyza je ovsem na druhé strané
spojena s fenoménem spektralniho prekryvu emisnich spekter mnoha fluorochroma
(spektrdlni presvit, spectral overlap). Tento problém je FteSitelny pouZitim
fluorochrom( bez spektralniho prekryvu nebo procesem fluorescenéni kompenzace
zalozenym na matematické korekci presvitu provadéné automaticky analytickymi

softwary modernich cytometra. (3, 5, 6, 7)

Pti tvorbé diagnostickych panell je nutné respektovat relativni intenzitu jednotlivych
fluorochrom(l. PE a tandemové fluorochromy s PE maji nejvyssi relativni intenzitu,
nasleduji APC a tandemové fluorochromy s APC. Relativni intezita fluorescence
ostatnich fluorochrom( je o jeden logaritmus nizsi. Fluorochromy s vyssi relativni
intenzitou fluorescence slouZi k detekci slabé exprimovanych antigend (napfr. CD56,

CD13, CD33, CD117, CD133, CD19). (5)
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Soucasti specidlnich cytometrl muizZe byt sortovaci modul slouZici k separaci zdjmové

populace z analyzovaného vzorku. (6)
4.2.1.3 Monoklondlni protildtky

Vazba fluorochromu na specificky antigen je zajisténa jeho konjugaci s monoklonalni
protildtkou. Pro diagnostické ucely se pouzivaji komeréni konjugaty monoklonalni
protilatky s fluorescenénim barvivem ziskdvané vétSinou hybridomovou technologii
z imunizovanych mysi. Takto vzniklé protilatky maji presné definovanou tfidu, podttidu

a specificitu zajistujici standardizaci analyzy. (6)
4.2.1.4 Vyuziti pritokové cytometrie u zralych B-lymfoidnich neopldzii

VySetfovanym materidlem v pfipadé lymfoproliferativnich onemocnéni je periferni
krev, kostni dren, punktdt, mozkomiSni mok nebo bunécnd suspenze ziskand

dezintegraci celistvé tkané (lymfatické uzliny, sleziny nebo biopsie). (3)

Mezindrodni konsenzus pfijaty v Bethesdé v roce 2006 doporucuje vyuZit pratokovou
cytometrii  z diferencidlné diagnostickych ddvodl v pfipadé nalezu cytopenie,
leukocytdzy (zejména lymfocytdzy), pti pritomnosti atypickych bunék ¢&i blastl
v periferni krvi ¢&i kostni dfeni, pfi plazmocytéze ¢&i monoklondlni gamapatii,
organomegalii a tkarnovych masach. Vsechny uvedené indikace mohou byt spojeny se
zralymi B-lymfoidnimi neoplaziemi. Po stanoveni diagndzy je analyza pratokovou
cytometrii indikovana v ramci staZzovani nemoci, k hodnoceni nékterych prognostickych
ukazatel(, k detekci potencidlnich terapeutickych cilli, pro stanoveni |[écebné odpovédi
(méreni minimalni rezidualni nemoci), k prikazu progrese &i relapsu choroby nebo jeji

akcelerace. (8)

Vysetieni pratokovou cytometrii ma u zralych B-lymfoidnich neoplazii mimoradné
dllezity vyznam. Jde o velmi rychlou metodu umoziujici Sirsi analyzu imunofenotypu
nezli imunohistochemie, korelaci fady charakteristik jednotlivych bunék, kvantifikaci
patologickych populaci véetné detekce diskrétnich nalezl a precizni stanoveni Urovné

exprese jednotlivych antigenu. (9)

Imunofenotypizace pratokovou cytometrii dostatec¢né Sirokym diagnostickym panelem

umozniuje u fady B-lymfoproliferaci pfesnou kategorizaci v ramci WHO klasifikace, a to
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zejména ve spojeni s cytologickym vySetfenim. Specificita metody dosahuje u
nékterych diagnostickych entit az 95 % a u vétSiny pfipadd zralych B-lymfoidnich
neopldzii dosahuje  vysokou miru korelace svysledky histologické a
imunohistochemické analyzy. PFfitomnost aberantnich imunofenotypl je vyhodna
nejen z hlediska diagnostického, ale téz pti detekci minimalni rezidualni choroby. (10,

11, 12)

Existuje fada doporuceni pro konstrukci diagnostickych panell pro klasifikaci zralych B-
lymfoidnich neoplazii. Doporuceny panel podle Evropské skupiny pro imunologickou

klasifikaci leukémii (EGIL) zahrnuje v pfipadé B-lymfoproliferaci:

- markery pro gating: CD19;
- zdkladni B-lymfoidni markery - CD20, CD22, CD23, CD103, FMC7, CD5, CD10,
lehké fetézce kappa/lambda, CD25, CD38, CD79b;
- dodatecné B-lymfoidni markery — CD2, CD7, CD123, CD138, HLA-DR, CD11c,
CD24, CD43, CD81, 1gG/A/M/D, CD81, bcl-2, ZAP-70. (5)
Jiz zminény mezinarodni konsenzus z Bethesdy (2006) rozdéluje diagnostické B-
lymfocytarni markery z hlediska uréeni liniové pfislusnosti, stanoveni monoklonality a
dalsi podrobné klasifikace na primarni (CD5, CD10, CD19, CD20, CD45, kappa a lambda)
a sekundarni (CD9, CD11c, CD15, CD22, sCD22, CD23, CD25, CD13, CD33, CD34, CD38,
CD43, CD58, sCD79a, CD79b, CD103, FMC7, bcl-2, c-kappa, c-lambda, TdT, ZAP-70,

clgM). (13) Prehled duleZitych diferencialné diagnostickych marker( podava tab. 1.

Prace Craiga a Foona zroku 2008 definuje prakticky identicky rozsah potfebnych
diferencidlné diagnostickych markerll a vramci klasifikace zralych B-lymfoidnich

neoplazii definuje ¢tyfi Sirsi zakladni skupiny s charakteristickym imunofenotypem:

- CD5+/CD10-: chronickd lymfocytarni leukémie/lymfom z malych lymfocytd,
lymfom z plastovych bunék, ¢ast B-prolymfocytarnich leukémii a mald ¢ast
lymfomG z margindlni  zény, difuznich velkobunécénych B-lymfom( a
lymfoplazmocytarnich lymfomu;

- CD5-/CD10+: difuzni velkobunéény lymfom, folikularni lymfom, vzacné pripady
lymfoplazmocytarniho lymfomu, Ilymfomu z margindlni zény, lymfomu

z plastovych bunék a vlasatobunécné leukémie;
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- CD5-/CD10-: difuzni velkobunéény B-lymfom, lymfom z margindlni zdny,
vlasatobunécéna leukémie, lymfoplazmocytarni lymfom, CD10- folikuldrni
lymfom a CD5- lymfom z plastovych bunék;

- CD5+/CD10+: neobvyklé pripady difuzniho velkobunétného lymfomu,
folikuldrniho lymfomu, lymfomu z plastovych bunék, chronické lymfocytarni

leukémie/lymfomu z malych lymfocytd a Burkittova lymfomu. (14)

Analyza exprese lehkych fetézcd imunoglobulinG pfispivd klicovym zplsobem
k pfimému stanoveni monoklonality v B-linii prlikazem dominance (restrikce) lehkého
imunoglobulinového fetézce kappa nebo lambda. Obvykle se udava patologicka
hodnota poméru lehkych retézcl kappa:lambda vyssi nez 4:1 ¢i nizsi nez 1:2.
Interpretac¢ni hodnotu poméru kappa:lambda mize ovliviiovat diskrétni velikost
nadorové populace s prevazujicim pozadim fyziologickych B-lymfocytli, hranic¢ni
hodnoty poméru u nékterych patologii, nizka exprese ¢i Uplna absence lehkych fetézcl
imunoglobulind u nékterych B-lymfomu a téz zndmy fakt, Ze monoklonalni populaci B-

lymfocytl Ize nalézt u nékterych nenadorovych stavu. (10, 14)

Presnost diferencidlni diagnostiky na zakladé analyzy prltokovou cytometrii zvysuje
v pfipadé zralych B-lymfoidnich neoplazii vyuziti nékterych ,novéjsich” markera. Jako
priklad Ize uvést vyznam znaku CD200 pro odliseni CLL/SLL a non-CLL lymfoproliferaci.
(15, 16, 17, 18) Podobné je znak CD305 vysoce specificky pro vlasatobunécnou

leukémii.

Problematikou imunofenotypizace lymfoidnich neoplazii v konceptu vysoké urovné

mezilaboratorni standardizace se podrobné zabyva napfiklad konsorcium EuroFlow.
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Tab. 1. Pfehled nejdulezitéjsich diferencialné diagnostickych B-markeru (3, 5)

Marker Struktura Funkce

CD5 Transmembranovy glykoprotein, 67 kDa CD72 ligand

CD10 Integralni membranovy protein, 100 kDa Neutralni endopeptidaza

CD11c Transmembranovy glykoprotein, 150 kDa Integrin - aX podjednotka

CD19 Membranovy glykoprotein, 95 kDa Regulace, aktivace a diferenciace B-
lymfocytu

CD20 Membranovy protein, izoformy 33-37 kDa Regulace, aktivace a diferenciace B-
lymfocytu

CD21 Transmembranovy glykoprotein, 145 kDa C3d receptor, EBV receptor, aktivace a
proliferace B-lymfocytu

CD22 Transmembranovy glykoprotein, izoformy 130 a 140 kDa Aktivace a diferenciace B-lymfocytu,
ztrata po aktivaci B-lymfocytu pred
stadiem plasmocytu

CD23 Transmembranovy glykoprotein, 45 kDa, asociace s MHC . Nizkoafinitni receptor pro IgE

Tridy

CD25 Glykoprotein, 55 kDa Receptor pro IL-2

CD38 Integralni membranovy glykoprotein, 45 kDa Enzym (NAD-glykohydroldza, ADP-
ribozylcyklaza, cyklicka ADP-rib6zo-
hydrolaza)

CD40 Glykozylovany fosfoprotein, 44-48 kDa Receptor pro TNF

CD79a/ CD79b Glykoprotein, 33-45 kDa, asociace se Smlg Struktura BCR komplexu

CD103 Dvouretézcovy heterodimer, 25 a 150 kDa Integrin - aE podjednotka

CD123 Glykoprotein, 43 kDa a-rfetézec nizkoafinitniho receptoru
pro IL-3, bunécny rist a diferenciace

CD138 Transmembranovy heparan-sulfat-proteoglykan (Syndecan-1) | Adhezivni molekula

CD200 0OX-2 membranovy glykoprotein Regulace aktivity v myeloidni linii,
inhibi¢ni signdly pro makrofagy

CD305 Transmembranovy glykoprotein, 40 kD (LAIR-1) Inhibice cytotoxicity, bunécna
aktivace, proliferace a diferenciace

ZAP-70 TCR-zeta asociovany protein, 70 kDa Proteinova tyrozinkinaza
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4.2.2 Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemie predstavuje imunofenotypizaci v tkanovych tezech. Detekce
specifickych antigennich determinant probiha na stejném zakladnim principu jako u
pratokové cytometrie — vizualizace vazby antigenu a protilatky. Pfima metoda vhodna
pro vysoce koncentrované antigeny lokalizuje antigen vazbou primarni protilatky
konjugované s fluoresceinem, enzymem nebo kovem. Nepfima metoda (dvojstupriova
nebo trojstupniovd) vyuzivd vazby konjugované sekundarni protilatky proti Fc
fragmentu protilatky primarni, je citlivéjSi a vhodnd k prikazu nizce exprimovanych

markeru. (3, 19)

4.3. Stanoveni genetického profilu — cytogenetické a molekularné cytogenetické

metody
4.3.1 Cytogeneticka analyza

Cytogenetické vysetreni se nejCastéji provadi ve vzorcich kostni dfené. Odebrany
material je kultivovan s rGznymi kultivaénimi médii (nejcastéji RPMI), nasleduje zastava
bunééného cyklu v metafdzi, ptidani hypotonického roztoku a fixace bunék. Pro
stanoveni karyotypu se nejcastéji vyuzivd metoda G-pruhovani zaloZzend na pusobeni
trypsinu a barveni barvivem Giemsa-Romanowski, hodnoceni probihda pomoci

svételného mikroskopu, standardné se hodnoti 30 mitdz. (3, 7)
4.3.2 Molekuldarné cytogeneticka analyza

Molekularné cytogenetické metody umoZnuji precizni a senzitivni identifikaci

patologickych genetickych zmén na rlznych principech. (3, 7, 20, 21)
4.3.2.1 Fluorescencni in situ hybridizace

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) umozniuje pomoci fluorescenéniho mikroskopu
vizualizovat sekvence nukleovych kyselin v mikroskopickych preparatech obsahujicich
morfologicky zachovalé chromozomy, jadra i tkanové fezy komplementarni vazbou
fluorochromem znacené hybridizaéni sondy (kratkého useku DNA) k cilové sekvenci
DNA. Hybridizacni sondy se podle mista vazby rozdéluji na centromerické,
celochromozomové a genové specifické. Metoda se vyuziva se zejména k detekci

translokaci, deleci a amplifikaci. (3, 7, 20, 21)
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4.3.2.2 Minohobarevnd fluorescencni in situ hybridizace

Mnohobarevna FISH (mFISH) vyuziva hybridizaci celochromozomovych sond zna¢enych
kombinaci spektralné odliSnych fluorochrom detekovanych s vyuZitim sady
Uzkopdsmovych optickych filtrG eliminujicich spektralni prekryv. Vysledkem
pocitacového zpracovani je zobrazeni metafdze, kde kazdy chromozom je odlisen
urcitou barvou. Metoda slouZzi zejména k detekci sloZitych prestaveb (kryptické

translokace, inverze) a komplexnich zmén karyotypu. (3, 7, 20, 21)
4.3.2.3 Spektrdlni karyotypovadni

Spektrdlni karyotypovani (SKY) umoznuje stejné jako mFISH soucasnou vizualizaci
vSech lidskych chromozom( v odlisSnych barvach svyuzZitim rozdilné znadenych
celochromozomovych sond. Zobrazeni celého karyotypu vznika jako vysledek analyzy
emisniho spektra po soucasné excitaci vSech fluorochrom(. VyuZiti je stejné jako u

mFISH. (3, 7, 20, 21)
4.3.2.4 Komparativni genomovd hybridizace

Komparativni genomova hybridizace (CGH) analyzuje chromozomové zmény v celém
genomu béhem jedné hybridizacni reakce, pfi které je testovand genomova DNA
oznacena modifikovanymi nukleotidy pouzita jako hybridizani sonda s normalnimi
metafdznimi chromozomy. Simultanné probihd hybridizace kontrolni DNA z bunék
s normalnim karyotypem, testovana a kontrolni DNA jsou oznaceny spektralné
diferencovanymi fluorochromy. Metoda je vhodna k celogenomovému screeningu
nebalancovanych prestaveb (ztrata nebo zmnoZeni genetického materidlu).
Zdokonaleni metody CGH predstavuje technika array-CGH, kterd vyuzivd misto
metafaznich chromozomu kratké cilové sekvence DNA vdzané na specialné upraveném

povrchu (tzv. DNA-Cip). (3, 7, 20, 21)
4.3.2.5 Polymerdzovad fetézovd reakce

Polymerdzova retézova reakce (PCR) je mimoradné senzitivni metoda umoznujici
exponencidlni amplifikaci genového Useku ohrani¢eného dvojici kratkych
oligonukleotidovych sekvenci (tzv. primer(). Metoda se vyuZiva v celé radé modifikaci,

v pfipadé CD5+ B-lymfoproliferaci slouzi zejména k analyze prestavby genu pro tézky
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imunoglobulinovy tfetézec (IgH) a stanoveni mutacniho stavu v jeho variabilni casti

(IGHV). (3, 7, 20, 21)
4.3.2.6 Sekvenovdni nové generace (NGS, z angl. new generation sequencing)

V poslednich letech se stdle vice vyuziva k detekci klinicky relevantnich mutaci technika
sekvenovani nové generace. Diky vysoké citlivosti se NGS vyuZivd zejména u
somatickych mutaci, nebot umozZnuje detegovat i subklony, které jsou zastoupeny v
mnozstvi pod 20 %. Dalsi velkou vyhodou je mozZznost soucasného sekvenovani nékolika
desitek aZ stovek gen( asociovanych s danym onemocnénim, pfip. rezistenci na léc¢bu

nebo horsi progndzou. (22, 23)

Diferencialné diagnosticky vyznam jednotlivych genetickych zmén ve skupiné CD5-

pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii je podrobné uveden v kapitole 6.
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5. Zakladni charakteristika zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii

5.1 Antigen CD5 a jeho exprese na lymfocytech

Ze strukturalniho hlediska je povrchovy bunécny antigen CD5 protein s molekuldrni

hmotnosti 67kD, jeho strukturu zobrazuje obr. 2 (5).

Obr. 2. Struktura antigenu CD5 (B. Rodamilans a kol., 2007) (24).

Za fyziologickych okolnosti je antigen CD5 exprimovan na povrchu vétsiny T-lymfocytu;
objevuje se na povrchu T-lymfoidnich prekurzori a pretrvdva do pozdnich fazi T-
lymfoidni diferenciace. U B-lymfocytl je jeho vyskyt omezen na povrchovou expresi u
minoritniho B-lymfocytarniho subsetu, tzv. B-1 bunék lymfatickych uzlin, sleziny,
pleuralni a peritonedlni dutiny. Tato minoritni B-lymfocytarni subpopulace se
vyznacuje omezenou diverzitou (polyspecificitou) B-bunééného receptoru (BCR),
predominantni sekreci imunoglobulinu M a potencidlni autoreaktivitou. CD5 je
ligandem CD72, ucastni se v modulaci signdlu z BCR a je mediatorem interakce mezi
jednotlivymi B-lymfocyty a B-lymfocyty a T-lymfocyty. Vzhledem k limitované
povrchové expresi antigenu CD5 na B-lymfocytech slouzi jeho pritomnost u nadorové

vvvvvv

lymfoidnich neoplazii. (3, 25)
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5.2 Rozdéleni zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii

V ramci WHO klasifikace zralych B-lymfocytarnich neoplazii jsou vyclenény definované

diagnostické entity s vice ¢i méné charakteristickou expresi znaku CD5.
Tyto diagnostické jednotky Ize roz¢lenit do tfi skupin:

- diagnostické jednotky s expresi antigenu CD5 u vétSiny pripadl — chronicka

lymfocytarni leukémie a lymfom z malych lymfocytl, lymfom z plastovych bunék,

- diagnostické jednotky s expresi antigenu CD5 u vyznamné menSinové Casti pripadl —
B-prolymfocytarni leukémie, lymfom z marginalni zény (zejména splenicky lymfom

z marginalni zény),

- diagnostické jednotky s raritni expresi antigenu CD5 — difuzni velkobunécny B-

lymfom, folikularni lymfom, lymfoplazmocytarni lymfom, Burkittlv lymfom. (3)

Podrobna charakteristika jednotlivych diagnostickych jednotek je uvedena dale

v kapitole 6.
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6. Laboratorni charakteristika jednotlivych zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich

neoplazii

6.1 Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) a lymfom z malych lymfocyta (SLL)
6.1.1 Epidemiologie CLL

CLL je nejcastéjsi leukémii dospélych v zapadnich zemich. Jeji incidence v USA je 5.04
pfipad na 100 000 osob za rok (26); v CR udava literatura incidenci nemoci 5.8 — 6.2
pfipadl na 100 000 osob za rok (27). Incidence se zvySuje s vékem dosahujic incidence
12.8 —14.3/100 000 osob za rok ve véku 65 let (1, 26). Eichhorstova uvadi median véku
v dobé diagndzy 72 let (28). Muzi jsou postizeni asi 1,5-2 krat Castéji nez zeny (1, 26).
CLL/SLL ¢itd 6.7 % non-hodgkinskych lymfom( v biopsiich (1). CLL je velmi vzacna
vzemich Dalného Vychodu a tato nizkd incidence se udrZuje v populacich

pristéhovalcll, coz hovofi ve prospéch genetické predispozice (1, 26).
6.1.2 Diagnosticka kritéria CLL

Diagnosticka kritéria chronické lymfocytarni leukémie dle WHO klasifikace nadoru
hematopoetické a lymfoidni tkdné a National Cancer Institute-Sponsored Working
Group (NCI-WG) jsou shrnuta vtab. 2. (1, 3, 29) Pro diagndézu CLL je postacujici

vySetfeni periferni krve.

Tab. 2. Diagnosticka kritéria CLL (1, 29)

B-lymfocyty v periferni krvi nad 5x10°/I, priikaz monoklonality B-lymfocyti

Méné nez 55 % atypickych prolymfocytli v periferni krvi pfi cytologickém vysSetreni

Typicky imunofenotyp

6.1.3 Morfologicky obraz CLL
6.1.3.1 Lymfatické uzliny a slezina

Postizené lymfatické uzliny u CLL/SLL vykazuji setfeni architektury s pseudofolikularni

strukturou pravidelné rozmisténych bledych okrskli odpovidajicich proliferacnim
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centriim obsahujicim vétsi buriky na tmavém pozadi malych bunék. Postizeni m(ize byt
omezeno na interfolikuldrni oblasti. Prevladajici bunikou je maly nadorovy lymfocyt.
Patologické lymfocyty u CLL jsou monotdnni, malé a zralé, jejich velikost nepfesahuje
dvojndsobek velikosti erytrocytu. Lymfocyty maji kulaty ¢i mirné ovalny tvar, kulaté
jddro je lokalizovdno vétSinou lehce excentricky, jaderny chromatin je hutny,
kondenzovany, mivd mozaikovitou strukturu a nékdy téZz malou prohluben na strané
s vétSim mnozstvim cytoplazmy. Nukleoly nejsou ve svételné mikroskopii zfetelné ani
pfi vysokém zvétSeni. Svétla Ci lehce bazofilni cytoplazma tvofi uzky lem kolem jadra a
jen vzdcné obsahuje vakuoly ¢i inkluze. U typické CLL nepfesahuje zastoupeni
prolymfocytd nebo atypickych lymfocytd 10 %. Mitoticka aktivita je obvykle velmi
nizka. Proliferacni centra obsahuji kontinuum malych, stfednich a velkych bunék,
mohou se vyskytnout prolymfocyty a paraimunoblasty. Prolymfocyty jsou vétSinou
sttedné velké bunky srelativné hutnym chromatinem a malymi jadérky,
paraimunoblasty jsou vétsi bunky skulatymi az ovdlnymi jadry, rozptylenym
chromatinem, centralnimi eozinofilnimi jadérky a mirné bazofilni cytoplazmou.
Velikost proliferacnich center a pocet paraimunoblastl se lisi pripad od pripadu. Ve
sleziné je obvykle napadné postizeni bilé pulpy, ale ¢ervend pulpa je také postizena,
proliferacni centra byvaji méné zretelna nez v lymfatickych uzlindch. Nékteré pripady

vykazuji plazmocytoidni diferenciaci. (1, 3, 30, 31)
6.1.3.2 Kostni drerni a periferni krev

V natérech kostni dfené a periferni krve jsou pfitomny vySe popsané malé nadorové
lymfocyty s hutnym chromatinem a sporou cytoplazmou. V natérech periferni krve
jsou typicky vidét jaderné stiny a koSikovité burnky. Gumprechtovy stiny predstavuji
artefakt vznikly mechanickym poskozenim fragilnich lymfocytl pfi provadéni natéru a
jsou pro CLL typické, i kdyZz ne diagnostické. U typické CLL nepfesahuje zastoupeni
prolymfocytd nebo atypickych pleomorfnich lymfocytd 10 %, obvykle je zastoupeni
prolymfocytd v natérech periferni krve pod 2 %. Zvysené pocty jsou spojeny
s agresivnéjsSim pribéhem nemoci. Infiltrace kostni dfené je u CLL intersticialni,
noduldrni, smiSena nebo difuzni. Proliferaéni centra jsou v kostni dfeni méné obvykl3
nez v lymfatickych uzlinach; paratrabekularni agregaty nejsou typické. Definice

minimalniho postizeni kostni dfené pozadovaného pro diagnézu CLL/SLL
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v nepfitomnosti ostatnich defini¢nich ryst neni stanovena, ackoli IWCLL popisuje jako

charakteristickou ptritomnost >30 % lymfocytd. (1, 3, 30, 31)
6.1.3.3 Atypickd CLL
Atypicka forma CLL se vyskytuje ve dvou variantach:

- prolymfocytarni varianta CLL neboli CLL s prolymfocyty (CLL/PL) ma zastoupeni
prolymfocytd 11-55 %,

- pleomorfni varianta CLL ma zastoupeni polymorfnich lymfocytd vyssi nez 15 %.

Prolymfocytdrni varianta CLL je charakteristickd pritomnosti prolymfocyt(i. Jedna se
o stfredné velké lymfocyty s kulatym jadrem, méné kondenzovanym jadernym
chromatinem a vyraznym nukleolem, ktery je vétSinou centrdlné lokalizovan.
V nékterych pripadech ma jadro nepravidelny tvar sindentacemi. Cytoplazma je

bohata a mirné bazofilni. (1, 3, 30, 31)

Pleomorfni varianta CLL je charakteristickd pfitomnosti pleomorfnich (polymorfnich)
lymfocytl. Tyto lymfocyty vykazuji rlizné atypie jaddra a cytoplazmy. Jddro ma casto
nepravidelny tvar, jaderny chromatin je vétSinou méné zahustény, jadérka byvaji
zfetelnéjsi. Atypie cytoplazmy zahrnuji patologické barveni, pfitomnost vybézk( nebo
intracytoplazmatickych inkluzi. Atypie jadra a cytoplazmy jsou castéjsi u pfripadu

s trisomii 12 a jinymi chromozomalnimi abnormalitami. (1, 3, 30, 31)
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Obr. 3. CLL (zralé lymfocyty, Gumprechtovy stiny), periferni krev, barveni May-Grinwald,
Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 4. CLL, prolymfocytarni varianta, (zralé lymfocyty, prolymfocyty), periferni krev, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 5. CLL, pleomorfni varianta, (lymfocyty s jadernymi atypiemi a nukleoly, okrajové vybézky
cytoplazmy), periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora
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6.1.4 Imunofenotyp CLL

U typické CLL jsou pan-B-antigeny (CD19, CD20, CD22, CD79) slabé exprimovany stejné
jako dominantni povrchové lehké retézce k nebo A, slgM a slgD. Znaky CD22 a CD79b
mohou byt i zcela negativni. Typicka je pozitivita CD5, CD23, CD43 a bcl-2. Variabilni
expresi maji markery CD25, CD11c, CD38 a ZAP-70 (vysoka exprese CD38 a ZAP-70 ma
negativni prognosticky vyznam). Negativni je FMC7, CD10, CD103 a cyklin D1. Velmi

vzacna je aberantni exprese T-lymfocytdrnich znakd CD2 nebo CD8. (1, 14, 30, 32)

Robustnim diagnostickym a diferencialné diagnostickym nastrojem je u CLL stanoveni
skore dle systému sestaveného Estellou Matutes jiz v roce 1994. Skére bylo upfesnéno
v roce 1997 vyuzitim znaku CD79b a je shrnuto v tab. 3. VétSina pfipadd CLL vykazuje
skére 4 nebo 5, pro ostatni lymfoproliferace je charakteristické skére 0-2. (33, 34)
Pfipady s hrani¢nim skére 3 vyzaduji dal$i upresnujici analyzy v ramci diferencialni

diagnostiky.
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Tab. 3. Skérovaci systém pro CLL dle Estelly Matutes (33, 34)

Body
1 0
Parametr

Exprese CD5 Pozitivita Negativita

Exprese slg Nizka Vysoka
Exprese CD79b Nizka Vysoka
Exprese CD23 Pozitivita Negativita
Exprese FMC7 Negativita Pozitivita

Jako velmi uzite¢ny se pfi diagnostice CLL jevi znak CD200, jeho vysoka exprese je

v ramci CD5-pozitivnich B-lymfoproliferaci pro CLL pomérné specificka. (15, 16, 17, 18)

U atypické CLL se setkdvame s vyssi expresi CD19, CD20, CD22 a CD79b a slg véetné
lehkych retézcli. Nékteré pripady mohou byt také CD5-negativni, CD23-negativni nebo
FMC7-pozitivni. Tyto atypie se pak odrazeji v CLL skore. (1, 14, 33, 34)

Nékteré imunofenotypové rysy lze vyuzit pro hodnoceni progndézy u CLL. Tyrozinkinaza
ZAP-70 patfi mezi antigeny, jejichz exprese je u CLL spojena s nemutovanym stavem
variabilniho regionu genu pro tézké retézce imunoglobulind (/IGHV). Metody vysetieni
ZAP-70 pratokovou cytometrii byly vyvinuty jako nahrada technicky a casové
narocného stanoveni mutacniho stavu CLL, oviem az u 20 % pfripadl je vysledek
analyzy mutacéniho stavu CLL a exprese ZAP-70 diskordantni. Negativni prognosticky
vyznam je podle nékterych autor(l spojen také s expresi znaku CD38. Za priznivéjsi se

povaZuje pozitivita MUM-1. (1, 30, 32)
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Obr. 6. CLL, periferni krev, imunofenotyp CD19+CD5+CD23+CD200+kappa+CD79b-FMC7-,
pratokovd cytometrie (dot plot diagramy, selektovana populace — lymfocyty, u povrchové
exprese kappa, lambda selekce B-lymfocyt(), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o.
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6.1.5 Genetika CLL

Asi 80 % pfipadl CLL ma abnormalni karyotyp prokazany metodou fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH). NejcastéjSimi genetickymi zménami u CLL jsou: delece 13.
chromozomu (del 13q14), trizomie 12. chromozomu, delece 11. chromozomu (del
11qg23), delece 17. chromozomu (del 17p13), delece 6. chromozomu (del 6g21). Delece
13. chromozomu vykazuje u CLL pfiznivou progndzu, trisomie 12. chromozomu
znamena intermedidrni prognézu a delece 11. chromozomu, delece 17. chromozomu a
delece 6. chromozomu jsou spojeny s nepfiznivym prlibéhem onemocnéni. Somatické
mutace variabilniho regionu genu IGHV nejsou pfitomny u 40-50 % ptipadd (>98 %
homologie se zarodecnou linii), 50-60 % pripadl naopak vykazuje somatickou
hypermutaci. Tyto dva podtypy choroby se lisSi v mnoha dalSich biologickych a
klinickych parametrech. Skupina s nemutovanym stavem IGHV ma horsi progndzu.
Molekularné cytogenetickym vySetfenim lze prokdzat mutace genu TP53 a NOTCH1. (1,

3, 32, 35) Frekvence vyskytu uvedenych genetickych abnormit je shrnuta v tab. 4.
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Tab. 4. Vyskyt genetickych aberaci u CLL (1, 3, 30)

Mutovany stav IGHV Nemutovany stav IGHV
Aberace
Delece 13q 65 % 48 %
Izolovand delece 13q 50 % 26 %
Trizomie 12 15% 19%
Delece 11q 4% 27 %
Delece 17p 3% 10%
Delece 11q nebo 17p 7% 35%

Pfitomnost genetickych zmén ma v diagnostice CLL pouze doplikovy vyznam, pro
diagnézu je zcela postacujici splnéni kritérii uvedenych v ¢asti 6.1.2. Stanoveni
genetického profilu nemoci je klicové z hlediska hodnoceni progndézy a vybéru

optimalni |é¢ebné modality.
6.1.6 Progrese a transformace CLL do lymfomu s vysokym stupném malignity

V pribéhu casu se u CLL mlZe objevit zvétSovani velikosti bunék a narlst proliferacni
aktivity stejné jako splyvani proliferacnich center v lymfatickych uzlindch a kostni dreni.
Casto to mize souviset s pribyvanim prolymfocytl v periferni krvi. Progrese CLL do B-
PLL je extrémné vzacnd. Pfi prolymfocytarni progresi CLL si jeji bunky vétSinou
ponechavaji zakladni imunofenotyp CD19+CD5+CD23+, narlsta vsSak intenzita exprese
znaku charakteristickd pro atypickou CLL, respektive B-PLL (CD20, CD22, CD79b, FMC7
a lehkych a tézkych retézcll). Pri flow-cytometrické analyze se vzhledem k velikosti
prolymfocytd méni také charakter forward scatter, ktery informuje o velikosti

analyzovanych elementd. (1, 30)

U 2-8 % pacientl s CLL v pradbéhu choroby se vyviji difuzni velkobunécny B-lymfom
(DLBCL) a u <1 % klasicky HodgkinGv lymfom (Richterova transformace). U vétsiny
DLBCL byla popsana klondlni ptibuznost s predchozi CLL, vétSinou i zde si

transformovana populace ponechava kromé vysokého parametru forward scatter
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imunofenotyp CLL. Nékteré ptipady vykazuji oviem odchylky fenotypu (zesileni
exprese CD20, CD22, CD79b, FMC7 a lehkych fetézcl imunoglobulinl, vymizeni CD23
nebo CD5). Tyto pfipady maji nemutované IGHV, zatimco klondlné neptibuzné pripady
DLBCL se obvykle objevuji u pfipadd s mutovanymi IGHV. Pfevaind vétSina pfipadu
Hodgkinova lymfomu se objevuje u CLL s mutovanymi IGHV. Velmi vzacné se popisuje
také  transformace  CLL/SLL do  prekurzorové  B-akutni  lymfoblastové

leukémie/lymfoblastového lymfomu. (1, 30)
6.1.7 Lymfom z malych lymfocyti (SLL)

Termin lymfom z malych lymfocytll se pouZivd pro zralé B-lymfoidni neoplazie
s tkanovou morfologii a imunofenotypem charakteristickym pro CLL, u kterych ovSem
nejsou splnéna arbitrdrni kritéria této nemoci (viz ¢ast 6.1.2). Také geneticky profil
nemoci je prakticky identicky s CLL. Definice SLL podle IWCLL tedy vyZzaduje
lymfadenopatii, nepfitomnost cytopenii v disledku infiltrace kostni dfené CLL/SLL a
«5x10°/1 monoklonélnich B-lymfocytd v periferni krvi. Postizeni kostni diené u SLL se

popisuje asi u 70 % pripada. (1, 30)
6.2 Lymfom z plastovych bunék (lymfom z bunék plasté, mantle cell ymphoma, MCL)
6.2.1 Definice MCL

Lymfom z plastovych bunék (MCL) je neoplazie ze zralych B-lymfocytl tvorena
prevazné monomorfnimi malymi az stfedné velkymi lymfocyty s nepravidelnymi
jadernymi konturami vychazejici z plastové zény lymfatickych folikld a vykazujici
expresi cyklinu D1 (event. vzacné cyklinu D2 nebo D3) spojenou s translokaci genu

CCND1 - t(11; 14). (1, 30)
6.2.2 Epidemiologie MICL

MCL zahrnuje pfriblizné 3-8 % non-hodginskych lymfomu. Vyskytuje se ve stfednim a
vy$Sim véku s medidnem kolem 60 let, pfevainé byvaji postizeni muzi (pomér 2:1 a

vice). (1, 30)

38



6.2.3 Morfologicky obraz MCL

Nejcastéji byvaji postizeny lymfatické uzliny, dalsimi ¢astymi misty postizeni je kostni
drefi a periferni krev. Casto jsou postizeny také ostatni extranodani lokality
(gastrointestinalni trakt, WaldeyerQv kruh). VétSina pripadd gastrointestinalni

monohocetné lymfomatdzni polypdzy predstavuje postizeni MCL. (1, 30)

Klasicky MCL je monomorfni lymfoidni nador nejcastéji tvoreny z malych az stfedné
velkych B-lymfocytll podobnych centrocytlim s nepravidelnymi jadernymi konturami,
s rozptylenym jadernym chromatinem a nevyraznymi jadérky. Rast nadoru je vagné
noduldrni, difuzni, ,mantle zone” typu nebo ma vzacné folikuldrni obraz. Vzacné je
nadorova léze omezena na vnitrni plastovou zénu (,in situ“ MCL). Cytomorfologicky
obraz nemoci je ovsem znacné variabilni: od malych zralych lymfocyti podobnych tém
u CLL pres stfedné velké lymfocyty sjadernymi nepravidelnostmi (zarezy jadra,
lobulizace) az k bizarnim lymfoidnim elementlim podobnym prolymfocytim ci blastiim
s jemnou jadernou strukturou a nukleoly u blastoidni varianty MCL. Pomérné pfiznacny
je vyskyt ,buttock cells“ u klasického MCL. Infiltrace kostni dfené je pfitomna u 2/3
pripadl, typicky je smiSend noduldrni a paratrabekularni, méné casto intersticidlni
nebo difuzni (zejména v pripadé blastoidni varianty). V ostatnich postizenych tkanich je
patrny naznacené noduldrni nebo difuzni zplsob infiltrace. Transformace do lymfomu

vys$sSiho stupné malignity se neobjevuje. (1, 30, 36, 37, 38)
Morfologické varianty MCL definované v rdmci WHO klasifikace popisuje tab. 5.

Raritné se vyskytuje také MCL s prolymfocytoidnimi rysy (1, 38, 39). U pleomorfni a
blastoidni varianty MCL se uvadi horsi progndéza nemoci (40, 41). U MCL neni zcela
vyjimecny ani kombinovany morfologicky obraz, kdy je obtizné jednoznacné pfifazeni

k nékteré z variant (39).
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Tab. 5. Morfologické varianty MCL (1)

Morfologicka varianta

Morfologické rysy

Malobunécnd (podobna CLL)

Malé kulaté lymfocyty shutnym jadernym

chromatinem; pfimisené ¢i  dominujici,

pripominajici CLL / SLL

Pleomorfni Pleomorfni lymfocyty, Casté velké lymfocyty
s ovalnym nebo nepravidelnym jadrem, cCasté
prominujici  nukleoly, prevainé bleda
cytoplazma

Blastoidni Lymfocyty pfipominajici lymfoblasty, jemna

struktura jadra, casté nukleoly, vysoka

mitoticka aktivita

Podobnd lymfomu z margindlni zény

Lymfocyty s bohatou bledou cytoplazmou
pfipominajici bunky marginalni zény i

,monocytoidni“ B-lymfocyty

Obr. 7. MCL (pleomorfni varianta), kostni dfen, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski,
svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice

s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

40




6.2.4 Imunofenotyp MCL

Z hlediska imunofenotypu vykazuje vétSina pfipadl vysokou expresi pan-B-marker(
CD19, CD20, CD22, CD24, CD79a a CD79b, povrchovych imunoglobulinl IgM, IgD, jejich
lehkych fetézcl (prevazuje lehky fetézec lambda) a znaku CD5 (obr. 8a). FMC7 je
vétSinou pozitivni, pravidelné je pozitivni CD43, CD38 a bcl-2. Charakteristickym a
zdsadnim diagnostickym rysem je intranukledrni exprese cyklinu D1 (obr. 8b).
Negativni expresi maji znaky CD10, CD11c, CD23, CD25, CD103, CD200 a bcl-6. Slabou
pozitivitu mohou mit z téchto znak(i CD23 a CD11lc. (1, 30, 36, 37) CD5-negativni
pfipady MCL se vyskytuji velmi vzacné (38, 42, 43, 44, 45). Extrémné vzacné jsou
pfipady CD5+CD10+ (38, 45, 46, 47). Proliferacni aktivitu odrazi exprese znaku Ki-67 (1,
14, 36). Pomérné specifickym markerem MCL je transkripéni faktor SOX11, jehoz
zvySenou expresi lze prokdzat imunohistochemicky nebo molekuldrné geneticky (38,
39, 48, 49, 50). Je tfeba zdUlraznit, Ze v uvedeném kontextu muizZe byt imunofenotyp
MCL znacéné variabilni, aberantni imunofenotypy byvaji popsany zejména u pleomorfni

nebo blastoidni varianty MCL.

Obr. 8. MCL, membranova pozitivita CD5 (8a) a intracelularni pozitivita cyklinu D1 (8b),
imunohistochemie, svételnd mikroskopie, zvétseni 400x a 200x, publikovdno se souhlasem
doc. MUDr. Martina Tichého, CSc., Ustav klinické a molekuldrni patologie FNOL a LF UP
v Olomouci

6.2.5 Genetika MCL

K diagnéze MCL vyznamnym zpUsobem prispivd genetickd analyza. Je pfitomna
prestavba genu pro tézky imunoglobulinovy fetézec, vétSinou v nemutované formé (az

80 %). Zmény karyotypu jsou obvykle komplexni. Diagnosticka je translokace t(11;
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14)(q13; g32) mezi geny pro IgH a CCND1 vedouci k nadmérné expresi cyklinu D1 (obr.
9). Vzacné se vyskytuji translokace zahrnujici geny pro lehké fetézce imunoglobulint
t(2; 11) a t(11; 22). Casté jsou zmény v oblasti 11q22-23 (40-75 %) a del 13q14 (43-
51%), ostatni aberace zahrnuji zmény v oblasti 3g26 (31-50 %), 7p21 (16-34 %), 8q24
(16-34 %, MYC), 1p13-p31 (29-52 %), 6q23-G27 (23-38 %), 9p21 (18-31 %), 13q11-q13
(22-55 %), 17p13 (21-45 %) a trisomii 12 (25 %). Pripady pleomorfni a blastoidni
varianty MCL maji Casto tetraploidii se zmnoZenim genu CCND1 nebo mutaci genu
TP53. Vzacné pripady bez translokace t(11; 14) exprimuji cyklin D2 nebo D3. (1, 30, 36,
49, 51, 52, 53, 54)

Obr. 9. MCL, t(11; 14), FISH (sonda Kreatech ON BCL1/IGH t(11;14)Fusion), fuzni signaly

translokovanych chromozomi jsou vyznaceny Sipkou, publikovdno se souhlasem CGB
laboratore a.s.

KD 1545/13

t(11;14)

>
\\ \

6.3 B-prolymfocytarni leukémie (B-PLL)
6.3.1 Definice B-PLL

B-prolymfocytarni leukémie (B-PLL) je nddor z B-prolymfocytl postihujici periferni
krev, kostni dfen a slezinu. Zastoupeni prolymfocytd musi prevySovat 55 % lymfoidnich
bunék v periferni krvi. Museji byt vylouéeny pfipady transformované chronické
lymfocytarni leukémie (CLL), CLL se zvysenym poctem prolymfocytd (CLL/PL) a

lymfoidni proliferace s relativné podobnou morfologii, ale nesouci translokaci t(11;
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14)(q13; q32) a cyklin D1, které jsou dnes jednoznacné fazeny k lymfomu z plastovych

bunék. (1, 30)
6.3.2 Epidemiologie B-PLL

B-PLL je extrémné vzdcné onemocnéni zahrnujici pfiblizné 1 % vSech lymfocytarnich
leukémii. Vétsina pacientd je starSi 60 let s medidnem véku 65-69 let a podobnym

rozloZzenim mezi pohlavimi. (1)
6.3.3 Morfologicky obraz B-PLL
6.3.3.1 Periferni krev a kostni drer

V periferni krvi je typicky vyrazna lymfocytdza (nezfidka vice nez 100x10°/I), vice nez
55 % lymfocytud v periferni krvi tvofi prolymfocyty. Jedna se o stfedné velké lymfocyty o
velikosti  pfiblizné dvojndasobku malého Ilymfocytu, skulatym jaddrem, méné
kondenzovanym jadernym chromatinem a vyraznym nukleolem, ktery je vétSinou
centrdlné lokalizovan. Nukleolus zretelné vystupuje v dlsledku jeho obklopeni
hutnéjsim jadernym chromatinem. V nékterych pfipadech ma jadro nepravidelny tvar
sindentacemi. Cytoplazma je bohata a mirné bazofilni, bez granuli. Morfologie
prolymfocytd v kostni dreni je Casto méné charakteristickd neZ v periferni krvi.
Infiltrace kostni dfené je intersticidlni, nodularni nebo (ve vétsiné pripadl) masivni
difuzni. Anémie a trombocytopenie se vyskytuje v 50 %. (1, 30)

Obr. 10. B-PLL, dva prolymfocyty, periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski,

svételna mikroskopie, zvétseni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora




6.4.3.2 Ostatni tkané mimo kostni dren

Morfologie B-PLL ve tkanich neni dobfe zndma, nebot pfedchozi histologické studie
zahrnovaly pfipady s translokaci t(11; 14), které odpovidaji leukemickym variantam
MCL. Slezina vykazuje rozsifené uzliky bilé pulpy a infiltraci ¢ervené pulpy stfedné
velkymi az velkymi burikami s bohatou cytoplazmou a nepravidelnymi nebo kulatymi
jadry s pfitomnosti centralniho eozinofilniho jadérka. Lymfatické uzliny vykazuji difdzni
nebo nejasné nodularni infiltrdty podobnych bunék. OdliSeni od blastoidni varianty
MCL, slezinného lymfomu z marginalni zény a CLL se zvySenym poctem prolymfocytl
na zdkladé morfologickych rysd muZe byt nékdy sloZité. Diferencidlni diagndza
vyzaduje imunofenotypizacni a geneticka vySetifeni, zejména vylouceni pfritomnosti

translokace t(11; 14) nebo nadmérné exprese cyklinu D1. (1, 30)
6.3.4 Imunofenotyp B-PLL

B-PLL je charakteristicka silnou expresi pan-B-marker( CD19, CD20, CD22, CD79, slgM
a/nebo slgD, jejich lehkych fetézch a FMC7. Dalsimi ¢asto exprimovanymi znaky jsou
CD24, CD43 a CD37. CD5 vykazuje pozitivitu az u tretiny pripadd. Znak CD38 je
pfitomen asi u poloviny pripadl stejné jako ZAP-70 (oba se zdaji byt bez prognostické
korelace). CD23 je pozitivni v 10-20 % (v téchto ptipadech jde vétSinou o transformaci

CLL). Negativni jsou znaky CD10, CD11c, CD25 a CD103. (1, 14, 30)
6.3.5 Genetika B-PLL

Je pritomna prestavba genu pro IGHV, zastoupeni mutovanych a nemutovanych IGHV
je obdobné jako u CLL. Obvykle jsou mutovany rodiny VH3 a VH4. Casté je postizeni
genu TP53 a komplexni zmény karyotypu, del 13q14 se vyskytuje ve 27 %. Pripady
s prokdzanou t(11; 14) a castou expresi CD5 se dnes fadi k MCL s prolymfocytoidnimi

rysy. (1, 30)
6.4 Lymfom z marginalni zény (marginal zone lymphoma, MZL)
6.4.1 Zakladni charakteristika MZL

Tento lymfom vychazejici z B-lymfocytl marginalni zony se vyskytuje ve tfech formach:
nodalni, splenické a extranodalni MALT. Je podrobné uveden z divodu relativné ¢asté

exprese CD5 u splenické formy. Nasledujici text shrnuje rysy charakteristické pro
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vsechny formy MZL, podrobné jsou uvedeny udaje tykajici se splenického lymfomu

z marginalni zény.
6.4.2 Morfologicky obraz MZL

Morfologicky obraz nemoci je heterogenni od lymfocytl centrocytoidniho vzhledu
(spora cytoplazma, nepravidelnosti jadra) pres stiedné velké ,,monocytoidni“ lymfocyty
(kulaté ¢i ledvinovité jadro a objemnéjsi svétle bazofilni cytoplazma) aZz po ojedinélé
centroblastoidni lymfocyty a imunoblasty. MulzZe se vyskytnout plazmocytoidni
diferenciace. Nalez u splenické formy je popsan nize. Jadro je kulaté ¢i ovalné,
chromatin vétsinou kondenzovany, muize byt patrny nukleolus. Cytoplazma je
Sedomodra, v pripadé splenického lymfomu s viléznimi lymfocyty vybihd na pdlech
burniky v jemné vlaskovité vybézky. V uzliné vytvari nador infiltrat kolem reaktivnich
folikull nebo ma difuzni charakter rdstu. Infiltrace kostni dfené je obvykle smisena

noduldrni a intrasinusoidalni. (1, 30, 55, 56, 57, 58, 59, 60)
6.4.3 Imunofenotyp MZL

Imunofenotyp MZL neni pfili§ specificky. Lymfom silné exprimuje B-lymfocytarni znaky
CD19, CD20, CD21, CD22, CD24, CD27, CD79, dale FMC7, slgM a D a Casto také CD11c
(50 %), bcl-2 a CD35. Cast literatury udava, Ze znak CD5 je pozitivni az u 20-25 %
pfipadl splenického lymfomu z margindlni zény, jinak je jeho exprese velmi vzacna.
Nékteré prace zdlraznuji pozitivitu exprese znaku CD95. Negativni je CD10, CD23,
CD25, CD38, CD43, CD103 a cyklin D1. (1, 14, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61)

6.4.4 Genetika MZL

Je pfitomna pfestavba genu pro IgH, pfevaZuje mutovana forma IgHV. Casta je del 7q,
trizomie 3 a 12 a +5q. Vyskytuji se translokace t(11; 18)(g21; g21), t(1; 14)(p22; g32),
t(14; 18)(q32; g21), t(3; 14)(p14; 932). (1, 30, 59, 60, 62)
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6.4.5 Splenicky (slezinny) lymfom z margindlni zény (splenic marginal zone

lymphoma, SMZL)
6.4.5.1 Definice splenického MZL

SMZL je B-bunécny nador slozeny z malych lymfocytli, které obklopuji a nahrazuji
germinalni centra slezinné bilé pulpy, smazavaji plast folikulu a spojuji se s periferni
(marginalni) zénou vétsSich bunék zahrnujicich rozptylené transformované blasty; jak
malé, tak vétdi buriky infiltruji ¢ervenou pulpu. Casto jsou postizeny slezinné hilové
lymfatické uzliny a kostni dfen; lymfomové bunky Ize nalézt v periferni krvi jako vilézni

lymfocyty. (1, 30)
6.4.5.2 Epidemiologie SMZL

SMZL je vzacna porucha zahrnujici méné nez 2 % lymfoidnich nadorl, avsak mulze
odpovidat za vétSinu pfipadd jinak neklasifikovatelnych chronickych lymfoidnich
leukémii, které jsou CD5 negativni. Vétsina pacientu je starsi 50 let a je zde vyrovnana

incidence podle pohlavi. (1, 30)
6.4.5.3 Morfologicky obraz SMZL

Nador postihuje slezinu a slezinné hilové uzliny, kostni dfent a ¢asto periferni krev.

Mohou byt postiZzena jatra. Periferni lymfatické uzliny typicky nejsou postizeny. (1, 30)

Ve sleziné centralni zéna malych kulatych lymfocyti obklopuje ¢i obvykleji nahrazuje
reaktivni zarodecnd centra ve slezinné bilé pulpé se smazanim normalniho plasté
folikulu. Tato zdéna se spojuje s periferni zénou malych az stfedné velkych bunék
s rozptylenéjsSim chromatinem a bohatou bledou cytoplazmou, které se podobaji
bufikdm margindlni zény, a roztroudenych transformovanych blastd. Cervena pulpa je
vidy infiltrovana jak malymi uzliky vétSich bunék, tak plochami malych lymfocyt(, které
casto pronikaji do sinusl. V lymfoidnich agregatech mohou byt pfitomny epiteloidni
histiocyty. Nékteré pfipady mohou mit zfetelné prevaZujici populaci vétSich bunék
podobnych marginalni zéné. MUzZe se objevit plazmocytarni diferenciace a ve vzacnych
pfipadech mohou byt v centrech uzlik( bilé pulpy pfitomny shluky plazmatickych
bunék. Ve slezinnych hilovych lymfatickych uzlindch jsou rozsifeny sinusy a lymfom

obklopuje a nahrazuje zarodecnd centra, avSak zminéné dva typy bunék (malé
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lymfocyty a buriky marginalni zény) jsou ¢asto intimnéji pfimiseny bez tvorby zietelné
»,marginalni“ zény. V kostni dfeni je nodularné intersticidlni infiltrat cytologicky
podobny tomu v lymfatickych uzlindch. Nadorové buriky obcas obklopuji reaktivni
folikly. Pomocnym rysem jsou intrasinusoidalni lymfomové buriky, |épe odhalitelné
imunohistochemickym vySetfenim zamérenym na CD20. Jsou-li lymfomové buriky
pfitomny v periferni krvi, byva mirna lymfocytéza. Neoplastické lymfocyty jsou v téchto
pfipadech stfedné velké s vysSim nukleocytoplazmatickym pomérem a kulatym i
ovalnym jadrem. Chromatin je kondenzovany, nékdy muizZe byt zfetelny nukleolus.
Cytoplazma byva svétle Sedomodra, méné objemna, Casto s pritomnosti kratkych
polarnich vybézkl (splenicky lymfom s viléznimi lymfocyty). Nékteré elementy mohou
vypadat plazmocytoidné. (1, 30, 57, 58, 59, 60)

Obr. 11. SMZL, vildzni lymfocyty, kostni dfen, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski,

svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

A

6.4.5.4 Imunofenotyp SMZL

Nadorové bunky exprimuji povrchovy IgM a obvykle, ale ne vidy, IgD, jsou typicky
CD20+, CD79a+, CD22+, CD24+, FMC7+, CD5-, CD10-, CD23-, CD43- a annexin Al-.
Nékteré peclivé provedené prace uvadéji pozitivitu CD5 az u 20-25 % pfipadl. Znak
CD11c je spiSe pozitivni, naopak CD38 a CD25 jsou prevaziné negativni. CD103 je
obvykle negativni, cyklin D1 neni pfitomen. Znaky CD11c a CD5 byvaji ¢astéji pozitivni u

splenického lymfomu s viléznimi lymfocyty. Barveni na Ki67 vykazuje typicky tercovity
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vzhled zaloZeny na pfitomnosti zvySené rlstové frakce jak v germinalnim centru (je-li

pfitomno), tak v marginalni zéoné. (1, 30, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62)
6.4.5.5 Genetika SMZL

Geny pro tézky a lehky fetézec imunoglobulinu jsou prestavény a pfiblizné polovina
pfipadl mda somatickou hypermutaci. Az u 40 % pripadli SMZL byla popsana alelicka
ztrdta chromozomu 7g31-32. U nékolika pfipadd SLVL byla popsana dysregulace genu
CDK6 umisténého na 7921 s translokaci postihujici tuto oblast. Byly popsany také
trisomie 3q, 12 a 18, delece TP53 a fada dalSich cytogenetickych abnormalit.
Translokace t(11; 18) obvykla u extranodalnich lymfomU z marginalni zony MALT typu
(lymfoidni tkan spojend se sliznici) nepatfi mezi rysy SMZL. Ve srovnani s ostatnimi B-
bunéénymi lymfomy, zejména lymfomy z malych B-bunék, ma SMZL specificky
transkrip¢ni profil. Tento specificky molekuldrni podpis zahrnuje geny zapojené do

signalni kaskady drahy AKT1 a signalni drahy B-bunécného receptoru. (1, 30, 62)
6.5 Zralé B-lymfoidni neoplazie s raritni expresi CD5

Vzhledem k okrajovému vyznamu této problematiky v kontextu zralych CD5-pozitivnich
B-lymfoidnich  neoplazii zde podavame pouze zakladni morfologickou a
imunofenotypovou charakteristiku jednotlivych jednotek sdlrazem na frekvenci

vyskytu CD5-pozitivnich pfipada.
6.5.1 Difuzni velkobunécny B-lymfom (diffuse large B-cell lympohoma, DLBCL)
6.5.1.1 Definice DLBCL

DLBCL je zrald B-lymfoidni neoplazie charakteristicka primarné nodalni ¢i extranodalni

difuzni proliferaci velkych neoplastickych bunék. (1, 30)
6.5.1.2 Morfologicky obraz DLBCL

Primarni postiZzeni lymfomem je vétSinou nodalni, méné &asto extranodalni. Primarni
postiZzeni kostni dfené neni Casté, vyplavovani neoplastickych elementl do periferni

krve je velmi vzacné. (1, 30)
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Nador se vyskytuje v nékolika obvyklych morfologickych variantach (dle WHO
klasifikace z roku 2008 varianta centroblasticka, imunoblasticka a anaplastickd). Existuji

téZ vzacné morfologické varianty. (1)

Nejcastéjsi je centroblasticka varianta, u které jsou neoplastické B-lymfocyty stfedné
velké az velké, s ovalnym ¢i kulatym jadrem, jemnym jadernym chromatinem a 2-4
jadérky lokalizovanymi vétSinou na periferii jddra. Cytoplazma je malo objemnd a
vétSinou mirné bazofilni. Imunoblastickd varianta je charakteristicka velkymi
nadorovymi B-lymfocyty, prominujici nukleolus je centralné uloZen, cytoplazma je
objemna a bazofilni. Mohou se vyskytnout plazmocytoidni rysy. U varianty bohaté na
T-buriky/histiocyty tvori vétsinu lymfomu nenddorové T-lymfocyty, pfipadné histiocyty.
Velké neoplastické B-lymfocyty jsou zastoupeny minoritné (vétSinou méné nez 10 %),
mohou mit vzhled centroblastd, LH bunék, imunoblastl ¢i RS bunék. Anaplasticka
varianta se vyznacuje obrovskymi B-lymfocyty s bizarnimi pleomorfnimi jadry, které

mohou pfipominat RS buriky. (1, 30)

Drivéjsi plazmablasticka varianta DLBCL je nyni v rdmci WHO klasifikace vyclenéna jako

samostatnd diagnostickd entita — plazmablasticky lymfom. (1)

V pfipadé vyplavovani neoplastickych elementld do periferni krve nalézame obvykle
velmi polymorfni B-lymfocyty (velikost buriky, jadra, nukleocytoplazmaticky pomér,
tvar jadra, pocet nukleold, objem a bazofilie cytoplazmy). (1, 30)

Obr. 12. DLBCL, centroblasticka varianta, cytospin ascitické tekutiny, barveni May-Griinwald,

Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 13. DLBCL, imunoblasticka varianta, imprint slezinné tkané, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

6.5.1.2 Imunofenotyp DLBCL

Lymfom obvykle exprimuje B-lymfocytarni markery CD19, CD20, CD22, CD79a, CD79b,
FMC7. Pravidelné negativni byva CD21. Povrchové ¢i intracytoplazmatické
imunoglobuliny |ze prokdzat u 50-75 % pfipad(l. Panleukocytdrni antigen CD45 byva
exprimovan variabilné. CD10 je pozitivni u 25-50 % pripadd. Anaplastickd varianta je
CD30+. Vzacné jsou koexprimovany znaky CD38 a CD138. Intraceluldrné se prokazuje
pritomnost bcl-2, bcl-6 a silnd exprese antigenu Ki-67. Pozitivni byvd MUM-1. Znak CD5
je pozitivni asi u 10 % pripadd. Tyto CD5-pozitivni DLBCL vznikaji vétSinou de novo,
pouze mald ¢ast predstavuje transformaci CLL nebo MCL a mad cyklin D1. Exprese znaku
CD5 je u DLBCL povaZzovéana za negativni prognosticky marker. (1, 30, 63, 64, 65, 66, 67,
68)

6.5.2 Folikularni lymfom (follicular lymphoma, FL)
6.5.2.1 Definice FL

FL je lymfom vychazejici z B-bunék zarodecného centra lymfatickych folikull -
centrocytl a centroblastl, ktery ma alespon ¢astecné folikularni strukturu. Pro nador

je charakteristicka translokace t(14; 18)(g32; g21) a pfestavba BCL2 genu. (1, 30)
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6.5.2.2 Morfologicky obraz FL

Léze FL je ve vétsSiné pripadl primarné noddlni. Postizeni kostni dfené a periferni krve
je pomérné casté. Grading lymfomu se stanovuje na zakladé kvantity centroblastl
v lymfatické uzliné (grade 1 az 3B). U leukemickych forem je lymfocytéza vétSinou
mirna. Typické neoplastické elementy jsou centrocyty — malé lymfocyty (vétSinou
mensi neZz lymfocyty u CLL/SLL, nékdy dokonce mensi nez erytrocyty). Centrocyty maji
velmi vysoky nukleocytoplazmaticky pomeér. Jadro je kulaté, nékdy hranaté, casto
rozstépené (nékdy tak hluboce, Ze ma tvar kavového zrna). Chromatin je homogenné
kondenzovany, bez zfetelnych nukleoll. Cytoplazma tvofi jen uzky lem kolem jadra,
nebo neni vlbec patrnd. Mohou byt pfitomny i centroblasty, nicméné i u forem
s vy$Sim gradingem v lymfatické uzliné prevladaji v periferni krvi pravé centrocyty. (1,

30)

Kostni dien byva postizend asi u 45 % pripad(. Typické je paratrabekularni usporadani
nadorového infiltratu. Casty je diskordantni obraz, co? znamend, Ze i v pfipadech
s vy$sim gradingem v lymfatické uzliné prevazuji v kostni dfeni centrocyty. (1, 30)

Obr. 14. Folikularni lymfom, centrocyty s jadernymi zafezy, imprint lymfatické uzliny, barveni

May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

6.5.2.3 Imunofenotyp FL

Buniky FL exprimuji B-lymfocytarni znaky CD19 (spisSe slabé), CD20, CD21, CD22, CD24,
FMC7, CD79a, CD79Db, slg. Charakteristicka je exprese CD10 a CD38. Znak CD10 je ¢asto
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exprimovan pouze u ¢asti populace FL, a to jesté slabé. Intraceluldarné je exprimovan
bcl-6. Negativni jsou markery CD11lc, CD43, CD103, CD23 a CD25. Znak CD5 je
exprimovan velmi vzacné, existuji Udaje o jeho negativnim prognostickém vyznamu. (1,

30, 69, 70, 71, 72)

6.5.3 Lymfoplazmocytdrni lymfom/Waldenstrémova makroglobulinemie

(lymphoplasmacytic lymphoma, LPL)
6.5.3.1 Definice LPL

LPL je neoplazie z malych B-lymfocytl, plazmocytoidnich lymfocyti a plazmocytl
postihujici kostni dfen, lymfatické uzliny, slezinu a pfipadné periferni krev. Typicka je
pfitomnost monoklonalniho imunoglobulinu s hyperviskozitou ¢i kryoglobulinémii.
Waldenstromova makroglobulinemie (WM) je definovana jako LPL s infiltraci kostni
drené patologickymi burikami a IgM monoklonalni gamapatii jakékoliv koncentrace. (1,

30)
6.5.3.2 Morfologicky obraz LPL

V periferni krvi muizZe byt Iymfocytdéza spfitomnosti malych Iymfocytl a
plazmocytoidnich lymfocytl. Plazmocytoidni lymfocyty jiz maji nékteré rysy
plazmocytl (excentricita jddra, hrubsi struktura jaderného chromatinu, objemnéjsi a
bazofilni cytoplazma s naznadenym projasnénim Golgiho zdény, intracytoplazmatické
nebo intranuklearni inkluze. Stejné elementy nalézdme v kostni dfeni, ve které byvaji
zmnozeny téz plazmocyty a mastocyty. Nadorova infiltrace v trepanobiopsii byva

smiSend nodularni, paratrabekularni nebo intersticialni. (1, 30)
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Obr. 15. Waldenstromova makroglubulinemie, lymfoplazmocytoidni lymfocyty, kostni dfen,
barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 16. LPL, lymfoplazmocytoidni lymfocyty a plazmocyty, imprint lymfatické uzliny, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

6.5.3.3 Imunofenotyp LPL

Elementy LPL exprimuji B-lymfocytarni markery CD19, CD20, CD22, CD79a a FMC(C7,
CD38, povrchové lehké retézce kappa Ci lambda a tézké retézce, nejCastéji typu IgM.
Dale mohou exprimovat markery CD43, CD27, CD79b, slabé CD11c a CD25. Znaky
CD23, CD5 a CD10 jsou vétSinou popisovany jako negativni, nicméné literatura

popisuje i formy CD23+CD5+ se slabsi expresi téchto znak( a téZ pripady CD10+.
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Pozitivita znaku CD5 je v nékterych pracich popisovana az v 9 %. (1, 30, 73, 74, 75, 76,
77,78, 79, 80, 81, 82, 83)

6.5.4 Burkittiv lymfom (Burkitt lymphoma)
6.5.4.1 Definice BL

BL je neopldzie ze zralych B-lymfocytl tvorend stfedné velkymi lymfocyty se silné
bazofilni cytoplazmou, vysokym mitotickym indexem a translokaci postihujici MYC gen.
Vyskytuje se ve tfech formach. Endemicka forma postihujici nejéastéji déti v rovnikové
Africe je typicky spojend s antigenni stimulaci virem Epstein-Baarové. Sporadicka
varianta se vyskytuje celosvétové a postihuje vétSinou déti a mladé dospélé. Burkittlv
lymfom asociovany s imunodeficienci je svazan s infekci virem HIV a Casto predstavuje

jednu z prvnich manifestaci AIDS. Vzacny je vyskyt nemoci v podobé leukémie. (1, 30)
6.5.4.2 Morfologicky obraz BL

Lymfomové bunky v periferni krvi nebo kostni dfeni jsou relativné uniformni, stfedné
velké B-lymfocyty. Jadro je vétSinou kulaté i ovalné, s jemné granularni strukturou
chromatinu a se zfetelnymi nukleoly. Cytoplazma je silné bazofilni, casto
vakuolizovand. Mitoticka aktivita je vysoka. Infiltrace kostni dfené byva intersticialni,
noduldrni nebo difuzni. V lymfatické uzliné je typicky obraz ,hvézdného nebe”
s disperznimi makrofagy. Dvé morfologické varianty predstavuji BL s plazmocytoidni
diferenciaci (pleomorfni nddorova populace s ¢aste€nym plazmocytoidnim vzhledem) a

atypicky BL (vyrazna pleomorfie nddorovych bunék a méné cetné napadnejsi nukleoly),

Atypicky BL se v nékterych pripadech problematicky odlisuje od DLBCL. (1, 30)
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Obr. 17. Sporadicky Burkittlv lymfom, cytospin pleuralniho punktatu, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

6.5.4.3 Imunofenotyp BL

Nador exprimuje B-lymfocytdrni antigeny CD19, CD20, CD22, CD79a a CD79b, vykazuje
klondlni restrikci povrchovych lehkych fetézcli a nese povrchovy IgM. Pozitivni byvaji
dale znaky CD10 a CD77, panleukocytarni antigen CD45 je obvykle silné exprimovan.
Variabilni expresi maji nékteré adhezni molekuly (CD11a, CD54) a aktivacni znaky
(CD39, CD70), negativni je CD23. U endemické formy se vyskytuje marker CD21. Ki-67
je exprimovan témér ve 100 %. Znak CD5 je typicky negativni, ovSem velmi vzacné se

vyskytuji téz formy CD5-pozitivni. (1, 30, 84, 85, 86)
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7. Cytomorfologie a imunofenotyp souboru zralych CD5-pozitivnich

B-lymfoidnich neoplazii
7.1 Zakladni charakteristika souboru

Soubor tvofilo celkem 197 pacientd (123 muzi, 74 Zen) se zralymi CD5-pozitivnimi
lymfoidnimi neoplaziemi, u nichZ byly analyzovany celkem 233 vzorky z obdobi od
Cervence 2013 do dubna 2016. Konecna diagndza jednotlivych pfipadl byla stanovena
v souladu s WHO klasifikaci nadorl hematopoetické a lymfoidni tkané (verze z roku
2008); soubor zahrnoval pfipady chronické lymfocytarni leukémie a lymfomu z malych
lymfocytl, lymfomu zplastovych bunék, lymfomu z margindlni zény, difuzniho
velkobunééného B-lymfomu a dale skupinu blize neklasifikovatelnych CD5-pozitivnich

B-lymfoidnich neoplazii.

Konecénd diagndza byla povazovana za jistou a byla stanovena:

v pfipadech chronické lymfocytarni leukémie na zdkladé vysledku vysSetteni
hemogramu s diferencidalnim rozpoétem leukocytll a vysledku vySetreni
pratokovou cytometrii, v nékterych pripadech navic histologickym a
imunohistochemickym vysetfenim vzorkl kostni dfené nebo lymfatické uzliny,

- v pfipadech lymfomu z malych lymfocytd na zadkladé vysledku histologického a
imunohistochemického vysetfeni vzorku lymfatické uzliny,

- v pfipadech lymfomu z plastovych bunék na zakladé vysledku histologického a
imunohistochemického vysetreni vzorkd kostni diené nebo lymfatické uzliny
spolu s cytogenetickou a molekuldrné cytogenetickou analyzou,

- v pfipadech lymfomu z marginalni zény na zakladé vysledku histologického a

imunohistochemického vysetfeni vzorkd kostni dfené, lymfatické uzliny i

sleziny odebrané splenektomii, nebo na zakladé vysledku cytomorfologického

vySetifeni a vysledku analyzy pratokovou cytometrii v pfipadé splenického
lymfomu s viléznimi lymfocyty (u téchto pripadd byla diferenciadlné diagnosticky
vylouéena vlasatobunéénd leukémie a variantni forma vlasatobunécné

leukémie),
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- vpfipadech difuzniho velkobunééného B-lymfomu na =zakladé vysledku
histologického a imunohistochemického vysSetreni vzork( lymfatické uzliny

nebo kostni drené.

Skupina zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii blize neklasifikovanych

zahrnovala pfipady:

- diagnosticky nevyhranéné i pres vyuziti vSech dostupnych Ilaboratornich
diagnostickych metod,

- diagnosticky nedokoncené z divodld odmitnuti dal$i diagnostiky ze strany
pacienta, nebo zdlvodu uUmrti pacienta, nebo zdlvodu, kdy rozsifovani

diagnostiky bylo povazovdno za neucelné.

Pocetni zastoupeni jednotlivych diagnostickych kategorii a distribuci podle pohlavi

shrnuje tab. 6.

Vék nemocnych se pohyboval vrozmezi 35-89 let s medidnem 69 let. Vékovou

strukturu u jednotlivych diagnostickych kategorii popisuje tab. 7.

Tab. 6. Diagnostické kategorie a pohlavni distribuce

Diagnosticka kategorie Pocet pacientt Muzi Zeny
zralych CD5+ B-lymfoidnich

neoplazii

CLL 157 100 57

SLL 3 2 1

MCL 20 13 7

CD5+ MZL 7 4 3

CD5+ DLBCL 4 2 2

Neklasifikovatelné 6 2 4
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Tab. 7. Vékova struktura pacientl v souboru

Diagnosticka kategorie Vékové Vékové Vékovy pramér | Vékovy median
zralych CD5+ B-lymfoidnich | minimum | maximum v letech v letech

neoplazii v letech v letech

CLL 35 89 69 70

SLL 59 83 69 65

McCL 49 88 69 68

CD5+ MZL 54 85 68 67

CD5+ DLBCL 57 74 66 67

Neklasifikovatelné 50 72 66 69

Celkem bylo analyzovano 161 vzork( periferni krve (PK), 56 vzorkd kostni dfené (KD),
12 vzork( lymfatickych uzlin (LU), 2 vzorky pleuralniho punktatu (PP) a 2 vzorky
cerebrospinalniho likvoru (CL). Vétsina vzork( pochazela z obdobi pfi diagndze, mensi
Cast vzork( byla odebrana pfi relapsu nebo progresi onemocnéni. U vSech vzorkl bylo
provedeno cytomorfologické hodnoceni a stanoveni imunofenotypu pratokovou
cytometrii. Zastoupeni typu vzorku u jednotlivych diagnostickych kategorii shrnuje tab.

8.

Tab. 8. Typy vzork( u jednotlivych diagnostickych kategorii

Vzorek PK KD Lu PP CL

Diagnosticka Pocet 161 56 12 2 2
kategorie vzorkii

CLL 167 134 29 2 2 0

SLL 6 1 2 3 0 0

McL 38 15 18 4 0 1

CD5+ MZL 11 5 4 1 0 1

CD5+ DLBCL 4 1 2 2 0 0

Neklasifikovatelné 7 6 1 0 0 0
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7.2 Metody stanoveni cytomorfologické charakteristiky a imunofenotypového profilu
7.2.1 Metodika cytomorfologického hodnoceni
7.2.1.1 Odbér primdrniho vzorku a transport do laboratore

V pfipadé vzork( periferni krve se provadél odbér Zilni krve do plastové zkumavky
s protisrazlivym roztokem EDTA (zkumavky vyrobce Sarstedt, uzavieny systém odbéru).
V nékterych pripadech se provadély natéry z kapilarni krve odebrané z prstu pacienta,

a to u pacientd, ktefi neméli Zilni odbér v den analyzy.

Vzorky kostni dfené se odebiraly v lokalni anestézii za sterilnich podminek aspiraci
z lopaty kostni kycelni, pro cytologickou analyzu slouZila prvni frakce aspiratu v objemu

cca 1-2 ml.

Vzorky lymfatickych uzlin se ziskavaly exstirpaci nebo excizi provddénou na opera¢nim
sdle; odebrand uzlina ¢i jeji ¢ast byla ihned po odbéru uloZena do nizké sklenéné

nadobky na gdzu zvlhéenou roztokem Cell Wash vyrobce Becton Dickinson.

Pleurdlni punktat byl vysledkem pleuralni punkce; vzorek k cytologické analyze byl
odebirdan jako prvni frakce punktatu do stfikacky a ihned pfemistén do sterilni

zkumavky.

Cerebrospinalni likvor se odebiral za obvyklych podminek lumbalni punkci do sterilnich
plastovych zkumavek, k cytologické analyze slouzila prvni frakce likvoru o objemu cca 3

ml.

Transport do laboratore probihal v transportnim boxu za pokojové teploty, doba od
odbéru do zahdjeni zpracovani vzorku nepresahla 1 hodinu. Transport a zpracovani

vzorku cerebrospinalniho likvoru se realizovaly okamzité po odbéru.
7.2.1.2 Zpracovadni primdrniho vzorku pfed fixaci a barvenim

V pfipadé vzorkd periferni krve (Zilni ¢i kapilarni) se zhotovovaly 2 natéry na podlozni

sklicko nasledujicim zplsobem:

e na Cisté podloZni sklicko se vytvofila Pasteurovou pipetou mald kapka Zilni krve

Ci kapilarni krve kapnuté pfimo z prstu pacienta,
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e druhé podlozni sklicko se zkosenymi hranami se pfiloZilo pred kapku a pod
Uhlem cca 45° se proved| natér krve,

e natéry byly ponechany k zaschnuti na vzduchu a chranény pred znecisténim.

Zhotoveny natér musel byt rovnomérny, stejnorody a prfimérené tenky, dlouhé okraje

musely byt rovné a na konci prechazet do ztracena alespon 1 cm pred koncem sklicka.

Ze vzork( kostni diené se pfipravily natéry obdobnym zpldsobem (primarni vzorek byl

pred natérem ze stfikacky umistén na Petriho misku).

Vzorky pleurdlniho punktatu a cerebrospinalniho likvoru byly pfed barvenim
zpracovany cytocentrifugaci, kterd zajistila koncentraci bunéénych elementd zejména u
nizce celuldrnich vzorkd. Zpracovani vzork(l cerebrospinalniho likvoru se realizovalo
okamzité po odbéru. Cytocentrifugace se provadéla s vyuZitim cytocentrifugy vyrobce
Shandon. Hemoragicky ¢i husty punktat byl fedén fyziologickym roztokem v poméru
1:1. Po vloZeni podloZzniho skla a filtracniho papiru do klipsy cytocentrifugacni komurky
se do komurky pipetoval vzorek v objemu 250 pl. Cytocentrifugace probihala po dobu

6 minut pfi 1000 otacek za minutu.

Lymfatickd uzlina ¢i jeji ¢ast byla zpracovadvana ihned po doruéeni do laboratore.
Vzorek byl jednorazovym skalpelem rozdélen na 2 &asti; z fezné strany byl proveden
opakovany otisk na podloZni sklicka. Otiskové preparaty se nechaly dUkladné

zaschnout.

7.2.1.3 Fixace a barveni ndtéru, cytocentrifugovanych prepardti a otiskovych

prepardti uzlin

Barveni natér( periferni krve a kostni dfené, cytocentrifugovanych preparatQ
pleurdlniho punktatu a cerebrospinalniho likvoru a otiskovych preparatd lymfatickych
uzlin bylo provadéno klasickou metodou Pappenheimova panoptického barveni
v roztocich May-Griinwald a Giemsa-Romanowski. DUkladné zaschlé natéry a ostatni
preparaty byly nejdfive fixovany v barvici kyveté v nefedéném roztoku May-Grinwald
po dobu 10 minut a po oplachnuti destilovanou vodou nasledné barveny po dobu 15-

20 minut v barvici kyveté v roztoku Giemsa-Romanowski, cerstvé fedéném
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destilovanou vodou v poméru 1:10. Po barveni byly natéry a preparaty oplachnuty
destilovanou vodou a ponechany v Sikmé poloze volné oschnout. Pro fixaci a barveni

byly pouZity uvedené roztoky vyrobce PENTA.

7.2.1.4 Cytologické hodnoceni ndtérd, cytocentrifugovanych prepardti a otiskovych

prepardti uzlin

Cytolomorfologické hodnoceni probihalo s vyuzitim mikroskopu Nikon Eclipse Ni
vyrobce Nikon. Natéry, cytocentrifugované a otiskové prepardty byly nejdrive
prohlédnuty pfi mensim zvétseni (objektiv Nikon Plan 20x/0.40). Detailni
cytomorfologické pozorovani se provadélo s vyuzitim imerzniho objektivu Nikon Plan
Apo 100x/1.40 Oil CNG, ktery je uréen specialné pro pozorovani natér( a preparatd bez

kryciho skla. Pouzita imerze byla od dodavatele Mediopta Brzica.

V ptipadé natér( periferni krve a kostni drfené byl stanoven rozpocet na 300-500

hodnocenych bunék.

Cytomorfologicka analyza pfi 1000 nasobném zvétSeni zahrnovala hodnoceni velikosti
bunék, poméru cytoplazmy a jadra, tvaru a lokalizace jadra, charakteru jaderného
chromatinu, pfitomnosti a lokalizace nukleoll, barvitelnosti cytoplazmy, pfitomnost

intracytoplazmatickych vakuol, granuli nebo inkluzi.

Na zdkladé detailniho cytomorfologického posouzeni byly pfipady fazeny k jednotlivym
cytomorfologickym typim, formdm ¢i variantdm. U CLL byly pfipady fazeny k typické
formé CLL ¢i atypické formé CLL (CLL/PL, pleomorfni varianta CLL); u SLL byly ptipady
fazeny k malobunéénému ¢i jinému typu nemoci; u MCL byly pfipady fazeny ke
klasické formé nebo jednotlivym variantdm (malobunécnda, pleomorfni, blastoidni,
MZL-like); u CD5+ MZL byly pfipady fazeny k malobunéénému typu vcetné
plazmocytoidni diferenciace, typu se stfednimi/velkymi lymfocyty, pleomorfnimu typu
a typu sviléznimi lymfocyty; u CD5+ DLBCL byly ptipady tfazeny k centroblastické,
imunoblastické a anaplastické varianté, u skupiny neklasifikovatelnych CD5+ B-
lymfoidnich neoplazii byly pfipady tazeny k malobunéénému typu vcetné
plazmocelularni diferenciace, typu se stfednimi/velkymi lymfocyty a pleomorfnimu

typu.
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U nékterych pfipad(l se provadéla obrazova dokumentace s vyuZitim digitalni kamery

znacky Jenoptic ProgRes C3.

Cytomorfologické hodnoceni provadél jeden pracovnik (autor prace).
7.2.2 Metodika stanoveni imunofenotypového profilu

7.2.2.1 Odbér primdrniho vzorku a transport do laboratore

V ptipadé vzorkl periferni krve se provadél odbér Zilni krve do plastové zkumavky

s protisrazlivym roztokem EDTA (zkumavky vyrobce Sarstedt, uzavieny systém odbéru).

Vzorky kostni dfené se odebiraly v lokdlni anestézii za sterilnich podminek aspiraci
z lopaty kostni kycelni, pro flow-cytometrickou analyzu slouzila druha frakce aspiratu

v objemu cca 3-4 ml.

Vzorky lymfatickych uzlin se ziskavaly exstirpaci nebo excizi provadénou na operacnim
sale; odebrand uzlina ¢i jeji ¢ast byla ihned po odbéru ulozena do nizké sklenéné

nadobky na gdzu zvlhéenou roztokem Cell Wash vyrobce Becton Dickinson.

Vzorek pleuralniho punktatu k flow-cytometrické analyze byl odebiran pleurdlni punkci

jako prvni frakce punktatu do stfikacky a ihned premistén do sterilni zkumavky.

Cerebrospinalni likvor se odebiral lumbalni punkci do sterilnich plastovych zkumavek,

k flow-cytometrické analyze slouzila druha frakce punktatu o objemu cca 3 ml.

Transport do laboratore probihal identickym zptUsobem popsanym v ¢asti 7.2.1.1, doba
od odbéru do zahajeni zpracovani vzorku nepresahla 1 hodinu. Transport a zpracovani

vzorkU cerebrospinalniho likvoru se realizovaly okamzité po odbéru.
7.2.2.2 Priprava bunécéné suspenze

U vzork( periferni krve byl stanoven pocet leukocytl vysetfenim analyzatorem Sysmex
XT 2000i. V pripadé poctu leukocytd nad 20x10%/I byl vzorek periferni krve fedén
roztokem Cell Wash vyrobce Becton Dickinson tak, aby vysledny pocet leukocytl ve

vzorku byl pod 20x10°/I.

Vzorky kostni dfené byly ponechdny stat po dobu 30 minut. Nasledné probéhla filtrace

s vyuzitim mikrofiltru 100 um vyrobce Sysmex. Po filtraci byl ve vzorcich stanoven
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pocet leukocytl vySetfenim analyzatorem Sysmex XT 2000i. V pfipadé poctu leukocytl
nad 20x10°/I byl vzorek periferni krve fedén roztokem Cell Wash vyrobce Becton

Dickinson tak, aby vysledny pocet leukocytd ve vzorku byl pod 20x10°%/1.

Vzorky pleuralniho vypotku byly filtrovany s vyuzitim mikrofiltru 100 um vyrobce
Sysmex. Po filtraci byl ve vzorcich stanoven pocet leukocytl vySetfenim analyzatorem
Sysmex XT 2000i. V p¥ipadé poétu leukocytti nad 20x10°/1 byl vzorek periferni krve
fedén roztokem Cell Wash vyrobce Becton Dickinson tak, aby vysledny pocet leukocytu
ve vzorku byl pod 20x10%/l. Pokud byl stanoveny pocet leukocytd ve vzorku pod
2x10°/I, provadéla se koncentrace vzorku odstranénim supernatantu po centrifugaci
vzorku po dobu 5 minut pfi 1000 otacek za minutu a event. naslednou Upravou

celularity vzorku roztokem Cell Wash.

Vzorky lymfatickych uzlin byly rozstfihdny ostrymi sterilnimi nlzkami na drobné
fragmenty. Po pridani roztoku Cell Wash vyrobce Becton Dickinson v mnozstvi 3 ml
byla provedena mechanickd dezintegrace nastfihaného vzorku s vyuzitim
mechanického dezintegrdtoru vyrobce Simax (pomalymi, jemnymi pohyby pistu byla
tkan rozrusena na bunécnou suspenzi v roztoku Cell Wash vyrobce Becton Dickinson).
Nasledné probéhla filtrace s vyuzitim mikrofiltru 100 um vyrobce Sysmex. Po filtraci byl
ve vzorcich stanoven pocet leukocytll vysetfenim analyzatorem Sysmex XT 2000i.
V ptipadé poctu leukocytli nad 20x10%/I byl vzorek periferni krve fedén roztokem Cell
Wash vyrobce Becton Dickinson tak, aby vysledny pocet leukocytl ve vzorku byl pod

20x10°/1.
Vzorky cerebrospindlniho likvoru nebyly pfed pipetovanim upravovany.
7.2.2.3 Zpracovani vzorku (bunécné suspenze) k analyze prutokovou cytometrii

Vzorek byl pipetovan do péti jednordzovych polystyrénovych testovacich zkumavky
vyrobce Becton Dickinson o rozmérech 12 x 75 mm (¢isla zkumavek 1-5). K pipetovani
se vyuZzivala pipeta znacky Biohit m10 s nastavovacim objemem 10-100 pl. Pipetovany

objem vzorku ¢inil 25 ul v pfipadé zkumavek 1, 3,4 a 5 a 50 ul v pfipadé zkumavky €. 2.

Ke vzorku ve zkumavkach 1, 3, 4 a 5 se pipetovaly pipetami znacky Biohit m10 o

pipetovacim objemu 0,5 — 10 upl a Biohit Proline o pipetovacim objemu 2-20 pl
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monoklonalni protilatky vyrobce Becton Dickinson and Company, BD Biosciences, San

José, CA, USA:

- do zkumavky &islo 1 protilatka BD Multitest™ 6-Color TBNK, katalogové &islo
644611; pipetovany objem protilatky 5 pl,
- do zkumavky &islo 3 protildtka BD Oncomark™ FMC7/CD23/CD19, katalogové
Cislo 331359; pipetovany objem protilatky 5 ul,
- do zkumavky ¢islo 3 protilatka CD79b (klon SN8) APC, katalogové Cislo 335834;
pipetovany objem protilatky 3 pul,
- do zkumavky &islo 3 protilatka CD5 (klon L17F12) PE-Cy"™7, katalogové &islo
348810; pipetovany objem protilatky 3 pl,
- do zkumavky &islo 4 protilatka CD20 (klon L27) APC-Cy"™'7, katalogové &islo
335829; pipetovany objem protilatky 3 ul,
- do zkumavky cislo 4 protilatka CD10 (klon HI10A) PE, katalogové cislo 332776;
pipetovany objem protilatky 3 ul,
- do zkumavky Cislo 4 protilatka CD43 (klon 1G10) APC, katalogové Cislo 560198;
pipetovany objem protilatky 3 ul,
- do zkumavky cislo 4 protilatka CD35 FITC (klon E11), katalogové Cislo 555452;
pipetovany objem protilatky 3 pul,
- do zkumavky &islo 4 protilatka CD38 (klon HB-7) PE-Cy™7, katalogové &islo
335825; pipetovany objem protilatky 3 pl,
- do zkumavky &islo 5 protilatka BD Oncomark™'CD103/CD22/CD20, katalogové
¢islo 333174; pipetovany objem protilatky 5 ul,
- do zkumavky &islo 5 protildtka CD25 (klon 2A3) PE-Cy™7, katalogové &islo
335824; pipetovany objem protilatky 3 pl,
- do zkumavky ¢islo 5 protilatka CD11c-APC (klon B-ly6), katalogové Cislo 559877,
pipetovany objem protilatky 3 pl.
Po oznaceni monoklonalnimi protildtkami probihala inkubace zkumavek v temnu pfi
pokojové teploté po dobu 15 minut. Po inkubaci se provadéla lyza erytrocytl a
promyvani vzorku automatickym zplsobem v zafizeni BD FACS Lyse/Wash Assistant
vyrobce Becton Dickinson. K lyze vzorku se vyuzivalo ¢inidlo BD Pharm Lyse Buffer

vyrobce Becton Dickinson (katalogové cislo 555899), k promyvani vzorku roztok Cell
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Wash vyrobce Becton Dickinson (katalogové cislo 349524) a k fixaci vzorku po lyze a
promyti roztok Cell FIX vyrobce Becton Dickinson (katalogové cCislo 340181). Pfi
automatické lyze, promyvani a fixaci vzorku se postupovalo v souladu s manudlem
vyrobce. U vzorkd lymfatickych uzlin a pleuralniho punktatu a cerebrospinalniho
likvoru byly vzorky lyzovany pouze v pfipadé kontaminace bunéclné suspenze

erytrocyty, vzorky cerebrospindlniho likvoru nebyly lyzovany.

V pfipadé zkumavky Cislo 2 se provadéla automaticka lyza erytrocytl a promyti vzorku
v zafizeni BD FACS Lyse/Wash Assistant vyrobce Becton Dickinson pred pipetovdnim
monoklondlni protilatky. Nasledné se ke vzorku ve zkumavce 2 pipetovaly pipetami
znacky Biohit o pipetovacim objemu 0,5-10 pl, 2-20 pl monoklondlni protilatky

vyrobce Becton Dickinson and Company, BD Biosciences, San José, CA, USA:

- protildtka BD Oncomark™Kappa/Lambda/CD19, katalogové ¢&islo 331355;
pipetovany objem protilatky 10 pl,
- protilatka CD95-APC (klon C3H), katalogové ¢islo 340481; pipetovany objem 5
ul,
- protildtka CD200 PE-Cy™7 (klon MRC OX-104), katalogové &islo 562125;
pipetovany objem 5 pl.
Po oznaceni vzorku ve zkumavce Ccislo 2 monoklonalnimi protilatkami probihala
inkubace zkumavky v temnu pfi pokojové teploté po dobu 15 minut. Po inkubaci se
provadélo promyti a fixace vzorku automatickym zplsobem v zafizeni BD FACS

Lyse/Wash Assistant vyrobce Becton Dickinson.
Panel k imunofenotypizaci byl sestaven na zakladé:

- literdrnich udajd o imunofenotypizaci lymfoproliferativnich onemocnéni,
- vybéru kvalitnich monoklonalnich protilatek a jejich konjugatu,

- technickych parametrd pouzitého priitokového cytometru,

- klinické potreby Sirsi diferencidlni diagnostiky lymfoproliferativnich

onemocnéni ve vySetfovanych vzorcich.
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Vyslednd sestava zkumavek pfipravenych k analyze priitokovou cytometrii je popsana

v tab. 9.

Tab. 9. Sestava zkumavek k analyze pritokovou cytometrii

Zkumavka Smés protilatek

Zkumavka Cislo 1 | TBNK konjugat (CD45-PerCP-Cy5.5/CD3-FITC/CD4-PE-Cy7/CD8-APC-Cy7/CD19-
APC/CD16+56-PE)

Zkumavka cislo 2 CD19-PerCp-Cy5.5/kappa-FITC/lambda-PE + CD200-PE-Cy7 + CD95-APC
Zkumavka cislo 3 CD 19-PerCp-Cy5.5/CD23-PE/FMC7-FITC + CD79b-APC + CD5-PE-Cy7
Zkumavka cislo 4 CD20-APC-Cy7 + CD10-PE + CD43-APC + CD35-FITC + CD38-PE-Cy7
Zkumavka cislo 5 CD20-PerCp-Cy5.5/CD22-PE/CD103-FITC + CD25-PE-Cy7 + CD11c-APC

7.2.2.4 Analyza pritokovou cytometrii

Analyza vzork( pritokovou cytometrii se realizovala s vyuZzitim pritokového cytometru
Becton Dickinson FACS Canto Il vybaveného 2 lasery (laser svilnovou délkou

emitovaného svétla 488 nm, laser s vinovou délkou emitovaného svétla 633 nm).

Jako nosny roztok vyuzival pratokovy cytometr roztok BD FACS Flow vyrobce Becton

Dickinson.
Cilovy pocet analyzovanych B-lymfocytt €inil 5000.

Nastaveni technickych parametr( analyzy pritokovou cytometrii (napéti, kompenzace
spektrdlniho presvitu) probihalo automaticky s vyuzitim kalibraénich kulicek BD

Cytometer Setup and Tracking Beads (viz ¢ast 7.2.2.5).

Priklad nastaveni technickych parametrd pritokového cytometru a nastaveni

kompenzaci ukazuji tab. 10 a tab. 11.

66




Tab. 10. Priklad nastaveni voltazi pro FSC, SSC a jednotlivé fluorochromy

Parametr/fluorochrom Napéti (mV)
FsC 313
SsC 393
FITC 444
PE 478
PerCp-Cy5.5 583
PE-Cy7 597
APC 548
APC-Cy7 518

Tab. 11. Pfiklad nastaveni kompenzaci jednotlivych fluorochromf

Fluorochrom

Fluorochrom

Parametr kompenzace

PE FITC 6,499999735
PerCP FITC 1,208645083
PE-Cy7 FITC 0,350356313

APC FITC 0,043423843

APC-Cy7 FITC 0

FITC PE 2,199999964
PercP PE 15,4800001
PE-Cy7 PE 4,43691581
APC PE 0,035255467
APC-Cy7 PE 0
FITC PercP 0,149884953
PE PercP 0,199983414
PE-Cy7 PerCP 60,00000024
APC PerCP 2,40000199
APC-Cy7 PerCP 3,600000225
FITC PE-Cy7 0,084234932
PE PE-Cy7 0,649999718
PerCP PE-Cy7 1,479999572
APC PE-Cy7 0,014041252
APC-Cy7 PE-Cy7 1,399999632
FITC APC 1,299999863
PE APC 0
PerCP APC 0
PE-Cy7 APC 0
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APC-Cy7 APC 11,00000047
FITC APC-Cy7 0
PE APC-Cy7 0
PercP APC-Cy7 0,50000005
PE-Cy7 APC-Cy7 11,99999525
APC APC-Cy7 13,99999964

K zaznamu dat ziskanych analyzou pomoci pritokové cytometrie slouZil software
Becton Dickinson FACS Diva, ktery byl aplikovan v souladu s manualem vyrobce. U
jednotlivych analyzovanych znaku byla sledovana jejich povrchova exprese na populaci
B-lymfocytl. K vybéru této populace slouZil u zkumavky Cislo 1, 2 a 3 konvencni gating
s vyuZitim FSC, SSC a CD19, u zkumavek cislo 4 a 5 gating s vyuzitim FSC, SSC a CD20.
Exprese byla hodnocena semikvantitativné v kategoriich negativni/pozitivni (cut off
30%), dale jako nizkd/stfedni/vysokda na expertni bazi a zejména pak kvantitativné
pomoci pramérné fluorescencni intenzity (MFI). Hranice pozitivity znaku byla obvykle
stanovena podle populace s negativni expresi vySetfovaného znaku. Izotypové kontroly
nebyly pouZity. Vybér analyzované populace, hodnoceni pozitivity/negativity znaku a

zdznam hodnot MFI provadél jeden pracovnik (autor prace).
7.2.2.5 Kalibrace pritokového cytometru, kontrola kvality a verifikace

Pro nastaveni pritokového cytometru v software BD FACS Diva byly pouZity kalibracni
kulicky BD Cytometer Setup and Tracking Beads, které predstavuji mezinarodni systém
pro optimalizaci a kontrolu vSech testli na pratokovém cytometru FACS Canto Il a
standardizaci méreni mezi laboratofemi. Kalibrace se provadéla trikrat tydné, cilové

hodnoty kalibrace se liSily mezi Sarzemi.

Interni kontrola kvality se realizovala denné méfenim kontrolniho materialu IMMUNO-
TROL Cells vyrobce Beckmann Coulter a porovnanim s deklarovanymi hodnotami.
Pomoci tohoto kontrolniho materidlu s deklarovanymi cilovymi hodnotami byla

provadéna také verifikace metody.

Externi kontrola kvality byla zajisténa Ucasti v systému externi kontroly kvality SEKK a
mezilaboratorniho porovnani organizovaného Ustavem hematologie a krevni transfuze

v Praze.
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7.2.3 Metodika statistického zpracovani dat
Statistické analyzy (primér, median, Mann-Whitney-Wilcoxon, primérny linearni
ddCq) byly provedeny s vyuZitim R statistického softwarového bali¢ku (http://www.r-

project.org/).

Pro detekci nejlepsich kombinaci dvojic a trojic atributl klasifikujicich skupiny
zkoumanych vzorkd (jednotlivé diagnostické entity) byla pouzita multilinedrni
diskriminacni analyza (87). Pro kaZdou kombinaci atributli byla zjiSténa chyba

klasifikace a kombinace s nejmensi chybou byly vybrany pro vizualizaci oddéleni t¥id.

Nejlepsi kombinace trojic atributl schopné oddélit tridy (diagnostické entity)
s presnosti mensi nez 0,01 byly pouZity pro identifikaci klicovych atributd.
Prostfednictvim pfevodu na sit byly atributy z téchto kombinaci pfevedeny na vrcholy
a spole¢né vyskyty v kombinacich na hrany sité. Pro prevod na sit byl pouZit algoritmus
vyuzivajici analyzu nejblizSich sousedl (87). Velikost vrchol( a vaha hran vyjadfuje
jejich dulezitost zohlednujici jejich spolecny vyskyt v nejlepsich kombinacich tfi

atributd.

Pro vizualizaci datové sady byla pouZita transformace dat na sit (graf). Vrchol sité
reprezentuje vzorek a hrana mezi vrcholy reprezentuje podobnost vzorkl. Hrany byly
zvoleny tak, aby propojovaly nejblizsi sousedy (vrcholy, které jsou si navzajem nejblizsi,
tedy maji nejvétsi podobnost). Pro vypocet podobnosti byla pouzita Gaussova funkce.
Pocet nejblizSich sousedll byl pro kazdy vrchol vybran tak, aby odpovidal tzv.
reprezentativnosti vrcholl sité (88). Barevné jsou v siti odliSeny zkoumané skupiny

pacientd (jednotlivé diagnostické entity).

7.3 Vysledky

7.3.1 Vysledky cytomorfologické analyzy zralych CD5+ B-lymfoidnich neoplazii
7.3.1.1 Cytomorfologie chronické lymfocytdrni leukémie a lymfomu z malych lymfocyti

U CLL bylo vysetfeno celkem 167 vzork( od 157 pacient( (100 muzl a 57 Zen): 134
vzorky periferni krve, 29 vzorkd kostni dfené, 2 vzorky lymfatické uzliny a 2 vzorky
pleuralniho punktatu. Rozdéleni na cytomorfologické typy CLL bylo realizovanu u

vzorkU periferni krve.
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U SLL bylo vySetfeno celkem 6 vzorkd od 3 pacientd (2 muZi a 1 Zena): 1 vzorek

periferni krve, 2 vzorky kostni dfené a 3 vzorky lymfatické uzliny.
Cytomorfologické ndlezy dokumentuji tab. 12 a obr. 18 - 27.

Tab. 12. Cytomorfologie CLL/SLL

Cytomorfologicky typ/forma CLL — pocet vzorka SLL — poéet vzorku
Typickd forma CLL/SLL 107 (79.9 %) 6 (100 %)
(malobunécny typ)
Atypickd forma CLL 27 (20.1 %) 0
Varianta CLL/PL 16 (11.9 %) 0
Pleomorfni varianta CLL 11 (8.2 %) 0

Vzacné byly pripady s plazmoceluldrni diferenciaci (celkem 4 vzorky) nebo
s pritomnosti intracytoplazmatickych vakuol (1 vzorek).
Obr. 18. CLL, typicky cytomorfologicky nalez, periferni krev, barveni May-Grinwald, Giemsa-

Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora
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Obr. 19. Typickd CLL, plazmocelularni diferenciace, periferni krev, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 20. Atypicka CLL, varianta CLL/PL (skupina prolymfocytd), periferni krev, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 21. Atypickd CLL — varianta CLL/PL, periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-
Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 22. CLL, cytomorfologicky nalez na hranici CLL/PL a pleomorfni varianty, pleuralni punktat,
barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 23. Atypickd CLL, pleomorfni varianta, (lymfocyty sjadernymi atypiemi a atypiemi
cytoplazmy), periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 24. Atypickd CLL — pleomorfni varianta (jaderné atypie, bazofilie cytoplazmy, vakuolizace
cytoplazmy), periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 25. Atypickd CLL, pleomorfni varianta (lymfocyty s cytoplazmatickymi vakuolami),
periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétseni

1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto
autora

Obr. 26. Atypicka CLL, pleomorfni varianta (stfedné velké lymfocyty s jadernymi atypiemi, silné
bazofilni cytoplazma), kostni dren, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 27. SLL, infiltrace lymfatické uzliny malymi zralymi lymfocyty, imprint lymfatické uzliny,
barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

7.3.1.2 Cytomorfologie lymfomu z pldstovych bunék

U MCL bylo vysetteno celkem 38 vzork( od 20 pacientl (13 muzd a 7 Zen): 15 vzork(
periferni krve, 18 vzorkl kostni drené, 4 vzorky lymfatické uzliny a 1 vzorek

cerebrospinalniho likvoru.
Cytomorfologické ndlezy dokumentuje tab. 13 a obr. 28 — 38.

Tab. 13. Cytomorfologie MCL

Cytomorfologicky typ Pocet vzorkl
Klasicky MCL 18 (47.4 %)
Varianty MCL 20 (52.6 %)

Malobunécnd varianta 9(23.6 %)
Pleomorfni varianta 8(21.1%)
Blastoidni varianta 2 (5.3%)

Varianta podobna MZL 1(2.6%)

Dva pfipady vykazovaly pfitomnost neoplastickych elementl podobnych
prolymfocytdm (obr. 33, 34). Jeden z pfipadll pleomorfni varianty byl charakteristicky
vyskytem bilobarnich jader (obr. 35). Ve dvou pfipadech jsme pozorovali

cytomorfologickou diskordanci mezi nalezem v periferni krvi a kostni dfeni (klasicky
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MCL v periferni krvi versus pleomorfni varianta v kostni dfeni a malobunécnd varianta
v periferni krvi versus pleomorfni obraz v kostni dfeni).
Obr. 28. MCL, klasickda morfologie s pfevazujicimi centrocyty, imprint lymfatické uzliny, barveni

May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 29. MCL, klasickd morfologie s pfevaZujicimi centrocyty a pfitomnosti ,buttock cells”,
natér kostni drené, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie,
zvétseni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o.,
foto autora
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Obr. 30. MCL, malobunéc¢na (,CLL-like”) varianta, pfevaha malych zralych lymfocyt(, natér
kostni drené, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétsSeni
1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto
autora

Obr. 31. MCL, malobunéénd varianta, imprint lymfatické uzliny, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 32. MCL, pleomorfni varianta (anizocytéza, anizomorfie, jaderné atypie a pritomnost
nukleold), natér kostni drené, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou

Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 33. MCL, pleomorfni varianta s prolymfocytoidnimi rysy (v popredi jaderné atypie), natér
kostni drené, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétseni
1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto
autora
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Obr. 34. MCL, pleomorfni varianta, lymfocyty s vyraznymi nukleoly podobné prolymfocytiim,
natér kostni drené, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie,
zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.,
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Obr. 35. MCL, pleomorfni varianta s bilobarnimi jadry, natér kostni drené, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

79



Obr. 36. MCL, blastoidni varianta, natér kostni dfené, barveni May-Griinwald, Giemsa-
Romanowski, svételnda mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv autora, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 37. MCL, blastoidni varianta, kostni dfen, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski,
svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 38. MCL, varianta podobna lymfomu z marginalni zény, natér kostni dfené, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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7.3.1.3 Cytomorfologie CD5+ lymfomu z margindlni zony

U CD5+ MZL bylo vysetifeno celkem 11 vzork( od 7 pacientl (4 muzi a 3 Zeny): 5 vzork(
periferni krve, 4 vzorky kostni diené, 1 vzorek lymfatické uzliny a 1 vzorek

cerebrospinalniho likvoru.
Cytomorfologické ndlezy dokumentuje tab. 14 a obr. 39 —48.

Tab. 14. Cytomorfologie CD5+ MZL

Cytomorfologicky typ Pocet vzorkl

Malobunécny 3(27.2%)

Malobunéény s plazmoceluldrni diferenciaci 18.2 %)

Stredné velké ci velké lymfocyty

Pleomorfni 18.2 %)

(
2 (
2 (18.2%)
2 (
2 (

Splenicky lymfom s viloznimi lymfocyty 18.2 %)

Velmi vzacny byl pleomorfni obraz u nemocné s pokrocilym onemocnénim a raritné
excesivni hladinou monoklonalniho imunoglobulinu G o kvantité 81 g/l (obr. 46). U této
pacientky doslo v prlibéhu onemocnéni k transformaci lymfomu z marginalni zény do

plazmablastického lymfomu (obr. 48). Zajimavy byl téz pleomorfni obraz z likvoru u
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nemocného s relapsem primarné noddiniho CD5+ lymfomu z marginaini zény v CNS

(obr. 47).

Obr. 39. CD5+ MZL, zralé lymfocyty, diskrétni nepravidelnosti cytoplazmy, periferni krev,
barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 40. CD5+ MZL, zralé lymfocyty s plazmocytoidni diferenciaci, periferni krev, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 41. CD5+ MZL, pfevainé malobunécény obraz, z¢3asti s plazmoceluldrni diferenciaci, kostni
dren, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000k,
archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora
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Obr. 42. CD5+ MZL, stredné velké lymfocyty s naznacenou plazmocytoidni diferenciaci,
s jadérky a vakuolizaci cytoplazmy, kostni dien, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski,
svételna mikroskopie, zvétseni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 43. CD5+ MZL, velky lymfocyt se dvéma jadérky blizky prolymfocytu, kostni dfen, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 44. CD5+ MZL, stfedné velké lymfocyty ,monocytoidniho vzhledu®, periferni krev, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétseni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora
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Obr. 45. CD5+ SMZL (SLVL), vilézni lymfocyty, kostni dreri, barveni May-Griinwald, Giemsa-
Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 46. CD5+ MZL, pleomorfni obraz, kostni dien, barveni May-Grinwald, Giemsa-
Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora
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Obr. 47. CD5+ MZL, pleomorfni obraz, cytospin cerebrospinalniho likvoru, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSseni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 48. Plazmablasticky lymfom jakoZto transformace CD5+ MZL, imprint lymfatické uzliny,
barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

7.3.1.4 Cytomorfologie difuzniho velkobunécného B-lymfomu

U DLBCL byly vysetreny celkem 4 vzorky od 4 pacientll (2 muZi a 2 Zeny): 1 vzorek

periferni krve, 2 vzorky kostni dfené a 2 vzorky lymfatické uzliny.

Cytomorfologické nalezy dokumentuje tab. 15 a obr. 49 — 53.
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Tab. 15. Cytomorfologie DLBCL

Cytomorfologicky typ Pocet vzork
Centroblasticka varianta 2 (50 %)
Imunoblasticka varianta 1 (25 %)

Anaplasticka varianta 1 (25 %)

Obr. 49. CD5+ DLBCL, infiltrace lymfatické uzliny prevaZujicimi centroblasty s vyraznymi
jadérky, imprint lymfatické uzliny, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora

Obr. 50. CD5+ DLBCL, infiltrace imunoblasty, kostni dren, barveni May-Grinwald, Giemsa-
Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 51. CD5+ DLBCL, imunoblasticka varianta, kostni dfen, barveni May-Griinwald, Giemsa-
Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 52. CD5+ DLBCL, leukemizace centroblastl, periferni krev, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétseni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 53. CD5+ DLBCL, anaplasticka varianta, imprint lymfatické uzliny, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

7.3.1.5 Cytomorfologie neklasifikovatelnych CD5+ B-lymfoidnich neopldzii

V této skupiné bylo vysSetfeno celkem 7 vzorkl od 7 pacientd (2 muzi a 5 Zen): 6 vzorku

periferni krve, 1 vzorek kostni dfené.
Cytomorfologické ndlezy dokumentuje tab. 16.

Tab. 16. Cytomorfologie ve skupiné neklasifikovatelnych zralych CD5+ B-lymfoidnich neoplazii

Cytomorfologicky typ Pocet vzorkl
Malobunéény 4 (57.1%)
Malobunécny s plazmoceluldrni diferenciaci 1(14.3 %)
Stredné velké ci velké lymfocyty 1(14.3 %)
Pleomorfni 1(14.3 %)

7.3.1.6 Vyskyt morfologickych typt zralych CD5-pozitivnich neopldzii

Udaje o vyskytu jednotlivych cytomorfologickych typd v analyzovaném souboru jsou

shrnuty v tab. 17.
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Tab. 17. Cytomorfologické typy u zralych CD5+ B-lymfoidnich neoplazii (%)

Cytomorfologicky CLL SLL MCL CD5+ CD5+ Neklasifikovatelné
typ MZL DLBCL CD5+ B-lymfomy
Malobunécny 53.7 3.0 4.5 2.5 0 2.5
Malobunécny 8.0 0 0 0 0 0
s prolymfocyty
Centrocytoidni 0 0 9.0 0 0 0
Pleomorfni 55 0 4.0 1.0 0 0.5
Blastoidni 0 0 2.0 0 1.5 0
Stredni/velké 0 0 0.5 1.0 0 0
lymfocyty
Vilézni lymfocyty 0 0 0 1.0 0 0
Anaplasticky 0 0 0 0 0.5 0

Nejcastéjsim cytomorfologickym typem v souboru byl typ malobunéény ndsledovanym
typem pleomorfnim. Ostatni cytomorfologické typy se vyskytly vzacnéji. Malobunécny
typ se vyskytl u vSech diagnostickych skupin. Pleomorfni typ se wvyskytl u vSech
diagnostickych  skupin svyjimkou SLL a CD5+ DLBCL. Vyskyt ostatnich
cytomorfologickych typl byl limitovan — malobunécny typ s prolymfocyty se vyskytl
pouze u CLL, centrocytoidni typ pouze u MCL, blastoidni typ pouze u MCL a CD5+
DLBCL, typ se stfednimi/velkymi lymfocyty pouze u MCL a CD5+ MZL, typ s vildznimi
lymfocyty pouze u CD5+ MZL a anaplasticky typ pouze CD5+ DLBCL.

7.3.2 Vysledky analyzy pritokovou cytometrii
7.3.2.1 Imunofenotyp chronické lymfocytdrni leukémie a lymfomu z malych lymfocyti

U CLL bylo vysSetfeno celkem 167 vzork( od 157 pacient( (100 muzl a 57 Zen): 134
vzorky periferni krve, 29 vzorkd kostni dfené, 2 vzorky lymfatické uzliny a 2 vzorky

pleuralniho punktatu.

Zastoupeni CD19+ elementli ve vzorcich CLL bylo nasledujici: minimum 20.4 %,

maximum 98.6 %, priimér 71.0 %, median 76.9 %.

90




U SLL bylo vySetfeno celkem 6 vzorkd od 3 pacientd (2 muZi a 1 Zena): 1 vzorek

periferni krve, 2 vzorky kostni dfené a 3 vzorky lymfatické uzliny.

Zastoupeni CD19+ elementld ve vzorcich SLL bylo nasledujici: minimum 6.7 %,

maximum 85.4 %, priimér 55.4 %, medidn 66.5 %.

Udaje o pozitivité a priimérné intenzité fluorescence (MFI) jednotlivych diagnostickych

znak{ jsou uvedeny v tab. 18.

Tab. 18. Pozitivita a hodnoty MFI diagnostickych markerd u CLL/SLL

Diagnosticky znak Pozitivita - Minimum Maximum Pramér MFI Median MFI
pocet vzorka MFI MFI
(%)

CcD19 172 (99.4) 459 7151 2373 2096
CD20 (APC-Cy7) 172 (99.4) 109 7178 957 627
CD20 (PerCp-Cy5.5) 172 (99.4) 129 15338 1789 1256
Kappa 80 (50.0) 141 2965 510 390
Lambda 63 (39.4) 141 3085 808 614
Null sig 17 (10.6) NA NA NA NA
CD22 128 (74.0) -29 5732 1285 1032
CD79b 76 (43.9) 42 4952 757 576
CD23 142 (82.1) 111 5815 1587 1304
FMC7 5(2.9) 59 4280 383 267
CcD5 173 (100) 480 27322 8548 7476
CcD10 0 (0) -8 673 32 20
CD25 68 (39.3) 51 3570 862 740
CD35 21(12.1) 79 2680 448 265
CD38 66 (38.2) 1 9060 1167 445
CD43 157 (90.8) 27 5844 2237 2063
CD1i1c 22 (12.7) 13 1093 240 185

CD95 0 (0) -27 786 68 43
CD103 0 (0) 99 262 166 159
CD200 170 (98.3) 3 19672 5275 4582

Pozitivita povrchové exprese pan-B marker CD19 a CD20 byla konstantnim rysem

témér vSech analyzovanych ptipad( CLL a SLL, intenzita exprese CD20 byla vétSinové

91




nizka, median MFI u CD19 byl cca 2x vyssi nez u CD20. Intenzita exprese CD20 se lisila
podle pouZzitého fluorochromu. Znak CD22 byl pozitivni u 74.0 % vzork( (vétSinové
nizka droven exprese), CD79b se vyskytl u 43.9 % vzork( (vétSinové nizka uroven
exprese). Pri vySetfeni exprese povrchovych lehkych fetézcl imunoglobulin lehce
prevazovaly kappa+ pfipady (50 : 39.4 %), intenzita exprese lehkych rfetézcl lambda
byla vyssi nez u lehkych fetézcli kappa. U 10.6 % pfipadl nebylo mozné vzhledem
k extrémné nizké urovni exprese obou typl lehkych fetézcd imunoglobulin( s jistotou
rozhodnout, ktery z nich prevazuje (null typ). Znak CD5 mél vétSinou vysokou Uroven
exprese, v souboru se nevyskytl CD5-negativni pfipad CLL ani SLL. Pozitivita znaku CD23
byla v souboru typickd (82.1 % vzork(l), negativita tohoto znaku byla na druhou stranu
nejcastéjSim divodem snizeni bodového skére dle Matutes. FMC7 byl pozitivni pouze
u 2.9 % vysetrenych vzork(, podobné nizky vyskyt mél znak CD11c (12.7 %). Marker
CD43 byl vétSinové pozitivni (90.8 % vzorkl) se stfedni Urovni exprese. Znak CD10 se
nevyskytl u Zadného pacienta, stejné tak tomu bylo i u znakd CD95 a CD103. Exprese
CD25 byla variabilni (pozitivita u cca 1/3 vzork(, stfedni intenzita exprese), pozitivita
markeru CD35 byla okrajovym jevem. CD38 byl pozitivni u 39.3 % vzorkd, zcasti i
svysokou intenzitou exprese. Vysokd Uuroverni exprese markeru CD200 byla
charakteristickym rysem témér vsech vysetfenych pfipadld. Z hodnoceni exprese
jednotlivych marker vyplyva, Ze urcita variabilita intenzity exprese byla obecnym
rysem i u silné exprimovanych znakd, pro priklad tuto skutec¢nost dokumentujeme u

exprese lehkych retézcl kappa, CD5 a CD200 (obr. 54-56).

CLL skére bylo nasledujici: hodnota 3 — 9x, hodnota 4 - 38x, hodnota 5 — 120x
(podrobné viz tab. 19). Pfi hodnoceni CLL skére vykadzalo 71.9 % pfipadl CLL skére 5,
22.8 % pripadd skore 4 a 5.3 % pripad( se skére 3. Tab. 18 podava téz prehled o
frekvenci atypickych imunofenotypu. Ve skupinach s CLL skére 3, 4 a 5 jsme se zaméfili
na expresi znakd CD20, CD22, CD38, CD43 a CD200. Pozorovali jsme zietelné rozdily
v expresi znakd CD20, CD22 a CD43 ve skupindch s CLL skére 5, 4 a 3. Vysoka intenzita
exprese CD20 a CD22 a negativita CD43 byly podstatné castéjsi u CLL3 nez u CLL4 a
CLL5. Negativita CD200 se vyskytla pouze u ojedinélych pfipadl se skoére 5, vSsechny
pripady se skore 4 a 3 byly CD200-pozitivni. Vyskyt atypii imunofenotypu (CLL skére 3 a
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4 a/nebo vysoka exprese CD20 a/nebo CD22) u CLL byl ¢astéjsi u CLL s atypickou

cytomorfologii (tab. 20).

Tab. 19. CLL skdre dle Matutes, frekvence atypickych imunofenotyp(l a exprese CD20, CD43,

CD38 a CD200 u CLL

Hodnota Pocet Atypicky Pocet Vysoka Vysoka Pozitivita | Negativita | Negativita
CLL skére pfipadi | imunofe- | pfipadi exprese exprese CD38 (%) | CD43 (%) CD200 (%)
(%) notyp (%) CD20 (%) | CD22 (%)
Pocet pripadid (%)
5 71.9 0 5.2 6.7 34.8 1.7 4.3
CD23- 16.7
4 22.8 Vysoka 5.6 7.9 15.7 42.2 13.2 0
exprese
lambda
FMC7+ 1.2
23-a 1.9
3 53 FMC7+
Vysoka 1.9 77.8 44.4 333 66.7 0
exprese
CD79b a
kappa
CD23-a 1.2
vysoka
exprese
lambda
CD23-a 0.6
vysoka
exprese
kappa

Tab. 20. Souvislost cytomorfologie CLL s atypii imunofenotypu CLL

Cytomorfologie CLL Vyskyt ( % ) Atypie imunofenotypu ( %)
Typicka CLL 79.9 31.8
Atypicka CLL 20.1 74.1
- CLL/PL 11.9 87.5
- Pleomorfni CLL 8.2 54.5
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Obr. 54. Variabilita exprese lehkych fetézcl kappa u CLL (5 pfipadd CLL, dvouparametrové dot-
plot diagramy, exprese lehkych fetézcl kappa na svislé ose, gating z B-lymfocyt(, logaritmicka
skala exprese na obou osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havitov, p.o.
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Obr. 55. Variabilita exprese znaku CD5 u CLL (3 pfipady CLL, dvouparametrové dot-plot
diagramy CD19/CD5, exprese CD5 na svislé ose, gating z lymfocytl, logaritmicka skala exprese
na obou osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.
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Obr. 56. Variabilita exprese znaku CD200 u CLL (2 ptipady CLL, dvouparametrové dot-plot
diagramy CD19/CD200, exprese CD200 na svislé ose, gating z lymfocyt(, logaritmicka skala
exprese na obou osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havitov, p.o.
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7.3.2.2 Imunofenotyp lymfomu z pldstovych bunék

U MCL bylo vysetifeno celkem 38 vzorkd od 20 pacientl (13 muz( a 7 Zen): 15 vzork(
periferni krve, 18 vzork( kostni diené, 4 vzorky lymfatické uzliny a 1 vzorek

cerebrospinalniho likvoru.

Zastoupeni CD19+ elementld ve vzorcich MCL bylo nasledujici: minimum 5.6 %,

maximum 97.9 %, primér 68.4 %, median 80.1 %.

Udaje o pozitivité a primérné intenzité fluorescence jednotlivych diagnostickych znaki

jsou uvedeny v tab. 21.
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Tab. 21. Pozitivita a hodnoty MFI diagnostickych markert u MCL

Diagnosticky znak Pozitivita - Minimum Maximum Pramér MFI Median MFI
pocet vzorka MFI MFI
(%)
CcD19 38(100.0) 767 5563 1997 1589
CD20 (APC-Cy7) 38 (100.0) 866 16894 6194 12922
CD20 (PerCp-Cy5.5) 38 (100.0) 2158 30941 12922 11672
Kappa 11 (55.0) 251 8309 2421 1925
Lambda 9 (45.0) 602 30499 6816 3711
CD22 36 (94.7) 210 32090 3266 2125
CD79b 37 (97.4) 658 12120 3270 2617
CD23 0(0) -38 517 129 89
FMC7 32 (84.2) 174 13454 3596 2368
CD5 32 (84.2) 214 17658 5128 5369
CD10 1(2.6) -118 1116 47 19
CD25 25 (65.8) 17 3980 1165 946
CD35 20 (52.6) 157 6336 1390 1067
CD38 31 (81.6) 84 30759 7593 5598
CD43 10(26.3) 0 5106 973 579
CD11c 3(7.9) -51 868 99 46
cD95 0(0) 10 264 82 71
CD103 0(0) 98 785 218 183
CD200 3(7.9) 109 3118 696 530

Pozitivita povrchové exprese pan-B marker CD19, CD20, CD22 a CD79b s vysokou
intenzitou byla konstantnim rysem u 94.7 — 100 % analyzovanych vzork( MCL. Nejvyssi
intenzitu exprese z nich vykazoval znak CD20 (median MFI vice nez 4x vyssi nez u CD22
a CD79b a 8x vyssi nez u CD19). Intenzita exprese CD20 se liSila podle pouzitého
fluorochromu. Pti vySetreni exprese povrchovych lehkych tetézcl imunoglobulind
lehce prevaZzovaly kappa+ pripady (55 : 45 %), intenzita exprese lehkych retézcu
lambda byla zietelné vyssi nez u lehkych fetézcl kappa (2x vyssi median MFI).
V jednom ze vzorkd periferni krve nebylo mozné urcit dominujici lehky retézec (null

typ), ve vzorku kostni dfené téhoZ pacienta vSak byla prokdzdana dominance lehkych

fetézcl lambda (pfipad zarazen jako typ lambda). Znak CD5 mél vétSinou vysokou
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uroven exprese, oviem i v naSem souboru jsme pozorovali tfi CD5-negativni pfipady (6
vzorkd) MCL. FMC7 byl pozitivni u vétSiny pfipadu a vykazoval velmi variabilni Groven
exprese. Marker CD43 byl vétSinové negativni. Pozitivita znaku CD23 se nevyskytla u
zadného pacienta, stejné tak tomu bylo i u znaki CD11c, CD95 a CD103. Exprese CD25
byla variabilni (pozitivita u 2/3 vzorkd), marker CD35 byl pozitivni u poloviny vzorkd
exprese. Vzacna byla pozitivita CD10 s nizkou tGrovni exprese u jediného z ptipadu (obr.
57). S pozitivitou CD200 jsme se setkali pouze u 2 ptipadd (3 vzorkd) (jeden pripad
hodnota 0 - 5x, hodnota 1 - 20x, hodnota 2 - 9x, hodnota 3 — 3x, hodnota 4 - 1x.
Z hodnoceni exprese jednotlivych marker( vyplyva, Ze variabilita intenzity exprese byla
obecnym rysem i u silné exprimovanych znakl (obr. 58-60). Pozoruhodné bylo, Ze
jeden z ptipadd MCL vykazoval imunofenotyp pfiznacny pro CLL (CD19+CD5+CD23-
CD79b-dimFMC7-CD200+lambda-dim, skére 4 dle Matutes), vjiném z pripad( byl
imunofenotyp velmi blizky CD5-negativnimu lymfomu z marginalni zény. Oba tyto
pfipady se vyznacovaly ptitomnosti znaku CD200.

Obr. 57. Pozitivita CD10 u MCL (dvouparametrové dot plot diagramy, CD20 na vodorovné a

CD10 na svislé ose, gating z B-lymfocyt(, logaritmicka Skala exprese na obou osach), archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o.
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Obr. 58. Variabilita exprese znakd CD20 a CD22 (dvouparametrové dot plot diagramy, CD20 na
vodorovné a CD22 na svislé ose, gating z B-lymfocytll, logaritmickd skala exprese na obou
osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.
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Obr. 59. Variabilita exprese znaku CD5 (dvouparametrové dot plot diagramy, CD19 na
vodorovné a CD5 na svislé ose, gating z B-lymfocyt(, logaritmicka Skala exprese na obou
osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.
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Obr. 60. Variabilita exprese znakl CD20 a CD38 (dvouparametrové dot plot diagramy, CD20 na
vodorovné a CD38 na svislé ose, gating z B-lymfocytli, logaritmickd skala exprese na obou
osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.
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7.3.2.3 Imunofenotyp CD5+ lymfomu z margindini zony

U CD5+ MZL bylo vysetifeno celkem 11 vzorkd od 7 pacientl (4 muZi a 3 Zeny): 5 vzork(

periferni krve, 4 vzorky kostni dfené, 1 vzorek lymfatické uzliny a 1 vzorek

cerebrospinalniho likvoru.

Zastoupeni CD19+ element(i ve vzorcich CD4+ MZL bylo nasledujici: minimum 17.3 %,

maximum 88.2 %, priimér 48.9 %, medidn 46.2 %.

Udaje o pozitivité a primérné intenzité fluorescence jednotlivych diagnostickych znakd

jsou uvedeny v tab. 22.

Tab. 22. Pozitivita a hodnoty MFI diagnostickych markerd u CD5+ MZL

Diagnosticky znak Pozitivita - Minimum Maximum Priimér MFI Median MFI
pocet vzorka MFI MFI
(%)
cD19 11 (100.0) 1300 5698 2775 2619
CD20 (APC-Cy7) 11 (100.0) 252 13046 5758 4912
CD20 (PerCp-Cy5.5) 11 (100.0) 446 15318 10197 11225
Kappa 6 (85.7) 544 22142 4792 1626
Lambda 1(14.3) 3140 3140 3140 3140
cD22 10 (90.9) 460 7243 2597 1651
CD79b 11 (100.0) 1453 28441 8425 4304
CcD23 0(0) 56 261 121 99
FMCc7 7 (63.6) 379 6517 2697 1993
CD5 10 (90.9) 464 18036 5027 1720
cD10 0 (0) 4 52 30 29
CcD25 6 (54.5) 671 4912 1515 826
CcD35 2(18.2) 153 3819 868 566
CcD38 4 (36.3) -62 9665 1580 506
CD43 1(9.1) 7 1212 324 175
CD11c 5 (45.4) 121 1453 312 163
CcD95 2(18.2) 7 2836 602 118
CD103 0(0) 121 388 226 210
CD200 7 (63.6) 192 7198 3327 2037
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Pozitivita povrchové exprese pan-B marker(i CD19, CD20, CD22 a CD79b byla
konstantnim rysem témér vSech analyzovanych ptipadl CD5+ MZL. Intenzita exprese
CD20 byla vysoka, nasobné prevysujici expresi ostatnich pan-B znakd. Intenzita exprese
CD20 se liSila podle pouzitého fluorochromu. Pfi vySetfeni exprese povrchovych
lehkych tetézcl imunoglobulinG vyrazné prevaZovaly kappa+ pfipady (86 : 14 %),
intenzita exprese lehkych fetézcl lambda byla o néco vyssi nez u lehkych fetézcl
kappa. Null typ exprese povrchovych lehkych fetézcli imunoglobulini nebyl pozorovan.
Znak CD5 mél vétSinou stfedni Uroven exprese, do souboru nebyly zatazeny CD5-
negativni ptipady MZL s vyjimkou vzorku periferni krve nemocné s pozitivitou znaku
CD5 na neoplastickych bunkach kostni dfené a lymfatické uzliny. Znak CD23 se
nevyskytl u Zddného z vysetfenych vzork( stejné jako markery CD10 a CD103. FMC7 byl
pozitivni u 63.6 % vzork( prevazné se stiedni Urovni exprese. Marker CD38 byl pozitivni
u 36.3 % vzork( s pomérné variabilni intenzitou exprese. Podobné tomu bylo u znaku
CD25, ktery byl ovsem exprimovan u 54.5 %. CD11c byl pfitomen u 45.4 % vzorkd,
uroven exprese byla nizkd. Vzacné se vyskytla pozitivita CD95, CD35 a CD43. Marker
CD200 byl ptfitomen u 63.6 % vzork( s vétSinové stfedni Urovni exprese. CLL skére u

kategorie CD5+ MZL bylo nasledujici: hodnota 1 — 5x, hodnota 2 - 6x.
7.3.2.4 Imunofenotyp CD5+ difuzniho velkobunécného B-lymfomu

U CD5+ DLBCL byly vysetfeny celkem 4 vzorky od 4 pacientl (2 muZzi a 2 Zeny): 1 vzorek

periferni krve, 2 vzorky kostni dfené a 2 vzorky lymfatické uzliny.

Zastoupeni CD19+ element(i ve vzorcich CD5+ DLBCL bylo nasledujici: minimum 12.7

%, maximum 79.4 %, primér 38.1 %, median 30.2 %.

Udaje o pozitivité a priimérné intenzité fluorescence jednotlivych diagnostickych znaki

jsou uvedeny v tab. 23.
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Tab. 23. Pozitivita a hodnoty MFI diagnostickych marker u CD5+ DLBCL

Diagnosticky znak Pozitivita - Minimum Maximum Pramér MFI Median MFI
pocet vzorkd MFI MFI
(%)
CcD19 4 (100.0) 1663 5702 3174 2666
€D20 (APC-Cy7) 3(75.0) -102 6587 4152 4235
CD20 (PerCp-Cy5.5) 4 (100.0) 658 14279 7654 7839
Kappa 4 (100.0) 1771 6348 5049 5624
Lambda 0(0)
CD22 4 (100.0) 2502 7411 4501 4045
CD79b 4 (100.0) 3963 12055 7995 7980
CD23 0(0) 130 318 205 188
FMC7 3(75.0) 747 4763 1974 1193
CD5 4 (100.0) 895 14069 7530 7578
CD10 1(25.0) -78 1011 358 250
CD25 3(75.0) 335 2718 1232 937
CD35 1(25.0) 375 1399 740 593
CD38 3(75.0) 981 26915 12178 10407
CD43 1(25.0) 0 9740 2531 192
CD11c 0(0) 347 649 536 574
CD95 2 (50.0) 230 1189 785 861
CD103 0(0) 102 800 295 139
CD200 3 (75.0) 889 6198 2582 1621

Pozitivita povrchové exprese pan-B markerll CD19, CD20, CD22 a CD79b byla
konstantnim rysem témér vSech analyzovanych pfipadi CD5+ DLBCL, nejintenzivné;jsi
pouzitého fluorochromu. VSechny ptipady byly kappa+. Znak CD5 mél vétSinou
vysokou Uroven exprese. Znak CD23 se nevyskytl u zadného z vySetfenych vzorku
stejné jako markery CD11c a CD103. 75 % vzork( bylo pozitivhi na FMC7 (prevainé
stfedni Uroven exprese), CD38 (vysokd intenzita exprese), CD25 (nizka Uroven exprese)
a CD200 (vétSinou stfedni Uroven exprese). U 50 % vzorkl byla pozorovana exprese
CD95 (nizka uroven exprese). Znak CD43 se vyskytl vzacné stejné jako CD10 a CD35.
CLL skére u kategorie DLBCL bylo nasledujici: hodnota 1 — 3x, hodnota 2 - 1x.

101




Vypovédni hodnota analyzy byla limitovdna malym poctem ptipadi CD5+ DLBCL

v souboru.
7.3.2.5 Imunofenotyp neklasifikovatelnych CD5+ B-lymfoidnich neoplazii

V této skupiné bylo vysetifeno celkem 7 vzork( od 7 pacientl (2 muzi a 5 Zen): 6 vzorku

periferni krve, 1 vzorek kostni dfené.

Zastoupeni CD19+ elementl ve vzorcich neklasifikovatelnych zralych CD5+ lymfoidnich
neoplazii bylo nasledujici: minimum 11.1 %, maximum 54.0 %, primér 45.6 %, median

50.8 %.

Udaje o pozitivité a priimérné intenzité fluorescence jednotlivych diagnostickych znakd

jsou uvedeny v tab. 24.

Tab. 24. Pozitivita a hodnoty MFI diagnostickych marker( u neklasifikovatelnych pfipadd

Diagnosticky znak Pozitivita - Minimum Maximum MFI Pramér MFI Median MFI
pocet vzorka MFI
(%)

CD19 7 (100.0) 881 6340 3088 2038
CD20 (APC-Cy7) 7 (100.0) 1031 9786 4700 4961
CD20 (PerCp-Cy5.5) 7 (100.0) 4939 18237 9936 8612
Kappa 6 (85.7) 635 5271 2297 2150
Lambda 1(14.3) 8690 8690 8690 8690
CD22 7 (100.0) 1671 7240 3651 2617
CD79b 7 (100.0) 2001 9194 4929 4026
CcD23 1(14.3) 0 1003 279 104
FMC7 5(71.4) 280 8545 2341 1324
CD5 7 (100.0) 1760 12384 6805 5334

cD10 0(0) 13 31 21 23
CD25 5(71.4) 629 2087 1271 1245
CD35 3(42.9) 305 2172 1041 716
CD38 1(14.3) 73 3405 766 339
CD43 0 (0) 0 921 335 321
CD11c 0(0) 90 324 216 218

CD95 0(0) 4 163 85 96
CcD103 0 (0) 111 380 218 166
€D200 5(71.4) 532 5283 2531 2101
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Interpretace nalez(i analyzy imunofenotypu pritokovou cytometrii v této skupiné byla
komplikovana faktem, Ze Slo snejvétsi pravdépodobnosti o smés rlznych
diagnostickych entit. Do této skupiny mohly byt zafazeny pripady atypické CLL,
leukemizovaného MCL, CD5+ MZL, CD5+ LPL ¢i spiSe zcela teoreticky CD5+CD10- FL.
Z tohoto dlvodu zde neni podan popis charakteristickych rysd imunofenotypu v této

skupiné.
7.3.2.6 Hodnoty CLL skdre u jednotlivych diagnostickych skupin
Prehled hodnot CLL skére u jednotlivych diagnostickych skupin podava tab. 25.

Tab. 25. CLL skére u diagnostickych skupin

CLL skére 0 1 2 3 4 5
Diagnosticka kategorie zralych Pocet Pocet Pocet Pocet | Pocet | Pocet
CD5+ B-lymfoidnich neoplazii vzorkd vzorkd vzorkd | vzorka | vzorki | vzorki

CLL 0 0 0 9 38 120
SLL 0 0 0 0 2 4
McL 5 20 9 3 1 0
CD5+ MZL 0 5 6 0 0 0
CD5+ DLBCL 0 3 1 0 0 0
Neklasifikovatelné 0 4 2 1 0 0

U vzork( CLL a SLL drtivé prevaZzovaly hodnoty CLL skére 4 a 5, pouze 5 % vzork(

vykdzalo skore 3.

U vzorki MCL, CD5+ MZL, CD5+ DLBCL a neklasifikovatelnych zralych CD5+ B-
lymfoidnich neoplazii vyrazné prevazovaly hodnoty CLL skére 0-2, u MCL se vyjimeéné

vyskytlo CLL skére 3 a 4, ve skupiné neklasifikovatelnych pripad( pak skére 3.

7.3.2.7 Srovndni imunofenotypovych rysu mezi jednotlivymi diagnostickymi entitami na

zdkladé MFI
7.3.2.7.1 Selekce pripadi pro komparaci

Imunofenotypové rysy jednotlivych diagnostickych skupin byly porovndny na zakladé

povrchové exprese analyzovanych markerd hodnocené pomoci MFI. Po predchozim
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vyhodnoceni rozdilu MFI analyzovanych znak( mezi jednotlivymi kompartmenty u CLL
(periferni krev, kostni dren, lymfaticka uzlina), které neprokazalo statisticky vyznamné
rozdily v jejich expresi, byl pro srovnani vybran vidy jeden vzorek od kazdého
nemocného, vétsinou Slo o vzorky periferni krve. Komparace se tykala diagnostickych
skupin CLL + SLL (v¢etné rozdilG mezi podskupinami s CLL skére 445 a 3), MCL a CD5+
MZL. Pfipady CD5+ DLBCL nebyly do srovnani zafazeny vzhledem k jejich nizkému

poctu stejné jako pripady neklasifikovatelné z divodu nezndmé konecéné diagndzy.
7.3.2.7.2 Srovndni CLL/SLL a MCL

Pfi srovnani intenzity exprese analyzovanych marker( mezi CLL/SLL a MCL byla u
CLL/SLL prokazana vyssi intenzita exprese znak(l CD23, CD200, CD43, CD11c a CD5 a
nizsi intenzita exprese znak( CD20, CD79b, FMC7, CD35, CD38, CD22 a lehkych retézcu
kappa nez u MCL (tab. 26). Rozdily vintenzité exprese ostatnich vysSetfovanych

markerud nebyly statisticky vyznamné.

Tab. 26. Markery se statisticky vyznamnymi rozdily MFI mezi CLL/SLL a MCL

WilcoxonUv test Linearni ddCq (95 % interval spolehlivosti - Cl)
CLL/SLL MCL
Znak p-hodnota | B- Primér | Clyom Clhorni Primér | Clyoni Clhorni
Hochberg

CD23 2.55x10"* | 3.57x10™"" | 1574 1396.28 | 1751.72 | 138.1 86.57 189.63
cD200 | 1.41x10™" | 8.94x10™" | 5150 4680.36 | 5619.64 | 822.3 |518.83 | 1125.77
CD20 1.91x10™"" | 8.94x10™ | 955.1 784.51 | 1125.69 | 6852 4865.05 | 8838.95
CcD79b | 4.72x10™ | 1.65x10"° | 777.7 661.81 | 893.59 | 3622 2597.71 | 4646.29
FMC7 4.69x10"° | 1.31x10° | 390 312.77 | 467.23 | 3730 2328.35 | 5131.65
CD43 6.73x10° | 1.57x107 | 2283 2088.24 | 2477.76 | 709 397.85 1020.15
CD35 2.16x107 | 4.31x107 | 445.3 370.35 | 520.25 | 1565 890.87 | 2239.13
CD38 2.96x107 | 5.18x107 | 1089 854.4 1323.6 | 7301 4621.92 | 9980.08
CD22 1.75x10° | 2.72x10° | 1320 1164.37 | 1475.63 | 4329 1363.27 | 7294.73
CD1lc | 1.05x10™" | 1.47x10™* | 254.5 218.06 | 290.94 | 136 31.93 240.07
CD5 9.87x10° | 1.26x10° | 8562 7680.31 | 9443.69 | 5332 3478.36 | 7185.64
Kappa | 4x10~ 4.67x10° | 258.1 199.48 | 316.72 | 1294 417.15 | 2170.85

Obr. 61 ukazuje distribuci

diagnostickych skupin.
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Obr. 61. Distribuce hodnot MFI u lehkych fetézcl kappa a lambda, znakd CD20, CD22, CD79b,
CD5, CD23, FMC7, CD35, CD38, CD43, CD25, CD11c a CD200; diagramy typu box-plot,
diagnosticka kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (CLL/SLL vs. MCL)
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7.3.2.7.3 Srovndni CLL/SLL a CD5+ MZL

L
CLL+SLL

Classes

L L
CLL+SLL ML

Pfi srovnani intenzity exprese analyzovanych markert mezi CLL/SLL a CD5+ MZL byla u

vy

exprese znak( CD20, CD79b, FMC7, CD22, CD35 a lehkych tetézcli kappa nez u CD5+

MZL (tab. 27). Rozdily vintenzité exprese ostatnich vySetfovanych marker( nebyly

statisticky vyznamné.

Tab. 27. Markery se statisticky vyznamnymi rozdily MFI mezi CLL/SLL a CD5+ MZL

WilcoxonQv test Linedrni ddCq (95 % interval spolehlivosti - Cl)
CLL/SLL CD5+ MZL
Znak p- B- Prdmér | Clyopn; Clhorni Pramér | Clgopn; Clhorni
hodnota | Hochberg

CD79b | 1.2x10° | 1.24x10™" | 777.7 661.81 | 893.59 | 10440 | 2988.89 | 17891.11
CD23 1.77x10° | 1.24x10" | 1574 1396.28 | 1751.72 | 144.9 84.02 205.78
CD20 3.15x10” | 1.47x10™* | 955.1 784.51 | 1125.69 | 5899 2987.04 | 8810.96
CD43 5.68x10” | 1.83x10™ | 2283 2088.24 | 2477.76 | 289.9 -23.68 603.48
FMC7 6.52x10” | 1.83x10™ | 390 312.77 | 467.23 | 2067 496.93 | 3637.07
Kappa | 5.19x10* | 1.21x10° | 258.1 199.48 | 316.72 | 5798 -115.2 11711.2
CD35 3.87x10° | 7.74x10° | 445.3 370.35 | 520.25 | 1092 189.7 1994.3
CD22 1.84x107 | 3.23x107 | 1320 1164.37 | 1475.63 | 3127 1141.88 | 5112.12
CD5 2.28x107 | 3.54x107 | 8562 7680.31 | 9443.69 | 4571 310.07 | 8831.93

Obr. 62 ukazuje distribuci hodnot MFI analyzovanych

diagnostickych skupin.
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Obr. 62. Distribuce hodnot MFI u lehkych retézcG kappa, znakl CD20, CD22, CD79b, CD5,
CD23, FMC7, CD35, CD38, CD43, CD25, CD11c a CD200; diagramy typu box-plot, diagnosticka

kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (CLL/SLL vs. CD5+ MZL)
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7.3.2.7.4 Srovnhdni MCL a CD5+ MZL

Pfi srovnani intenzity exprese analyzovanych markerd mezi MCL a CD5+ MZL byla u

MCL prokdazdna vyssi exprese znaku CD38 a nizsi exprese znak(i CD11c a CD79b nez u

CD5+ MZL (tab. 28). Rozdily vintenzité exprese ostatnich vySetfovanych markeru

nebyly statisticky vyznamné.

Tab. 28. Markery se statisticky vyznamnymi rozdily MFI mezi MCL a CD5+ MZL

WilcoxonQv test Linedrni ddCq (95 % interval spolehlivosti - Cl)
MCL CD5+ MZL
Znak p- B- Prdmér | Clgon Clhorni Pramér | Clgopn Clhorni
hodnota | Hochberg
CD11c | 8.03x10”° | 0.11 136 31.93 240.07 | 409.7 60.75 758.65
CD38 1.9x10° 0.13 7301 4621.92 | 9980.08 | 2103 -435.43 | 4641.43
CD79b | 3.58x10” | 0.17 3622 2597.71 | 4646.29 | 10440 | 2988.89 | 17891.11

Obr. 63 ukazuje distribuci hodnot MFI analyzovanych markerd u porovnavanych

diagnostickych skupin.
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Obr. 63. Distribuce hodnot MFI u lehkych fetézclG kappa, znakd CD20, CD22, CD79b, CD5,
CD23, FMC7, CD35, CD38, CD43, CD25, CD11c a CD200; diagramy typu box-plot, diagnosticka

kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (MCL vs. CD5+ MZL)
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7.3.2.7.5 Srovndni podskupin CLL (podskupina s CLL skdre 4+5 a podskupina s CLL skore

3)

Pfi srovnani intenzity exprese analyzovanych marker(i mezi CLL4+5 a CLL3 byla u

v

CD20, CD79b a FMC7 nei u CLL3 (tab. 29). Rozdily vintenzité exprese ostatnich

vySetifovanych markertd nebyly statisticky vyznamné.

Tab. 29. Markery se statisticky vyznamnymi rozdily MFI mezi CLL4+5 a CLL3

Wilcoxon test Linedrni ddCq (95 % interval spolehlivosti - Cl)
CLL3 CLL4+5

Znak p- B- Prdmér | Clgopn; Clhorni Pramér | Clyomn Clhorni

hodnota | Hochberg
CD20 1.79x10* | 2.5x107 2634 1711.18 | 3556.82 | 819.4 | 677.23 | 961.57
FMC7 4.72x10™" | 3.3x10° 912.2 463.96 1360.44 | 355.2 | 279.03 | 431.37
CD43 3.23x10° | 1.51x10” | 1105 101.02 2108.98 | 2348 2154.32 | 2541.68
CD23 8.69x10° | 3.04x10° | 939.1 146.16 1732.04 | 1618 1434.02 | 1801.98
CD79% 2.15x107 | 6.02x107 | 2034 823.25 324475 | 686.5 | 606.2 766.8

Obr. 64 ukazuje distribuci hodnot MFI analyzovanych marker(

diagnostickych skupin.
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Obr. 64. Distribuce hodnot MFI u lehkych fetézcl kappa a lambda, znakd CD20, CD22, CD79b,
CD5, CD23, FMC7, CD35, CD38, CD43, CD25, CD11c a CD200; diagramy typu box-plot,
diagnosticka kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (CLL3 vs. CLL4+5)
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7.3.2.8 Vyhodnoceni diferencidlné diagnostického potencidlu dvojkombinaci a

trojkombinaci informativnich markerd u CLL/SLL, MCL a CD5+ MZL

Matematickym modelem byly s vyuZitim MFI stanoveny dvojkombinace a
trojkombinace marker(i, které suréitou mirou spravnosti navzajem rozliSovaly
jednotlivé diagnostické jednotky. Na zakladé frekvence vyskytu diagnostickych
markerd ve dvojkombinacich a trojkombinacich a sohledem na vySe popsanou
statistickou vyznamnost rozdil(i v jejich expresi mezi diagnostickymi skupinami byly
definovany znaky snejvyssi diferencidlné diagnostickou informacéni hodnotou

(nejinformativnéjsi markery). Kli¢ové informativni markery byly zobrazeny pomaoci sité.
7.3.2.8.1 Diferencidlni diagnostika CLL/SLL a MCL

V ramci diferencialni diagnostiky CLL/SLL a MCL existovalo celkem 91 dvojkombinaci
markerud rozlisujici tyto jednotky se spravnosti nejméné 88.7 %, a 364 trojkombinaci

markeru rozlisujici tyto jednotky se spravnosti nejméné 90.4 %.

V ramci diferencialni diagnostiky CLL/SLL a MCL existovalo celkem 28 dvojkombinaci
znakl, které tyto jednotky rozliSily se spravnosti nejméné 94.4 %. Mezi témito
dvojkombinacemi se vyskytovaly znaky: FMC7 — 9x , CD20 — 8x, CD200 — 7x, CD79b —
6x, CD38 — 6x, CD23 — 5%, CD43 — 4x, CD11c — 3x, CD5 — 2%, lambda — 2x, CD25 — 1x,

vevys

30.
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Tab. 30. Dvojkombinace MFI diagnostickych marker( rozlisujici CLL/SLL a MCL se spravnosti

nejméné 96.1 %

Marker 1 Marker 2 Chybovost zafazeni diagnézy (%)
CD200 CD23 2.2
CD23 FMC7 2.8
CD200 CD79b 2.8
CD200 CD43 34
CD23 CD20 34
CD79b CD5 34
CD200 FMC7 3.9
CD20 CD38 3.9
CD79b FMC7 3.9

V ramci diferencialni diagnostiky CLL/SLL a MCL existovalo celkem 50 trojkombinaci
znakl, které tyto jednotky rozliSily se spravnosti nejméné 99.4 %. Mezi témito
trojkombinacemi se vyskytovaly znaky: CD200 — 32x, CD23 — 28x, FMIC7 — 16x, CD79b —
10x, CD43 — 9x, CD5 — 9x, CD11c — 7x, CD20 — 6x, CD25 — 5x, CD35 — 5x, CD22 — 4,

vevys

31.

Tab. 31. Trojkombinace MFI diagnostickych markert rozlisujici CLL/SLL a MCL se spravnosti 100
%

Marker 1 Marker 2 Marker 3 Chybovost zafazeni diagnézy (%)
CD23 FMC7 CD43 0
CD23 CD20 CD43 0
CD23 CD43 CD11c 0

S ohledem na sestavu znakud se statistickymi rozdily MFI mezi CLL/SLL a MCL a vyse
uvedené Udaje Ize oznacdit markery CD200, CD23, FMC7, CD79b, CD20, CD43 a CD38 za
znaky s nejvyssi diferencidlné diagnostickou informacni hodnotou pfi rozlisSeni CLL a
MCL. Absolutné nejcastéjsSimi znaky v kombinacich byly CD23 a CD200. Tato kombinace
spravné odlisila CLL/SLL a MCL v 97.8 % pripadd. Pridani kteréhokoli ze znak( CD5,
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FMC7, CD20, CD22, CD35, CD38, CD43, CD25, CD79b, CD11c a lehkych retézcl kappa
nebo lambda zvysila spravnost odlisSeni CLL/SLL a MCL nad 99 %. Vybér

nejinformativnéjsich markerd pro odliseni CLL/SLL a MCL graficky znazornuje obr. 65.

Obr. 65. Vybér nejinformativnéjsich markerd pro odliseni CLL/SLL a MCL

CD¥#9b

CB20
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CB835
. CD23
CiD43
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CD200 <R

Ciss Chi1c

CB5
CB25

7.3.2.8.2 Diferencidlni diagnostika CLL/SLL a CD5+ MZL

Vramci diferencialni diagnostiky CLL/SLL a CD5+ MZL existovalo celkem 91
dvojkombinaci marker( rozliSujici tyto jednotky se sprdvnosti nejméné 94.6 % a 364

trojkombinaci marker( rozlisujici tyto jednotky se spravnosti nejméné 95.4 %.

Vramci diferencialni diagnostiky CLL/SLL a CD5+ MZL existovalo celkem 28
dvojkombinaci znakd, které tyto jednotky rozliSily se spravnosti nejméné 97.6 %. Mezi
témito dvojkombinacemi se vyskytovaly znaky: CD79b — 12x, kappa — 9x, CD20 — 4x,
CD11c —4x, CD25 — 4x, CD35 — 4x, FMC7 — 4x, CD23 — 3x, CD22 - 3x, CD43 — 2x, CD200
— 1x, CD5 — 1x, CD38 — 1x, lambda 1x. 6 nejuzitecnéjSich dvojkombinaci MFI shrnuje
tab. 32.
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Tab. 32. Dvojkombinace MFI diagnostickych markerd rozlisujici CLL/SLL a CD5+ MZL se

spravnosti nejméné 98.8 %

Marker 1 Marker 2 Chybovost zafazeni diagndézy (%)
CD79b FMC7 0.6
Kappa CD20 1.2
CD23 CD79b 1.2
CD79b CD20 1.2
CD79b CD11c 1.2
CD79b CD25 1.2
V ramci

diferenciadlni diagnostiky CLL/SLL a CD5+ MZL existovalo celkem 53

trojkombinaci znakd, které tyto jednotky rozlisily se spravnosti nejméné 99.4 %. Mezi

témito trojkombinacemi se vyskytovaly znaky: CD79b — 32x, CD23 — 28x, CD43 — 20x,

FMC7 —12, CD20 - 8x, CD11c — 8x, CD35 — 7x, kappa — 6x, CD25 — 6x, CD200 - 6x, CD38

—5x, CD22 —4x, CD5 — 4x. 13 nejuzite¢néjsich trojkombinaci MFI shrnuje tab. 33.

Tab. 33. Trojkombinace MFI diagnostickych marker( rozlisujici CLL/SLL a CD5+ MZL se

spravnosti 100 %

Marker 1 Marker 2 Marker 3 Chybovost zafazeni diagnézy (%)
Kappa CD23 CD79b 0
Kappa CD23 CD43 0

Lambda CD23 CD79b 0
CD200 CD23 CD79b 0
CD23 CD79b FMC7 0
CD23 CD79b CD38 0
CD23 CD79b CD35 0
CD23 CD79b CD43 0
CD23 CD79b CD25 0
CD23 CD79b CD22 0
CD23 CD79b CD11c 0
CD23 CD35 CD43 0
CD79b CD43 CD11c 0
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S ohledem na sestavu znakl se statistickymi rozdily MFI mezi CLL/SLL a CD5+ MZL a
vySe uvedené udaje lze oznacit markery CD79b, CD23, CD43, FMC7, CD20, CD1l1c,
CD35 a lehké retézce kappa a lambda za znaky s nejvyssi diferencidlné diagnostickou
informacni hodnotou pfi rozliseni CLL/SLL a CD5+ MZL. Absolutné nejcastéjsimi znaky
v kombinacich byly CD23 a CD79b. Tato kombinace spravné odlisila CLL/SLL a CD5+
MZL v 98.8 % pripad(. Pridani kteréhokoli ze znakd CD200, FMC7, CD22, CD35, CD38,
CD43, CD25, CD79b, CD11c a lehkych fetézcl kappa nebo lambda zvysila spravnost
odliseni CLL/SLL a MZL na 100 %. Vybér nejinformativnéjsich markerd pro odliseni

CLL/SLL a CD5+ MZL graficky znazorriuje obr. 66.

Obr. 66. Vybér nejinformativnéjsich markerd pro odliseni CLL/SLL a CD5+ MZL

CDt1c
FMC7 lambda
CBP22 CBP38 kappa
CD¥79Db Ccbh23
CB25 CD200
Cbs85
CD5 CB20
Ch43

7.3.2.8.3 Diferencidlni diagnostika MCL a CD5+ MZL

V rdmci diferencialni diagnostiky MCL a CD5+ MZL existovalo celkem 91 dvojkombinaci
markerd rozlisujici tyto jednotky se spravnosti nejméné 66.7 % a 364 trojkombinaci

marker( rozlisujici tyto jednotky se spravnosti nejméné 74.1 %.

V ramci diferencialni diagnostiky MCL a CD5+ MZL existovalo celkem 10 dvojkombinaci
znaku, které tyto jednotky rozliSily se spravnosti nejméné 88.9 %. Mezi témito
dvojkombinacemi se vyskytovaly znaky: CD200 — 4x, CD11c — 4x, CD23 — 2x, CD25 — 2x,
CD38 - 2x, kappa — 2x, CD20 - 1x, CD22 - 1x, CD79 - 1x, CD35 - 1x. 10

vevs
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Tab. 34. Dvojkombinace MFI diagnostickych marker( rozlisujici MCL a CD5+ MZL se spravnosti

nejméné 88.9 %

Marker 1 Marker 2 Chybovost zafazeni diagnézy (%)
CD200 CD11c 7.4
CD38 CD22 7.4
CD25 CD11c 7.4
Kappa CD200 11.1
Kappa CD79% 11.1
CD200 CD38 11.1
CD200 CD35 11.1
CD23 CD25 11.1
CD23 CD11c 11.1
CD20 CD11c 11.1

V ramci diferencidlni diagnostiky MCL a CD5+ MZL existovalo celkem 27 trojkombinaci

znakl, které tyto jednotky rozliSily se spravnosti nejméné 92.6 %. Mezi témito

trojkombinacemi se vyskytovaly znaky: CD200 — 9x, CD11c — 9x, CD79b — 8x, CD25 — 8x,

CD43 — 8x, FMC7 — 8x, CD38 — 6x, kappa — 5x, CD35 — 5x, CD23 — 4x, lambda — 3x, CD5

—2x, CD22 — 2x. 8 nejuzitecnéjsich trojkombinaci MFI shrnuje tab. 35.

Tab. 35. Trojkombinace MFI diagnostickych markerd rozliSujici MCL a CD5+ MZL se spravnosti

nejméné 96.3 %

Marker 1 Marker 2 Marker 3 Chybovost zarazeni diagnézy (%)

CD200 CD43 CD25 1.2

CD5 CD43 CD22 1.2
CD200 CD79b CD38 3.7

CD23 FMC7 CD5 3.7
CD79b CD35 CD22 3.7

FMC7 CD38 CD35 3.7

CD38 CD43 CD25 3.7

CD38 CD25 CD11c 3.7
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S ohledem na sestavu znaku se statistickymi rozdily MFI mezi MCL a CD5+ MZL a vyse
uvedené udaje Ize oznacit markery CD200, CD79b, CD25, CD38, CD43 a CD11c za znaky
s nejvyssi diferencidlné diagnostickou informacni hodnotou pfi rozliSeni MCL a CD5+
MZL. Absolutné nejcastéjSimi znaky v kombinacich byly CD200, CD79b, CD25, CD23.
kombinace znak( CD5, CD43 a CD22. U zadného z téchto znakl ovsem dfive uvedenad
analyza neshledala statisticky vyznamny rozdil v intenzité exprese mezi MCL a CD5+
MZL. Vybér nejinformativnéjSich markert pro odliSeni MCL a CD5+ MZL graficky
znazornuje obr. 67. Mira diagnostické nejistoty pfi rozliSeni MCL a CD5+ MZL je

podstatné vyssi neZ u odliseni CLL/SLL od MCL a CD5+ MZL.

Obr. 67. Vybér nejinformativnéjsich markerd pro odliseni MCL a CD5+ MZL

CB85 CBhe2

CD79b

Ch43
cRse CD200
CB25 CDi1c

FMC7 lambda
kappa Cb5

7.3.2.8.4 Grafické zndzornéni rozdil( exprese nejinformativnéjsich marker odlisujicich

CLL/SLL, MCL a CD5+ MZL

Vyse byly definovany nejinformativnejsi markery imunofenotypu s diferencialné
diagnostickym vyznamem mezi CLL/SLL, MCL a CD5+ MZL. Rozdily v jejich expresi u

téchto jednotek znazornuje obr. 68.
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Obr. 68. Distribuce hodnot MFI u znakd CD20, CD79b, CD23, FMC7, CD38, CD43, CDl1lc,
CD200; diagramy typu box-plot, diagnosticka kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (CLL/SLL
vs. MCL vs.CD5+ MZL)
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7.3.2.8.5 Rozdily imunofenotypu CLL3 a CLL4+5

Pfi porovnani CLL4+5 a CLL3 se v kombinacich MFI nejéastéji vyskytovaly znaky CD43,
CD20 a CD79b. Kombinace CD43 a CD20 spravné odliSila CLL4+5 a CLL3 v 96.8 %
pfipadl. Kombinace CD43 a CD79b spravné odliSila CLL4+5 a CLL3 v 96.8 % pfripada.
Pfidani nékterého ze znakl CD5, FMC7, CD23, CD25, kappa a lambda zvysilo spravnost
odliseni CLL 445 a CLL3 nad 98 %. Vybér nejinformativnéjSich marker( pro odliseni

CLL4+5 a CLL3 graficky zndzoriiuje obr. 69.
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Obr. 69. Vybér nejinformativnéjsich markerG pro odliseni CLL4+5 a CLL3
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7.3.2.9 Vizualizace expresniho profilu imunofenotypu CLL/SLL, MCL, CD5+ MZL a

neklasifikovatelnych zralych CD5-pozitivnich neopldzii pomoci datovych siti

Rozdily imunofenotypového expresniho profilu CLL, MCL a CD5+ MZL byly
vizualizovany pomoci datovych siti. Umisténi kazdého pfipadu v datové siti odrazelo
kombinaci exprese vSech analyzovanych znakd vyjadrené jako MFI. Datové sité pro
cely analyzovany soubor a pro skupiny MCL a CD5+ MZL ukazuji obr. 70 a obr. 71.
Z téchto datovych siti je zfejmé, Ze CLL a MCL a CLL a CD5+ MZL predstavuji jednotky
svyznamnymi vzajemnymi rozdily imunofenotypového expresniho profilu.
Imunofenotyp MCL a CD5-pozitivniho MZL je vzajemné daleko podobnéjsi a i pres
vyuziti pomérné Sirokého imunofenotypizaéniho panelu existuji problémy pfi
spolehlivém odliSeni téchto jednotek. Rozliseni jednotlivych diagnostickych jednotek
bylo prehlednéjsi v siti s expresnimi daty vSech znak( neili v siti s expresnimi daty
nejinformativnéjSich marker(. Neklasifikovatelné pripady byly svym imunofenotypem
nejblizsi CD5+ MZL (obr. 72). Datova sit konstruovana pro prfipady CLL ukazuje
pomérné homogenni imunofenotypovy expresni profil pro pfipady s CLL skére 4 a 5
(obr. 73). Vzacné pripady CLL se skére 3 nevykazovaly unikatni a jednotny expresni
profil imunofenotypu. Struktura datové sité MCL postuluje pfitomnost minimalné 2
podskupin pacientl. Identifikace a blizsi charakteristika téchto podskupin a objasnéni

event. souvislosti s priGbéhem onemocnéni vyzaduje dalSi analyzy. Rozliseni
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jednotlivych jednotek s vyuZitim datové vizualizace zaloZené na sitich vychazejici z MFI
analyzovanych znakl je daleko presnéjsi nezli jejich rozliseni s vyuZitim standardniho
hodnoceni na zakladé pozitivity/negativity. Informace o struktufe analyzovanych dat je
komplexnéjsi a presnéjsi, podobnost zaznami je kalkulovdana mnohem presnéji.
Vizualizace prostrednictvim siti vychdazejicich z MFI analyzovanych znakl poskytuje

vevs

rozmanitéjsi informace o vztazich a substrukturach skrytych v datech.

Obr. 70. Datové sité pro cely analyzovany soubor; 70a) sit swvyuZitim vSech znakd
(pozitivita/negativita), 70b) sit s vyuzitim nejinformativnéjsich znakl (pozitivita/negativita),
70c) sit s vyuZitim vSech znakd (MFI), 70d) sit s vyuZitim nejinformativnéjsich znakd (MFI); (CLL
— fialové, MCL — modre, CD5+ MZL — zelené)

70a) 70b)

70c) 70d)
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Obr. 71. Datova sit u MCL a CD5+ MZL; 71a) sit s vyuZitim vSech znakl (pozitivita/negativita),
71b) sit s vyuzitim nejinformativnéjsich znakd (pozitivita/negativita), 71c) sit s vyuzitim vsech
znakd (MFI), 71d) sit s vyuzitim nejinformativnéjsich marker( (MFI); (MCL — modre, CD5+ MZL
—zelené)

71a) 71b)
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Obr. 72. Datova sit u MCL, CD5+ MZL a neklasifikovatelnych pfipad( (MCL — modfe, CD5+ MZL
— zelené, neklasifikovatelné pripady — Cervené)
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Obr. 73. Datova sit u CLL; 73a) sit svyuzitim vSech znakd (pozitivita/negativita), 73b) sit
s vyuzitim nejinformativnéjsich znak( (pozitivita/negativita), 73c) sit s vyuZitim vSech znakd
(MFI), 73d) sit s vyuzitim nejinformativnéjsich markerd (MFI); (CLL5 — Zluté, CLL4 — oranZové,
CLL3 — Cervengé)
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8. Diskuze

8.1 Cytomorfologie zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii

Cytomorfologické vysetfeni mda v ramci diferencidlni diagnostiky CD5-pozitivnich B-
lymfoproliferaci stejné duleZité misto jako ostatni diagnostické modality, velkou
vyhodou je rychlost, vSeobecnd dostupnost a nizka cena této metody. CD5-pozitivni B-
lymfoidnimi neoplazie jsou charakteristické znacnou pestrosti cytomorfologického
obrazu a dale faktem, Ze mezi jednotlivymi diagnostickymi entitami existuje pomérné
velky ptekryv cytologického ndlezu. Jednotlivé cytomorfologické typy a varianty jsou
diskutovany nize a jsou zasazeny do SirSiho kontextu cytologické diferencialni
diagnostiky téchto nemoci. V obecné roviné Ize konstatovat, Ze vzajemné odliseni fady

jednotek pouze na cytomorfologickém zakladé muze byt znacné obtizné az nemozné.

Malobunécny typ vcetné typu s plazmocelularni diferenciaci se vyskytuje u typické
CLL, SLL, u malobunécéné varianty MCL, u MZL a také u LPL a FL. V analyzovaném
souboru byl tento morfologicky typ nejéastéjsi a byl pozorovan u 79.1 % vzorka CLL, u
vSech pripad( SLL, u 45.4 % vzorkd CD5+ MZL a 23.6 % vzorkd MCL (vétSina variantnich
forem). V pripadé neklasifikovatelnych pripad( Slo o vétSinovy cytologicky nalez (71.4
%). Literatura udava frekvenci typické morfologie u CLL pfiblizné u 80 % pfipadd, coz
bylo v souladu s vyskytem v analyzovaném souboru (89, 90, 91). Literadrni udaje hovori
o frekvenci vyskytu malobunécné varianty MCL do 5 % (92, 93), najdeme ale i udaj o 25
% vyskytu MCL v pripadé hodnoceni vzorkd kostni dfené u malobunécnych CD5-
pozitivnich B-lymfom0 (94). Vétsina praci zohledniuje pfi morfologickém hodnoceni
MCL zejména histologickou analyzu, spolehlivé Udaje o cytomorfologii jsou omezené,
v téchto studiich je popisovan vyskyt malobunécéné varianty MCL aZ v 15 % pfipadi (95,
96). U lymfomu z marginalni zény tvofi malobunéény obraz vétsinu pripadd, typicka je
urcita heterogenita cytologického nalezu, ¢astd je plazmoceluldrni diferenciace, mald
pfimés atypickych vétSich lymfocytl a téZz nepravidelnosti okraje cytoplazmy (,,viloidni“
lymfocyty) (55, 56, 58, 59, 97, 98, 99). Vzhledem k ¢asté plazmocelularni diferenciaci
muze byt velmi sloZité rozliSeni mezi MZL a LPL, a to i s podporou imunofenotypizace
(59, 98, 99). Je tfeba mit na paméti, Ze malobunécny cytomorfologicky nalez lze

pozorovat téz u T-lymfomu, zejména periferniho T-bunécného lymfomu, malobunécné
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varianty T-prolymfocytarni leukémie a také nékterych ptipadl hepatosplenického T-

bunécného lymfomu.

Malobunécny typ s prolymfocyty je charakteristicky pro pfipady atypické CLL —
varianty CLL/PL. Arbitrarni hranice poctu prolymfocytld v periferni krvi pro odliseni
CLL/PL a B-PLL je stanovena na 55 %. Vzacné Ize nalézt primés elementl podobnych
prolymfocytdm také u pfipadd MCL a MZL (56, 100). V analyzovaném souboru byl u CLL
nalezen takovy morfologicky obraz (CLL/PL) u 11.9 % vzork(. V pfipadé CLL udava
literatura vyskyt CLL/PL mezi 10-14 % (89, 90, 91), coz korespondovalo s Udaji
z analyzovaného souboru. Tato varianta atypické CLL je ¢asto spojena s trisomii 12
nebo komplexnimi zménami karyotypu zahrnujicimi tuto genetickou zménu.

Pritomnost CLL/PL je u CLL negativnim prognostickym faktorem (89, 91, 101, 102).

Prolymfocytarni/prolymfocytoidni typ se vyznacuje zastoupenim prolymfocytld mezi
lymfocyty periferni krve presahujicim 55 %; je pfiznacny pro B-PLL. Pfipad B-PLL nebyl
v analyzovaném souboru pozorovan. Vzacné lze nalézt cytologicky obraz pfipominajici
B-PLL u MCL. Tyto pfipady by mély byt fazeny k pleomorfni varianté MCL (100, 103).
V analyzovaném souboru se vyskytly 2 pfipady prolymfocytoidni morfologie u MCL.
V Sirsi diferencidlni diagnostice nelze opomenout raritni T-prolymfocytarni leukémii,

jejiz cytomorfologicky obraz muze byt zcela identicky s B-PLL.

Centrocytoidni typ s jadernymi atypiemi tvofi valnou ¢ast pripadt MCL (klasicky MCL).
V analyzovaném souboru se vyskytl u 45.4 % vzorkd MCL. Literatura uddva vyskyt
klasického MCL mezi 46 % a 87 % vSech pripadli MCL (92, 93, 96, 104). Vzacné lze
centrocytoidni obraz pozorovat téz u MZL (56), tento jev nebyl v analyzovaném

souboru pozorovan.

Pleomorfni typ Ize nalézt u pleomorfni varianty atypické CLL, pleomorfni varianty MCL
a ojedinélych pfipadd MZL. V analyzovaném souboru byl pleomorfni typ
cytomorfologie druhym nejcastéjsSim obrazem a vyskytl se u 8.2 % vzork( CLL, 21.1 %
vzorkd MCL a 18.2 % vzork( CD5+ MZL. U neklasifikovatelnych ptipad( Slo o ojedinély
cytologicky nalez. V literatufe se popisuje vyskyt pleomorfni varianty atypické CLL
kolem 7 % a zdlrazfuje se jeji negativni prognosticky vyznam (89, 91). V pfipadé MCL

se uddva frekvence pleomorfni varianty 5.9 % - 9.6 % a agresivni klinicky pribéh této
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varianty (92, 93, 96, 104). Do této kategorie by mély byt fazeny také pripady MCL
s morfologii podobnou B-PLL (100, 103). U MZL se vyskyt pleomorfni cytologie
povaZuje za vzacny (56). Rozdily mezi udaji o vyskytu z analyzovaného souboru a z
literatury jsou vysvétlitelné rozdilnosti metody (cytologie, histologie), poctem pftipadu
MCL a CD5+ MZL vsouboru a subjektivitou morfologického hodnoceni. V SirSim
kontextu lze uvést, Ze pleomorfni cytologicky obraz se mulze vyskytnout také u

malobunécné varianty T-prolymfocytové leukémie.

Typ se stiedné velkymi lymfocyty nebo ,,monocytoidnimi” lymfocyty lze nalézt u
lymfomu z margindlni zény, v souboru se vyskytl u 18.2 % vzorkl MZL. Literatura
povazuje tuto cytomorfologii u MZL spiSe za vzdcnost (56). Je mozno ji pozorovat také
ve vzacnych pripadech MCL (varianta podobnd lymfomu z marginalni zony),
v analyzovaném souboru byl nalezen jediny takovy ptipad. Ve skupiné

neklasifikovatelnych ptipad( Slo téZ o ojedinély cytologicky nalez.

Typ s viléznimi lymfocyty je specificky pro splenicky lymfom z marginaini zény (subtyp
splenicky lymfom s viléznimi lymfocyty). V analyzovaném souboru se vyskytly 2 pfipady
této jednotky. Literatura popisuje vyskyt viléznich lymfocytl u velké ¢asti SMZL, ¢asto
jako diskrétni nalez. Také u ostatnich forem MZL jsou nepravidelnosti okraje
cytoplazmy velmi casté (,viloidni“ lymfocyty). Je tfeba zdlraznit, Ze distribuce vybézku
cytoplazmy nemusi byt vidy unipolarni nebo bipolarni. (55, 56, 57, 58). VSirsi
diferencidlni diagnostice je tfeba odliSit vlasatobunécnou leukémii a jeji variantni

formu.

Blastoidni typ véetné velkobunécného typu centroblastického a imunoblastického se
vyskytuje u blastoidni varianty MCL, DLBCL a ve vzacnych pripadech transformace CLL
v DLBCL. Pripady blastoidni varianty MCL mohou pfipominat akutni leukemii nebo
DLBCL. V analyzovaném souboru tvofila blastoidni varianta 5.3 % vzork( MCL (pfipady
byly velmi podobné imunoblastické varianté DLBCL). Frekvence vyskytu blastoidni
varianty MCL se v literatufe uddva v Sirokém rozptylu 2.6 % - 39 % ptipadi MCL (43, 45,
92, 93, 96, 100, 102, 103, 104), coz odrazi jiz diive zminéné rozdily mezi pouzitymi
metodami analyzy (cytomorfologie, histologie) a téz interpretacni nejednotnost mezi
jednotlivymi specialisty. 2 pripady DLBCL byly predstavovany centroblastickou

variantou a jeden pfipad imunoblastickou variantou. Tyto varianty jsou u DLBCL
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nejcasté;jsi (1, 105, 106, 107, 108). Transformace CLL v DLBCL nebyla v analyzovaném
souboru zaznamenana. Podobny cytomorfologicky obraz mohou mit folikularni lymfom
vysSiho gradingu a v SirSim kontextu téz nékteré T-bunécné lymfomy, napf. periferni T-
bunécny lymfom, blize nespecifikovany, a téz blastickd plazmocytoidni neoplazie

z dendritickych bunék.

Anaplasticky typ je charakteristicky pro anaplastickou variantu DLBCL, kterou je nutno
odlisit od anaplastického velkobunééného lymfomu. V analyzovaném souboru se nalezl

jeden pfipad anaplastické varianty CD5+ DLBCL.
Intratumordzni morfologickad variabilita

Dynamicka variabilita individudlnich biologickych vlastnosti nadoru je vSeobecné
zndmou skutecnosti a dotykd se jeho morfologického charakteru, imunofenotypu,
genetického profilu, alteraci protinddorového imunitniho dozoru, mikroprostredi
nadoru i jeho klinického chovani. Tato intratumordzni variabilita ma ¢asovy a mistni
rozmér, tj. proménlivost vlastnosti nadoru v pridbéhu jeho vyvoje a béhem l|écby a
soucasné téz existence rozdild mezi jednotlivymi kompartmenty nddoru. Dokladem
popsaného faktu v analyzovaném souboru jsou pozorované rozdily cytomorfologického
nalezu u nékolika pripadl CLL (atypicka CLL v periferni krvi s typickou cytomorfologii
v kostni dfeni), 2 pfipadd MCL (klasicky MCL v periferni krvi versus pleomorfni varianta
v kostni dfeni a malobunécna varianta v periferni krvi versus pleomorfni obraz v kostni
dreni) a 2 pfipadd MZL (malobunécny obraz v periferni krvi a lymfatické uzliné
s pleomorfnim obrazem v kostni dfeni, malobunécny obraz v kostni dfeni a pleomorfni
obraz v cerebrospindlnim likvoru). Intratumordzni variabilita je tedy vyznamnym

faktorem, ktery musime brat do Uvahy pfi diferencialni diagnostice lymfomu.
8.2 Imunofenotyp zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii
8.2.1 Konstrukce diagnostického panelu

Imunofenotypizacni charakteristika zralych B-lymfoidnich neoplazii je dnes
komplexnéjsi diky vyuziti SirSich typizacnich panell (109). Vlastni diagnosticky panel
byl sestaven s ohledem na dfive zminéna literarni doporuceni (5, 13, 14). Vzhledem
k potfebé univerzdlnosti pouziti zahrnoval panel také markery pro diagnostiku
vlasatobunécné leukémie (CD11c, CD25, CD103) a dalsi znaky s potencialem zpresnéni
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diferencidlni diagnostiky (CD35, CD43, CD95, CD200). Pti tvorbé panelu byla ¢aste¢né
vyuZita také doporuceni skupiny EuroFlow (109, 110). Jednim z vychodisek byly téz

technické moznosti pouzitého pratokového cytometru.
8.2.2 Diagnosticky vyznam analyzovanych markert

Znak CD5 byl vzhledem k definici analyzovaného souboru exprimovdan s prevazujici
vysokou intenzitou exprese u vsech analyzovanych pripadd CLL/SLL, MZL, DLBCL a
vétSiny pripadd MCL. Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil v intenzité exprese
tohoto znaku mezi CLL/SLL a MCL a CLL/SLL a CD5+ MZL. 3 pfipady MCL byly CD5-
negativni (diskuzi k atypickému MCL viz nize). Informativni hodnota exprese znaku pfi
diferencidlni diagnostice nepatfila mezi nejvyssi. CD5-pozitivita je zcela charakteristicka
pro CLL/SLL a MCL, u ostatnich zralych B-bunéénych neoplazii se vyskytuje daleko
méné casto, jak bylo podrobné uvedeno v kapitole 5 a 6. Pfesto musi byt kazdy pfipad
CD5-pozitivni B-lymfoidni neoplazie posuzovan komplexné s védomim existence

vzacnéjsich CD5-pozitivnich lymfoproliferaci (B-PLL, MZL, DLBCL, LPL, FL a BL)

Pan-B-lymfocytarni znaky CD19, CD20, CD22 a CD79b mély rozdilnou Uroven exprese
ve skupiné CLL/SLL a v ostatnich skupinach. Ve skupiné CLL/SLL byla intenzita exprese
téchto znakd vyrazné nizsi nez v ostatnich skupinach. Analyza prokazala statisticky
vyznamné rozdily intenzity exprese markerd CD20, CD22 a CD79b mezi CLL/SLL a MCL,
CLL/SLL a CD5+ MZL a u znaku CD79b téZ mezi MCL a CD5+ MZL. Intenzita exprese
CD20 a CD79b patfila mezi faktory s nejvyssi diferencidlné diagnostickou informaéni
hodnotou pfi rozliseni mezi CLL/SLL a MCL a mezi CLL/SLL a CD5+ MZL, totéz platilo pro
znak CD79b pfi rozliSeni MCL a CD5+ MZL. Byly potvrzeny a upfesnény znamé udaje o
expresi pan-B-lymfocytarnich znakll u zminénych diagnostickych skupin, tj. jejich
nizkou Uroven exprese u CLL a vysokou Uroven exprese u ostatnich CD5-pozitivnich B-
lymfoidnich neoplazii (1, 3, 5,9, 10, 11, 12, 14, 31, 33, 34, 46, 111). Navic se intenzita

exprese CD79b jevi jako vhodny nastroj odliseni ¢asti pfipadd MCL a CD5+ MZL.

Rozdily vintenzité exprese lehkych fetézci imunoglobulind kappa a lambda mély
podobny charakter jako u pan-B-lymfocytarnich antigenG. Analyza prokazala statisticky
vyznamné rozdily intenzity exprese lehkych fetézcl imunoglobulini typu kappa mezi

CLL/SLL a MCL a CLL a CD5+ MZL, u lehkych fetézcl lambda nebyl rozdil tak vyrazny. Ve
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skupiné CLL/SLL lehce prevaZzoval typ lehkych fetézcl kappa, nepatrna prevaha lehkych
fetézcl kappa byla zaznamenama také u MCL (literatura udava prevahu lambda-forem
MCL). Lehké fetézce kappa vyrazné prevazovaly u pfipadl CD5+ MZL, vSechny pfipady
DLBCL byly kappa-pozitivni. U CLL/SLL tvofilo 10 % ptipadl null typ, podobny nalez byl
jinak pfitomen pouze u jediného vzorku MCL. Marker kappa patfil mezi
nejinformativné;jsi markery pfi rozliSeni CLL a CD5+ MZL. Byly potvrzeny a upfesnény
znamé udaje o expresi lehkych fetézci imunoglobulinG u uvedenych diagnostickych
skupin, tj. jejich klicovy vyznam pro stanoveni klonality v ptipadé lehkych retézcu Ig,
nizkou expresi u CLL a zfetelnou expresi u ostatnich CD5-pozitivnich B-lymfoidnich

neoplazii (1, 3,5, 9, 10, 11, 12, 14, 31, 33, 34, 46, 111).

Znak CD23 byl exprimovan u vice nezli 80 % vzorkd CLL/SLL, vétSinou s nizkou i stfedni
intenzitou exprese. V ostatnich diagnostickych skupinach se tento znak nevyskytoval
s vyjimkou jediného pfipadu v kategorii neklasifikovatelnych zralych CD5-pozitivnich B-
lymfoidnich neoplazii. Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil intenzity exprese toho
markeru mezi CLL/SLL a MCL a CLL a CD5+ MZL. Statisticky vyznamny rozdil v intenzité
exprese znaku u CD5+ MZL a MCL neexistoval. Intenzita exprese CD23 patfila mezi
faktory s nejvyssi diferencidlné diagnostickou informacni hodnotou pfi rozliSeni mezi
CLL/SLL a MCL a mezi CLL/SLL a CD5+ MZL. Nepritomnost CD23 byla nejcastéjsim
nalezem u pripadd CLL s atypickym imunofenotypem. Potvrdili a upresnili jsme klicovy
diferencidlné diagnosticky vyznam znaku CD23 u CD5-pozitivnich B-lymfoidnich
neoplazii uvadény v literatufe, tj. jeho vysoky vyskyt u CLL a spiSe ojedinélou
pfitomnost u jinych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii (1, 3, 5, 9, 10, 11, 12, 14,
31, 33, 34, 46,112, 113, 114, 115). Exprese CD23 neodlisi MCL od CD5+ MZL.

Znak FMC7 byl negativni u témér 97 % vzork( CLL/SLL, naopak byl pozitivni u vétsiny
MCL (84 %, vysoka uroven exprese) a CD5+ MZL (64 %, stfedni Uroven exprese), 75 %
vzork(i CD5+ DLBCL a 71.4 % neklasikovatelnych pfipadl. Byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil v intenzité exprese znaku mezi CLL/SLL a MCL a CLL/SLL a CD5+ MZL.
Tento znak patfil mezi nejinformativnéjsi markery pfi rozliseni CLL/SLL a MCL a CLL/SLL
a CD5+ MZL. Byl potvrzen klicovy diferencialné diagnosticky vyznam znaku FMC7 u

CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii uvadény v literatufe, tj. jeho prevazujici
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negativitu u CLL a pfevazujici pozitivitu u MCL a CD5+ MZL (1, 3, 5, 9, 10, 11, 12, 14, 31,
33, 34, 46, 112, 113). Pti odliseni MCL a CD5+ MZL nemd FMC7 valny vyznam.

Znak CD35 byl analyzovdn z dlivodu zpresnéni diagnostiky CD5+ MZL. Byl negativni u
87.9 % vzork( CLL/SLL, pozitivni u 52.6 % vzork( MCL (nizka Uroven exprese), 18.2 %
vzorkl CD5+ MZL (nizka droven exprese), 25 % vzork( CD5+ DLBCL a 42.9 % vzorki
neklasifikovatelnych pfipadd. Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil v intenzité
exprese znaku mezi CLL/SLL a MCL a CLL/SLL a CD5+ MZL. Informativni hodnota pfi
diferencialni diagndze vsak byla nizsi. Z hlediska diferencialni diagnostiky CLL/SLL a
MCL a CD5+ MZL jde o znak redundantni a ani pfi rozliSeni MCL a CD5+ MZL neni pfilis

cenny.

Znak CD38 byl pozitivni u 38.2 % vzork( CLL/SLL a 36.3 % vzork( CD5+ MZL (stfedni
uroven exprese), 81.6 % vzork( MCL (vysoka uroven exprese), 75 % vzork( CD5+ DLBCL
(vysoka uroven exprese) a malé C¢asti neklasifikovatelnych pripadl. Byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil v intenzité exprese tohoto znaku mezi CLL/SLL a MCL a MCL
a CD5+ MZL. Tento znak patfi mezi nejinformativnéjsi markery pfi rozliSeni CLL/SLL a
MCL a MCL a CD5+ MZL. Literatura udava vyskyt CD38 az u 76 % pfripadl CLL, 98 %
pfipadd MCL a 77 % pfipadld SMZL (116). Z pohledu nasi analyzy se ovSem intenzita
exprese markeru CD38 jevi jako velmi dulezitd pfi rozliSeni CLL/SLL a MCL a MCL a
CD5+ MZL.

Znak CD43 byl pozitivni u 90.8 % vzorkd CLL/SLL (stfedni Uroven exprese), 26.1 % MCL
(nizka uroven exprese), 25 % CD5+ DLBCL a pouze u jediného CD5+ MZL. Ve skupiné
neklasifikovatelnych pripadl se tento znak nevyskytl. Byl prokdzdn statisticky
vyznamny rozdil v intenzité exprese tohoto znaku mezi CLL/SLL a MCL a CLL a CD5+
MZL. Tento znak patfil mezi neinformativnéjsi markery pfi rozliseni CLL/SLL a MCL a
CLL/SLL a CD5+ MZL. Literarni Gdaje o expresi znaku CD43 u CD5-pozitivnich B-
lymfoidnich neoplazii jsou omezené, vychdzeji vétSinou zimunohistochemickych
nalezll a postuluji pozitivitu CD43 také u MCL (1, 117, 118, 119). Teprve recentné
publikovanad prace autorl Sorigué a spol. (120) se podrobné zabyvala flow-
cytometrickou analyzou exprese znaku CD43 u chronickych lymfoproliferativnich

onemocnéni a prokazala pozitivni korelaci exprese CD43 a hodnot CLL skére. Vysledky
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této prace se shoduji s nasim zjisténim o mimoradné duleZitosti tohoto markeru

v diferencidlni diagnostice CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii.

Znak CD25 byl exprimovan u 39.3 % vzork( CLL/SLL (stfedni uroven exprese), 65.8 %
vzork(l MCL (stfedni Uroven exprese), 54.5 % vzorkd CD5+ MZL (nizka Uroven exprese)
a 75% vzork( CD5+ DLBCL a neklasifikovatelnych pfipadl. Nebyl prokdzan statisticky
vyznamny rozdil v intenzité exprese tohoto markeru mezi hodnocenymi diagnostickymi
skupinami. Také literatura uddva vysoky vyskyt tohoto znaku u CD5-pozitivnich
lymfoidnich neopldzii vrozmezi 66 — 89 % (116). Z hlediska diferencialni diagnostiky
téchto chorob lze tedy marker CD25 povaZovat za méné pfinosny s vyjimkou odliseni

nékterych pfipadd MCL a CD5+ MZL.

Znak CD10 s nizkou Urovni exprese jsme pozorovali pouze u jednoho pfipadu MCL a
jednoho pfipad u CD5+ DLBCL. Exprese znaku CD10 u CD5-pozitivnich B-lymfoidnich
neoplazii je velmi vzdcnd a nejlépe je popsdna v pripadé MCL s atypickym

imunofenotypem (45, 46, 47, 121).

Znak CD11c byl pozitivni pouze u 45.4 % vzork(i CD5+ MZL (nizka Uroven exprese) a
12.7 % vzorkd CLL. U MCL byla jeho pozitivita ojedinéla. Byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil v intenzité exprese tohoto znaku mezi CLL/SLL a MCL a MCL a CD5+
MZL, ovSem v této souvislosti je nutné upozornit na skutecnost, Ze jde o rozdily
v pasmu pomérné nizkych hodnot MFI. Literatura udava pozitivitu CD11c u 4 — 89 %
pfipadd CLL, necCetnych pfipadld MCL a velké ¢asti MZL, zejména SMZL (az 80 %) (55,
56, 57, 58, 119, 122, 123, 124). Z tohoto pohledu ma marker CD11c zvlastni dllezZitost

zejména pfi rozliSeni MCL a CD5+ MZL.

Znak CD200 byl exprimovan u 98.3 % vzorkd CLL/SLL (vysokd urover exprese), 63.6 %
vzorkd MZL (vysoka uroven exprese) a pouze 7.9 % vzorkd MCL. U CD5+ DLBCL byl znak
pozitivni v 75 % (stfedni Uroven exprese). Znak byl vétSinové pozitivni také ve skupiné
neklasifikovatelnych pripadd (71.4 %, stfedni Uroven exprese). Byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil vintenzité exprese znaku mezi CLL/SLL a MCL. Pozorované rozdily
intenzity exprese mezi MCL a CD5+ MZL nebyly statisticky vyznamné. Znak CD200 patfil
mezi nejinformativnéjsi markery pfi rozliseni CLL/SLL a MCL a podle naseho nazoru téz

mezi MCL a CD5+ MZL. Literatura z poslednich let zd(raziuje kliCovy vyznam exprese
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CD200 pfi rozliseni CLL a MCL (15, 16, 17, 18, 125). Dllezité je také zjisténi, Ze marker
CD200 byva pozitivni také u vétsSiny pripadld CLL s atypickym imunofenotypem (125),
coz bylo pozorovdno téz v analyzovaném souboru. V pripadé MZL se Udaje o expresi
CD200 ruzni, nékteré prace popisuji expresi CD200 u MZL v¢éetné SMZL jako negativni
(18, 126), v jinych pracich byla u vyznamné ¢asti MZL prokdzéna pozitivita CD200 (125,
15, 127).

Znak CD95 byl do panelu zatazen z divodu ocekdvaného zlepSeni identifikace CD5+
MZL. Vyskytl se ovSsem pouze u dvou vzork(i CD5+ MZL a dvou vzorkd CD5+ DLBCL.
Jeho diferencidlné diagnosticky vyznam u MZL zdUrazriovany nékterymi autory (60, 61)

Ize proto povazZovat za sporny.

Znak CD103 nebyl prokazan u Zadného z vySetienych pfipadd. Tento ndlez do jisté miry
potvrzuje Udaj o vysoké specificité tohoto markeru pro diagnézu vlasatobunécné
leukémie. Na nasem pracovisti byla exprese znaku CD103 kromé vlasatobunécné

leukémie pozorovana pouze v jediném pripadé CLL.
Pripady atypické exprese uvedenych znakl jsou popsany nize.
8.2.3 Diagnosticky vyznam kombinaci informativnich markeri

Vyuziti hodnoceni intenzity exprese kombinaci informativnich marker( vyrazné zvysuje
presnost diferencialni diagnostiky také v pfipadé zralych CD5-pozitivnich lymfoidnich
neoplazii. Zanalyzy diagnostického pfinosu expresni Urovné dvojkombinaci a
trojkombinaci markerd pouzitych vimunofenotypizacnim panelu vyplyva, Ze za
nejinformativnéjsi Ize v tomto ohledu povaZovat pfi diagnostice CLL/SLL, MCL a CD5-
pozitivniho MZL znaky CD20, CD79b, CD23, CD43, CD38, CD11c, FMC7, CD200 a
lehkych fetézch kappa a zejména jejich kombinace. Vyuziti téchto kombinaci dava
predpoklad efektivizace imunofenotypizaéni diagnostiky minimalizaci poctu
vysetfovanych znakd. Odliseni MCL od CD5+ MZL pomoci pouZitého
imunofenotypizacniho panelu a kvantifikace exprese diagnostickych znak( bylo méné
presné nez odliseni CLL/SLL od MCL a odliseni CLL/SLL od CD5+ MZL. Dalsi
zpresnéni této diferencidlni diagnostiky vyZzaduje v soucasnosti stanoveni cyklinu D1,
SOX11 a t(11; 14) pomoci imunohistochemie a molekularni cytogenetiky. Konstrukce

datovych siti umoznila instruktivni vizualizaci rozdild imunofenotypového expresniho
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profilu mezi CLL/SLL, MCL a CD5+ MZL a zpresnila jejich vzajemné rozliSeni oproti
standardnimu hodnoceni pozitivity/negativity exprese. Predstavuje tak mozny prvek
diferencialni diagnostiky u novych a diagnosticky obtiznéjsich pfipadu, nebot poskytuje
detailnéjsi, komplexnéjsi a presnéjsi informaci o analyzovanych datech. Modely
kvantitativni multiparametrové imunofenotypizacni analyzy predstavuji moderni
perspektivu diagnostiky u lymfoidnich neopldzii (109, 110, 128). Jednou z nich je téz
automaticka interpretace expresniho profilu imunofenotypu s vyuzitim rozhodovacich

stromu (129).
8.2.4 Diagnosticky vyznam CLL skore

| v soucasné dobé z(istava CLL skére vynikajicim nastrojem diferencialni diagnostiky CLL
a non-CLL lymfoidnich neoplazii. V analyzovaném souboru vykazalo pouze 5 % vzorki
CLL skére 3, coz je v souladu s recentnimi literdrnimi adaji (118). CLL skére 3 a 4 se
vyskytlo pouze u dvou atypickych pripadid MCL, vSechny ostatni analyzované pripady
mély CLL skére 0-2. Markery vyuzité pti konstrukci CLL skére patfi podle nasi analyzy
mezi neinformativnéjsi faktory diferencidlni diagnostiky CLL, MCL a CD5+ MZL.
Diferencialné diagnostickou vyzvu predstavuji ptipady s CLL skére 3, u kterych je
k presné klasifikaci nezbytné vyuziti ostatnich informativnich marker(, zejména CD200
(125, 126, 130). Vizualizace imunofenotypového expresniho profilu pomoci datové sité
neprokazala unikatni ¢i jednotny vzorec imunofenotypu u skupin CLL s CLL skore 3, 4 a

5.
8.2.5 Atypicky (variantni) imunofenotyp CLL a MCL

WHO klasifikace nadori hematopoetické a lymfoidni tkané uvadi, Ze pripady atypické
CLL vykazuji vyssi expresi antigen CD19, CD20, CD22 a CD79b a slg véetné lehkych
fetézcld a nékteré pripady mohou byt také CD5-negativni, CD23-negativni nebo FMC-
pozitivni (1). Zjiného pohledu Ize atypickou CLL definovat jako pfipad s CLL skore
nizsim nezli 4 (125). Nejcastéjsi atypii v ramci hodnoceni CLL skére byla u aberantnich
pfipadd CLL negativita CD23 (19.8 %) nasledovana vysokou expresi lehkych Fetézcl
imunoglobulinG (9.0 %), pozitivita FMC7 (3.0 %) a vysoka exprese CD79b (1.8 %).
Ostatni atypie imunofenotypu zahrnovaly vysokou intenzitu exprese CD20 (8.3 %) a

CD22 (13.8 %), ktera se casto vyskytovala soucasné (vice nezli polovina pfipadu
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s vysokou intenzitou exprese CD20 vykazovala také vysokou intenzitu exprese CD22).
Zajimavym zjisténim byla skutecnost, Ze ve skupiné atypické CLL s vysokou intenzitou
exprese CD20 se vyrazné Castéji objevily pripady s CLL skore 3 (43 % versus 5.3 % v celé
skupiné CLL). VSechny pfipady atypické CLL byly CD200-pozitivni, coZ popisuje téz
literatura (125), naopak vSechny vzacné CD200-negativni pripady CLL mély CLL skore 5.
Znak CD200 je tedy mimoradné duleZitym nastrojem diferencidlni diagnostiky CLL
s atypickym imunofenotypem a Sandes et al. povaZzuji diagndzu pripad( s CLL skére 3 a
soucasnou CD200-pozitivitou za jistou CLL (125). Zajimavym nalezem byla také
prevazujici CD43-negativita ve skupiné CLL se skore 3 (63.0 % versus 9.0 % v celé
skupiné CLL). Z tohoto pohledu mizi dulezity diferencialné diagnosticky vyznam exprese

CD43 mezi CLL se skére 3 a CD5-pozitivnimi non-CLL lymfoidnimi neoplaziemi.

Variantni imunofenotyp MCL se vyznacuje atypickou expresi jednoho ¢i vice znaki
charakteristickych pro MCL (pfitomnost cyklinu D1, pozitivita pan-B-lymfocytarnich
mark er, CD5, FMC7, CD38; negativita CD23, CD10 a CD200) (46).

Vyskyt variantnich imunofenotypovych forem MCL neni vyjimecny, nékteré prace
udavaji jejich zastoupeni az ve 40 % vsech pripadd MCL (46). CD5-negativni formy MCL
mohou tvofit az 12 % vSech pfipadl MCL a jsou popsany u vSech morfologickych typu
MCL (42, 43, 44, 45, 46). V analyzovaném souboru se vyskytly 3 ptipady CD5-
negativniho MCL, u kterych byla negativita CD5 jednoznacné verifikovana také
imunohistochemicky. CD5-negativita byla u téchto lymfom0 jedinou odchylkou od
vétSinového imunofenotypu MCL. Exprese znakl CD23 a FMC7 je dUlezitym prvkem
odliSeni MCL a CLL v typickych pfipadech (112, 113, 114). Pozitivita znaku CD23 se
ovsem uddva v rozmezi 0 - 45 % vSech pripadd MCL (46, 112, 113, 114) a az 40 %
pfipadl MCL mUzZe byt FMC7-negativni (112, 113, 114). Pozitivita CD23 u MCL nebyla
v analyzovaném souboru pozorovdna. FMC-7 byl v hodnoceném souboru negativni u
mensiny pfipadd (16 % vzork(), ovSem na naSem pracovisti byla popsdna sestava
pripadl MCL s negativitou tohoto znaku az ve 40 %. Vzacnou aberaci imunofenotypu u
MCL je pozitivita CD10, ktera je jinak typicka pro FL a ¢ast DLBCL (45, 47, 121). Tato
atypie se vyskytuje u MCL sfrekvenci az 11 % a mulzZe se kombinovat s jinymi
variantami imunofenotypu, napf. s CD5-negativitou (45, 46). V analyzovaném souboru

se nalezl 1 pfipad CD10-pozitivniho MCL, ktery byl soucasné FMC7-negativni.
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V souboru se také vyskytly téZz ojedinélé pripady CD38-negativniho MCL. V rozporu
s nékterymi literarnimi udaji (1, 116, 117) byla vétsSina vySetfenych pfipadd MCL CD43-
negativni se statisticky vyznamnym rozdilem v intenzité exprese tohoto znaku mezi CLL
a MCL a vysokou informativni hodnotou intenzity exprese CD43 pfi diferencialni
diagnostice CLL a MCL. Pfi diagnostickych rozpacich lze vyuZit nékterych méné
vyuzivanych markert, napf. CD148 a CD160 (131, 132). Literatura uvadi, Ze nebyla
prokdzana souvislost vyskytu variantnich imunofenotypovych forem MCL a jeho

morfologickych variant (46), a ani v analyzovaném souboru se takovy jev nevyskytl.

Na okraj udaju o imunofenotypové variabilité MCL Ize uvést téz fakt, Ze u nékterych
jinych B-lymfoidnich neopldzii, napf. DLBCL, se velmi vziacné muZeme setkat

s nadmérnou expresi cyklinu D1 (133).

V kontextu atypickych imunofenotypovych nalezi u CLL a MCL je tfeba zdUraznit, Ze
variabilita imunofenotypu muzZe souviset kromé pfirozené fenotypové pestrosti také
sizotypem a klonem pouZité monoklondlni protildtky a druhem konjugovaného

fluorochromu.
8.2.6 Intratumorozni variabilita imunofenotypu

Dynamicka variabilita individudlnich biologickych vlastnosti nadoru se tyka téz jeho
imunofenotypu. Stejné jako v pfipadé morfologie se imunofenotyp mize vyvijet v ¢ase
a jeho proménlivost lze pozorovat téZz v podobé rozdili mezi jednotlivymi

kompartmenty nadoru.

Dokladem popsaného faktu v analyzovaném souboru jsou pozorované rozdily
imunofenotypového profilu mezi vzorky periferni krve, kostni dfené, resp. lymfatické
uzliny ¢i cerebrospinalniho likvoru u nékolika pfipad( CLL, MCL i MZL. Tyto rozdily se
tykaly exprese fady CD antigent. U CLL vedly napf. krozdildm v CLL skére, jinym
prikladem je pfipad nodalniho lymfomu z margindlni zény, u néhoz kontrastovala slabd
pozitivita markeru CD5 na neoplastickych burikdch v kostni dfeni a lymfatické uzliné
s jeho Uplnou negativitou na patologickych lymfocytech periferni krve. Vzacné se
v analyzovaném souboru vyskytly téz 2 pripady biklonalni CLL. Také v pfipadé
imunofenotypu je intratumordzni variabilita dUlezitym faktorem diferencialni

diagnostiky lymfoidnich neoplazii.
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9. Zavéry
Zavéry prace s ohledem na definici jejich cild v kapitole 2 jsou ndsledujici:

1. Diagnostika zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii musi byt komplexni
a multidisciplinarni. Jednotlivé diagnostické modality jsou komplementarni a
vykazuji diagnosticky synergismus. Respekt k této skuteCnosti a védomi urcité
diagnostické nejistoty (existence faleSné pozitivnich a faleSné negativnich
vysledkl) je zakladem objektivni diagnostiky v hematoonkologii. Prace shrnula
aktudlni teoretické poznatky o cytomorfologii a imunofenotypu zralych CD5-

pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii.

2. Diagnosticky  imunofenotypizacni  panel  slouZici  k flow-cytometrické
diferencidlni diagnostice zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii
zahrnoval stanoveni povrchové exprese znakli CD19, CD20, CD22, CD79b, CD5,
CD23, FMC7, CD10, CD35, CD38, CD43, CD25, CD103, CD11c, CDY5 a lehkych

fetézcl kappa a lambda.

3. Na zdkladé analyzy cytomorfologie a imunofenotypu souboru zralych CD5-

pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii Ize konstatovat:

3.1 Cytomorfologické vySetreni a stanoveni imunofenotypu priatokovou cytometrii
jsou u zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii rychlé a komplementarni
diagnostické metody s vysokou diagnostickou vytéZznosti. U CLL je kombinace
téchto metod spolu s vysledkem hemogramu plné postacujici pro stanoveni

koneéné diagnézy nemoci.

3.2 V pripadé cytomorfologie zralych CD5-pozitivnich B-lymfoidnich neoplazii bylo
predloZzeno praktické rozdéleni na definované morfologické typy usnadnujici
diferencidlni diagnostiku (typ malobunécny véetné plazmoceluldrni diferenciace,
malobunéény typ sprolymfocyty, prolymfocytarni typ, centrocytoidni typ
s jadernymi atypiemi, pleomorfni typ, typ se stfedné velkymi ¢i monocytoidnimi
lymfocyty, typ s viléznimi lymfocyty, blastoidni typ, anaplasticky typ). CD5-pozitivni

B-lymfoidnimi neoplazie jsou charakteristické znacnou pestrosti
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cytomorfologického obrazu a mezi jednotlivymi diagnostickymi entitami existuje
pomérné velky prekryv cytologického obrazu. Proto mlze byt vzajemné odliseni

fady pfipadd pouze na cytomorfologickém zakladé znacné obtizné az nemozné.

3.3 Svyuzitim popsaného imunofenotypizacniho panelu bylo mozino velmi
spolehlivé odlisit CLL/SLL od MCL a CLL/SLL od CD5+ MZL. V diferencialni
diagnostice CLL/SLL a MCL byla nejcennéjsi analyza intenzity povrchové exprese
znak( CD200, CD23, FMC7, CD79b, CD20, CD43 a CD38, v pfipadé rozliseni CLL/SLL
a CD5+ MZL §lo o markery CD79b, CD23, CD43, FMC7, CD20, CD11c a lehky fetézec
kappa. Diagnosticky sloZitéjsi mohou byt pfipady atypické CLL a MCL s variantnim
imunofenotypem. U nich zGstava vynikajicim diagnostickym nastrojem peclivé
stanoveni CLL skore, ke kterému pfristupuje expresni profil znak(i CD200, CD43 a
CD38. Vzacné pripady CLL se skére 3 nevykazovaly unikdtni a jednotny expresni
profil imunofenotypu. | pres vyuziti pomérné Sirokého imunofenotypizaéniho
panelu existovaly problémy pfi spolehlivém odliseni MCL od CD5-pozitivhiho MZL.
Statistické rozdily vintenzité exprese analyzovanych markerd nebyly pfilis
vyznamné a rozliSeni MCL a CD5+ MZL pomoci kombinaci informativnich markert
bylo méné presné neili v pfipadé odliseni od CD5+ MZL od CLL/SLL. PfestozZe jde
spiSe o marginalni oblast diferencidlni diagnostiky, nebot vétsina MZL je CD5-
negativni a vétSina MCL CD5-pozitivni, je tfeba hledat dalsi imunofenotypové
charakteristiky pro odliSeni MCL a CD5+ MZL. Vidy je téZz nutné peclivé
cytomorfologické vysetteni, protoze nalez viléznich nebo viloidnich lymfocytl je
znacné specificky pro splenicky MZL. Dalsi zpresnéni diferencialni diagnostiky MCL
a CD5+ MZL vyzaduje v soucasnosti stanoveni cyklinu D1, SOX11 a t(11; 14) pomoci

imunohistochemie a molekuldrni cytogenetiky.

3.4 Diagnosticky vyznamné rozdily imunofenotypu mezi CLL/SLL, MCL a CD5+ MZL
Ize pfehledné vizualizovat pomoci datovych siti, které spolu s vysledky ostatnich
analyz poukazaly na fakt, Ze imunofenotypové diference mezi CLL/SLL a MCL a
CLL/SLL a CD5+ MZL jsou vyraznéjsi nezli rozdil mezi MCL a CD5+ MZL. Rozliseni
jednotlivych jednotek s vyuZitim datové vizualizace zaloZzené na sitich vychazejici

z MFI analyzovanych znakl bylo daleko presnéjsi nezli jejich rozliseni s vyuZitim
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standardniho  hodnoceni na zdkladé pozitivity/negativity.  Vizualizace
prostfednictvim siti poskytuje komplexnéjsi a rozmanitéjsi informace o vztazich a
substrukturdch skrytych v datech. Napriklad struktura datové sité MCL postulovala
pfitomnost minimdlné 2 podskupin pacientd, jejichz blizsi charakteristika a

objasnéni event. souvislosti s prilbéhem onemocnéni vyzaduje dalsi analyzy.

3.5 Diagnosticka interpretace dat ziskanych analyzou pratokovou cytometrii se
obvykle realizuje jako komplexni expertni posouzeni imunofenotypového profilu
detekované neoplastické populace. Snaha o optimalizaci a standardizaci v této
oblasti vedla ke konstrukci matematickych modell, jejichz vyuZiti minimalizuje
subjektivitu hodnoceni na expertni bazi. Rutinni pouziti kvantitativniho hodnoceni
expresniho profilu vyZzaduje dalsi optimalizaci navrzenych biomedicinskych
modell. Jednou z perspektiv zaloZenych na vysledcich prace je automatickd

interpretace expresniho profilu imunofenotypu s vyuZitim rozhodovacich stromda.
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10. Abecedni seznam zkratek

ABC aktivovany B-lymfocyt

ADP adenosindifosfat

AIDS syndrom ziskaného selhdni imunity
ALK anaplastic lymphoma kinase

APC allofykocyanin

BCR B-bunécény receptor

C3d C3d slozka komplementu

CD cluster of differentiation

CR Ceska republika

BD Becton Dickinson

BCL2 B-cell lymphoma 2

BCL6 B-cell lymphoma 6

B-PLL B-prolymfocytarni leukémie
CCND1 gen kddujici cyklin D1

CGH komparativni genomicka hybridizace
clgM cytoplazmaticky imunoglobulin M
CL cerebrospinalni likvor

CLL chronicka lymfocytarni leukémie
CLL/PL chronicka lymfocytarni leukémie s prolymfocyty
CNS centralni nervovy systém

Cy5,5.5,7 cyanin5,5.5,7

Del delece

DLBCL difuzni velkobunéény B-lymfom
DNA deoxyribonukleova kyselina

EBV Epstein — Barrové virus

FACS fluorescence activating cell sorting
FITC fluoresceinizotiokyanat

FRET fluorescence resonant energy transfer

Fc krystalizujici fragment imunoglobulinu
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FISH fluorescencni in situ hybridizace

FMC7 konformacni varianta molekuly CD20

FSC forward scatter channel

GCB B-lymfocyt germinalniho centra

He-Cd helium-cadmium

IgE imunoglobulin E

IgH tézky retézec imunoglobulinu

IGHV variabilni ¢ast genu pro tézky retézec imunoglobulinu
IL-2, 3 interleukin 2, 3

IRF4 interferon regulacni faktor 4

IWCLL mezindrodni workshop o CLL

kDa kilodalton

Ki-67 protein Ki-67 (marker bunécné proliferace)

Kr krypton

LH lymfohistiocytarni buriky u Hodgkinova lymfomu

LAIR-1 leukocyte assotiated immunoglobulin like receptor 1
LPL lymfoplazmocytarni lymfom

MALT lymfaticka tkan asociovana se sliznici

MESF molecules of equivalent soluble fluorochrome

MFI primérna fluorescencni intenzita

mFISH mnohobarevna fluorescenéni in situ hybridizace
MCL lymfom z plastovych bunék

MZL lymfom z marginalni zény

MUM-1 transkrip¢ni faktor multiple myeloma 1

MYC lidsky homolog genu izolovaného z viru ptaci myelocytomatdzy
NAD nikotinamidadenindinukleotid

NCI-WG National Cancer Institute — Working Group

NGS sekvenovani nové generace

0OX-2 OX-2 membranovy glykoprotein

p kratké raménko chromozomu

PCR polymerdzova fetézova reakce
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PE fykoerytrin

Per-CP peridinin

PP pleuralni punktat

g dlouhé raménko chromozomu

RPMI Roswell Park Memorial Institute
slgD, M povrchovy imunoglobulin D, M
SKY spektralni karyotypovani

SLL lymfom z malych lymfocyt(

RS Reed-Sternberg

SEKK systém externi kontroly kvality
SMZL splenicky lymfom z marginalni zény
Smlg surface membrane immunoglobulin
SSC side scatter channel

t translokace

TdT termindlni deoxynukleotidyltransferaza
TBNK T- a B-lymfocyt a NK-burika

TP53 nadorovy protein 53

USA Spojené staty americké

WHO Svétova zdravotnicka organizace
YAG yttrio-hlinity granat

ZAP-70 zeta-chain-assotiated protein kinase 70

146



11. Reference

1. Swerdlow SH, Campo E, Lee Harris N, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H et al. WHO Classification of
Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues. Fourth Edition. IARC: Lyon 2008.

2. Swerdlow SH, Campo E, Pileri SA, Harris NL, Stein H, Siebert R, Advani R, Ghielmini M, Salles
GA, Zelenetz AD, Jaffe ES. The 2016 revision of the World Health Organization classification of
lymphoid neoplasms. 2016 May 19; 127(20):2375-90.

3. Starostka D. et al.: MoZnosti diagnostiky CD5-pozitivnich B-lymfoproliferaci, Onkologie 2014;
8(3): 102-106.

4. Pecka M et al. Prakticka hematologie. Laboratorni metody. Prvi vydani. Nakladatelstvi Infiniti
art, s.r.o., Cesky T&%in, 2010.

5. Marinov |. Pritokova cytometrie v klinické hematologii. 2. pfepracované a rozsifrené vydani.
Triton, Praha. 2008.

6. Novak M. Mechanizmy navozené imunotolerance nadorovych bunék cestou drahy
programové bunécné smrti u chronické lymfocytarni leukémie a moznosti jejich detekce
metodami prdtokové cytometrie. Dizertacni prace. Univerzita Papalckého, Lékarska fakulta,
Olomouc 2015.

7. Pospisilova S, Dvorakova D, Mayer J et al. Molekularni hematologie. Galén, Praha. 2013.

8. Davis BH, Holden JT, Bene MC, Borowitz MJ, Braylan RC, Cornfield D, Gorczyca W, Lee
R, Maiese R, Orfao A, Wells D, Wood BL, Stetler-Stevenson M.
2006 Bethesda International Consensus recommendations on  the flow  cytometric
immunophenotypic analysis of hematolymphoid neoplasia: medical indications. Cytometry B
Clin Cytom. 2007; 72 Suppl 1: S5-13.

9. Braylan RC. Impact of flow cytometry on the diagnosis and characterization of lymphomas,
chronic lymphoproliferative disorders and plasma cell neoplasias. Cytometry A. 2004 Mar;
58(1):57-61.

10. Kaleem Z. Flow cytometric analysis of lymphomas: current status and usefulness. Arch
Pathol Lab Med. 2006 Dec; 130(12):1850-8.

11. Morice WG, Kurtin PJ, Hodnefield JM, Shanafelt TD, Hoyer JD, Remstein ED, Hanson CA.
Predictive value of blood and bone marrow flow cytometry in B-cell lymphoma classification:
comparative analysis of flow cytometry and tissue biopsy in 252 patients. Mayo Clin Proc. 2008
Jul; 83(7):776-85.

12. Sanchez ML, Almeida J, Vidriales B, Lépez-Berges MC, Garcia-Marcos MA, Moro
MJ, Corrales A, Calmuntia MJ, San Miguel JF, Orfao A. Incidence of phenotypic aberrations in a
series of 467 patients with B chronic lymphoproliferative disorders: basis for the design of
specific four-color stainings to be used for minimal residual disease investigation.
Leukemia. 2002 Aug; 16(8):1460-9.

13. Wood BL, Arroz M, Barnett D, DiGiuseppe J, Greig B, Kussick SJ, Oldaker T et al. 2006
Bethesda International Consensus recommendations on the immunophenotypic analysis of

147


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swerdlow%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pileri%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harris%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stein%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siebert%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Advani%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghielmini%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salles%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salles%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zelenetz%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaffe%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26980727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davis%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holden%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bene%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borowitz%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braylan%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cornfield%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gorczyca%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maiese%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orfao%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wells%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wood%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stetler-Stevenson%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17803188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braylan%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14994222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14994222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaleem%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17149963
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17149963
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17149963
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morice%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18613994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kurtin%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18613994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hodnefield%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18613994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shanafelt%20TD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18613994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoyer%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18613994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Remstein%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18613994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanson%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18613994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18613994
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1nchez%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Almeida%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidriales%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%B3pez-Berges%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa-Marcos%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moro%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moro%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corrales%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calmuntia%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=San%20Miguel%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orfao%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145686
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=incidence+of+phenotypic+aberrations+Sanchez+Leukemia

hematolymphoid neoplasia by flow cytometry: optimal reagents and reporting for the flow
cytometric diagnosis of hematopoietic neoplasia. Cytometry B Clin Cytom 2007; 72(Suppl 1):
$14-22.

14. Craig FE, Foon KA. Flow cytometric immunophenotyping for hematologic neoplasms. Blood
2008; 111: 3941-3967.

15. Alapat D, Coviello-Malle J, Owens R, Qu P, Barlogie B, Shaughnessy JD, Lorsbach RB.
Diagnostic usefulness and prognostic impact of CD200 expression in lymphoid malignancies
and plasma cell myeloma. Am J Clin Pathol 2012; 137(1): 93-100.

16. Palumbo GA, Parrinello N, Fargione G et al. CD200 expression may help in differential
diagnosis between mantle cell lymphoma and B-cell chronic lymphocytic leukemia. Leuk Res
2009; 33:1212-1216.

17. Spacek M, Karban J, Radek M, Babunkova E, Kvasnicka J, Jaksa R, Berkova A, Klener P,
Trneny M. CD200 expression improves differential diagnosis between chronic lymphocytic
leukemia and mantle cell lymphoma. Blood 2014; 124: 5637.

18. Dorfman DM, Shahsafaei A. CD200 (OX-2 membrane glycoprotein) expression in B cell-
derived neoplasms. Am J Clin Pathol 2010; 134: 726-733.

19. Bocker W, Buchwalow IB. Immunohistochemistry: Basics and methods. Springer. 2010.

20. Richard KK, Robinett S. Detection of genetic translocations in lymphoma using fluorescence
in situ hybridization. Methods Mol Biol 2013; 999:189-202.

21. Teruya-Feldstein J. Getting the diagnosis right in NHL: role of immunohistochemistry and
molecular diagnostic testing. J Natl Compr Canc Netw 2008 Apr; 6:422-7.

22. Rossi D, Khiabanian H, Spina V, et al. Clinical impact of small TP53 mutated subclones in
chronic lymphocytic leukemia. Blood. 2014;123(14):2139-47.

23. Pospisilova S, Sutton LA, Malcikova J, et al. Innovation in the prognostication of chronic
lymphocytic leukemia: how far beyond TP53 gene analysis can we go? Haematologica.
2016;101(3):263-5.

24. Rodamilans B, Munoz IG, Sarrias MR, Lozano F, Blanco FJ, Montoya G. Crystal structure of
CD5 domain Il reveals the fold of a graoup B scavenger cysteine-rich receptor. J Biol Chem.
2007 Apr 27;282(17):12669-77.

25. Hardy RR. B-1 B Cell Development. J Immunol 2006; 177:2749-2754.

26. Redaelli A, Laskin BL, Stephens JM, et al. The clinical and epidemiological burden of chronic
lymphocytic leukaemia. Eur J Cancer Care (Engl). 2004;13(3):279-87.

27. Doubek M, Panovska, A., Janca, J., et al. Co vime o incidenci chronické lymfocytarni

leukémie (CLL) a kde a jak jsou nemocni s CLL IéCeni ? Transfuze a hematologie dnes.
2010;16(1):11-5.

148



28. Eichhorst B, Dreyling M, Robak T, et al. Chronic lymphocytic leukemia: ESMO Clinical
Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up. Ann Oncol. 2011;22 Suppl 6:vi50-4.

29. Hallek M, Cheson BD, Catovsky D, Caligaris-Cappio F, Dohner H. Guidelines for the
diagnosis and treatment of chronic lymphocytic leukemia: a report from the International
Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (IWCLL) updating the National Cancer Institute-
Working Group (NCI-WG) 1996 guidelines. Blood 2008; 11 1: 5446-5456.

30. Kacirkovd P, Campr V, Karban J, Mikulenkova D. Hematoonkologicky atlas krve a kostni
drené. Grada Publishing, a.s. Praha. 2007.

31. Inamdar KV, Bueso-Ramos CE. Pathology of chronic lymphocytic leukemia: an update. Ann
Diag Pathol 2007 Oct; 11:363-89.

32. Krober A, Seiler T, Benner A, Bullinger L, Bruckle E, Lichter P et al. V(H) mutation status,
CD38 expression level, genomic aberrations, and survival in chronic lymphocytic leukemia.
Blood 2002; 100: 1410-1416.

33. Matutes E, Owusu-Ankomah K, Morilla R, Garcia Marco J, Houlihan A, Que TH. The
immunological profile of B-cell disorders and proposal of a scoring system for the diagnosis of
CLL. Leukemia 1994 Oct; 8:1640-5.

34. Moreau EJ, Matutes E, A'Hern RP, et al. Improvement of the chronic lymphocytic leukemia
scoring system with the monoclonal antibody SN8 (CD79b). Am J Clin Pathol. 1997;108(4):378-
82.

35. Lépez C, Delgado J, Costa D, Villamor N, Navarro A, Cazorla M et al. Clonal evolution in
chronic lymphocytic leukemia: analysis of correlations with IGHV mutational status, NOTCH1
mutations and clinical significance. Genes Chromosomes Cancer. 2013 Oct; 52:920-7.

36. Dreyling M, Kluin-Nelemans HC, Bea S, Klapper W, Vogt N, Delfau-Larue MH et al. Update
on the molecular pathogenesis and clinical treatment of mantle cell lymphoma: report of the
11th annual conference of the European Mantle Cell Lymphoma Network. Leuk Lymphoma
2013 Apr; 54:699-707.

37. Richard P, Vassallo J, Valmary S, Missoury R, Delsol G, Brousset P. ,In situ-like” mantle cell
lymphoma: a report of two cases. J Clin Pathol 2006; 59: 995-996.

38. Starostka D, Kola¢ek D, Mikula P, Tichy M. Cytomorfologie a imunofenotyp lymfomu
z plastovych bunék. Transfuze Hematol. dnes, 21, 2015, No. 4, p. 173-183.

39. Obr A, MikeSova M, JaroSova M, Prochazka V, Tessoulin B, Papajik T. Diagnostika a
prognostické faktory lymfomu z bunék plasté. Transfuze Hematol. Dnes 2016; 22(3): 190-200.

40. Vogt N, Klapper W. Variability in morphology and cell proliferation in sequental biopsies of
mantle cell lymphoma at diagnosis an relapse: clinical correlation and insights into disease
progression. Histopathology 2013; 52(2): 334-342.

41. Bernard M, Gressin R, Lefrere F et al. Blastic variant of mantle cell lymphoma: a rare but
highly agressive subtype. Leukemia 2001; 15(11): 1785-1791.

42. Liu Z, Dong HY, Gorczyca W et al. CD5- mantle cell lymphoma. Am J Clin Pathol 2002; 118:
216-224.

149



43. Seok Y, Kim J, Choi JR et al. CD5-negative blastoid variant mantle cell lymphoma with
complex CCND1/IGH and MYC aberrations. Ann Lab Med 2012; 32: 95-98.

44. Hashimoto Y, Omura H, Tanaka T, Hino N, Nakamoto S. CD5-negative mantle cell
lymphoma resembling extranodal marginal zone lymphoma of MALT: a case report. J Clin Exp
Hematopathol 2012; 52: 185-191.

45, Morice WG, Hodnefield JM, Kurtin PJ et al. An unusual case of leukemic mantle cell
lymphoma with a blastoid component showing loss of CD5 and aberrant expression of CD10.
Am J Clin Pathol 2004; 122: 122-127.

46. Gao J, Peterson L, Nelson B, Goolsby C, Chen YH. Immunophenotypic variations in mantle
cell lymphoma. Am J Clin Pathol 2009; 132(5): 699-706.

47. Dong HY, Gorczyca W, Liu Z et al. B-cell lymphomas with coexpression of CD5 and CD10.
Am J Clin Pathol 2003; 119: 218-230.

48. Mozos A, Royo C, Hartmann E, De Jong D, Baré C, Valera A. SOX11 expression is highly
specific for mantle cell lymphoma and identifies the cyclin D1-negative subtype.
Haematologica 2009; 94:1555-1562.

49. Cao X, Fan L, Fang C, Zhu DX, Dong HJ, Wang DM, Wang YH, Xu W, Li JY. The expression of
SOX11, cyclin D1, cyclin D2, and cyclin D3 in B-cell lymphocytic proliferative diseases. Med
Oncol. 2012 Jun; 29(2): 1190-6.

50. Xu W, Li JY. SOX11 expression in mantle cell lymphoma. Leu Lymphoma 2010 Nov; 51(11):
1962-7.

51. Rubio-Moscardo F, Climent J, Siebert R, Piris MA, Martin-Subero JI, Nielander | et al. Mantle
cell ymphoma genotypes identified with CGH to BAC microarrays define a leukemic subgroup
of disease and predict patient outcome. Blood 2005; 105: 4445-4454,

52. Stefancikova L, Moulis M, Fabian P, Falkova |, Vasova |, Kren L, Macak J, Smardova J.
Complex analysis of cyclin D1 expression in mantle cell lymphoma: two cyclin D1-negative
cases detected. J Clin Pathol. 2009 Oct, 62 (10): 948-50.

53. Wlodarska I, Meeus P, Stul M et al. Variant t(2; 11)(p11;913) associated with the IgK-
CCND1 rearrangement is a recurrent translocation in leukemic small-cell B-non-Hodgkin
lymphoma. Leukemia 2004; 18(10): 1705-1710.

54. Rocha CK, Praulich I, Gehrke I, Hallek M, Kreuzer KA. A rare case of t(11; 22) in a mantle cell
lymphoma like B-cell neoplasia resulting in a fusion of IGL and CCND1: case report. Mol
Cytogenet 2011; 4(1): 8.

55. Matutes E, Oscier D, Montalban C, Berger F, Callet-Bauchu E, Dogan A et al. Splenic
marginal zone lymphoma proposals for a revision of diagnostic, staging and therapeutic
criteria. Leukemia 2008; 22: 487-495.

56. Baseggio L, Traverse-Glehen A, Petinataud F, Callet-Bauchu E, Berger F, Ffrench M. CD5
expression identifies a subset of splenic marginal zone lymphomas with higher lymphocytosis:
a clinico-pathological, cytogenetic and molecular study of 24 cases. Haematologica 2010 Apr;
95: 604-612.

57. Matutes E, Morilla R, Owusu-Ankomah K, Houlihan A, Catovsky D. The immunophenotype
of splenic lymphoma with villous lymphocytes and its relevance to the differential diagnosis
with other B-cell disorders. Blood 1994; 83 (6): 1558-62.

150



58. Trousard X, Valensi F, Duchayne E, Garand R, Felman P, Tulliez M et al. Splenic lymphoma
with villous lymphocytes: clinical presentation, biology and prognostic factors in a series of 100
patients GFHC. Br J Haematol. 1996; 93(3): 731-6.

59. Papadaki T, Stamatopoulos K, Belessi C, Pouliou E, Parasi A, Douka V, Lauotaris N, Fassas A,
Anagnostopoulos A, Anagnostou D. Splenic marginal zone lymphoma: on or more entities ? A
histologic, immunohistochemical and molecular study of 42 cases. Am J Surg Pathol. 2007 Mar;
31(3): 438-46.

60. Kost CB, Holden JT, Mann KP. Marginal zone B-cell lymphoma: A retrospective
immunophenotypic analysis. Cytometry 2008; 74B: 282-286.

61. Nguyen PL, Harris NL, Ritz J, Robertson MJ. Expression of CD95 antigen and bcl-2 protein in
non-Hodgin’s lymphomas and Hodgkins disease. Am J Pathol. 1996; 148: 847-853.

62. Salido M, Baro C, Oscier D, Stamatopoulos K, Dierlamm J, Matutes E, Traverse-Glehen A et
al. Cytogenetic aberrations and their prognostic value in a series of 330 splenic marginal zone
B-cell lymphomas: a multicenter study of the Splenic B-cell Lymphoma Group. Blood 2010;
116: 1479-1488.

63. Xu-Monette ZY, Tu M, Jabbar KJ, Cao X, Tzankov A, Visco C, Nagarajan L, Cai Q, Montes-
Moreno S, An Y, Dybkaer K, Chiu A, Orazi A, Zu Y, Bhagat G, Richards KL, Hsi ED, Choi WW, van
Krieken JH, Huh J, Ponzoni M, Ferreri AJ, Zhao X, Mgller MB, Farnen JP, Winter JN, Piris MA,
Miranda RN, Medeiros L), Young KH. Clinical and biological significance of de
novo CD5+ diffuse large B-cell lymphoma in Western countries. Oncotarget 2015 Mar 20;
6(8):5615-33

64. Tzankov A, Leu N, Muenst S, Juskevicius D, Klingbiel D, Mamot C, Dirnhofer S.
Multiparameter analysis of homogeneously R-CHOP-treated diffuse large B cell lymphomas
identifies CD5 and FOXP1 as relevant prognostic biomarkers: report of the prospective SAKK
38/07 study. J Hematol Oncol. 2015 Jun 14; 8:70

65. Alinari L, Gru A, Quinion C, Huang Y, Lozanski A, Lozanski G, Poston J, Venkataraman G, Oak
E, Kreisel F, Park SI, Matthews S, Abramson JS, Iris Lim H, Martin P, Cohen JB, Evens A, Al-
Mansour Z, Singavi A, Fenske TS, Blum KA. De novo CD5+ diffuse large B-cell lymphoma:
Adverse outcomes with and without stem cell transplantation in a large, multicenter, rituximab
treated cohort. Am J Hematol. 2016 Jun; 91(4):395-9

66. Chuang WY, Chang H, Shih LY, Wang PN, Chang YS, Lin TL, Hung YS, Yeh CJ, Ueng SH, Tang
TC, Kuo MC, Dunn P, Wu JH, Kao HW, Ou CW, Wan YL, Hsueh C. CD5 positivity is an
independent adverse prognostic factor in elderly patients with diffuse large B cell lymphoma.
Virchows Arch. 2015 Nov; 467(5):571-82.

67. Ubeda Romero A, Santonja C, Blanco Garcia A, Requena L, Rodriguez Pinilla SM. De
novo CD5-positive diffuse large B-Cell lymphoma: report of a case presenting with cutaneous
involvement and featuring extensive intravascular dissemination on postmortem examination.
Int J Surg Pathol. 2016 Dec; 24(8):763-768.

68. Singh D, Kapuria D, Nanua S, Gaur R. A Case of de novo CD5+ disseminated

intravascular large B-cell ymphoma presenting as multiorgan failure. Case Rep Hematol. 2016;
2016:6239416

151


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25760242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25760242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26071053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26071053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26071053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26800311
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26800311
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26800311
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26369546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26369546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27431754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27431754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27431754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27777803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27777803

69.Li Y, HuS, Zuo Z, Hong M, Lin P, Li S, Konoplev S, Wang Z, Khoury JD, Young KH, Medeiros
LJ, Yin CC. CD5-positive follicular lymphoma: clinicopathologic correlations and outcome in 88
cases. Mod Pathol. 2015 Jun; 28(6):787-98

70. Mayson E, Saverimuttu J, Cartwright K. CD5-positive follicular lymphoma: prognostic
significance of this aberrant marker? Intern Med J. 2014 Apr;44(4):417-22.

71. Miyoshi H, Sato K, Yoshida M, Kimura Y, Kiyasu J, Ichikawa A, Ishibashi Y, Arakawa F,
Nakamura Y, Nakashima S, Niino D, Sugita Y, Ohshima K. CD5-positive follicular
lymphoma characterized by CD25, MUM1, low frequency of t(14;18) and poor prognosis.
Pathol Int. 2014 Mar; 64(3):95-103

72. Sekiguchi Y, Imai H, Wakabayashi M, Sawada T, Ichikawa K, Komatsu N, Noguchi M. CD5-
positive follicular lymphoma: a case report and literature review. Intern Med. 2011; 50(8):899-
904

73. Asplund SL, McKenna RW, Doolittle JE, Kroft SH. CD5-positive B-cell neoplasms of
indeterminate immunophenotype: a clinicopathologic analysis of 26 cases. Appl
Immunohistochem Mol Morphol. 2005 Dec; 13(4):311-7.

74. Konoplev S, Medeiros LJ, Bueso-Ramos CE, Jorgensen JL, Lin P. Immunophenotypic profile
of lymphoplasmacytic lymphoma/Waldenstrom macroglobulinemia. Am J Clin Pathol. 2005
Sep; 124(3):414-20.

75. Hunter ZR, Branagan AR, Manning R, Patterson CJ, Santos DD, Tournilhac O, Dorfman DM,
Treon SP. CD5, CD10, and CD23 expression in Waldenstrom's macroglobulinemia.
Clin Lymphoma. 2005 Mar; 5(4):246-9.

76. Petit B, Chaury MP, Le Clorennec C, Jaccard A, Gachard N, Moalic-Judge S, Labrousse F,
Cogné M, Bordessoule D, Feuillard J. Indolent lymphoplasmacytic and marginal zone B-cell
lymphomas: absence of both IRF4 and Ki67 expression identifies a better prognosis subgroup.
Haematologica. 2005 Feb; 90(2):200-6.

77. Lin P, Bueso-Ramos C, Wilson CS, Mansoor A, Medeiros LI. Waldenstrom
macroglobulinemia involving extramedullary sites: morphologic and immunophenotypic
findings in 44 patients. Am J Surg Pathol. 2003 Aug; 27(8):1104-13.

78. San Miguel JF, Vidriales MB, Ocio E, Mateo G, Sdnchez-Guijo F, Sdnchez ML, Escribano L,
Barez A, Moro MJ, Herndndez J, Aguilera C, Cuello R, Garcia-Frade J, Lépez R, Portero J, Orfao
A. Immunophenotypic analysis of Waldenstrom's macroglobulinemia. Semin Oncol. 2003
Apr;30(2):187-95. Erratum in: Semin Oncol. 2002 Jun; 15(2):427.

79. D'Angelo G, Hotz AM, Monti M.
Lymphoplasmacytic nonHodgkin lymphoma/Waldenstrom's macroglobulinemia with CD5+,
CD23+, and CD10-. Blood Res. 2013 Dec; 48(4):300-3.

80. Randen U, Trgen G, Tierens A, Steen C, Warsame A, Beiske K, Tjgnnfjord GE, Berentsen S,
Delabie J. Primary cold agglutinin-associated lymphoproliferative disease: a B-cell lymphoma of
the bone marrow distinct from lymphoplasmacytic lymphoma. Haematologica. 2014 Mar;
99(3):497-504.

152


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25743023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25743023
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24754692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24754692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24698419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24698419
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21498939
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21498939
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16280659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16280659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16191510
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16191510
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15794857
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15710572
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15710572
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12883242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12883242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12883242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12720134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24466560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24466560
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24143001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24143001

81. Kim YL, Gong SJ, Hwang YH, Joo JE, Cho YU, Lee JA, Sung SA, Lee SY, Kim NY. Waldenstrom
macroglobulinemia with CD5+ expression presented as cryoglobulinemic
glomerulonephropathy: a case report. ) Korean Med Sci. 2011 Jun; 26(6):824-8.

82. Dronca RS, Jevremovic D, Hanson CA, Rabe KG, Shanafelt TD, Morice WG, Call TG, Kay NE,
Collins CS, Schwager SM, Slager SL, Zent CS. CD5-positive chronic B-cell lymphoproliferative
disorders: diagnosis and prognosis of a heterogeneous disease entity.

Cytometry B Clin Cytom. 2010; 78 Suppl 1:535-41.

83. Morice WG, Chen D, Kurtin PJ, Hanson CA, McPhail ED. Novel immunophenotypic features
of marrow lymphoplasmacytic lymphoma and correlation with
Waldenstréom's macroglobulinemia. Mod Pathol. 2009 Jun; 22(6):807-16.

84. Lin CW, O'Brien S, Faber J, Manshouri T, Romaguera J, Huh YO, Kantarjian H, Keating M,
Albitar M. De novo CD5+ Burkitt lymphoma/leukemia. Am J Clin Pathol. 1999 Dec; 112(6): 828-
35.

85. Niwano H, Aoki S, Tsukada N, Toba K, Fuse I, Kishi K, Koike T, Takahashi H, Yamamori S,
Shibata A, Aizawa Y. An aggressive case of Burkitt's lymphoma with t(8;14) and c-myc
rearrangement transformed from CD5+ B-cell lymphoma. Ann Hematol. 1997 Nov-Dec;75(5-
6):221-5.

86. Felten CL, Stephenson CF, Ortiz RO, Hertzberg L. Burkitt transformation of mantle
cell ymphoma. Leuk Lymphoma. 2004 Oct;45(10):2143-7.

87. Yan, S., Xu, D., Yang, Q., Zhang, L., Tang, X., Zhang, H. J. (2007). Multilinear discriminant
analysis for face recognition. IEEE Transactions on Image Processing, 16(1), 212-220.

88. Zehnalova, S., Kudelka, M., Platos, J., Horak, Z. (2014). Local representatives in weighted
networks. IEEE/ACM International Conference on Advances in Social Networks Analysis and
Mining (ASONAM 2014), pp. 870-875. IEEE.

89. Oscier D, Else M, Matutes E, Morilla R, Strefford JC, Catovsky D.
The morphology of CLL revisited: the clinical significance of prolymphocytes and correlations
with prognostic/molecular markers in the LRF CLL4 trial. Br J Haematol. 2016 Sep;174(5):767-
75.

90. Matutes E, Wotherspoon A, Catovsky D. Differential diagnosis in chronic lymphocytic
leukaemia. Best Pract Res Clin Haematol. 2007 Sep;20(3):367-84.

91. Matutes E, Oscier D, Garcia-Marco J, Ellis J, Copplestone A, Gillingham R, Hamblin T, Lens
D, Swansbury GJ, Catovsky D. Trisomy 12 defines a group of CLL with atypical morphology:
correlation between cytogenetic, clinical and laboratory features in 544 patients. Br J
Haematol. 1996 Feb;92(2):382-8.

92. Yatabe Y., Suzuki R., Matsuno Y., Tobinai K., Ichinohazama R., Tamaru J, Mizoguchi Y,
Hashimoto Y, Yamaguchi M, Kojima M, Uike N, Okamoto M, Isoda K, Ichimura K, Morishima Y,
Seto M, Suchi T, Nakamura S. Morphological spectrum of cyclin D1-positive mantle cell
lymphoma: Study of 168 cases. Pathology International 2001, 51: 747-761.

93. Tiemann M, Schrader C, Klapper W, Dreyling MH, Campo E, Norton A, Berger F, Kluin P, Ott

G, Pileri S, Pedrinis E, Feller AC, Merz H, Janssen D, Hansmann ML, van Krieken H, Modller P,
Stein H, Unterhalt M, Hiddemann W, Parwaresch R. Histopathology, cell proliferation indices

153


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21655071
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21655071
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21655071
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20568273
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20568273
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19287458
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19287458
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19287458
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10587706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9433379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9433379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15370262
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15370262
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oscier%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27151266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Else%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27151266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matutes%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27151266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morilla%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27151266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strefford%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27151266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Catovsky%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27151266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27151266
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matutes%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17707827
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wotherspoon%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17707827
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Catovsky%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17707827
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17707827
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matutes%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oscier%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garcia-Marco%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ellis%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Copplestone%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gillingham%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamblin%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lens%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lens%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swansbury%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Catovsky%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8603004
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8603004

and clinical outcome in 304 patients with mantle cell lymphoma (MCL): a clinicopathological
study from the European MCL Network. Br ) Haematol. 2005, 131: 29-38.

94. Peng S, Zhu F, You S, Gong M, Wen Z. Pathologic characteristics of bone marrow for CD5
positive small B cell ymphoma. Zhong Nan Da Xue Xue Bao Yi Xue Ban. 2016 Apr;41(4):374-9.

95. Wong, K.-F., Chan, J. K. C., So, J. C. C. and Yu, P.-H. Mantle cell lymphoma in leukemic
phase. Cancer 1999, 86: 850—-857.

96. Matutes E, Parry-Jones N, Brito-Babapulle V, Wotherspoon A, Morilla R, Atkinson
S, Elnenaei MO, Jain P, Giustolisi GM, A'Hern RP, Catovsky D. The leukemic presentation of
mantle-cell lymphoma: disease features and prognostic factors in 58 patients. Leuk
Lymphoma. 2004 Oct;45(10):2007-15.

97. Murphy BA, Meda BA, Buss DH, Geisinger KR. Marginal zone and mantle cell lymphomas:
assessment of cytomorphology in subtyping small B-cell ymphomas. Diagn Cytopathol. 2003
Mar;28(3):126-30.

98. Harmon CM, Smith LB. B-cell Non-Hodgkin Lymphomas with Plasmacytic Differentiation.
Surg Pathol Clin. 2016 Mar;9(1):11-28.

99. Swerdlow SH, Kuzu |, Dogan A, Dirnhofer S, Chan JK, Sander B, Ott G, Xerri L, Quintanilla-
Martinez L, Campo E. The many faces of small B cell lymphomas with plasmacytic
differentiation and the contribution of MYD88 testing. Virchows Arch. 2016 Mar;468(3):259-
75.

100. Schlette E, Bueso-Ramos C, Giles F, Glassman A, Hayes K, Medeiros LJ. Mature B-
cell leukemias with more than 55% prolymphocytes. A heterogeneous group that includes an
unusual variant of mantle cell lymphoma. Am J Clin Pathol. 2001 Apr;115(4):571-81.

101. Oscier DG, Matutes E, Copplestone A, Pickering RM, Chapman R, Gillingham R, Catovsky
D, Hamblin TJ. Atypical lymphocyte morphology: an adverse prognostic factor for disease
progression in stage A CLL independent of trisomy 12. Br J Haematol. 1997 Sep;98(4):934-9.

102. Hjalmar V, Kimby E, Matutes E, Sundstrém C, Wallvik J, Hast R. Atypical lymphocytes in B-
cell chronic lymphocytic leukemia and trisomy 12 studied by conventional staining combined
with fluorescence in situ hybridization. Leuk Lymphoma. 2000 May;37(5-6):571-6.

103. Wong KF, So CC, Chan JK. Nucleolated variant of mantle cell ymphoma with leukemic
manifestations mimicking prolymphocytic leukemia. Am J Clin Pathol. 2002 Feb;117(2):246-51.

104. Ott G, Kalla J, Hanke A, Miiller JG, Rosenwald A, Katzenberger T, Kretschmar R, Kreipe
H, Mller-Hermelink HK. The cytomorphological spectrum of mantle cell ymphoma is reflected
by distinct biological features. Leuk Lymphoma. 1998 Dec;32(1-2):55-63.

105. Xie Z, Pittaluga S, Jaffe ES. The Histological Classification of Diffuse Large B-
cell Lymphomas. Semin Hematol. 2015 Apr; 52(2): 57-66.

106. Carbone A, Gloghini A, Kwong ZL, Younes A. Diffuse large B cell lymphoma: using
pathologic and molecular biomarkers to define subgroups for novel therapy. Ann
Hematol. 2014; 93(8): 1263-1277.

107. Menon MP, Pittaluga S, Jaffe ES. The Histological and Biological Spectrum of Diffuse Large
B-cell Lymphoma in the WHO Classification. Cancer J. 2012 Sep; 18(5): 411-420.

154


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peng%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27241147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27241147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=You%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27241147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gong%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27241147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27241147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27241147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matutes%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parry-Jones%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brito-Babapulle%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wotherspoon%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morilla%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atkinson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atkinson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elnenaei%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jain%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giustolisi%20GM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A%27Hern%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Catovsky%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15370245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murphy%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12619092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meda%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12619092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buss%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12619092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geisinger%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12619092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12619092
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harmon%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26940265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20LB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26940265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26940265
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swerdlow%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuzu%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dogan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dirnhofer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sander%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ott%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xerri%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quintanilla-Martinez%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quintanilla-Martinez%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26454445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11293906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11293906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11293906
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oscier%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matutes%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Copplestone%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pickering%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chapman%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gillingham%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Catovsky%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Catovsky%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamblin%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9326192
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hjalmar%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11042517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kimby%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11042517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matutes%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11042517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sundstr%C3%B6m%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11042517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wallvik%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11042517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hast%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11042517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11042517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20KF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11865846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=So%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11865846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11865846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11865846
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ott%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalla%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanke%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCller%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosenwald%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katzenberger%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kretschmar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kreipe%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kreipe%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCller-Hermelink%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10037001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4374126/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4374126/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4082139/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4082139/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3458515/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3458515/

108. Ott G, Ziepert M, Klapper W, Horn H, Szczepanowski M, Bernd HW, Thorns C, Feller
AC, Lenze D, Hummel M, Stein H, Miller-Hermelink HK, Frank M, Hansmann ML, Barth
TF, Moller P, Cogliatti S, Pfreundschuh M, Schmitz N, Triimper L, Loeffler M, Rosenwald A.
Immunoblastic morphology but not the immunohistochemical GCB/nonGCB classifier predicts
outcome in diffuse large B-cell lymphoma in the RICOVER-60 trial of the DSHNHL. Blood. 2010
Dec 2;116(23):4916-25. doi: 10.1182/blood-2010-03-276766. Epub 2010 Aug 24.

109. Costa ES, Pedreira CE, Barrena S, Lecrevisse Q, Flores J, Quijano S, Almeida J, del Carmen
Garcia-Macias M, Bottcher S, Van Dongen JJ, Orfao A. Automated pattern-
guided principal component analysis vs expert-based immunophenotypicclassification of B-

cell chronic lymphoproliferative disorders: a step forward inthe standardization of clinical
immunophenotyping. Leukemia. 2010 Nov;24(11):1927-33.

110. van Dongen JJ, Lhermitte L, Bottcher S, Almeida J, van der Velden VH, Flores-Montero
J, Rawstron A, Asnafi V, Lécrevisse Q, Lucio P, Mejstrikova E, Szczepanski T, Kalina T, de Tute
R, Briiggemann M, Sedek L, Cullen M, Langerak AW, Mendonc¢a A, Macintyre E, Martin-Ayuso
M, Hrusak O, Vidriales MB, Orfao A; EuroFlow Consortium (EU-FP6, LSHB-CT-2006-018708).
EuroFlow antibody panels for standardized n-dimensional flow cytometric immunphenotyping
of normal, reactive and malignant leukocytes. Leukemia. 2012 Sep;26(9):1908-75.

111. Cabezudo E, Carrara P, Morilla R, Matutes E. Quantitative analysis of CD79b, CD5 and
CD19 in mature B-cell lymphoproliferative disorders.Haematologica. 1999 May;84(5):413-8.

112. Ahmad E, Garcia D, Davis BH. Clinical utility of CD23 and FMC7 antigen coexistent
expression in B-cell lymphoproliferative disorder subclassification. Cytometry 2002; 50: 1-7.

113. Garcia DP, Rooney MT, Ahmad E et al. Diagnostic usefulness of CD23 and FMC7 antigen
expression patterns in B-cell ymphoma classification. Am J Clin Pathol 2001; 115: 258-265.

114. Gong JZ, Lagoo AS, Peters D et al. Value of CD23 determination by flow cytometry in
differentiating mantle cell lymphoma from chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic
lymphoma. Am J Clin Pathol 2001; 116: 893-897.

115. Lopez-Matas M, Rodriguez-Justo M, Morilla R, Catovsky D, Matutes E. Quantitative
expression of CD23 and its ligand CD21 in chronic lymphocytic leukemia. Haematologica. 2000
Nov;85(11):1140-5.

116. Demurtas A, Stacchini A, Aliberti S, Chiusa L, Chiarle R, Novero D. Tissue flow cytometry
immunophenotyping in the diagnosis and classification of non-Hodgkin's lymphomas: a
retrospective evaluation of 1,792 cases. Cytometry B Clin Cytom. 2013 Mar;84(2):82-95.

117. Lai R, Weiss LM, Chang KL, Arber DA. Frequency of CD43 expression in non-Hodgkin

lymphoma. A survey of 742 cases and further characterization of rare CD43+ follicular
lymphomas. Am J Clin Pathol. 1999 Apr;111(4):488-94.

118. Ma XB, Zheng Y, Yuan HP, Jiang J, Wang YP. CDA43 expression in diffuse large B-
cell ymphoma, not otherwise specified: CD43is a marker of adverse prognosis. Hum
Pathol. 2015 Apr;46(4):593-9.

119. Mitrovic Z, Igbal J, Fu K, Smith LM, Bast M, Greiner TC, Aoun P, Armitage JO, Vose
JM, Weisenburger DD, Chan WC. CD43 expression is associated with inferior survival in the
non-germinal centre B-cell subgroup of diffuse large B-cell ymphoma. Br J Haematol. 2013
Jul;162(1):87-92.

120. Sorigué M, Junca J, Sarrate E, Grau J. Expression of CD43 in chronic lymphoproliferative
leukemias. Cytometry B Clin Cytom. 2017 Jan 10. doi: 10.1002/cyto.b.21509. [Epub ahead of
print]

155


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ott%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ziepert%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klapper%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horn%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szczepanowski%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernd%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thorns%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feller%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feller%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lenze%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hummel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stein%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCller-Hermelink%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frank%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hansmann%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barth%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barth%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%B6ller%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cogliatti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pfreundschuh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmitz%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tr%C3%BCmper%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Loeffler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosenwald%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20736456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pedreira%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barrena%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lecrevisse%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flores%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quijano%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Almeida%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=del%20Carmen%20Garc%C3%ADa-Macias%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=del%20Carmen%20Garc%C3%ADa-Macias%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bottcher%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Dongen%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orfao%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20844562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Automated+pattern-guided+principal+component+analysis+vs+expert-based+immunophenotypic+classification+of+B-cell+chronic+lymphoproliferative+disorders%3A+a+step+forward+in+the+standardization+of+clinical+immunophenotyping
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Dongen%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lhermitte%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B6ttcher%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Almeida%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Velden%20VH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flores-Montero%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flores-Montero%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rawstron%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Asnafi%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%A9crevisse%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lucio%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mejstrikova%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szczepa%C5%84ski%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalina%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Tute%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Tute%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Br%C3%BCggemann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sedek%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cullen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Langerak%20AW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendon%C3%A7a%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Macintyre%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin-Ayuso%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin-Ayuso%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hrusak%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidriales%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orfao%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22552007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=EuroFlow%20Consortium%20(EU-FP6%2C%20LSHB-CT-2006-018708)%5BCorporate%20Author%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=EuroFlow+antibody+panels+for+standardized+n-dimensional+flow+cytometric+immunophenotyping+of+normal%2C+reactive+and+malignant+leukocytes
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cabezudo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10329919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carrara%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10329919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morilla%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10329919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matutes%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10329919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10329919
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopez-Matas%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11064465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodriguez-Justo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11064465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morilla%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11064465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Catovsky%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11064465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matutes%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11064465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11064465
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Demurtas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23325563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stacchini%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23325563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aliberti%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23325563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiusa%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23325563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiarle%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23325563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Novero%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23325563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23325563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lai%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10191768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weiss%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10191768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10191768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arber%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10191768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=frequency+of+CD43+expression+Lai+R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ma%20XB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25682152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zheng%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25682152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuan%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25682152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25682152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20YP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25682152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25682152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25682152
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mitrovic%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iqbal%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bast%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Greiner%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aoun%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Armitage%20JO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vose%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vose%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weisenburger%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chan%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23617469
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sorigu%C3%A9%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28073173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Junc%C3%A0%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28073173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sarrate%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28073173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grau%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28073173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28073173

121. Zanetto U, Dong H, Huang Y et al. Mantle cell lymphoma with aberrant expression of
CD10. Histopathology 2008; 53: 20-29.

122. Kilo MN, Dorfman DM. The utility of flow cytometric immunophenotypic analysis in the
distinction of small lymphocytic lymphoma/chronic lymphocytic leukemia from mantle cell
lymphoma. Am J Clin Pathol. 1996; 105:451-457.

123. Domingo A, Gonzalez-Barca E, Castellsague X et al. Expression of adhesion molecules in
113 patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia: relationship with clinicoprognostic
features. Leuk Res. 1997; 21:67-73.

124. Kraus TS, Sillings CN, Saxe DF, Li S, Jaye DL. The role of CD11c expression in the diagnosis
of mantle cell ymphoma. Am J Clin Pathol. 2010 Aug;134(2):271-7.

125. Sandes AF, de Lourdes Chauffaille M, Oliveira CR, Maekawa Y, Tamashiro N, Takao
TT, Ritter EC, Rizzatti EG. CD200 has an important role in the differential diagnosis of mature B-
cell neoplasms by multiparameter flow cytometry. Cytometry B Clin Cytom. 2014
Mar;86(2):98-105.

126. El Desoukey NA, Afify RA, Amin DG, Mohammed RF. CD200 expression in B-cell chronic
lymphoproliferative disorders. J Investig Med. 2012 Jan;60(1):56-61.

127. Brunetti L, Abate G, Gorrese M, Raia M, Pascariello C, Scalia G, Rotoli B, Del Vecchio L.
CD200: a new target for immunotherapy in hematologic malignancies. Abstract 1598, ASH
Annual Meeting, 2008.

128. Mizrahi O, Ish Shalom E, Baniyash M, Klieger Y.
Quantitative flow cytometry: Concerns and recommendations in clinic and research.
Cytometry B Clin Cytom. 2017 Feb 11. doi: 10.1002/cyto.b.21515. [Epub ahead of print]

129. Breiman, L., Friedman, J., Stone, C. J., Olshen, R. A. (1984). Classification and regression
trees. CRC press.

130. El Borgi W, Ben Salah N, Ben Lakhal F, Makni L, Gouider E, Hafsia R. Immunophenotyping
of B chronic lymphoproliferative syndromes (CLL excluded): confrontation with the histology.
Ann Biol Clin (Paris). 2013 Nov-Dec;71(6):693-7.

131. Lesesve JF, Tardy S, Frotscher B, Latger-Cannard V, Feugier P, De Carvalho Bittencourt M.
Combination of CD160 and CD200 as a useful tool for differential diagnosis between chronic
lymphocytic leukemia and other mature B-cell neoplasms. Int J Lab Hematol. 2015
Aug;37(4):486-94.

132. Fan L, Miao Y, Wu YJ, Wang Y, Guo R, Wang L, Shen AL, Chen YY, Xu W, Li JY. Expression
patterns of CD200 and CD148 in leukemic B-cell chronic lymphoproliferative disorders and
their potential value in differential diagnosis. Leuk Lymphoma. 2015;56(12):3329-35.

133. Juskevicius D, Ruiz C, Dirnhofer S, Tzankov A. Clinical, morphologic, phenotypic, and
genetic evidence of cyclin D1-positive diffuse large B-cell lymphomas with CYCLIN D1 gene
rearrangements. Am J Surg Pathol. 2014 May;38(5):719-27.

156


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kraus%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20660331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sillings%20CN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20660331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saxe%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20660331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20660331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaye%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20660331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20660331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sandes%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Lourdes%20Chauffaille%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maekawa%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tamashiro%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takao%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takao%20TT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ritter%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rizzatti%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24243815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%20Desoukey%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22064604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Afify%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22064604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amin%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22064604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohammed%20RF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22064604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22064604
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mizrahi%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28188679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ish%20Shalom%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28188679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baniyash%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28188679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klieger%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28188679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quantitative+Flow+Cytometry%3A+Concerns+and+Recommendations+in+clinic+and+research
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quantitative+Flow+Cytometry%3A+Concerns+and+Recommendations+in+clinic+and+research
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%20Borgi%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24342790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ben%20Salah%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24342790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ben%20Lakhal%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24342790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Makni%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24342790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gouider%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24342790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hafsia%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24342790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24342790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lesesve%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25470765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tardy%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25470765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frotscher%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25470765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Latger-Cannard%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25470765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feugier%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25470765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Carvalho%20Bittencourt%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25470765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25470765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fan%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miao%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20YJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25791119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25791119

12. Prehled obrazki
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Obr. 2. Struktura antigenu CD5 (B. Rodamilans a kol., 2007) (24)

Obr. 3. CLL (zralé lymfocyty, Gumprechtovy stiny), periferni krev, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 4. CLL, prolymfocytarni varianta, (zralé lymfocyty, prolymfocyty), periferni krev, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 5. CLL, pleomorfni varianta, (lymfocyty s jadernymi atypiemi a nukleoly, okrajové vybézky
cytoplazmy), periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora

Obr. 6. CLL, periferni krev, imunofenotyp CD19+CD5+CD23+CD200+kappa+ CD79b-FMC7-,
pratokova cytometrie (dot plot diagramy, selektovana populace — lymfocyty, u povrchové
exprese kappa, lambda selekce B-lymfocytli), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o.

Obr. 7. MCL (pleomorfni varianta), kostni drenr, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski,
svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 8. MCL, membranova pozitivita CD5 (8a) a intracelularni pozitivita cyklinu D1 (8b),
imunohistochemie, svételnd mikroskopie, zvétSeni 400x, publikovdano se souhlasem doc.
MUDr. Martina Tichého, CSc., Ustav klinické a molekularni patologie FNOL a LF UP v Olomouci

Obr. 9. MCL, t(11; 14), FISH (sonda Kreatech ON BCL1/IGH t(11;14)Fusion), fuzni signaly
translokovanych chromozomi jsou vyznaceny Sipkou, publikovdano se souhlasem CGB
laboratore a.s.

Obr. 10. B-PLL, dva prolymfocyty, periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski,
svételna mikroskopie, zvétseni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 11. SMZL, vilézni lymfocyty, kostni dfen, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski,
svételna mikroskopie, zvétseni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 12. DLBCL, centroblasticka varianta, cytospin ascitické tekutiny, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 13. DLBCL, imunoblasticka varianta, imprint slezinné tkané, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 14. Folikularni lymfom, centrocyty s jadernymi zarezy, imprint lymfatické uzliny, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 15. Waldenstrémova makroglobulinemie, lymfoplazmocytoidni lymfocyty, kostni dren,
barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 16. LPL, lymfoplazmocytoidni lymfocyty a plazmocyty, imprint lymfatické uzliny, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 17. Sporadicky Burkittliv lymfom, cytospin pleuralniho punktatu, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 18. CLL, typicky cytomorfologicky nalez, periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-
Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 19. Typicka CLL, plazmocelularni diferenciace, periferni krev, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételnda mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havirov, p.o., foto autora

Obr. 20. Atypicka CLL, varianta CLL/PL (skupina prolymfocytt), periferni krev, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 21. Atypickd CLL — varianta CLL/PL, periferni krev, barveni May-Grinwald, Giemsa-
Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 22. CLL, cytomorfologicky nalez na hranici CLL/PL a pleomorfni varianty, pleuraini punktat,
barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 23. Atypickd CLL, pleomorfni varianta, (lymfocyty sjadernymi atypiemi a atypiemi
cytoplazmy), periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora

Obr. 24. Atypicka CLL — pleomorfni varianta (jaderné atypie, bazofilie cytoplazmy, vakuolizace
cytoplazmy), periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora

Obr. 25. Atypickd CLL, pleomorfni varianta (lymfocyty s cytoplazmatickymi vakuolami),
periferni krev, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétseni
1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto
autora

Obr. 26. Atypicka CLL, pleomorfni varianta (stfedné velké lymfocyty s jadernymi atypiemi, silné
bazofilni cytoplazma), kostni drern, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora

Obr. 27. SLL, infiltrace lymfatické uzliny malymi zralymi lymfocyty, imprint lymfatické uzliny,
barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora
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Obr. 28. MCL, klasicka morfologie s ptevazujicimi centrocyty, imprint lymfatické uzliny, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 29. MCL, klasickd morfologie s pfevaZzujicimi centrocyty a pfitomnosti ,buttock cells”,
natér kostni drené, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie,
zvétseni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.,
foto autora

Obr. 30. MCL, malobunéc¢na (,CLL-like”) varianta, pfevaha malych zralych lymfocyt(, natér
kostni drené, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni
1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto
autora

Obr. 31. MCL, malobunéénd varianta, imprint lymfatické uzliny, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddeéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 32. MCL, pleomorfni varianta (anizocytdza, anizomorfie, jaderné atypie a pritomnost
nukleolll), natér kostni drené, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifrov, p.o., foto autora

Obr. 33. MCL, pleomorfni varianta s prolymfocytoidnimi rysy (v popredi jaderné atypie), natér
kostni dfené, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni
1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto
autora

Obr. 34. MCL, pleomorfni varianta, lymfocyty s vyraznymi nukleoly podobné prolymfocytim,
natér kostni drené, barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie,
zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.,
foto autora

Obr. 35. MCL, pleomorfni varianta s bilobarnimi jadry, natér kostni drené, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 36. MCL, blastoidni varianta, natér kostni drené, barveni May-Griinwald, Giemsa-
Romanowski, svételna mikroskopie, zvétseni 1000x, archiv autora, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 37. MCL, blastoidni varianta, kostni dfen, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski,
svételna mikroskopie, zvétseni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 38. MCL, varianta podobna lymfomu z marginalni zény, natér kostni dfené, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 39. CD5+ MZL, zralé lymfocyty, diskrétni nepravidelnosti cytoplazmy, periferni krev,
barveni May-Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 40. CD5+ MZL, zralé lymfocyty s plazmocytoidni diferenciaci, periferni krev, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora
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Obr. 41. CD5+ MZL, pfevainé malobunécény obraz, z¢asti s plazmoceluldrni diferenciaci, kostni
dren, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000k,
archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 42. CD5+ MZL, stredné velké lymfocyty s naznacenou plazmocytoidni diferenciaci,
s jadérky a vakuolizaci cytoplazmy, kostni dien, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski,
svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice
s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 43. CD5+ MZL, velky lymfocyt se dvéma jadérky blizky prolymfocytu, kostni dien, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 44, CD5+ MZL, stfedné velké lymfocyty ,monocytoidniho vzhledu®, periferni krev, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 45. CD5+ SMZL (SLVL), vilézni lymfocyty, kostni dren, barveni May-Griinwald, Giemsa-
Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 46. CD5+ MZL, pleomorfni obraz, kostni dfen, barveni May-Grinwald, Giemsa-
Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o., foto autora

Obr. 47. CD5+ MZL, pleomorfni obraz, cytospin cerebrospinalniho likvoru, barveni May-
Grinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 48. Plazmablasticky lymfom jakoZto transformace MZL, imprint lymfatické uzliny, barveni
May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni
klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 49. CD5+ DLBCL, infiltrace lymfatické uzliny pfevaZujicimi centroblasty s vyraznymi
jadérky, imprint lymfatické uzliny, barveni May-Griinwald, Giemsa-Romanowski, svételnd
mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havifov, p.o., foto autora

Obr. 50. CD5+ DLBCL, infiltrace imiunoblasty, kostni dren, barveni May-Griinwald, Giemsa-
Romanowski, svételnd mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 51. CD5+ DLBCL, imunoblastickd varianta, kostni dfen, barveni May-Griinwald, Giemsa-
Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 52. CD5+ DLBCL, leukemizace centroblastll, periferni krev, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 53. CD5+ DLBCL, anaplasticka varianta, imprint lymfatické uzliny, barveni May-Griinwald,
Giemsa-Romanowski, svételna mikroskopie, zvétSeni 1000x, archiv Oddéleni klinické
hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o., foto autora

Obr. 54. Variabilita exprese lehkych retézct kappa u CLL (5 ptipadd CLL, dvouparametrové dot-
plot diagramy, exprese lehkych fetézcll kappa na svislé ose, gating z B-lymfocytd, logaritmicka
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skala exprese na obou osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havitov, p.o.

Obr. 55. Variabilita exprese znaku CD5 u CLL (3 pfipady CLL, dvouparametrové dot-plot
diagramy CD19/CD5, exprese CD5 na svislé ose, gating z lymfocytdl, logaritmicka Skala exprese
na obou osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o.

Obr. 56. Variabilita exprese znaku CD200 u CLL (2 pfipady CLL, dvouparametrové dot-plot
diagramy CD19/CD200, exprese CD200 na svislé ose, gating z lymfocyt(, logaritmicka skala
exprese na obou osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou
Havitov, p.o.

Obr. 57. Pozitivita CD10 u MCL (dvouparametrové dot plot diagramy, CD20 na vodorovné a
CD10 na svislé ose, gating z B-lymfocyt(, logaritmicka Skala exprese na obou osach), archiv
Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.

Obr. 58. Variabilita exprese znakd CD20 a CD22 (dvouparametrové dot plot diagramy, CD20 na
vodorovné a CD22 na svislé ose, gating z B-lymfocytl, logaritmicka skala exprese na obou
osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.

Obr. 59. Variabilita exprese znaku CD5 (dvouparametrové dot plot diagramy, CD19 na
vodorovné a CD5 na svislé ose, gating z B-lymfocytl, logaritmickd Skala exprese na obou
osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.

Obr. 60. Variabilita exprese znakd CD20 a CD38 (dvouparametrové dot plot diagramy, CD20 na
vodorovné a CD38 na svislé ose, gating z B-lymfocytl, logaritmickd skala exprese na obou
osach), archiv Oddéleni klinické hematologie Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.

Obr. 61. Distribuce hodnot MFI u lehkych fetézcl kappa a lambda, znakd CD20, CD22, CD79b,
CD5, CD23, FMC7, CD35, CD38, CD43, CD25, CD11c a CD200; diagramy typu box-plot,
diagnosticka kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (CLL/SLL vs. MCL)

Obr. 62. Distribuce hodnot MFI u lehkych fetézch kappa, znakd CD20, CD22, CD79b, CD5,
CD23, FMC7, CD35, CD38, CD43, CD25, CD11c a CD200; diagramy typu box-plot, diagnosticka
kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (CLL/SLL vs. MZL)

Obr. 63. Distribuce hodnot MFI u lehkych fetézcG kappa, znakd CD20, CD22, CD79b, CD5,
CD23, FMC7, CD35, CD38, CD43, CD25, CD11c a CD200; diagramy typu box-plot, diagnosticka
kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (MCL vs. MZL)

Obr. 64. Distribuce hodnot MFI u lehkych fetézcl kappa a lambda, znakd CD20, CD22, CD79b,
CD5, CD23, FMC7, CD35, CD38, CD43, CD25, CD11c a CD200; diagramy typu box-plot,
diagnosticka kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (CLL3 vs. CLL4+5)

Obr. 65. Vybér nejinformativnéjsich markerd pro odliseni CLL/SLL a MCL
Obr. 66. Vybér nejinformativnéjsich markerd pro odliseni CLL/SLL a CD5+ MZL
Obr. 67. Vybér nejinformativnéjsich markerG pro odliseni MCL a CD5+ MZL

Obr. 68. Distribuce hodnot MFI u znakd CD20, CD79b, CD23, FMC7, CD38, CD43, CD11c,
CD200; diagramy typu box-plot, diagnosticka kategorie na ose x, hodnoty MFI na ose y (CLL/SLL
vs. MCL vs.CD5+ MZL)

Obr. 69. Vybér nejinformativnéjsich marker( pro odliseni CLL4+5 a CLL3

Obr. 70. Datové sité pro cely analyzovany soubor; 70a) sit swvyuZitim vSech znakl
(pozitivita/negativita), 70b) sit s vyuZitim nejinformativnéjsSich znak( (pozitivita/negativita),
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70c) sit s vyuzitim v3ech znakd (MFI), 70d) sit s vyuZitim nejinformativnéjsich znakd (MFI); (CLL
— fialové, MCL — modie, MZL — zelené)

Obr. 71. Datova sit u MCL a MZL; 71a) sit s vyuzitim vSech znaki (pozitivita/negativita), 71b) sit
s vyuzitim nejinformativnéjsich znak( (pozitivita/negativita), 71c) sit s vyuZitim vSech znakd
(MFI), 71d) sit s vyuZitim nejinformativnéjsich markerd (MFI); (MCL — modfe, MZL — zelené)

Obr. 72. Datova sit u MCL, MZL a neklasifikovatelnych pfipadl (MCL — modre, MZL — zelenég,
neklasifikovatelné ptipady — cervené)

Obr. 73. Datova sit u CLL; 73a) sit svyuZitim vSech znakd (pozitivita/negativita), 73b) sit
s vyuzitim nejinformativnéjsich znak( (pozitivita/negativita), 73c) sit s vyuzitim vSech znakd
(MFI), 73d) sit s vyuzitim nejinformativnéjsich markerd (MFI); (CLL5 — Zluté, CLL4 — oranZové,
CLL3 — Cervengé)
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21. Pozitivita a hodnoty MFI diagnostickych markerd u MCL

22. Pozitivita a hodnoty MFI diagnostickych markerd u CD5+ MZL

23. Pozitivita a hodnoty MFI diagnostickych markerd u CD5+ DLBCL

24. Pozitivita a hodnoty MFI diagnostickych markert u neklasifikovatelnych pripadu
25. CLL skdre u diagnostickych skupin

26. Markery se statisticky vyznamnymi rozdily MFI mezi CLL/SLL a MCL

27. Markery se statisticky vyznamnymi rozdily MFI mezi CLL/SLL a CD5+ MZL

28. Markery se statisticky vyznamnymi rozdily MFI mezi MCL a CD5+ MZL

29. Markery se statisticky vyznamnymi rozdily MFI mezi CLL4+45 a CLL3
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Tab. 30. Dvojkombinace diagnostickych marker( rozliSujici CLL a MCL s pravdépodobnosti

nejméné 96.1 %

Tab. 31. Trojkombinace diagnostickych markert rozliSujici CLL a MCL s pravdépodobnosti 100

%

Tab. 32. Dvojkombinace diagnostickych markeru rozlisujici CLL a CD5+ MZL s pravdépodobnosti

nejméné 98.8 %

Tab. 33. Trojkombinace diagnostickych marker( rozlisujici CLL a CD5+ MZL s pravdépodobnosti

100 %

Tab. 34. Dvojkombinace diagnostickych
s pravdépodobnosti nejméné 88.9 %

Tab. 35. Trojkombinace diagnostickych
s pravdépodobnosti nejméné 96.3 %

marker(

markert
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