Diagnosticky vyznam histologického

vysetreni kostni drené v klinické praxi,
aneb proc se trepanobiopsie vyplaci -

kazuistiky

MUDr. RNDr. Michal Rihagek, Ph.D., EuSpLM
VIl. Hanacké dny laboratorni mediciny
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Uvod
Historie diagnostiky kostni
drene

O starovék objev kostni drené
O 19. stoleti, pocatek: Robin & Kolliker pocatek -

hodnoceni vzork(l kostni dfené na vzorcich kadaveru

0 19. stoleti: Pianese (Italie) - objev Leishmaniazy v KD

O +/-1900: kostni drfen jako origo hemopoetickych

bunék a hematologickych onemocnéni
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Antenor lllac crest

Uvod
Historie diagnostiky kostni
drene

a

20. stol. pocatek - Ghedini, biopsie holeni kosti elektickou

vrtackou (dobre tolerované pacienty)

1922 - sternalni punkce jehlou, pokusy o biopsii ze sterna

(chirurgické), vysokeé riziko poranéni srdce

1938-1945 - biopsie z panevnich kosti, popis normalni

morfologie kostni drené

1971 - Yamshidiho jehla, 1988 - zavedeni jednorazovych jehel

2000-2011 - FDA schvaluje vrtacku nejprve pro intraosealni vstup

a nasledné pro trepanobiopsii KD
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Princip odbéru a provadéna vysetreni

Aspirace kostni drené

O sternum, kycelni kost, tibie

O material k vysetfeni: aspirat kostni drené

v'cytomorfologické vySetreni (natéry aspiratu
na sklo)

vimunofenotypizace (K;EDTA aspirat 2,5 ml)
v'onkocytogenetické vys./FISH (PBS/heparin
aspirat 3 ml)

v'/molekularné biologické vySetreni (K;EDTA
aspirat 2,5 ml)




Princip odbéru a provadéna vysetreni

Trepanobiopsie kostni drené

O kycelni kost

O material k vySetreni: aspirat + vale€ek KD

vySetfFeni bioptického vzorku (valecku)
v'histologické a imunohistochemické
vySetreni valecku kostni dfené

vySetreni aspiratu kostni drené
v'cytomorfologické vySetfeni (natéry aspiratu na sklo)
vimunofenotypizace (K;EDTA aspirat 2,5 ml)
v'onkocytogenetické vys./FISH (PBS/heparin aspirat 3 ml)
v'/molekularné biologické vySetreni (K;EDTA aspirat 2,5 ml)




Nemocnice AGEL Prostéjov

Statistika odbéru KD na HTO PV
6/2024-3/2025

O zakrokovy salek HTO
O trepanobiopsie kostni difené (43 vykon)
O sternalni punkce (2 vykony)
O punkce kycelni kosti (1 vykon)

O odbérovy systém
O trepanobiopsie: systém OnControl
Q sternalni punkce a punkce kycle: jednorazoveé bioptickeé

jehly




Kazuistika 1

K.V.-80 let

Pacientka odeslana na hematologickou ambulanci pro
makrocytarni anemii s deficitem vitaminu B12, bez
prikazu protilatek proti parietdlnim bufikdm a bez

prikazu protilatek proti vitaminu B12.

GFS 2020 - chronicka atroficka gastritida

Kolonoskopie 2020 - v normé

Diferencial - lymfocytéza

Hemolyza - negativni

B_Leukocyty
B_Erytrocyty
B_Hemoglobin
B_Hematokrit
ERC(B)_MCV
ERC(B)_MCH
ERC(B)_MCHC
B_Trombocyty
LKC(B) _Neutrofily
LKC(B) _Lymfocyty
LKC(B) _Monocyty
LKC(B) Eosinofily
LKC(B)_Basofily
LKC(B) Nezr. Gran.

ERC(B) Retikulocyty

Retikulocyty

1079/I
10712/l

g/

g/l
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
%Leu
%Ery

1079/l

reuniobraz | | hodnota

13,59
3,10
110
0,319
103
35,5
345
273
2,18
10,45
0,82
0,09
0,05
0,2
1,14
44,30

Ferritin
Transferin
Trsf_rcpt
Vitamin B12
Folat
Haptoglobin
Volny Hgb
LDH
Bilirubin
Urea
Kreatinin
CRP

CB

Ca

beta-2-mikroglobulin

ELFO

iFix

1019/1 309
10112/1 2,06
g/l 1,6
31,2
fl 24
pg 1,71
g/l
1019/1 3,29
1019/I 5,8
1019/l 4,0
1019/I 61
mg/! 21,3
1019/1 0,09
1019/1 2,34
mg/! 2,98

susp. zanétliva
reakce

slaby gradient IgM
lambda



Imunofenotypizace PK -

B_Lymfocyty %
B_CD3+ T-lymfo %Ly
CD3+(B)_CD4+ Th-lymfo
CD3+(B)_CD8+ Tc-lymfo 1.y

B_CD19+ B-lymfo %Ly
B CD20+ %Ly
B_CD4/CD8 IRI

B_CD56 NK-buriky %Ly

Komentar k vysledku:

10,45
95,5
10,8
86,0
1,7
1,7
0,1
1,8

Zmnozeni cytotox. CD8+T-lymfocytl (86%), nizky je

pomeér CD4/CDS8, v.s. reaktivni.

Bez prikazu monoklondlni B lymfocytarni populace, bez

nalezu plazmatickych bunék v PK.

Kazuistika 1

K.V.-80 let

2021-2022 - trva stfredné tézka anemie okolo 80-
100 Hgb, vymizel nalez na imunofixaci, hodnoty

lymfocytu stabilné okolo 5-10

2022-2023 - sledovana a 3-6 mésicli, naposledy se
dostavila 3/2023

11/2024 - hospitalizace na internim oddéleni pro
anemii, Hgb 72 g/l, zhubla 8 kg, transfuze 3x ERD,
pozitivni TOKS (lymfocyty v té dobé 5,9)

11/2024 - GFS i kolonoskopie negativni stran

krvaceni, folat, B12 v normé&, hemolyza O, ferritin+



Kazuistika 1

K.V.—-80 let
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Kazuistika 1

K.V.-80 let

Cytogenetika
KARYOTYP (BSOPO01-LC): 46,XX[20]

FISH (MDS panel)

delece 5031/5932-33 - negativni
delece 7q22/7931 - negativni

delece 17p13.1 (gen TP53) - negativni
delece 20912/20g13.12 - negativni




Kazuistika 1

Imunofenotypizace KD

Bez prlikazu monoklonalni B lymfocytarni
populace, bez zmnozeni CD34+
myeloblastl a plazmatickych bunék v KD.
Bez fenotypovych znamek hematologické
malignity v KD.

K.V.-80 let

T lymfocyty zaujimaji 92,5% lymfocytd. NK
bunky zaujimaji 3,0% lymfocytd.



Kazuistika 1

K-V. - 80 let gap
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HE: intersticialni infiltrace malymi zralymi lymfocyty u pacientky



Kazuistika 1

K.V.-80 let

E: normalni KD HE: intersticialni infiltrace malymi zralymi lymfocyty u pacientky



Kazuistika 1

Imunohistochemie CD3: lymfocytarni elementy pozitivni

— 80 let

\'

K

CD4:CD8 cca 1:1

v

pomér

CD4 a CDS8 pozitivni v subpopulaci T lymfocyt(




Kazuistika 1

K.V.-80 let
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Kazuistika 1

K.V.—-80 let

Imunohistochemie CD20: lymfocytarni elementy negativni
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Kazuistika 1

K.V.-80 let

Trepanobiopsie kostni dfené - zavér
Hypercelularni kostni dfen s trilinearni hematopoézou infiltrovanou
intersticialnimi a nodularnimi infiltraty T lymfocyta.

T-lymfocyty tvori 80% jadernych bunék kostni difené, kdy je morfologicky obraz
suspektni z blize neuréené maligni T lymfoproliferace.

Okolni hematopoéza je redukovana a s obrazem nespecifickych reaktivnich
zmén, bez presvédcivého prukazu myelodysplastického syndromu
(neoplazie).

Fibrotizace MF1 na Skale 0 az 3, bez zmnozeni CD34+ blastu.

Doporuceno provést odbér z lymfatické uzliny ¢i kiize k upfesnéni typu
lymfoproliferace.

DalSi postup: pacientka 4/2025 odeslana na HOK FN OL




reuniobraz | | hodnota

Kazuistika 2 "y A
B_Leukocyty — 4,08 Ferritin 1019/l 198
Transferin 10712/1 1,87
B_Erytrocyty 10712/I 3;77 Trsf_rcpt g/l 4,0
V.E. — 59 Iet B_Hemoglobin > 114 Vitamin B12 >300
Folat fl >40
B_Hematokrit 0,344 £PO o —
Pacientka od roku 2014 sledovana na HTO pro nejprve _

: : L e , ERC(B)_MCV f 91 Haptoglobin & 127
sideropenickou anemii, nasledneé pozitivita PAT, bez znamek pr———— 202 Volny Hgb » <40
hemolyzy. PfeléCena p.o. Fe. (B)_ Pe ’ LDH 091 3,29
2015-2017 stabilizovana, normalni hodnoty Hgb. ERC(B)_MCHC g/ 331 Bilirubin e

! ,9
B_Trombocyty wone 150 LKJrea‘ | o ;4
reatinin 1079/I
12/2023 st.p. iCMP, levostranna hemiparéza + aktivace |KC(B) Neutrofily wonel 2,49 CRP o ™
hemolyzy LKC(B) Lymfocyty  10ns 1,18 < S
1/2024 AIHA - pulsni terapie KS, nasledné p.o., nasledné g won 2,20
P P P LKC( B)_Monocyty 1079/ OI35 beta-2-mikroglobulin  mg 4,37
preloZzena k RHB na LDN Prerov ’
- i i A ELFO Stin v gamma
3/2024 HZT VIE Lsin. - antikoagulaéni 16cba, UZ bFicha v <C(B)_E0sinofily 091 0,03 oblast;
normé, RTG bez infiltrace LKC(B)_Basoflly 1019/ 0,03 iFix néznzkgradientu
IgM kappa
4/2024 Hgb stabilizovan, redukce kortikoid(i LKC(B)_Nezr. Gran. e, 0,03 M 2,89

7/2024 vySetfena na HTO Prostéjov, sniZovani davky KS, ERC(B)_Retikulocyty sy 0,023

antikoagulacni lécba (KO viz) Retikulocyty 10n9/1 85,6



reuniobraz | | hodnota

Kazuistika 2 emolyza pE <
azuistika B_Leukocyty 1009 5,40 S_Hemoly ]
S_lkterita index <5
B_Erytrocyty 10121 2,88 Urea 1089/1 7,0
V.E.-59 Iet B_Hemoglobin o/ 85 Kreatinin R I
CRP mg/| 20,1
B_HematOkrit 01252 Prokalcitonin pg/! 0,09
10/2024 COVID-19 infekce, febrilie, zhorSeni stavu, ERC(B)_MCV ] 87,5
-~ . cni éleni PV
dehydratace - hosp. Infekéni oddéleni ERC(B) MCH N 29,5
ERC(B)_MCHC o/l 337
10/2024 - konzervativni terapie zlepseni, preklad na
P P P B_Trombocyty 1on 119

LDN PV, hematologicka konsilia s hladinou Hgb ,
& 8 LKC(B)_Neutrofily 1%/ 3,69

LKC(B) _Lymfocyty 1n91 1,21
LKC(B) _Monocyty 1n9n 0,46
LKC(B)_Eosinofily 1m0y 0,01
LKC(B)_Basofily 10n97 0,03
LKC(B) Nezr. Gran.  gey 0,03

11-12/2024 - rehabilitace na LDN PV, stabilizovana
anemie okolo 90 g/l Hgb, bez znamek hemolyzy,
noveé trombocytopenie v doSetfovani 70-100 (odbér
MAIPA)

19.12.2024 - dimise pacientky na svatky



Kazuistika 2

V.E.—-59 let

3.1.2025 akutni zhorSeni klinického stavu, dusnost,

rozvinuty anemicky syndrom

3.1.2025 substituce ERD, Hgb nardst, ale dalSi
pokles trombocytl (47 tis), lehka koagulopatie

(aPTT)

5.1.2025 provedena trepanobiopsie KD (prodl. aPTT

v.s. LA)

B_Leukocyty
B_Erytrocyty
B_Hemoglobin
B_Hematokrit
ERC(B)_MCV
ERC(B)_MCH
ERC(B)_MCHC
B_Trombocyty
LKC(B) _Neutrofily
LKC(B) _Lymfocyty
LKC(B) _Monocyty
LKC(B) Eosinofily
LKC(B)_Basofily
LKC(B) Nezr. Gran.

ERC(B) Retikulocyty

Retikulocyty
Schistocyty (natér)

1079/I
10712/l

g/

g/l
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
%Leu
%Ery

1079/l

reuniobraz | | hodnota

Ferritin

2,46
Transferin
1142 Trsf_rcpt
37 Vitamin B12
Folat
0'106 Haptoglobin
85’5 Volny Hgb
LDH
29'6 Bilirubin
333 Urea
Kreatinin
67 CRP
1,41
0,82
0,24
0,01
0,00
0,12
13,2
0,005
vV horme

1079/I
10712/

g/l

fl
pg

g/l

10°9/I
10°9/I
10°9/I
10°9/I

mg/|

491
1,35
2,6
>300
>40
1,27
<40
4,87
7,3
9,8
72
42,5



Kazuistika 2

V.E.—-59 |let

11/2024 Trepanobiopsie kostni drfené s

pracovni dg. - susp. MDS / myelofibréza




Kazuistika 1

V.E.—-59 let
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Imunofenotypizace KD
Bez prlikazu monoklondlni B lymf. populace
V KD nachdazime 4.7% CD34+ myeloblastt

. MDS .' -
b=

S

Cytogenetika

KARYOTYP (BSOPO01-LC): 46,XX[20]




Kazuistika 2

V.E.—-59 let

P A, . X ',‘ IJ s 3 =2 3 . Saud 3 2 5 P | .f; '. '
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HE: normalni KD HE: masivni infiltrace kostni dfené blastickymi elementy



Kazuistika 2

V.E.—-59 let

Imunohistochemie CD20: blasty pozitivni

g g PR e 5 AT 4 s
‘,‘N‘ b g ey PRk S {4 P W Y

Imunohistochemie CD79a: blasty pozitivni Imunohistochemie Pax-5: blasty pozitivni
VI U TR MR SRR RS ‘ :




Kazuistika 2

V.E.—-59 let

Trepanobiopsie kostni dfené - zavér

KD infiltrovana nizce diferencovanym B-NHL typu difuzniho
velkobunééného B lymfomu (DLBCL), centroblasticka varianta, subtype
GCB, zaujimajiciho cca 80% jadernych bunék kostni drene.

Okolni hematopoéza napadné redukovana a s obrazem nespecifickych
reaktivnich zmén, az s vyvinutymi dysplastickymi rysy v
megakaryocytarni radé. Fibrotizace MF2 az MF3 na Skale 0 az 3, bez
zmnozeni CD34+ blasta.

DalSi postup: pacientka 1/2025 odeslana na HOK FN OL




reuniobraz | | hodnota

Kazuistika 3 itami
B_Leu kocyty — 2,89 Vitamin B12 82,9
Folat fl 2,6
B_Erytrocyty 1021 3,94 LDH 001 11,18
K.Z.—75 let B_Hemoglobin o/ 104 Bilirubin i
AST pkat/I 1,56
B_HematOknt 0}304 ALT pkat/| 0,56
Pacient pfijat na internu pro pancytopenii, vysoké hodnoty
o » . o ERC(B) MCV fl 85,9 GGT ukat/| 0,42
CRP, minim. pfijem p.o. a bolesti zad. Negativni RTG S+P, UZ LPS St 0,16
bricha, moc. Pracovni dg. spondylodiscitis. ATB empiricky. ERC(B)_MCH Pe 29,4 AMS wkati 0,18
ERC(B)_MCHC g/l 342 Urea 1019/ 58
3.1. 2025 CT bFicho - negativni nalez (skelet nepopsan) B_Trombocyty w1 127 z;epatinin 1o i:;
mg/|
LKC(B)_Neutrofin 1019/I 1,94 Prokalcitonin ng/! 0,23
6.1.2025 MR patere - Difuzni loziskovy proces zobr. skeletu - v LKC(B)_Lymfocyty 10r)1 0,57 CB 10%9/1 56,4
dif. dg. nejspiSe mnohocetny myelom ¢i meta Ca w91 2,02
LKC(B)_Monocyty 1019/I 0,23 beta-2-mikroglobulin  mgy 3,29
LKC( B)_EOSi nofi |y 1019/ 0’02 ELFO+Ifix normalni nalez

14.1.2025 CT hrudniku - k lokalizaci moZného primarniho
loZiska tumoru - plice normalni loZiska, LKC(B)_Basofily oro/ 0,01

lyticko-skleroticka prestavba obratlovych t&l nejnapadnéji The-11.  LKC(B)_Nezr. Gran. 4.y 0,12



Kazuistika 3

Tumorové markery | | hodnota

S_Alfa-fetoprotein ug/| <0,91

K.z. - 75 IEt S _CA 19-9 10n2/1 <2,0
o S_PSA ultrasensitivni g/l 4,41

Trepanobiopsie dne 16.1.2025 po domluvé s Internou -
. _y .. . . S_beta-2-mikroglobulin 3,29
jednozna€né vylouc¢eni MM, objasnéni pancytopenie.

S_NSE fl 26,9
Sucha punkce. S_CEA o 1,1

S_CYFRA 8,42



Kazuistika 3

K.Z.—75 let

K

E: normalni KD HE: masivni infiltrace kostni dfené nezralymi elementy, susp.

blasty



Kazuistika 3

K.Z.—75 let

Imunohistoch

% %A

emie CD34: nadorové elementy pozitivni
g T CUTA T R e X N VY s




Kazuistika 3

K.Z.—75 let

Konzultace patologa - zaslani klinickych podkladt a vysledktd TUM

LozZiskovy proces nesedi s dg. akutni leukemie, neni hepatosplenomegalie, v periferii nejsou blasty.

Imunohistochemie CD31: nadorové elementy pozi
: G A e A




Kazuistika 3

K.Z.—75 let

Trepanobiopsie kostni dfené - zavér

KD rozsahle infiltrovana malignim mezenchymalnim tumorem charakteru
nediferencovaného sarkomu.

Bez zmnozeni CD34+ myeloidnich blastu.

Origo nebo puvod tkané nelze z histologie kostni diené urgit.

DalSi postup: pacient odeslan na Onkologické oddéleni Nem PV




Kazuistika 4

P.Z. — 86 let

Pacientka referovana k trepanobiopsii KD kolegyni Dr.

Zemanovou:

Transfuzné dependentni

makrocytarni

anemie

S

normalnimi hladinami folatu a vitaminu B12, bez

zndmek

hemolyzy.

trombocytopenie

Soucasné

leukopenie

d

Vysoky ferritin a anti-erytrocytarni protilatky po

transfuzich.

Chronickd zilni

insuficience.

prevedena na LMWH

Fisi

na warfarinu

reuniobraz | | hodnota

B_Leukocyty
B_Erytrocyty
B_Hemoglobin
B_Hematokrit
ERC(B)_MCV
ERC(B)_MCH
ERC(B)_MCHC
B_Trombocyty
LKC(B) _Neutrofily
LKC(B) _Lymfocyty
LKC(B) _Monocyty
LKC(B) Eosinofily
LKC(B)_Basofily
LKC(B) Nezr. Gran.
ERC(B) Retikulocyty
Retikulocyty

1079/I
10712/l

g/

fl

pg

g/l
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
%Leu
%Ery

1079/l

2,57
1,60
59
0,178
111,3
36,9
331
150
1,08
0,74
0,29
0,1
0,04
0,32
0,016
25,6

Ferritin
Transferin
Trsf_rcpt
Vitamin B12
Folat

EPO
Haptoglobin
Volny Hgb
LDH
Bilirubin
Urea
Kreatinin
CRP

CB

Ca

beta-2-mikroglobulin

ELFO+iFix

1079/I
10712/

g/l

fl

u/l

pPg

g/l
1079/I
1079/I
1079/I
1079/I
mg/|
1079/I
1079/I
mg/|

negativni

>2000
1,77
1,3
105,0
15,9
>750
0,58
<40
4,39
9,4
16,2
152
12,2
0,09
2,34
5,90



Kazuistika 4
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11/2024 Trepanobiopsie kostni drfené s

pracovni dg. - susp. MDS
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Kazuistika 4

P.Z.— 86 let

pracovni dg. - susp. MDS



Kazuistika 4

P.Z.— 86 let

11/2024 cytologie TB - hodnoceni

Prstencité sideroblasty v KD 75%.

Signifikantni dysplazie ve vsech trech
hemopoetickych fadach, dominantné v
erytropoéze.

Napadna morfologicka atypie megakaryocyti
(hyposegmentace) mlize odpovidat MDS s del5q.
V pfipadé negativni CTG nalez odpovida MDS-RS-
MLD po vylouceni MDS-F (dle nejnovéjsi WHO
klasifikace)




Kazuistika 4

P.Z. — 86 let

Imunohistochemie PAS: pozitivita atypické erytropoézy, barvi se hyposegmentované megakaryocyty

Cytogenetika
KARYOTYP (BSOP01-LC): 1.klon:

47 XX, +8[13] 2.klon: 46,XX[8]

FISH
delece 5931/5032-33 - pozitivni

CEP 8/(8g24) (gen MYC ) - pozitivni trizomie 8
v 31 % bunék, potvrzeno i na mitéze
delece 17p13.1 (gen TP53) - negativni
delece 20912/20g13.12 - negativni

Zaveér:
patologicky klon s trizomii chromozomu 8.

FISH vySetfeni dale identifikuje
deleci lokust 5931/5932-33.

Imunofenotypizace KD

Komentar k vysledku:

Bez prikazu monoklondlni B lymfocytarni
populace, nalez 3,7% CD34+ myeloblasti v
KD.

V KD nachazime 0,6% plasmatickych bunék,
které vykazuji polyklonalni charakter.



Kazuistika 4

P.Z.— 86 let

Trepanobiopsie kostni dfené - zavér %

MDS s izolovanou deleci 5g-

Lécba:

- pro chronickou zilni insuficienci implantace i.v. portu
cestou v. subclavia l.dx. (od 12/24 zavadime ve
spolupraci s chirurgii na internim implantacnim salku v
Nem PV)

- po domluvé s HOK FNOL zatim hemosubstituce (od
9/2024 |ze ambulantné cestou HTO)

- pfi progresi do MDS-EB ke zvazeni lenalidomid dle
klinického stavu pac. cestou HOK

Pacientka v péci HTO Nemocnice AGEL Prostéjov



PO d e kov a n | @ stiedomoravska nemocniéni

HTO Nemocnice AGEL Prostéjov
Interni oddéleni Nemocnice AGEL Prostéjov
OLM Nemocnice AGEL Prerov a Prostéjov

Laboratore AGEL a.s. 0 Nemocnice AGEL

Prim. MUDr. Richard Dolezilek (obr. dokumentace histologie) 0 -
Eva Auxtova (vrchni sestra HTO) = F@Stﬁj oV
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