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Uloha pritokové cytometrie

* doplnkové vysSetieni, které je souCasti mozaiky diagnostického procesu

v nékterych pfipadech mize byt stézejni

* na urovni nizSiho pracovisté pomaha urychleni a spravnému nasmeérovani pacienta na vyssi pracoviste
» poskytuje oporu diagnostickym metodam, které maji pro konkrétni onemocnéni vyssi dilezitost

Panely ClearLLab 10C splnuji vySe uvedené pozadavky - screening a orientacni klasifikace

* odhaleni populace s patologickym fenotypem

* vymezeni zakladni diferencialni diagnostiky

e presnégjSi dourCeni az na zakladé podrobnéjSiho imunofenotypu
* nutna korelace s dalSimi vysledky a klinickym stavem

* nemohou zachytit kompletni spektrum hematoonkologie
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Slozeni panelu
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B-ALL

CD45/SSC ,blast gate* (vyzravajici B-lymfocyty)

B-linie: CD19, cyCD79a a cy/sCD22
Dale: TdT, CD10, CD20, cylgM a povrchovy imunoglobulin

Aberantné: CD13, CD33 cCi dalsi
myeloidni linie: MPO

T-linie: cy/sCD3

MPAL (mixed phenotype acute leukemia)
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B-ALL

CD19+, CD10-, cylgM- pro-B / B-I
CD19+, CD10+, cylgM- common B / B-Il
CD19+, CD10+, cylgM+ pre-B / B-Il

mature B phenotype / B-1V

EGIL 1995
X
genetika
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B-ALL

VySetreni periferni krve pritokovou cytometrii.
V rdmci leukocytt periferni krve tvofi asi 38% populace s nasledujicim fenotypem: CD45dim, CD34-,
CD19+, CD10+, CD20-, LC-, CD38+, HLADR+, cyTdT+, cyCD79a+, cyCD22+, cyCD3-, MPO-, CD117-
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B-ALL
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B-ALL

VySetreni periferni krve pritokovou cytometrii. PoZadavek: blasty v PK
V ramci leukocytt tvoii asi 7% B-lymfoblasty s fenotypem: CD45 slabé&, CD34+, CD19+, LC-, CD5-,
CD10+, HLADR+, CD38 slabeé, CD20+, cyCD79a+, cyCD22+, CD117-, CD13-, CD33-, cyCD3-, MPO-
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B-ALL
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B-ALL

UHKT, periferni krev

NALEZ:

cca 28 % leukemickych bunék B-lymfoidniho, fenotypem:

pozitivni znaky: CD45slabé, CD10, CD19, CD34, CD20, cCD22, cCD79a, HLA-DR

Negativni znaky: cCD3/CD3, MPO

Imunofenotypizacni vySetfeni periferni krve metodou prutokové cytometrie (viz nalez) prokazalo cca 28 %
populace leukemickych blastt B-lymfoidniho plvodu odpovidajici diagnéze B- lymfoblastické leukémie/lymfomu
(WHO 2022), prekurzorové B-lymfoblastické leukemie common (B-Il) typu, becr-abll+ (EGIL 1995).

Poznamka: patologicky klon je CD19, CD20 a CD22 poz. (>20% blast(l)
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)

Typicka je generalizovana lymfadenopatie, B-symptomy, kozni projevy, polyklonalni
hypergamaglobulinemie, autoimunita

NTFHL nepostihuje pouze lymfatické uzliny - Periferni krev a kostni dien i dalSi lokality

Zaklad diagndzy tvori histologie + priikaz TFH fenotypu (PD-1/CD279 silné, ICOS, CXCL13, CD10, BCL6)
+ molekularni genetika
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)

PET/CT staging
nodalni PTCL jsou prakticky vzdy FDG-avidni.

Zaver:

Rozsahla hypermetabolicka nad- i podbranicni lymfadenopatie,
postizeni sleziny - odpovida agresivnimu lymfomu..
Hypermetabolicka loziska v blizkosti peritonealniho listu,

volna tekutina intraabdominalné

- susp. infiltace peritonea.

Prosaknuti podkozi pravého stehna
- vhodné doplnéni Doppler cév prave dolni konCetiny k vylouCeni event. trombozy

- prekazku odtoku zilni krve tvori lymfadenopatie panve.
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)

NTFHL, zejména Al typ, je charakteristicky vyraznou stimulaci B bunék.
* polyklonalni B hyperplazie,

* plasmacytosa

® imunoblasty,

* EBV+ B bunky

V nTFHL mohou vznikat i sekundarni:
* DLBCL,

* EBV+ B-LPD,

* Hodgkin-like proliferace.

V pozadi mize byt velké mnozstvi:
®* reaktivnich CD4/CD8 T bunék
* eosinofill

® histiocytl
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)

Typicky fenotyp:

CD2+, CD4+, CD5+, CD8-, CD3 dim/—, TCRap dim/-, CD7-/dim, &asto CD10, CD279/PD-1 silné,
CD26+, (TCRCB1/2)

CD2 a CD-5 casto zachovaneé; CD3 a CD7 Castéji aberantni.

Reaktivni TFH:
omezeneé na GC, zachované CD2/CD3/CD5/CD7, polyklonalni TCR

SS/MF: podobny fenotyp
rozdily prevazné CD26, CD10, CD279
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)

Material: lymfatické uzliny z levé axilly

V rdmci T lymfocytd dominuje populace s nasledujicim imunofenotypem: CD2+, CD3-, cyCD3+, CD4+,
CD5+, CD7+, CD8-, TCRGD-, TCRCB1-, TCRCB2+, CD56-, CD10 slabé, CD25-, CD26 slabé&, CD30-,
cyTdT-, CD1la-, CD38+, CD27+, CD28+, CD45RA-, CD197-, CD57-, CD279+
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)
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VzacnéjSi hematoonkologické nalezy perspektivou zkumavek ClearLLab

Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)
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Nodalni lymfom z T-folikularnich helper bunék (nTFHL)

Zaver: Lymfatické uzliny z leve axily, exstirpace.

Infiltrace lymfatickych uzlin T lymfomem, blize neurCenym. V dif.dg. na prvnim misté zvazujeme nodalni
lymfom z folikularnich T helperl (nTFHL). Pro dalSi typizaci nadoru material zasilame na druhé ¢teni
Lymfomové skupiné na Ustav patologie a mol. mediciny 2. LF UK a FN Motol a Homolka. O vysledku budeme
dale informovat.

Zaveér (FN Motol): nodalni lymfom z T folikularnich helpert, angioimunoblasticky typ (nTFHL-AI),
s vySSi proliferacni aktivitou a s expresi CD30. Vzhledem k vysSSi proliferacni aktivité Ize oCekavat
agresivnéjSi chovani.
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T-prolymfocytarni leukemie (T-PLL)

T-PLL je velmi vzacnd, obvykle agresivni leukemie zralych postthymickych T-lymfocyt(

Typicky starsi muzi

Rychle narUstajici lymfocytosa, splenomegalie, hepatomegalie, postizeni lymfatickych uzlin, mozna
infiltrace klze
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T-prolymfocytarni leukemie (T-PLL)

Typicky obraz:

CD2+, SCD3+, CD5+, CD7+, TCRap+, (CD52 silng), CD26+, CD56-, CD57-, TCL1+ (vzacné -), TdT—, CDla-,
CD34-, TCRCB1/2

* CD4+/CD8-
* CD4+/CD8+

Pan-T znaky:

CD3: normalni, dim, vzacnéji i vyrazné snizene

Variabilita CD2, CD5 oproti ostatnim normalnim T ly, CD7 spiSe silné

HSTCL.: infiltrace sleziny / jater / kostni difené
CD4-, CD8- nebo dim, TCRyod+, CD56+, CD5—
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T-prolymfocytarni leukemie (T-PLL)

VySetreni periferni krve pritokovou cytometrii.

V ramci leukocytl periferni krve tvofi asi 75% populace T lymfocytll s nasledujicim imunofenotypem:
CD2+, CD3+, CD4+, CD5+, CD7+, CD8+, CD56-, TCRab+, TCRgd-, TCRCB1-, TCRCB2+

TdT-, CDla-, CD26+, CD27+, CD28+, CD30-, CD44+, CD62L+, CD81+, CD197+

Polovina z této populace vykazuje odchylky v téchto znacich:

CD2 snizena, CD3 snizen4, TCRab- (TCR CB1i CB2-), CD27 slabé, CD62L slabe, CD197-
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T-prolymfocytarni leukemie (T-PLL)
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T-prolymfocytarni leukemie (T-PLL)
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T-prolymfocytarni leukemie (T-PLL)

VFN:
Imunofenotypizace — zaver:

Na populaci lymfocytll KD prokazujeme 89,2 % (76 % z leukocytl) monotypickych T lymfocytl, které vykazuiji
imunofenotyp (CD45+CD3+/dimCD4+CD8+CD7+CD2+/dim CD28+CD26+TCRab+,CD45RO+CD5+TRBC2+).
Ostatni testované znaky jsou negativni (vCetné CD1a, nuTdT, cyTCL1). Dale prokazana mala populace (0,5 % z
leukocyttl) monoklonalnich B lymfocytl s fenotypem CLL/SLL (CD19+CD20dimCD5+slgdim). Nalez svéd¢i pro
T lymfoproliferaci. Imunofenotyp pfipousti zvazovanou dg. T-prolymfocytarni leukémie, neobvykla je ale
negativita znaku cyTCLL1. dif. dg. nelze vyloucit ani jiny typ T lymfoproliferace.

FNM:

Histologie: vyrazna intersticialni infiltrace KD pfi T-prolymfocytarni leukemii
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BPDCN Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm

neoplazie z prekurzorl plazmacytoidnich dendritickych bunék
Nejcastéji postihuje: kizi, kostni dien, periferni krev, lymfatické uzliny, a pomérné vyznamné také CNS

Klasickd BPDCN:;

CD45 dim, CD4+, CD56+, CD123 silné, HLADR+, CD303+, CD304+, CD38 variabilni, CD2+/-, CD7-/+,
CD33-/+, TdT variabilni, MPO-, CD14-, CD64-, CD34-, cy/sCD3-, CD19-, CD20-

CD123

* Bazofily (HLADR-)
®* normalni pDC

* AML

®* T-ALL, B-ALL

* nekteré myeloidni prekurzory
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BPDCN Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm

Monoblastickd AML:

CD4+, CD56+, CD123+, HLA-DR+, CD33+,CD34- X MPO, CD64, lysozyme, CD14, CD36 x CD303,
CD304, TCL1

AML s expandovanou patologickou pDC komponentou (pDC-AML).
CD123+, HLA-DR+, CD4+, CD303+ X CD34+, CD56-/dim

T-ALL:
CD4+,CD7+,CD56+,CD123+,TdT+ X cyCD3+




+ Krajska nemocnice Liberec, a.s. Vzacnéjsi hematoonkologické nalezy perspektivou zkumavek ClearLLab

BPDCN Biastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm

VySetreni kostni diené pritokovou cytometrii

V ramci leukocyt kostni dfené tvori asi 45% elementy s nasledujicim fenotypem: CD1la-, CD2+,
CD3/cyCD3-, CD4+, CD5-, CD7+, CD8-, CD10-, CD11b slabé, CD13-, CD14-, CD15-, CD16-, CD19-,
CD20-, cyCD22-, CD30-, CD33 slabe, CD34-, CD36 slabé, CD38+, CD41-, CD45 slabé, CD56+, CD61-,
CD64-, cyCD79a-, CD105-, CD117-, CD123+, CD200-, CD235a-, HLADR+
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BPDCN Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm

FCM UHKT, kostni dfer

NALEZ:

cca 33% patologickych bunék dendritického plivodu fenotypem:

Pozitivni znaky: CD45slabé, CD2, CD4, CD7, CD38, CD56, CD123, CD303, CD304, CD4, CD303 slabé, HLA-
DR, cTCL1

Negativni znaky: cCD3/CD3, CD19, cCD22, CD79a, MPO

Imunofenotypiza¢ni vy3etfeni aspiratu kostni dfené metodou pritokové cytometrie (viz nalez) prokazalo cca 33 %
patologickych dendritickych bunék odpovidajici diagndze nadoru z blastickych dendritickych bunék (BPDCN).
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V data/lraw/Kaluza jsou nove soubory z Kaluzy 03-03490. Prohledni je, popis a
zkus stanovit diaghozu.

Retrospektivni revize pritokové cytometrie - 03-03490

Datum revize: 2026-09-14

Material dle metadat: kostni dren (BM)

Pristroj: Beckman Coulter Navios / Navios EX, ID BB20576

Zpracované soubory- ClearLLab B, M1, M2 a T (31. 3. 2026; kazdy 500 000 udalosti)- cyAML (1. 4. 2026; 615 119 udalosti)-
doplnkové soubory “c_eryl’, ‘c_ery2 a ‘c_mgk’ (1. 4. 2026; 521 189 az 585 195 udalosti). Kazdy vloZzeny FCS obsahuje dva datové
segmenty. Pro vypocet byl pouzit druhy vysokorozliSovaci segment (15 parametru, rozsah fluorescenci az 2*20), protoze jeho
kanaly a rozsahy odpovidaji souradnicim gate ulozenym v Kaluze. Byla aplikovana kompenzacni matice ulozena v pfislusném
souboru ".analysis™ a poté byly v R rekonstruovany gate Kaluzy.
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Hlavni nalez

Ve vSech ¢tyrech zakladnich panelech je konzistentni vyrazna populaceCD45-dim/SSC-low bunék. Podle panelu predstavuje
priblizné 31,8-35,8 % vSech zaznamenanych udalosti. V M1 a M2 je vlastni blastovy gate 31,9 %, respektive31,8 % vSech
udalosti.

Fenotyp je tedy 'CD45dim, CD4+, CD56+, CD123+, HLA-DR+, CD38+, CD2+, CD7+,CD34-, sCD3-, CD19-, CD20-, CD13-, CD14-,
CDé64-", s parcialni expresi CD33a CD11b

Interpretace

Celkovy obraz je * *vysoce suspektni z blastické neoplazie z plazmocytoidnich dendritickych bunék (BPDCN)* *. Kombinace
CD4/CD56/CD123/HLA-DR s absenci defini¢nich B-, T- a myeloidnich znaku je pro tuto diagnézu typicka. Exprese CD2, CD7 a
parcialni CD33 se u BPDCN muze vyskytovat a sama o sobé& neurcuje T- ani myeloidni linii. Jde o pracovni cytometricky zavér,
nikoli definitivni diagnézu. V dostupném panelu chybi druhy specificky pDC marker pozadovany pro bezpecné naplnéni
soucasnych klasifikacnich kritérii.
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Doporucené potvrzeni

1.

Doplnit alespon jeden, Iépe nékolik specifickych pDC markeri: CD303/BDCA-2, CD304/BDCA-4, TCF4 a TCL1; vhodny je
také CD45RA.

Definitivné dolozit negativitu MPO, cytoplazmatického CD3 a B-lineage markert (cyCD79a/PAX5) ve stejné patologické
populaci; doplnit lysozym.

Korelovat s morfologii aspiratu/trepanobiopsie a imunohistochemii. Aktivné patrat po koznim postiZzeni a pfri |ézi provést
biopsii.

Provést standardni cytogenetické a molekularni vysetreni akutni leukemie; vysledek je nutny zejména k vylouc¢eni AML s
prekryvnym pDC fenotypem. Podle WHO-HAEM5 podporuje BPDCN exprese CD123 a dalsiho pDC markeru(TCF4, TCL1,
CD303 nebo CD304) spolu s CD4 a/nebo CD56 a soucasnou absenci lineage-definujicich marker(. Samotna trojkombinace
CD4/CD56/CD123 je proto velmi presvédciva, ale k uzavreni pripadu ma byt doplnén specificky pDC marker.

V doplnéném ‘cyAML" gate je patologicka populace MPO-low/negativni,CD13-negativni, CD19-negativni, CD34-negativni,
cyCD79a-negativni a cyCD3-negativni, s vysokou HLA-DR. To dale podporuje BPDCN a neprokazuje myeloidni, T- ani B-linii.
Hodnoceni je zaloZzeno na relativni intenzité vici ostatnim burikdm v téZe zkumavce; chybi validovany laboratorni cut-off
cytoplazmatickych markert
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