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e Laboratorni vysetreni v hematologii
— Krevni obraz + diferencial, ICIS skore
— Imunofenotypizace (FACS)

* Chronicka lymfocytarni leukemie



Krevni obraz + diff + rtc

* Krevni obraz
— Leukocyty: WBC
— Erytrocyty: RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW
— Trombocyty: PLT, MPV, PCT, PDW; frakce nezralych trombocytu
— Normoblasty
* KO + diferencidl leukocyt
— Neutrofily, lymfocyty, monocyty, eozinofily, bazofily; nezralé granulocyty

— Manualni (mikroskopicky) diferencial leukocyt(

* Retikulocyty



Diferencialni pocet leukocytu (KO + diff)

* Krevni analyzator
* Mikroskopicky diferencial leukocytl (= natér)

— Manualni




Diferencialni pocet leukocytu (KO + diff)

* Krevni analyzator

 Mikroskopicky diferencial leukocytu (= natér)
— Manualni
— Automaticky (digitalni morfologie)



Hematologicky analyzator

Digitalni Natéerovy a Krevni
morfologie barvici automat analyzatory
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Digitalni
morfologie

Hematologicky analyzator
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Nadstavbové parametry KO

Frakce nezralych trombocytul (%)
IPF — Immature Platelet Fraction
Vyznam v dif. dg. trombocytopenie
I zvysSena spotreba Ci destrukce
J snizend produkce v kostni dreni



Imunitni trombocytopenie
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Krevni obraz-pernfer
Leukocyty WEC
Envtrocyty REC
Hemoglobin HGE
Hematolnit HCT
5tr.obj.eny MCV

5t .mn hem.v eny MCH
5tr konc hem. v eny MCH
Distr lcriv.eny ROW
Trombocyty PLT

Miade frakce trombocyti
Str.obj trombo MPY
Tromb hematoknit PCT
Dligtr kv tr. PO
Shiluley PLT

Dif .stroj. relativni
Mewutrofily ME

Lymfocyty LY

Monocyty MO

Eozinofily EQ

Bazofily BA

Dif stroj_ absolutni
Meutrofily abs. ME
Lymfocyty abs. LY
Monocyty abs. MO
Eozinofity abs. EQ
Bazofily abs. BA
Diferencial manualni
Ostatni hematologie-
Mezralé granulocyty
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Normoblasty — NRBC (Nucleated Red Blood Cell)

* Normoblasty = erytroblasty = nezralé Cervené krvinky
* Normoblasty = retikulocyty - erytrocyty
* Normalni hodnota =0 (% a 10°/I)

— I reaktivni nalez
— ™ hemolytické anémie, hematoonkologickd onemocnéni



Nezralé granulocyty — IG (Immature Granulocytes)

Pocet nezralych granulocytu

Je soucasti diferencialu z analyzatoru
Zvysené hodnoty =, hrubsi posun doleva”
Casny marker bakterialni infekce, sepse




ICIS skdre

 Intensive Care Infection Score

e \lypocet z 5 parametru krevniho obrazu (KO+diff+rtc)
— Neutrofily pocet/fluorescence, IG, lymfo produkujici protilatky, Ret-He

ICIS <5 nizké riziko sepse/bakterialni infekce
 Monitorace odpovédi na ATB



Referencni meze — minimum k zapamatovani

« WBC: 4-10 x 107/l
* Hgb: muzi 135-175 g/I, Zeny 120-160 g/

— Vyznamnd anémie (k transfuzi): < 80 g/I

* PLT: 150-400 x 10%/I

— Vyznamné zvysené riziko krvaceni: < 20 x 10%/I

* Neutrofily: 2,0-7,0 x 10%/I

— Vyznamna neutropenie (stupen 3): < 1,0 x 10%/I

https://labsekce.hematoloqy.cz/referencni-meze



https://labsekce.hematology.cz/referencni-meze

Prutokova cytometrie (flow cytometry)

Sheath fluid ———» e e suspangihr) Fluorescence-activated cell sorting (FACS)
flucrochrome-labeled antigenic
antibodies surface marker

Nozzle Hydrodynamic Focusing

Cells pass through in 'single file'

Fluorescence emitted from

/ stained cells detected

Forward and side scattered
light from all cells detected

— 0

Laser light source

§
8
o
\o/
Q
Q
o
Q
o
Q
o
Q



Imunofenotypizace prutokovou cytometrii

ldentifikace bunék pomoci panelu rtiznych protilatek znacenych
fluorochromy

CD klasifikace (Cluster of Differentiation)

Vysetrovaneé vzorky

— PK, KD, lymfatické uzliny, likvor, punktaty...

Diagnostika

Sledovani po lécbé



Imunofenotypizace

Imunofenotypizaéni vySeteni | ‘i it ey | Reritho -advesa fadatele 2, 1P
’ Lékar (ICL a podpis):
Osobni data pacienta (stitek): Datum a ¢as odbéru:
PFrijmeni:
Iméno: Odebral:
Cislo pojisténce: Datum a ¢as pfijmu:
Datum narozeni: oM O7Z
Pojistovna: Diagnoza: Prijal: Telefan:

Centralni hematologické laboratore U Nemocnice 499/2, 128 08 Praha 2

. . . Tel.: 2 2496 2877
Klinické laboratoie ULBLD VFN a 1. LF UK pavilon A4, laborator FACS

Material k vysSetieni: O Periferni krev O Kostni dieri O Mozkomisni mok O Lymfatickd uzlina O Jiny:

Pozadované vysetieni (rutinni): PoZadované vysetieni (specialni - po domluvé):
O Lymfoproliferace - screening O PNH (paroxysmalni nocni hemoglobinurie) [1]

0 B-lymfoproliferace - typ: O Fetalni erytrocyty [1]

O T/NK-lymfoproliferace - typ: O HS (hereditarni sférocytoza) [1]

O Akutni leukemie - typ: O Imunoglobuliny vazané na trombocytech [1]

O Myelodysplasticky syndrom O Screening trombocytarnich glykoproteina [2]

O Chronicka myeloproliferace O HIT (heparinem indukovand trombocytopenie) [243]
O Mastocytoza O Jiné:

O Mnohocetny myelom / MGUS
Diavod vysetieni a relevantni klinicka/laboratorni data:

O Nové, diagnosticke

O Kontrolni

O Jiny davod:

Pozn. k odbérum: [1] - K3EDTA, [2] - citrat sodny, [3]-sérum (srazliva krev) blizsi info viz http://ulbld.If1.cuni.cz




Chronicka lymfocytarni leukemie

e Statistika

* Klinické projevy

* Diagnoza

e Staging, prognoza
* Terapie
 Komplikace



Incidence v CR v letech 2014-2018

Ne-Hodgkinuv lymfom (NHL)

Pocet nové diagnostikovanych
onemocnéni na 100 000 osob
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&__ Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)

Mnohocetny myelom a plasmocytarni novotvary (MM)
Akutni myeloidni leukémie (AML)

Myelodysplastické syndromy (MDS)

Hodgkinuv lymfom (HL)

Polycythaemia vera (PV)

Chronicka myeloidni leukémie (CML)

Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

Ostatni maligni

Ostatni dysplasticke

57

3,9

3,3

2.7

0,9

0.8

0,7

2.4

3.4

Zdroj: Narodni onkologicky registr, UZIS CR

Incidence stabilni
Prevalence stoupa
(cca 5 tisic pacientu)



Incidence v CR v letech 2014-2018

Median véku pfi diagnoze (roky)

30

Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

Hodgkinuv lymfom (HL)

Chronicka myeloidni leukémie (CML)

Ne-Hodgkinuv lymfom (NHL)

Akutni myeloidni leukémie (AML)

Polycythaemia vera (PV)

Mnohocetny myelom a plasmocytarni

novotvary (MM)

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)

Myelodysplastické syndromy (MDS)
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Novotvary mizni a krvetvorné tkané celkem

Zdroj: Narodni onkologicky registr, UZIS CR



Klinické projevy

* Pridiagnoze Casto asymptomatické onemocnéni
* Pri pokrocilejSim onemocnéni muze byt:

— Unava, teploty, hubnuti, noéni poty (B symptomy)

— Lymfadenopatie

— Splenomegalie (hepatomegalie)

— Anémie — anemicky syndrom

— Trombocytopenie — krvaciveé projevy



Dalsi klinické projevy

 Opakované infekce

e Autoimunitni onemocnéni

e Silné reakce na hmyzi bodnuti
* [nfiltrace tonzil



Diagnostika

* Hlavni diagnosticka kritéria:
— B-lymfocyty v periferni krvi > 5 x 10%/I
— Typicky imunofenotyp

* Hlavni diagnosticka vysetreni:
— Krevni obraz s diferencialem leukocytu (mikroskopicky)
— Imunofenotypizace lymfocytu prutokovou cytometrii



Natér periferni krve:
* malé zralé lymfocyty
« Cetné jaderné stiny

jadernée stiny



Jaka je progndza pacientu s CLL?

Preziti 5 let od diagndzy cca 90%

Az tretina pacientu s CLL nikdy nevyzaduje lécbu
LéCime pouze aktivhi onemocnéni

VétSina pacientu umira z jinych pricin, nez CLL (infekce)



Prognosticke faktory

* Jsme schopni jiz pri diagndze odhadnout pacienty s dobrou
a Spatnou prognoézou

* Horsi prognoza:
— Vyssi klinické stadium (Rai, Binet)
— Nemutovany stav IGHV
— Aberace genu TP53 (mutace nebo delece)



Klinické stadium dle Raie

Stadium Znaky median preziti (roky)
0 Lymfocytoza >10
Lymf bza +
| ymfocytoza | 211
lymfadenomegalie
' Lymfocytéza + 7.8
spleno nebo hepatomegalie
Lymfocytéza +
1] A 4-5
anémie, Hb < 110g/I
Lymfocytéza +
" ymfocytoza 4.5

trombocytopenie, PLT< 100x109/

Rai KR et al. Blood 1975.

Nabhan, Rose, JAMA 2014

Wierda et al, Blood 2007

Mayo Clinic CLL database 1995-2015 (n = 2,559)




Lécebné moznosti

* (Cilena terapie
— BCR inhibitory a BCL2 inhibitory

* Chemoimunoterapie
— Obinutuzumab (anti-CD20) + chlorambucil

* Alogenni transplantace krvetvornych bunék

— Dosud jedina kurativni [éCba (pro mladsi pacienty)



Cilena lécba — nové malé molekuly

* \yborné vysledky také u chemorefrakternich pacientu ¢i aberaci genu TP53
* Mozné podavani i u starSich a komorbidnich pacientu
* Nevyhodou nékteré specifické nezadouci ucinky a Iékové interakce

BCR inhibitory Venetoclax - a BCL2 specific inhibitor
BCR Antigen A restoration of apoptosis through BCL2 inhibition
\ / \ / - N ~
et Pro’;arg?g;otic
CD79 extracellular
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Akalabrutinib
Zanubrutinib



Lécebné moznosti

« Casové omezena terapie
— ibrutinib + venetoklax (15 mésicu)
— venetoklax + obinutuzumab (12 mésicu)
— relapsy: venetoklax + rituximab (24 mésicu)

 Kontinualni terapie
— kovalentni BTK inhibitor (akalabrutinib, ibrutinib, zanubrutinib)
— nekovalentni BTK inhibitor (pirtobrutinib)



V 4

s CLL se dostava na uroven bézné populace

(A) 100 - Pooled ibrutinib
2 804
Tr; Age-matched general population
-
> 60 -
S
0
':' 40 -
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O 2- _
Ibrutinib General population
=603 n=603
12-year OS-estimate (95% CI) 82 (T6-87) a0 (76-83)
0 4 [HR(g5%Cl) 0.87 (0.63-1.19)
P-value 0.38
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144
Patients at risk Time (Months) Since Initial Diagnosis

Fooled ibrutinib 803 598 586 519 435 356 291 234 183 1368 111 B4 63

Age-matched

general population 603 603 556 588 579 570 561 551 540 520 H18 506 493

Ghia P et al, HemaSphere 2024



Komplikace u CLL

* Transformace
— Richterlv syndrom (az 10% pacientu, agresivni lymfom)
* Infekce
— Nejcastejsi pricina morbidity a mortality
— Pneumonie, atypické infekce
e Autoimunitni komplikace
— Az 25% pacientu, AIHA, ITP
e Dalsi malignity

— AZ 4x Castejsi oproti bézné populaci



Podpurna péce

* | bézné infekce mohou u pacientu s CLL probihat tézce
e Lé&cCit casné a intenzivnéji

 (Casné nasadit ATB

* Nelze se orientovat podle neutrofilie



Podpurna péce

* Ockovani

— Pneumokok, chripka, covid
* Hypogammaglobulinémie

— Substituce pfi opak. infekénich komplikacich a IgG < 5g/I
e Aktivni screening na jiné malignity



Shrnuti CLL

 CLL je nejcastéjsi leukémii u dospélych

* Diagnostika z krve prutokovou cytometrii

* Velmi variabilni pribéh, 1é¢i se pouze aktivni choroba

* \lyrazné zlepseni prognozy s prichodem cilenych léku

* Dulezitd podpurna péce — zejména infekéni komplikace
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