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Uvod do problematiky:

Multidisciplinarni diagnostika v hematoonkologii

Diagnostika v hematoonkologii ma multidisciplindrni charakter zalozeny na komplementarité a synergii
analytickych metod: morfologie (cytologie a histologie), imunofenotypizace (pritokova cytometrie a
imunohistochemie), genetické vysetfeni a zohlednéni klinického obrazu nemoci. Pfesna diagnéza a
detailni odliSeni hematolymfoidnich neoplazii ma klicovy klinicky vyznam. Biologicky charakter
jednotlivych entit rozhoduje o klinickém priibéhu a prognéze a zasadnim zplisobem ovliviiuje
individualizaci 1écby. Relativni dllezitost diagnostickych metod se liSi mezi entitami a neexistuje
univerzalni diagnosticky standard.! Vyznamna je téZ existence a stupen diagnostické nejistoty.
Jednotlivé diagnostické entity jsou tfidény v rdmci WHO klasifikace nadord hematopoetické a lymfoidni
tkané.! Kostni dfen je nejCastéjsim orgdnem vySetfovanym v ramci hematoonkologické diagnostiky.

U cytologie jsou natéry kostni difené kolorovany panoptickym barvenim Pappenheimovou metodou a
vySetfovany ve svételném mikroskopu v ptimérené tenké oblasti natéru s vyuzitim imerznich nebo
neimerznich objektivd rdzného zvétseni pro hodnoceni kvality, bunécnosti, rozloZeni bunék nebo
detailniho pozorovani, popisu a klasifikace. K dispozici jsou také digitalni morfologické analyzatory.??

Histologické vySetfeni se provadi svételnou mikroskopii u bioptickych vzorkd po jejich fixaci a
zpracovani do tenkych tkanovych fezll z parafinovych blo¢kd v zakladnim barveni hematoxylinem-
eozinem a vyuziva informaci o detailni mikroarchitektonice postizené tkané.?2

Priitokova cytometrie umoznuje rychlou kvalitativnia kvantitativnianalyzu optickych a fluorescencnich
vlastnostiobrovského mnozstvielementl v tekutych suspenzich. Multiparametricky charakter analyzy
umoznuje simultanni stanovenifady parametr na povrchu ¢i uvnitf bunék s vyuzitim fluorochrom
s diferencovanym emisnim spektrem a monoklonalnich protilatek. Zakladnimi analyzovanymi prvky
jsouvelikost ¢astic (FSC), denzita jejich vnitfniho obsahu (granularita, SSC) a intenzita fluorescence, tj.
emise fotonl o konkrétni vinové délce zplsobena specifickou laserovou excitaci. 24>

Imunohistochemie predstavuje imunofenotypizaci v tkanovych fezech. Detekce specifickych
antigennich determinant probiha na stejném zakladnim principu jako u pritokové cytometrie —
vizualizace vazby antigenu a protilatky.2’
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Cytogenetické vysetieni se nejcastéji provadi jako karyotypizace metodou G-pruhovani
zaloZenou na plsobenitrypsinu a barveni barvivem Giemsa-Romanowski, hodnoceniprobiha pomod
svételného mikroskopu, standardné se hodnoti 30 mitéz.2®

Molekuldarné genetické metody umozZriuji precizni a senzitivni identifikaci patologickych genetickych
zmén na rGznych principech.?¢8?

Cytologicka analyza kostni dfené

Pro klasifikaci hematolymfoidnich novotvarlia mnoha nenadorovych stavl byly definovany presné
bunék. Spravné hodnoceni a interpretace natérd periferni krve (PK) a KD je nepostradatelnou soucasti
multidisciplinarni diagnostiky témér 200 znamych hematolymfoidnich neoplazmat.? Opticka
mikroskopie zUstava referencnim zlatym standardem analyzy krevnich bunék. Tato profesné i ¢asové
naroc¢na analyzavyZaduje odborné znalosti vysoce kvalifikovanych a zkusenych odbornik(i aje spojena
s variabilitou souvisejici se subjektivitou hodnoceni.3*

Hodnoceni natéru aspirdtu KD je soucasti diagnostického vySetfovaciho postupu u pacientd s
hematologickymi chorobami, ¢i u pacientl, u kterych existuje podezfeni (napf. z natéru PK) na
hematologické onemocnéni, které je nutné hodnocenim aspiratu KD ovéfit. Soucasti hodnoceni je
stanoveni relativniho rozpoctu hematopoetickych bunék (myelogram) a morfologicky popis
hematopoetickych vyvojovych fad a dalSich bunék pfitomnych v kostni dieni.®

Mikroskopické hodnoceni obarveného natéru aspiratu KD zacind vidy prehlednym zhodnocenim pfi
mensim zvétseni (100—400x), a to i v okrajich a konec¢nych cipech natéru, kde mohou byt vytlaceny
vétsi bunky ¢i kompaktni shluky patologickych bunék. Pak nasleduje vlastni hodnoceni pfi zvétseni
1000x. Vysetfeni provadi garant vykonu (lékar se specializovanou odbornou zpUsobilosti v oboru
Hematologie a transfuzni lékafstvi), ktery je zodpovédnym pracovnikem ke koneénému uvolnéni
vysledku tohoto vysetreni pro klinické lékare a ktery je schopen uvést interpretaci s event. klinickou
rozvahou. Ta by méla byt soucdsti vysledku. Na hodnoceni vySetieni se mohou podilet i opravnéni
pracovnici (laborant, VS neléka¥). 1°

ZvétSeni 100-400x je urceno pro zhodnoceni:

a) kvality natéru a kvality jeho obarveni

b) bunécénosti natéru

c) pritomnosti a morfologie megakaryocyt(

d) orientac¢niho zastoupeni jednotlivych vyvojovych fad véetné jejich nerovnomérné distribuce
e) pfitomnosti ostravkl erytropoezy

f) pritomnosti velkych fyziologickych i patologickych bunék, ptipadné jejich trst zejména v okrajich ci
konecnych cipech natér(

g) pritomnosti ojedinélych patologickych bunék u téZce hypocelularnich natér

h) vybéru téch Usekl preparatu, kde jsou buriky nalezité rozprostreny ajsou vhodné pro hodnoceni pfi
vétSim zvétseni.
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HAVIROV zastoupeni (myelogram). K hodnoceni si vybirdme ¢ast natéru, ve které jsou burky
rovnomeérné rozprostreny. U vstupniho vySetreni aspirdtu KD se doporucuje spocitat 500 jadernych
bunék; u kontrolnich ¢i hypocelularnich natérl pak alespori 250-300 jadernych bunék. V pripadech,
kdy neni splnéni tohoto pocetniho zastoupeni mozné ¢i ucelné, je nutny komentar v popisu. Natér v
mikroskopu hodnotime meandrovitym ¢i bajonetovym rovnomérnym pohybem objektivu nad
podloznim sklem nejlépe na Sitku skla od jednoho okraje k druhému. 1°

Myelogram odpovidd pomérnému zastoupeni jadernych bunék v kostni dieni, které je vyjadieno v
procentech. Pritomnost bunék, které se do béZzného rozpoctu nezarazuji, se udava v pomérném
zastoupeni(tj. napf. N/100, N/250, N/300, resp. N/500). Do myelogramu zapocitdvame granulopoézu,
erytropoezu, lymfocytopoezu, monocytopoezu, mastocyty a dalSi definované buriky. Morfologicky
popisujeme kazdou vyvojovou fadu zvlast —jeji pocetnia pomérné zastoupeni, pfitomnost jednotlivych
stadii, jejich morfologické zmény. 1°

Histologicka a imunohistochemicka analyza KD

Hodnoceni trepanobiopsie (biopsie KD) patfi mezi nejsloZitéjsi vySetfeni v patologii, kterd provadi
atestovany patolog (lékar se specializovanou zpUsobilosti v oboru patologie), ktery se vedle vSech
organovych systému vénuje hloubéjiihematopatologii, coz jsou biopsie nejen z lymfatickych uzlin a KD,
ale ze vSech organovych systéml, které jsou postizeny néjakym lymfoproliferativnim procesem. Prace
hematopatologa zacdina jesté pfed zhodnocenim vlastnibiopsie, a to prostudovanim veskeré dostupné
dokumentace k pacientovi. Rlzné klinické stavy totiz v kostni dreni vytvareji takové morfologické
projevy, které bez znalosti klinickych informaci mohou imitovat nadorovy proces, ackoli se jedna o
prosté reaktivni zmény, 111213

Hodnoceni trepanobioptického vzorku je komplementarni vysetfovacimetodou k hodnoceni krevniho
obrazu, diferencidlniho rozpoctu leukocytli, k cytologickému hodnoceni aspiratu KD, prltokové
cytometrii a cytogenetickému vysSetfeni. Ke kazdé trepanobiopsii je vyhotoveno vedle zakladniho
barveni hematoxylin-eosin i nékolik barveni specidlnich a to PAS, Giemsa, retikulin (Gomori), modry
trichrom, Van Gieson a Perlsova reakce na Zelezo. Po zhodnoceni viech téchto skel se vyjadfujeme k
celkové bunécnosti KD vzhledem k véku a k charakteristikdm jednotlivych bunéénych fad hematopoézy,
konkrétnék jejich proporciondinimu zastoupeni, topografii, morfologiia vyzravani. Dale je standardem
kazdého vysetreni i zhodnoceni krevnich sinusoid, trdmcl kostni spongidzy, zdsob Zeleza a stupné
fibrotizace.1*1213

Nasleduje imunohistochemickda analyza materidlu, kterd zvyrazni jednotlivé bunécné Fady
hematopoézy. Ke kazdé trepanobiopsii jsou standardné pouzity tyto protilatky: Myeloperoxidase,
CD71, GlycophorinA,CD61,CD68,CD20,CD3,CD34,CD117,CD138,Kappaalambdaapodle diagnézy
se pripadné dle potteby doplniuji protilatky dalsi. Po zhodnoceni zakladniho barveni, vsech barveni
specidlnich a kompletni imunohistochemické analyzy ma jiz hematopatolog dostatek informaci pro to,
aby stanovil diagnézu, na kterou klinici a pacient cekaji. Vysledek trepanobioptického vysetieni ma
oproti klinické predbéiné diagndze vidy priblizné tyden zpozdéni, nebot odbér z KD se musi spravné
zpracovat, fixovat a odvapnit. Pfi uspéchani jednotlivych krok( v preanalytické fazi maze totiz dojit k
nevratnému poskozeni vzorku a k vyraznému omezeni ¢i Uplnému znemoznéni stanoveni spravné
diagngzy.t11213
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V posledni dobé doslo k bezprecedentnimu vyvoji v oblasti automatizované klasifikace
obrazu a rozhodovani s podporou umélé inteligence (Al). Diagnosticka aplikace a integrace témér
dokonalé virtualni morfologie a algoritm( rozpoznavani a klasifikace bunék zaloZzenych na systémech
strojového uceni a hlubokého uceni (subdomény Al) predstavuji skute¢nou revoluci v morfologické
analyze krevnich bunék. Zobrazenicelého natéru umoznuje potizenikomplexnich digitdlnich dat béhem
nékolika minut. Tento postup se pouZiva v histopatologii, ale v hematologické cytopatologii vy Zaduje
mnohem vétsi zvétSeni (100x objektivy olejové imerze).'*> Algoritmy Al brani chybné klasifikaci
identifikaci detail(i, které by mohly uniknout lidskému oku, ale mohou také otevfit zcela nekonvencni
zpUsoby interpretace obrazovych dat zejména pii znalosti skupinového bunécného kontextu
analyzovanych populaci.t®1’

Existuji rGzné komercni systémy pro preklasifikaci bunék PK v bézné laboratorni praxi. Nejrozsifené;jsi
systém CellaVision (Lund, Svédsko) je schopen pIné skenovat natér periferni krve, vyhleddvat buriky,
zaznamenavat jejich snimky, preklasifikovat burikya zobrazovat je na obrazovce pocitace. Odbornik pak
zkontroluje navrienou klasifikacibunék.” Morphogo (ZhiWei, Hangzhou, Cina) je unikatniautomatické
cytopatologické zafizeni s certifikaci CE-IVDR (In vitro Medical Devices Regulation), UKCA (UK
Conformity Assessed Marking) a TGA (Therapeutic Goods Administration) s integrovanym skenovacim
hardwarem a softwarem na bazi strojového uceni. Je schopen plné skenovat natéry PKa KD. Samoucici
algoritmus rozpoznavanibunék pomociAl je schopen lokalizovat a preklasifikovat jaderné elementy (a
abnormalni erytrocyty v PK) a provadét statistickou analyzu pro kompletaci myelogramu. Zafizeni také
uklada kompletni datové informace ve formé digitalnich fotografii.1”18 Velké validaéni studie prokazaly,
Ze Morphogo vykazuje vysokou presnost v klasifikaci bunék a robustni a stabilni konzistenci s
profesionalnimi hematopatology, v nékterych pfipadech dosahuje dokonce superhumanni Grovné-®
Tento systém je leadrem v digitalizaci morfodiagnostiky KD a jeho rutinni implementace bude mit
vyznamny dopad na pracovni postupy v hematologickych laboratofich.®

Tak napftiklad se predpoklada, Zze v ramci zralych lymfoidnich novotvard by dalsi trénink a zlepseni
rozpozndavacich algoritml mohly umozZnit a usnadnit i subklasifikaci do specifickych diagnostickych
entit.’® Velky prostor také zlstdva pro spolehlivé rozpoznani liniovych dysplastickych zmén
podporované Al.

Mezi vyhody kompletniho skenovani a automatizované digitalni analyzy patfi bezprecedentni rychlost
zpracovani, vzdaleny pfristup, snizeni pracovni Unavy, nakladd a redukce poctu revizi optickou
mikroskopii, vyznamné zlepseni morfologického vzdélavani a dale téZ standardizace, harmonizace a
zajisténikvality eliminujici subjektivitu hodnoceni. Virtualnisklicka se casem nezhorsuji, maji minimalni
pozadavky na skladovani a jsou dostupnéjsi pro prohlizeni, konzultace a publikace a vytvareni
digitalnich obrazovych archivi, rozsahlych databazi a knihoven. 4151820

Ackoliv se Al v pritokové cytometrii bézné nepouzivd, klasifikatory asistované Al jiz byly navrzeny také
pro kvantitativni imunofenotypizaci v hematoonkologii a automatizovanou kvantifikaci minimalni
rezidualni choroby.?%%2

Diagnostika s podporou umélé inteligence ma obrovsky potencidl pro dalsi zlepSeni a inovativni
transformaci diagnostické hematoonkologie. V nejblizsi budoucnosti se do¢kdame implementace Al
smérujici k prekonani konvencni analyzy v rutinni praxi, véetné standardizace barvicich metod, kvality
obrazu, rozpoznavani bunék, kvalitativniho hodnoceni a harmonizace a standardizace proces. 14161
Technologicky pokrok vyuzivajici Al nelze v této oblasti zastavit, ale vysoce kvalifikovany morfolog bude
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HAVIROV

zakladnim kamenem cytomorfologické diagnostiky v hematoonkologii. 1820

Validace cytomorfologie kostni diené

Validace je potvrzeni prostfednictvim poskytnuti objektivnich dikazl, Ze poZadavky na specifické
zamyslené pouziti nebo na specifickou aplikaci byly spinény.

Metody validace morfologického vysetieni kostni dfené nejsou standardizovany. Doporuceni ICSH o
této oblasti kromé kontroly kvality detailné nepojednavaji.'**? Provedené valida¢nistudie byly zaloZeny
zejména na intra-expertni a interexpertni komparativni analyze.?32* Validace a kontrola kvality flow-
cytometrické imunofenotypizace v hematologii by méla vidy zahrnovat také interpretacni cast
postanalytické faze.?> Presvédciva data tykajici se komplexni diagnostické validace morfologického
vysetfeni kostni dfené nebyla doposud publikovana. Takova data nejsou dostupna ani pro digitalni
morfologii kostni dfené, 161820
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Cil projektu:

a) Validace konvencnicytologické analyzy kostni difené stanovené optickou mikroskopii a ovéreni
jeji standardizace pomoci externi ndrodni a mezinarodni kontroly kvality, mezilaboratorniho
porovnani a inter-expertni komparace numerickych vysledk(l myelocytogramu. (numerickd
validace konvenéni metody).

a) Validace konvencni cytologické analyzy kostni dfené stanovené optickou mikroskopif
s podporou nalezu imunofenotypizace priatokovou cytometrii komparaci diagnostické
interpretacni hodnoty této kombinované analyzy a vysledku referencni diagnostické metody,
tj.zavérecné diagndzy stanovené standardizovanym postupem (diagnostickd validace
konvenéni metody).

b) Pilotni validace vysledk(i automatizované digitalni cytomorfologie kostni dfené stanovené
pomoci zafizeni Morphogo na externim pracovisti komparaci numerickych vysledkd

Prispévkova organizace
Moravakosiershého Arsje

www.nemochnicehavirov.cz BABY FRIENDLY HOSPITAL



F ‘ Nemocnice Havifow, pFisplvhovd organizace | Délnickd 1132,24, 736 01 Havifov | Tel: +420 596 491 111, fax: +420 596 491 534
ﬂl 1C: 00844896 | Bank. spojeni: KB a.s. Karving, pobotka Havifov, Eislo Gftuw: 27132 - 791/0100

NEMOCNICE automatizovaného myelocytogramu z externiho pracovisté a vysledkl referenéniho
HAVIROV myelocytogramu stanoveného konvencnim postupem (pilotni numerickd validace
digitdlniho myelocytogramu).

c) Identifikace problémovych diagnostickych oblasti a limitaci konvenéni cytologické analyzy a
digitdlni morfologie kostni diené.

d) Zvyseni standardizace, harmonizace a kvality konvencni cytologické analyzy kostni diené se
snizenim jeji subjektivity.

e) Ziskani inicidlnich zkusenosti a praktickych dovednostis automatizaci myelogramu digitalni
morfologii s pouZitim zafizeni Morphogo na externim pracovisti.

f) Start procesu tvorby systematické a didaktické edukacni databaze digitalnich snimk0 kostni
drené a komplexnich cytologickych ndlezl s cilem zlepseni edukace v hematologické
cytomorfologii.

Material a metodika:

Analyzovany soubor:

Neselektovany soubor zahrnuje vSechny vzorky kostni dfené odebrané aspiraci a trepanobiopsi
v obdobi dubna 2023 — ledna 2024, celkem cca 250 pfipadd. Jde o kombinovanou retrospektivni a
prospektivni analyzu. Pro pacienta nepredstavuje studie zddnou zatéz navic, k analyze slouZzi rutinné
odebirané vzorky. Automatizovany myelogram se také stanovuje v béziné odebiranych vzorcich.
Vysledky studie neovlivniv dobé jejiho pribéhuzadnym zplsobem zdravotni péci o pacienta. Data se
ukladaji do preddefinované tabulky ve formatu MS Excel (Pfiloha ¢. 3). Informovany souhlas s
anonymnim vyuzitim vysledkd analyzy kostni dfené k vyzkumnym Gceldm je soucasti informovaného
souhlasu s odbérem kostni diené (Priloha ¢. 4 a 5).

Diagnosticka analyza odebranych vzorkii:

1. Cytomorfologie kostni dfené

Mikroskopické hodnoceni obarveného natéru aspiratu KD zacind vidy prehlednym zhodnocenim pfi
mensim zvétseni (200-500x), a to i v okrajich a konecnych cipech natéru, kde mohou byt vytlaceny
vétsi buriky ¢i kompaktni shluky patologickych bunék. Pak ndsleduje vlastni podrobné hodnoceni pfi
zvétSeni 1000x. Soucasti hodnoceni je stanoveni relativniho rozpoctu hematopoetickych bunék
(myelogram) a morfologicky popis hematopoetickych vyvojovych fad a dalSich bunék pritomnych v KD
a nakonec téz diagnosticka interpretace nalezu s podporou vysledku FCM. VysSetfeni probiha dle
podrobnych pravidel uvedenych v Uvodu a dle pfislusnych vysetfovacich SOP.
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NEMOCNICE Myelogram provadi laborantka se specializovanou zpsobilosti. VS-JOP se specializovanou

HAVIROV zpUsobilosti reviduje myelogram, provadi kvalitativni cytomorfologické hodnoceni KD,
formuluje popis cytologického nalezu a navrhuje jeho diagnostickou interpretaci. Garant vykonu - 1ékar
se specializovanou zpusobilosti - reviduje cytomorfologicky nalez, interpretuje jej a stanovuje
cytologickou diagndzu s podporou vysledku FCM.

DigitaIni cytomorfologické vysetieni kostni dfené se stanovenim automatizovaného myelogramu se
realizuje na spolupracujicim externim pracovisti ve Spolkové republice Némecko (Helios
Universitatsklinikum Wuppertal). VySetieni provadi povéreny pracovnik LHKB Nemocnice Havifov na
zatizeni Morphogo nebo reprezentant vyrobce Morphogo.

Resitelé: DS, KCH, MP, PM, BH, JF, MB

2. Imunofenotypizace kostni dfené pritokovu cytometrii

Multiparametrickd pritokova cytometrie se provadi dle pravidel uvedenych v Uvodu a pfislusnych
vySettovacich SOP v rozsahu dle zadanky.

K vySetteni se pouzivaji vlastniimunofenotypizacni panely:

Maly panel CD3FITC/8PE/45PerCP/4APC
CD3FITC/16+56PE/45PerCP/19APC
CD19/kappa/lambda

B-lymfoproliferace CD3FITC/8PE/45PerCP/4APC

CD3FITC/16+56PE/45PerCP/19APC
CD19/kappa/lambda/CD200/CD38
CD19/CD5/CD23/CD79b/FMC7
CD20/CD10/CD43/CD11¢c/CD103

T-lymfoproliferace
CD3FITC/16+56PE/45PerCP/19APC

CD19/kappa/lambda
CD3/TCR alpha-beta/TCR gamma-
delta

CD2/CD5/CD7

Mnohocetny myelom CD3FITC/8PE/45PerCP/4APC

CD3FITC/16+56PE/45PerCP/19APC
CD38/CD138/CD19/CD56/ICkappa/IC
lambda
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MEMOCHKNICE

HAVIROV

Myeloproliferace CD3FITC/8PE/45PerCP/4APC
CD3FITC/16+56PE/45PerCP/19APC
CD19/kappa/lambda/CD10
CD34/CD33/CD117/CD15

PNH CD45/CD15/CD24/FLAER
CD45/CD14/CD64/FLAER
CD59/CD235a(glykoforin)

Akutni leukémie CD3FITC/8PE/45PerCP/4APC

CD3FITC/16+56PE/45PerCP/19APC
CD19/kappa/lambda/CD10
CD45/CD34/CD3/CD79/MPO
CD2/CD5/CD7

CD45/CD14/CD64
CD45/CD33/CD16/CD13/CD11b/HLA-
DR

CD45/CD34/CD117/CD38/CD15

Resitelé: DS, MP, PM, BH

3. Histologie aimunohistochemie kostni drené

Morfologické hodnoceni kostni dfené

Mikroskopické hodnoceni nakrdjeného a nabarveného trepanobioptického vélecku kostni diené
provadi atestovany patolog (lékaf se specializovanou zpUsobilosti v oboru patologie), ktery zacina
prehlednym posouzenim pfi nejmensim (40x) a malém (100x) zvétSeni, ze kterého se vyjadiuje k
celkové bunécnosti kostni difené vzhledem k véku a ke stavu tramcl kostni spongidzy. Pak nasleduje
hodnoceni pfi zvétsenistredné velkém (200x) az velkém (400x), ze kterého se hematopatolog vyjadiuje
k charakteristikdm jednotlivych bunéénych fad hematopoézy, konkrétné k jejich proporcionalnimu
zastoupeni, topografii, morfologii a vyzravani a dale hodnotii stav krevnich sinusoid, zasoby Zeleza a
stupen fibrotizace.

Imunohistochemicka analyza kostni diené:

Ndsleduje imunohistochemické vySetfeni materidlu, které pftipravi atestované laborantky dle
standardizovaného operacniho postupu nasi laboratore pro odecteni atestovanym patologem. Toto
vysetieni zvyrazni jednotlivé bunécné rfady hematopoézy. Ke kazdé trepanobiopsii jsou standardné
pouzity tyto protilatky: Myeloperoxidase, CD71, Glycophorin A, CD61, CD 68, CD20, CD3,CD34,CD117,
CD138, Kappaa Lambda a podle diagndzy se pripadné dle potieby dopliuji protilatky dalsi. Konkrétné
u B lymfom sejedna o protilatky CD79a, CD5, CD23,CD10, cyclin D1, S0X11,BCL2, BCL6, PAX5, MUM1,
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NEMOCNICH cMYC. U T lymfom protilatky CD5, CD4, CD8, CD2, CD56 a CD30. U Hodgkinova lymfomu

HAVIROV CD30. U myelomu CD56 a cyclin D1. U systémové mastoctytézy CD2 a CD25. U chronické
myelomonocytarni leukémie se pridava jesté protildtka CD163. U metastaz pak vedle prikazu
epitelového charakteru pomoci protilatky CKAE1/3 i protilatky specifické pro dany organovy systém,
napf. CK7,CK20, CDX2,TTF1, napsin A, TRPS1, PSA, NKX3, SOX10, melan A, HMB45, OCT3/4, PAX8, RCC
a dalsi.

Po zhodnocenizakladniho barveni, vSech barveni specidlnich a kompletniimunohistochemické analyzy
sepise patolog zpravu s kompletnim popisem dodaného materidlu, s interpretaci vSech provedenych
vySetieni a v zavéru textu stanovi diagndzu, kterou zakéduje v nemocniénim informacénim systému a
vytiSténou zpravu podepise.

Resitelé: RD, PK, LC, LL

4. Cytogenetika a molekuldrni genetika kostni drené

Cytogenetické a molekuldrné genetické vysSetteni se provadi v externi laboratofi Spadia. Rozsah
vysetieni je individualizovan dle o¢ekavaného prinosu, poZzadovany rozsah vysSetreniindikuje oSetfujic
hematolog. Spektrum poskytovanych genetickych analyz shrnujiptilohy ¢. 6 a 7 (Zddanky na vysetreni).

Multidisciplindarni meeting (MDM):

Multidisciplinarni meeting je pracovni porada expert( v diagnostické hematoonkologii (v minimalnim
sloZeni atestovany hematopatolog + atestovany hematolog + expert VS JOP z hematologické
laboratore), na které se projedndvajivsechny pfipady vysetfeni kostni dfené v Nemocnici Havifov.
Vlysledkem projedndni pripadu na MDM je diagnosticky report z vysSetieni kostni dfené.

Resitelé: DS, RD, PK, PM, BH

Diagnosticky report z vysetieni kostni dfené:

Diagnosticky report z vysSetfeni kostni dfené je komplexnim souhrnem relevantnich klinickych a
laboratornich dat umoznujicich petrifikaci diagnézy zaloZzenou zejména na synergii a komplementarité
nalezQ.

Diagnosticky report z vysetfeni kostni dfené zahrnuje:

- podstatné klinické udaje

- vysledek hemogramu

- vysledek cytomorfologické analyzy kostni dfené

- vysledek imunofenotypizace kostni dfené priatokovou cytometrii

- vysledek histologického a imunohistochemického vysetreni kostni diené

- vysledek cytogenetické a molekularné genetické analyzy kostnidrené, event. genetické analyzy
periferni krve

- zavérecnou diagndzu

- event. doporuceni pro dalsi diagnostiku.
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MEMOCNICE Diagnosticky report z vySetfenikostnidfené se pofizuje v NIS v oddile Diagnostické reporty
HAVIROV KD s vyuzitim preddefinovaného formatu.

Diagnosticky report z vySetfeni kostni dfené kompletuje povéreny Iékai hematologické laboratore.

Zavérecnou diagndzu stanovuje povéreny atestovany hematolog spolu s primarem patologie, oba
report kontrasignuji po predchozim projednani pfipadu na multidisciplinarnim mitinku.

Diagnosticky report z vySetfeni kostni dfené se vydava v elektronické a pro externi uZivatele téz v
listinné podobé.

Pracovnidiagndza je neuplny klinicky diagnosticky zavér formulovany na zakladé prabéznych vysledki
vysetieni.

ZavéreCnd diagndza je zdavér diagnostického reportu z vySetfeni kostni dfené. V pfipadé
hematolymfoidnich neoplazii se uvadi dle WHO klasifikace (4. revize i 5. revize).

Findlni_diagndzu stanovuje klinik pfi znalosti vSech potfebnych informaci, zejména pak zavérecné

diagndzy.

Preddefinovany format diagnostického reportu:

Diagnosticky report z vysetieni kostni direné

Datum odbéru kostni drené:

Klinické udaje:

Cytomorfologie kostni drené:

Imunofenotypizace kostni dfené pritokovou cytometrii:

Histologie a imunohistochemie kostni drené:

Cytogenetickd a molekuldrné genetickd analyza kostni drené:

Zavérecna diagnodza:

Datace a signatura

Resitelé: DS, RD, PK, PM, BH

Vysledkem vySe popsané komplexni analyzy kostni diené je:

a) MYELO-OPT: Myelocytogram stanoveny cytomorfologii s pouzitim optického mikroskopu a
univerzalniho pofizovace dat. VySetfeni provadéji nezdvisle na sobé dvé laborantky se
specializovanou zpUsobilosti. V prvnim stupni validace jde o konvencni validovanou
metodu. Ve druhém stupni validace (pilotni validace automatizovaného myelocytogramu)
jde o referenc¢ni metodu.
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NEMOCNICE b) MYELO-MG: Myelocytogram stanoveny automatizovanou digitalni morfologii kostn{
HAVIROV drené pomocizafizeniMorphogo na externim pracovisti —preklasifikace. Je podkladem pro
MYELO-EXP.

c¢) MYELO-EXP: Myelocytogram stanoveny automatizovanou digitalni morfologii kostnidrené
pomoci zafizeni Morphogo na externim pracovisti — revize preklasifikace expertem. Ve
druhém stupni validace (pilotni validace automatizovaného myelocytogramu) jde o
validovanou metodu.

d) FCM: Imunofenotypizace vzorku kostni dfené pratokovou cytometrii. Zavér formuluje
expertni hematolog se specializovanou zpUsobilostispolu s cytometrickym expertem JOP.
Ndlez se vyuziva pro DG-CYTO a DG-MDM.

e) DG-CYTO: Diagnosticky zavér cytomorfologického vysetfeni kostni dfené na zakladé
MYELO-OPT s podporou FCM. Zavér stanovuje expertni hematolog se specializovanou
zpUsobilosti spolu s cytologickym expertem JOP. U hematolymfoidnich neoplazmat se
diagndza formuluje dle 4. i 5. revize WHO klasifikace. V prvnim stupni validace jde o
validovanou metodu.

f) DG-PAT: Diagnosticky zavér histologického aimunohistochemického vysetrenikostnidrené
z trepanobiopsie. Zavér stanovuje expertni patolog se specializovanou zpUsobilosti. U
hematolymfoidnich neoplazmat se diagnéza formuluje dle 4. i 5. revize WHO klasifikace.
Jde o komponentu DG-MDM.

g) DG-MDM: Zavérecna diagndza se stanovuje po kompletacirelevantnich diagnostickych dat
a projednani na multidisciplindarnim meetingu, jehoZz vystupem je diagnosticky report
z vySetteni kostni diené. U hematolymfoidnich neoplazmat se diagndza formulujedle 4. i
5. revize WHO klasifikace. Jde o referenéni zavér pro prvniidruhy stupen validace.

Proces dvoukrokové (dvoufdzové) validace:

1. krok (faze) validace:

Numerickd komparace 1 (VALID-NUM 1) - komparace numerickych vysledki myelocytogramu pfi
nezavislém hodnocenidvéma laborantkamise specializovanou zpUsobilostia dlouhodobou Uspésnosti
v narodni externi kontrole kvality.

Diagnostickd validace 1 (VALID-DG-CYTO) - komparace diagnostického zavéru konvencni
cytomorfologie kostni dfené s podporou imunofenotypizace FC a zavérecné diagndzy.

Externi kontrola kvality ndrodni:
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NEMOCNICE Provdadi se dvakrat rocné predepsanym hodnocenim digitdlnich fotografii kostni drené
HAVIROV 4 rganizovanym SEKK.

Externi kontrola kvality mezindrodni:
Provadi se dvakrat rocné hodnocenim v programu EQAS.

https://www.instand-ev.de/en/instand-eqas/eqa-program/offer/haematology-09-bone-marrow-

cytology/

Mezilaboratorni porovndni:

Provadi se dvakrat ro¢né komparaci myelogramu a diagnostického zavéru mezi referencni expertni
laboratoti a hematologickou laboratofi LHKB.

2. krok (faze) validace:

Numerickda komparace 2 (VALID-NUM 2) - komparace numerickych vysledk(i automatizovaného
myelocytogramu a konvencniho myelocytogramu.

Diagnostickd validace 2 (VALID-DG-MG) - komparace (posouzeni kompatibility) vysledku
automatizovaného myelocytogramu a zavérecné diagndzy.

a) VALID-NUM 1: Numericka validace se provadikomparacinumerickych vysledkd zastoupeni
jednotlivych bunéénych typl v myelocytogramu ziskanych pfi nezavislém hodnoceni
MYELO-OPT dvéma laborantkami se specializovanou zpusobilosti a dlouhodobou
uspésnosti v ndrodni externi kontrole kvality. Stanovi se presnost, senzitivita, specificita,
korela¢ni koeficient u jednotlivych bunéénych typ (tfid) - intra-class correlation coefficient
(1CC) dle Pearsona, lineadrni regrese a soucasné shodajednotlivych numerickych vysledka.
Konkordance (KON) vysledku nastava, je-li numericky rozdil pfi komparaci u jednotlivého
bunécného typu mensinez 10 %. Diskordance (DIS) vysledku nastava, je-linumericky rozdi
pfi komparaci 10 % nebo vétsi.

b) VALID-NUM 2: Numericka validace se provadikomparaci numerickych vysledk( zastoupeni
jednotlivych bunéénych typl v myelogramu ziskanych pfi hodnoceni MYELO-OPT, MYELO-
MG a MYELO-EXP. Referen¢ni metodou je MYELO-OPT. Stanovi se presnost, senzitivita,
specificita, korela¢ni koeficient u jednotlivych bunéénych typ (tfid) - intra-class correlation
coefficient (ICC) dle Pearsona, linearni regrese a soucasnéshoda jednotlivych numerickych
vysledk(. Konkordance (KON) vysledku nastdva, je-linumericky rozdil pfi komparaci mensi
nez 10 %. Diskordance (DIS) vysledku nastava, je-li numericky rozdil pfi komparaci 10 %
nebo vétsi.

¢) VALID-DG-CYTO: Diagnosticka validace zavéru konvenénicytomorfologie s podporou FCM
se provadi komparaci DG-CYTO a DG-MDM. Konkordance (KON) diagndzy nastava, je-li

Prispévk
Mo,

www.nemochnicehavirov.cz BABY FRIENDLY HOSPITAL



F ‘ Nemocnice Havifow, pFisplvhovd organizace | Délnickd 1132,24, 736 01 Havifov | Tel: +420 596 491 111, fax: +420 596 491 534
ﬂl 1C: 00844896 | Bank. spojeni: KB a.s. Karving, pobotka Havifov, Eislo Gftuw: 27132 - 791/0100

NEMOCNICE vysledek DG-CYTO shodny s DG-MDM. Diskordance (DIS) diagndzy nastava, neni-li vysledek
HAVIROV DG-CYTO shodny s DG-MDM. V pfipadé Sirsi diferencidini diagnézy pfi DG-CYTO se za
konkordanci povaZzuje kompatibilita.

d) VALID-DG-MG: Diagnostickd validace vysledku myelogramu se provadi posouzenim
kompatibility MYELO-EXP a referencni diagnézy DG-MDM. Konkordance (KON) vysledku
nastava, je-li vysledek MYELO-EXP kompatibilni s DG-MDM. Diskordance (DIS) vysledku
nastava, neni-li vysledek MYELO-EXP kompatibilni s DG-MDM.

Statistické zpracovani vysledku validace:

VALID-NUM 1: Stanovi se presnost, senzitivita, specificita, korelac¢ni koeficient u jednotlivych
bunécénych typl (tfid) - intra-class correlation coefficient (ICC), linedrni regrese a soucasné shoda
jednotlivych numerickych vysledki (konkordance, diskordance) v %.

VALID-NUM 2: Stanovi se presnost, senzitivita, specificita, korelac¢ni koeficient u jednotlivych
bunécénych typu (tfid) - intra-class correlation coefficient (ICC), linedrni regrese a soucasné shoda
jednotlivych numerickych vysledk( (konkordance, diskordance) v %.

VALID-DG-CYTO: Stanovi se soulad jednotlivych vysledk( (konkordance, diskordance) v %.
VALID-DG-MG: Stanovi se soulad jednotlivych vysledkl (konkordance, diskordance) v %.

Data budou analyzovana té7 sofistikovanymi matematickymi modely vybranymi experty z VSB-TUO
Ostrava.

Zavér: Interpretace a komentar vysledku validace.

Resitelé: DS, RD, BH, KCH, PK, MP, PM, LC, LL

Vystup:
- ¢asovy harmonogram

Cervenec 2023: standardizace multidisciplindrniho meetingu 1x za 14 dni, zavedeni diagnostického
reportu z vySetreni kostni drené.

Cervenec 2023-leden 2024: komplexni vy$etieni cca 250 vzorkd kostni d¥ené z obdobi duben 2023-
leden 2024 (dvoji vysetfeni cytologie, pritokova cytometrie, histologie + imunohistochemie,
cytogenetika). Prlibézny zaznam dat. Prlibéznd validace v 1. kroku.

Cervenec 2023-leden 2024: vy$etfovani automatizovaného myelogramu na externim pracovisti.
Pribézna validace ve 2. kroku.

Leden 2024: submise sdéleni do ¢asopisu Transfuze a Hematologie Dnes.

Unor 2024-duben 2024: dokon&eni 1. a 2. stupné validace. Statistické zpracovéni dat. P¥iprava
publika¢niho vystupu.
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NEMOCNICE Bfezen 2024-Cerven 2024:
HAVIROV

A) Odborné sdéleni na celoustavnim seminati Nemocnice Havirov.
B) Odborna sdéleni na narodnich konferencich a kongresech.
C) Diagnosticky workshop pofadany Nemocnici Havifov.

Kvéten 2024: submise sdéleni do Int J Clin Hematol.

Kvéten 2024-Cervenec 2024: pfipominkové fizeni v Int J Clin Hematol.

- oCekavané vysledky
Nulova hypotéza:

Rozdil ve vysledku myelogramu pfi nezavislém hodnoceni dvéma experty v rutinnim provozu je
statisticky a diagnosticky nevyznamny.

Rozdil ve vysledku myelogramu pfi nezavislém konvencnim expertnim hodnoceni a automatizovaném
vySetfeni zafizenim Morphogo s expertni supervizi je statisticky a diagnosticky nevyznamny.

A) Numericka validace konvencni metody.
B) Diagnosticka validace konvencni metody.

C) Pilotni numericka validace digitdlniho myelogramu s potvrzenim non-inferiority ¢i superiority
digitdlni morfologie s moZnosti zavedeni do rutinni analyzy.

D) Identifikace problémovych diagnostickych oblasti a limitaci konvencni cytologické analyzy a digitalni
morfologie kostni dfené.

E) Zvysenistandardizace, harmonizace a kvality konvenénicytologické analyzy kostni dfené se snizenim
jeji subjektivity. Zavedeni mezinarodni externi kontroly kvality a mezilaboratorniho porovnani.

F) Ziskani inicidlnich zkusSenosti a praktickych dovednosti s automatizaci myelogramu digitalni
morfologii s pouzitim zafizeni Morphogo na externim pracovisti.

G) Start procesu tvorby systematické a didaktické edukacni databaze digitalnich snimk( kostni dfené a
komplexnich cytologickych nalezd.

- povinny publikacni vystup

A) Jimp (pGvodni/prehledovy clanek v odborném periodiku, ktery je obsazen v databazi Web of Science):
originalni sdéleni v ¢asopisu Int J Lab Hematol

B) JSC (pGvodni/prehledovy clanek v recenzovaném odborném periodiku, ktery je obsaZzen v databazi
SCOPUS): prehledné sdéleni v ¢asopisu Transfuze a Hematologie Dnes

- dalsi publika¢ni a prezentacni vystupy

A) Odborné sdéleni na celodstavnim seminafi Nemocnice Havitov.
B) Odborna sdéleni na narodnich konferencich a kongresech.
C) Diagnosticky workshop pofadany Nemocnici Havifov.
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NMEMOCMNICE
HAVIROV - pfinos pro praxi
1. Zvyseni kvality cytomorfologické analyzy kostni dfené v hematologické laboratofi.

2. ZvysSeni standardizace, harmonizace a zajisténi kvality cytomorfologické analyzy omezenim
subjektivity hodnoceni.

3. Zavedeni mezinarodni externi kontroly kvality a MLP cytologického vysSetteni kostni dfené do do
rutinniho diagnostického procesu.

4., Zavedeni multidisciplinarniho tymu a diagnostického reportu z vysetreni kostni dfené do rutinniho
diagnostického procesu.

5. Ziskani inicidlnich zkuSenosti a praktickych dovednosti s automatizaci myelogramu digitalni
morfologii s pouZitim zafizeni Morphogo na externim pracovisti.

6. Pilotni validace automatizovaného myelogramu ziskanéhos vyuZitim zafizeni Morphogo, identifikace
problémovych oblasti a limitaci digitalni morfologie kostni diené.

7. Priprava instalace zafizeni pro automatizovanou cytomorfologii kostni dfené Morphogo v
hematologické laboratofi LHKB NemHav.

8. Start procesu tvorby systematické a didaktické edukacni databaze digitalnich snimk( kostni dfené a
komplexnich cytologickych nalezd.

Pozadavky na vysledky z projektu:
Druh poZadovanych vysledkl podle kategorii rejstfikd informaci o vysledcich (RIV):

. Povinné jsou dva vysledky pro kazdy projekt:

PRVNI povinny vysledek pro kazdy projekt DRUHY povinny vysledek pro kazdy projekt (moznosti)

Jimp- plvodni/prehledovy ¢lanek v odborném periodiku, ktery je obsazen v
databazi Web of Science

B- odborndkniha

C - kapitolav odborné knize

Jimp - pUvodni/prehledovy ¢lanek v odborném periodiku,
ktery je obsaZen v databazi Web of Science P - patent

Forum, Fuzit - pramyslovy vzor, uzitny vzor

Nmet - certifikovana metodika

JSC - pavodni/prehledovy ¢lanek v recenzovaném odborném periodiku,
ktery je obsazen v databdazi SCOPUS

Ekonomika

Naklady projektu

- Investi¢ni naklady nevznikaiji.
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NEMOCNICE - Osobni naklady jsou uvedeny nize: 217 373 K¢
HAVIROV

- Materialové naklady: naklady na mezinarodni EKK: 4 000 K¢

https://www.instand-ev.de/en/instand-eqas/eqa-program/offer/haematology-09-bone-marrow-

cytology/

Naklady na pofizeni laboratorniho stolu pro zatizeni Morphogo: 7 500 K¢

https://www.b2bpartner.cz/kancelarsky-stul-primo-invitation-sedostribrna-podnoz-2000-x-

1000-mm-briza/?scrollTo=top

- Nakup literatury — tisténa verze WHO klasifikace nadorl hematopoetické a lymfoidni
tkané, 5. revize: 5 000 K¢.
- Naklady na editaci odborného textu a open access poplatky: 30 000 K¢.

Celkové naklady projektu ¢ini 263 873 K¢.

Osobni naklady podklady - Interni grantova soutéZ Nemocnice Havifov 2023

celkova
navrhovana zapojeni v
Iméno Feditelsky tvm* castka za jednotlivych
ytym projekt letech
(max 50 000
KE/1 osobu) | 2023 2024
MUDr. David Starostka,
Ph.D. (DS) 35937 ANO ANO ANO/NE
MUDr. Richard DoleZilek
(RD) 35946 ANO ANO
Mgr. Katefina Chasdkova
(KCH) 26 283 ANO ANO
Mgr. Petra Miczkova (PM) | 26 506 ANO ANO
celkova
navrhovana zapojeni v
Jméno - dalsi pracovnici| c¢astka za jednotlivych
Nemocnice Havifov** projekt letech
(max 50 000

Ké/1 osobu) | 1.rok | 2.rok

MUDr. Michael Paprota
(MP) 12 140 ANO ANO ANO/NE
MUDr. Peter Kovac (PK) 12 042

ANO ANO
Mgr. Barbora Harokova
(BH) 14 865 ANO ANO
Jana Fojtikova (JF) 14 882

ANO ANO
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HAVIROV
Monika Borovcova (MB) | 14554 ANO ANO
Lydie Cechmankova (LC) |12 107 ANO ANO
Lenka Lipkova (LL) 12111
ANO ANO

Za resitelsky a realizacni tym:

MUDr. David Starostka, Ph.D.

Havifov 20.6.2023

Spoleénost je zapséna v obchodnim rejstfiku vedeném Krajskym soudem v Ostravé, oddil Pr, viozka 899

Prispévkova organizace
Moravakosiersiens wraje
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