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tvori heterogenni skupinu malignich
hematologickych onemocneni, v niz je
mozne€ z pohledu dnesnich poznatku
vyclenit radu podskupin s ruznym
Klinickym | laboratornim nalezem,
prognozou a odpovedi na terapii.




1. FAB 1976 - zalozena na morfologii a

cytochemili, opakovane revidovana

(1982, 1985, 1990)

2. MIC 1985 - Morphology, Immunology and
Cytogenetic Cooperative Group

3. REAL 1994 - zarazeny leukemie z

lymfatické rady

4. EGIL 1995 - European Group of

immunofenotyping leukemia

5. WHO 2001 - revize vsech klasifikaci




Revize vsech dosavadnich klasifikaci
pod dozorem WHO pro potreby tzv.
,modre knihy“ vznikala od r. 1995 za
ucasti European of Association
Haematopathologists and Society for
Haematopathology.

WHO Classification of Tumours:
Jaffe E.S., Harris A.L., Stein H.,
Vardiman J.W: Pathology and Genetics
of tumours of Haematopoietic and
Lvmpbphoid Tissues.




Klinicko-biologicka WHO klasifikace zahrnuje
morfologickou, cytochemickou,
imunofenotypickou, cytogenetickou a
molekularné genetickou identifikaci
leukemickych blastd.

Urceni homogennich kategorii v heterogenni
skupine akutnich leukémili ma umoznit presnéjsi
nasmerovani |léCebné strategie.




Porovnani FAB a WHO

= pocet blastu - ve FAB po¢éitan z
nonerytroidnich bunek, ve WHO ze vsech
jadernych bunék drené (rozpocet na 500
bunéek ve dreni, na 200 bunek v periferni krvi)
= pocet blastu ve dreni ¢i periferni krvi - ve
FAB nutné 30%, ve WHO 20%

= diagn6za AML muze byt stanovena i u stavu
s méné nez 20% blastu ve dreni €i periferni
krvi, je-li prokazana rekurentni geneticka
abnormita (viz dale)




m obvykle anémie, trombocytopenie

m zmeny poctu bilych krvinek- leukopenie i
leukocytoza

m blasty v periferni krvi




= sternalni punkce, punkce z
lopaty kosti kycelni ==) cytologie, cytochemie,
imunofenotypizace, cytogenetika, histologie z
koagula, molekularni genetika

= ==) krome vyse uvedeneho
histologie, imunohistochemie, otiskovy preparat




m barveni May-Griinwald-Giemsa

m myeloblasty
- velikost od bb. lehce vétsich nez zralé lymfocyty az

0o bb. velikosti monocytt nebo i vétsich

- bazofilni nebo sedomodra cytoplazma, uzky lem

- kulaté nebo ovalné jadro s jemnym jadernym
chromatinem

- obvykle nekolik jadérek

- azurofilni granula

- Auerova tyc- specifické pro myeloidni linii




m myeloblasty

> zadna granula, nekondenzovany
chromatin, velky N/C pomeér, prominujici
napadna jadérka

> nekolik azurofilnich (tmave purpurova)
granul a nizsi pomer jadra k cytoplazmé. Pocet
granul nepresahuje cislo 20

> se od blastt II.typu liSi poctem granul >
21, chybi perinuklearni projasnéeni Golgiho zony




m l[ymfoblasty

-bb. velikosti zralych lymfocytl az k bb.
vetsim nez neutrofily

-min. mnozstvi stredné bazofilni cytoplazmy,
neobsahuje granula

-jaderny chromatin od jemné

granularniho az po kondenzovany
-nenapadné nebo az prominujici jaderka




m patologicke promyelocyty u APL

(promyelocyty — bb. s excentricky ulozenym
jadrem, Gogiho zonou, hrubsim chromatinem,
zachovalé zretelne jadérko, pocetné granulace a
nizsi pomér N/C, cytoplazma vyjma Golgiho zony
je bazofilni

® monoblasty a promonocyty u AML M5

m megakaryoblasty u AML M7 jsou povazovany za
ekvivalenty blastt pro Ucely stanoveni dg. AL

m erytroblasty nejsou zahrnovany do poctu blastd




m Prikaz substanu (Fe, glykogen% nebo pritomnosti
enzymU pomoci mlkroskoplcky odnotitelnych reakci

fixace
vlastni cytochemicka reakce
dobarvovani jader

YV YV V

Barveni zeleza
Myeloperoxidaza (MPO)
Sudanova cern B (SBB)
Nespecificka esteraza (NSE)
PAS reakce
Chloracetatesteraza




m — odliseni AML od ALL Ci
monoblasticke leukémie

O — k
odliseni AML M4-M5

O k odliseni ALL (hrubsi granula az
blokova pozitivita bez difuzniho pozadi)




m specifi

® myelo
granu

icka pro myeloidni diferenciaci

peroxidazova aktivita u myeloblastt je
arni a casto koncentrovana v Golgiho zone

H MONO

blasty negativni nebo pozitivni s

rozptylenymi jemnymi granuly
m [ymfoblasty a megakaryoblasty- MPO negativni




m specificka pro monocyty, makrofagy a krevni
desticky- v techto bunkach reakci inhibuje
fluorid sodny (pozitivita je poté nulova nebo
snizena)

m monoblasty a lymfoblasty pozitivita bez blokady

m erytroblasty slabé pozitivni reakce




m reakce kys.jodisté se Schiffovym Cinidlem

m pozitivita témer ve vsech krevnich bunkach
vyjma erytroblastl

m pozitivita difuzni, granularni, blokova pozitivita

m lymfocyty maji hrubsi granula az blokovou
nozitivitu bez difuzniho pozadi




= - charakterizuje urcite
populace bunek pomoci jejich specifickych
membranovych Ci cytoplazmatickych antigent
monokl. Protilatkami

= - stanoveni karyotypu bunek

O patologie na urovni DNA Ci
RNA bunéek




m Hematopoetické prekurzory: CD34, HLA-Dr, TdT,
CD45

m B-linie: CD19, CD 20,CD22, CD7/9a

m [-linie: CD2, CD3, CD5,CD7

= Myeloidni: CD13,CD33, CD15, MPO,CD117
m Megakaryocytarni: CD41, CD61




m incidence AL 4/100 000 obyvatel za rok

m 70% tvori AML

m prevazna vetSina AML vznika u dospélych,
median veku 60 let

m ALL predominantné on. detskeho veku

m 75% pripadt ALL obvykle pod 6 let véku




m genetické on. u 5% pac. s AL(Downdlyv sy)

m viry- EBV, HIV, HTLV

® jonizacni zareni

m cytotoxicka chemoterapie

m primyslova expozice-benzen, pesticidy

® jen 1-2% diagnostikovanych je spojeno s témito
agens




krvacive projevy- trombocytopenie, koagulopatie
infekcni komplikace

orojevy anemickeho syndromu

ymfadenopatie

nepatosplenomegalie

m jiné vyplyvajici z poruchy funkce postizeneho
organu




[

m AML s multilinearni dysplazii

m AML souvisejici s lecbou (therapy-related)
m AML jinak neklasifikovatelné

m AML nejasného puvodu




m vznik predominantné u mladsich
nemocnych

m vSeobecne spojeny s relativne priznivou
odpovéedi na terapii




m AML s £(8;21)(g22;922); (AML1/ETO)

m AML s abnormalnimi eozinofily v kostni
dreni inv(16)(p13g22) nebo
t(16:16)(p13:q22); (CBFB/MYH11)

m Akutni promyelocytarni leukémie - AML s
t(15;17)(g22;012); (PML/RARa) a varianty

m AML s abnormalitami 11923 (MLL)




m 5-12% mezi AML
m cca 1/3 mezi AML s vyzravanim

m muze byt < 20% blastt v kostni dreni nebo
periferni krvi, je-li prokazana cytogeneticka
odchylka uzavirame jako AML ne jako RAEB

m nekdy pod obrazem myeloidniho
(granulocytarniho) sarkomu




m vetsi blasty s bazofilni cytoplazmou
m cetna azurofilni granula

m velka granula- pseudo Chediak-Higashiho
granula

m Auerovy tyce- dlouhé a tenké se zahrocenymi
okraji (i ve zralych neutrofilech)

m nektere malé blasty, hl. v periferni krvi

m dysplazie granulopoezy- pseudopelgeroidni
anomalie, abnormality barveni cytoplazmy

m nékdy zvyseni eozinofilC




m pozitivita myeloidnich markerd
— CD34 a CD33

m Casto ko-exprese lymfoidnich markerd
— CD19, méne casto CD56
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m Detekce fuzniho transkriptu AML1/ETO

— AML1 (nebo téz core binding factor - CBFa)
lokalizovany na 21922

— ETO lokalizovany na 8g22




AML s Inv(16)(p13g22) nebo
t(16;16)(p13;q22)

m vyzrava do monocytarni a myeloidni linie,
je pritomna abnormalni eozinofilni
komponenta

® nazyvana AMML Eo
m10-12% AML

m predominantné u mladsich pacientt




m morfologicke znaky AML M4

m rlizny pocet eozinofiltl ve vSech stadiich
zZrani

m nezrala eozinofilni granula, evidentni hl. u
stadia promyelocytt a myelocytl

m eozinofilni granula jsou vetsi nez normalné
u nezralych eozinofilti

m zralé eozinofily- hyposegmentace jader




m pozitivita myeloidnich markerd CD 13 a
CD33

m neni definovan specificky marker
monocytarni linie, ale mtze byt
pozitivita CD14, CD15, CD4, CD11b
a/nebo CD11c jako indikator
monocytarni diferenciace

m prokazana ko-exprese CD2




® zmena uvnitr jednoho chromozomu, pri
které dojde ke dvéma zlomtm a
prevraceni daneho useku chromozomu




L B

oam

3

p— =
- 58 |

__.I.IJ

Varm sy
(t A3 F

'éu‘ N & ]

=y

<

g,

an
“46,XX,inv(16)(p 1322

5%

‘s
8







m Prikaz fuzniho transkriptu CBFE/MYH11

— CBFB gen na 1622 kodujici Core Binding
Factor beta podjednotku

— MYH11 - gen pro tézky retézec myosinu na
16p13




Akutni promyelocytarni
leukemie

m 5-8% AML

m klasicka a mikrogranularni
(hypogranularni) varianta
t(15;17)(g22;912)

® variantni translokace:
—t(11:17)(q23:921)
— t(5:17)(g32:q12)
—t(11:17)(g13:921)




m atypické promyelocyty— velké elementy, jejichz
cytoplazma je naplnéna tmavé rizovymi,
cervenymi Ci purpurovymi granuly

® neni patrna Golgiho zona

® jadro nepravidelné Ci stepeneé

m snopce Auerovych tyci- ,,faggott cells®

m mikrogranularni varianta-hluboce stépena jadra,
dvoulalocnaté segmenty, cytoplazma az
agranularni




m pozitivita myeloidnich markert CD13 a
CD33 bez nalezu CD34 a HLA-DR u
klasickeé formy, u variantni formy s
leukocytozou je CD34 pozitivni

m Casty je pridatny nalez pozitivity
lymfoidnich markerti CD2 a CD19, méné
casto CD16, vyjimecné CD56
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m Fuzni genovy produkt PML/RARa

— RARa gen pro a-receptor kyseliny retinove
na 17921

— PML - gen promyelocytarni leukémie na
15922




m pozitivita myeloidnich markérd CD 33 a
CD13 bez pozitivity CD34 a HLA Dr

m Casta ko-exprese lymfoidnich markérd
CD56
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m FUzni gen PLZF/RAR«

— gen ,,promyelocytic leukemia zinc finger®
na 11g23

— RARa gen pro a-receptor kyseliny retinove
na 17921

Tento typ leukémie je rezistentni na ATRA in
vitro | in vivo.




AML s abnormitami 11qg23
(MLL)

m 5-6% pripadt AML
m 2 podskupiny
— u deti
— AML se vztahem k lécbée inhibitory
topoizomerazy 11




m pod obrazem akutni monoblasticke
leukémie, méne casto myelomonocytarni
leukémie, nebo AML s vyzravanim nebo
AML bez vyzravani

m cytochemie odpovida vyse uvedenym
typlm, tedy nejcastéji silna pozitivita
nespecifické esterazy




m nejsou imunofenotypizacni rysy, které by byly
typicke pro tuto AML

m pripady s morfologii monoblasticke leukémie
mohou byt negativni na CD34 a exprimovat
markéry monocytarni diferenciace CD 14, CD4,
CD11b, CD11c, CD64, CD 36 a lysozym.




m MLL - humanni homolog genu Drosophily HRX,
regulator vyvoje

m je zavzat do celé rady translokaci s riznymi
partnerskymi chromozomy

m u detskych AML: t£(9;11))p21;923) a
t(11;19)(g23;p13.1)/t(11;19)(g23+p13.3) ale az
20 jinych partnerskych chromozomd

m u dospélych: tandemove duplikaci MLL genu,
nekdy +11




m AML s rekurentni genetickou abnormitou
[

m AML souvisejici s lecbou (therapy-related)
m AML jinak neklasifikovatelné

m AML nejasného puvodu




m de novo

m vznikajici z MDS nebo MDS/MPS

m nejmené 20% blastt a multilinearni dysplazie
(dysplazie ve dvou nebo vice myeloidnich liniich
vcetné megakaryocytl)

m hlavné u starSich pacientt, zridka u déti




Multilinearni dysplazie

Definovana dle standardnich kriterii (>
50% bunek, nejmeéne dve vyvojove rady,
vetsinou mgk!)

DysG: porucha granulace,
hyposegmentace jader, bizardne
segmentovana jadra

DysE: megaloidie, karyorhexe, jaderna
fragmentace a vicejadernost, prstencite
sideroblasty, PAS pozitivita

DysM: mikro-mgk, separovana vicecetna
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m obvykle CD34+ a pan-myeloidni markéry -
CD13,CD33

m Casta aberantni exprese CD56 a/nebo marker
asociovany s lymfoidni radou CD7

m zvysena incidence ,multidrug resistence"
glykoproteinu na blastech - MDR-1




m Casto pridatné chromozomy nebo ztraty
chromozomu: -7/del (7q), -5/del (5qg), +8, +9,

+11, del(11q), del(12p), -18, +19, del(20q),
+21

m mene casto specifické translokace t(2;11), t(1;7)
a translokace zahrnuijici 3g21 a 3926

m inv(3)(g21926), t(3;3)(g21;g26) nebo ins (3;3)
jsou spojeny se zvysenou tvorbou trombocytl




m AML s rekurentni genetickou abnormitou
m AML s multilinearni dysplazii

[ ]

m AML jinak neklasifikovatelné

m AML nejasného puvodu




m vznikaji jako vysledek cytotoxicke lecby nebo
radiacni terapie

m dva hlavni typy:
— alkylacni Cinidla a/nebo radiace
— inhibitory topoizomerazy II




m zahrnuje vsechny myeloidni linie

m pelgeroidni anomalie, hypogranulace,
dyserytropoéza, prstencite sideroblasty (60%),
zvyseneé dysplastické megakaryocyty (25%),
zvyseneé bazofily (25%)

m obraz AML M2, méné casto M4,M5,M6 nebo M7,
obraz APL vzacny

m hypercelularni dren 50%, normo- i hypocelularni
po 25%




m jako u AML s multilinearni dysplazii

m nebalancovane translokace a delece zahrnujici
chromozom 5 (zde zejména g23 az q32) nebo 7

m jiné postizené chromozomy 1,4,12,14 a 18

m nejcastéjsim nalezem jsou komplexni
chromozomalni abnormity




AML po inhibitorech
topoizomerazy II

Morfologie:
= AML M5 nebo M4 vyjimecné M2, M7 nebo APL
m malo kdy dysplasticke rysy

B pri
Mole

t(4;11)(g21;g23) vznika ALL
cularni genetika:

E NEj

castéji balancované translokace zahrnujici

MLL gen zejména t(9;11), t(11;19) a t(6;11)




m AML s rekurentni genetickou abnormitou
m AML s multilinearni dysplazii

m AML souvisejici s lecbou (therapy-related)
[]

m AML nejasného puvodu




AML jinak nekategorizovatelne

m nesplnuji kriteria predchozich skupin

m prokazano nejméene 20% blastt v periferni krvi
nebo v kostni dreni

m abnormalni

promyelocyty APL a promonocyty

AML s monocytarni diferenciaci jsou pocitany

jako ekviva
m rozpocet v

leukopenie,

enty blastl

veriferni krvi na 200 bunek, je-li
pak z buffy coatu




AML jinak nekategorizovatelne

m AML s minimalni diferenciaci (AML MO)

m AML bez vyzravani (AML M1)

m AML s vyzravanim (AML M2)

m Akutni myelomocytarni leukémie (AML M4)

m Akutni monoblastické leukémie a akutni
monocytarni leukémie (AML M5)




m Akutni erytroidni leukémie (AML M6)

— erytroleukémie (erytroidni/myeloidni) > 50%
erytropoézy, nejméne 20% blastt z non
erytroidnich

— Cista erytroidni leukémie - nezralé bunky z
erytroidni linie > 80% jadernych bunek drené

m Akutni megakaryobl.leukémie (AML M7)
m Akutni bazofilni leukémie

m Akutni panmyeloza s myelofibrozou

m Myeloidni sarkom




WHO klasifikace AML dle morfologickych a imunologickych kriterii

AML MO

AML M1
AML M2

AML M3

AML M4

AML M5

AML M6

AML M7

MPEX negativni blasty ve svételném mikroskopu
imunofenotyp: negativni lymfoidni markery, pozitivni
myeloidni

blasty > 90% ANC, > 3% blastd je MPEX pozitivni

blasty > 20% < 90% ANC, > 3% blasta je MPEX
pozitivni

patologické promyelocyty s Auerovymi tyckami
variantni forma M3- patologické mikrogranularni
promyelocyty

podobna M2, ale > 20% bungk je monocytarnich
a/nebo je vice nez 5 x 109/ z monocytarni fady v
periferni krvi

> 80% NEC je z monocytarni rady
1.M5A : nediferencovana (
2.M5B : diferencovana (monocytarni)

erytroleukémie: erytroblasty tvoii > 50% ANC, blasty
jsou > 20% z NEC
gista erytroleukémie: nezralé bb.erytroidni linie>80%

megakaryoblasty tvori > 30% z ANC

ANC- all nucleated cells (vSechny jaderné bunky diené, NEC- non erythroid cells (buriky nezahrnuijici vyvojova stadia erytroidni rady), MPEX- myeloperoxidaza




m zahrnuje abnormity 12p, vzacné popsana i Phl
de novo - t(9;22)(g34;q11)

m nebo t(6;9) - chiméricky fuzni gen DEK/CAN
— DEK na 6923

— CAN na 9934 je pravdepodobny onkogen,
ktery muze byt aktivovan fluzi na svém 3’
konci i jinymi geny nezli DEK (napr. SET)




m AML s rekurentni genetickou abnormitou
m AML s multilinearni dysplazii
m AML souvisegjici s lecbou (therapy-related)

m AML jinak neklasifikovatelné
[




m akutni leukémie, u kterych morfologicke,
cytochemie a imunofenotypizacni rysy
proliferujicich blastli nedovoluji jasné prirazeni k
myeloidni nebo lymfoidni linii

® maji morfologické a imunofenotypizacni
charakteristiky jak myeloidni,tak lymfoidni linie
nebo jak B, tak i T lymfoidni linie




Akutni leukemie nejasneho
puvodu

Zahrnuiji:

m akutni nediferencovana leukémie
m akutni bilinearni leukémie
m akutni bifenotypicka leukémie




Skore |B-lymfoidni | T-lymfoidni | Myeloidni

2 cCD79a CD3(m/cyt) MPO
clgM antiTCR
cCD22
( CD19 CD2 CD117
CD20 CD5 CD13
CD10 CD8 CD33
CD10 CD65
0,5 TdT DT CD14
CD24 CD7 CD15
CD1a CD64




Akutni nediferencovana
leukémie

m nema markeéry povazovane za specifick€ pro
danou linii vcetné cCD79a, cCD22, CD3 a MPO

m neexprimuji vice nez jeden marker liniove
asociovany

m Casto exprimuje HLA-Dr, CD34, CD38 a mohou
mit TdT a CD7




m znamena detekci dvoii populace blastl, z nichz
kazda exprimuje markeéry jiné linie tj. myeloidni
a lymfoidni neboBa T

m mohou prechazet do bifenotypicke leukémie




m jedna linie blastt soucasné exprimuje myeloidni
a T nebo B linioveé specifické antigeny

m vyjimecCné je soucasna exprese antigent vsech
tri vyvojovych rad

= mnoho markérd je liniové asociovano, ne vsak
liniové specifickych, samy pro diagnozu nestaci -
diagnoza se odviji od skorovani podle EGIL




B FAB klasifikace L1 - L3 nema ve WHO
klasifikaci zadnou analogii (terminy se rusi)

B jsou soucasné s lymfomy z prekurzorovych
bunék povazovany za stejna onemocnéni s
riznou klinickou manifestaci (lymfomy maji
primarni manifestaci v lymfatickych uzlinach
nebo i extranodalné)




Rozlisujeme:

orekurzorove B lymfoblasticke leukemie resp.
ymfoblastické lymfomy (prekurzorovée B-

bunecne akutni lymfoblasticke leukémie)

prekurzorove T lymfoblasticke leukemie resp.
ymfoblastickeé lymfomy (prekurzorove T-

bunecne akutni lymfoblasticke leukémie)




m obraz kolisa od malych blastl s jasnou
cytoplazmou, kondenzovanym jadernym
chromatinem a nezretelnymi jadérky po velke
bunky se stredné bohatou svéetle modrou az
sedomodrou cytoplazmou, prilezitostnée
vakuolizovanou

® jemna azurofilni granula jsou pritomna v
cytoplazmé u 10% pripadu

m MPOX je negativni, SBB vetsinou negativni
vyjimecne lehce pozitivni (slabgji nez
myeloblasty)




Imunofenotypizace:
Klasifikace EGIL

B-cell lineage ALL
(TdT+, CD19+, CD79a+, CD22+)

S==mslas

Mature/Burkitt's
(TdT-, Smig+)

pre-B

(cyt IgM+)

pro-B Common
(CD10+)




Geneticke abnormity jsou dulezitym

prognostickym faktorem
— £(9;22) (g34:q11) - BCL/ABL
— 11923 - MLL
— t(1;19) (q23;p13) - E2A/PBX
— t(12;21) (p13;922) - TEL/AML1
— hyperdiploidita > 50
— hypodiploidita

3-4% nepriznive
2-3% nepriznive
6% priznive
16-29% priznive
20-25% priznive
5% nepriznive




T-ALL/LBL - morfologie a
cytochemie

m morfologie je obdobna jako u B-ALL/LBL, Cast
pripadl je spojeno s eozinofilii @ myeloidni
hyperplazii

m negativni MPOX, Casta je fokalni pozitivita kysele
fosfatazy




Imunofenotypizace:
Klasifikace EGIL

T-cell lineage ALL
(TdT+, Cyt CD3+)
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pro-T pre-T Cortical Mature
(CDT7+) (CD2+/CD5+/CD8+) (CD1a+) (membrane CD3+)




Asi 1/3 pripadt T-ALL/LBL zahrnuje zmény T
bunecného receptoru na :

® O aodlokusu na 14g11.2
m 3 lokusu na 7g35
m vy lokusu na 7q14 -15

Do téchto zmeén jsou zahrnuty rtizné chromozomy

a geny, napr. TAL1 nebo CDKN2, zmeny vsak
nemaji specificky vyznam.




indukcni Ieécba — uvodni (chemoterapeuticke
rezimy)

postindukcni Ieécba- s cilem bud’ vyléceni Ci
dlouhodobeho udrzeni remise
chemoterapie v konvencnim davkovani
udrzovaci chemoterapie

intenzivni chemoterapie

vysokodavkovana chemoterapie s podporou
autolognimi Ci alogennimi krvetvornymi bb.

Imunoterapie




neutrofily >1,5x10 na 9/I, trombocyty nad 100x
10na 9/I, Hb >100 g/I, leukemicke blasty nejsou
pritomny
[
dostatecna bunecnost,
blasty méne nez 5%,
neni pritomnost Auerovych tyci
erytropoeza nad 15%, granulopoeza nad 25%




® jsou naplnéna vsechna kriteria kompletni remise,
ale blasty mezi 5-25%

m blasty pod 5%, ale pritomnost Auerovych tyci




opétovny vyskyt blastl

vice nez 5% blastl, které nelze vysveétlit jinym
zplisobem (regenerace drene)




