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Souhrn: Prehledny &lanek se zabyva diagnostikou akutnich promyelocytérnich leukemii (APL). Rada pacientii stéle jesté prichazi s roz-
vinutym onemocnénim s leukocytézou. U téchto pacientd mizZe ¢astéji dojit k ¢asné smrti nasledkem krvaceni (¢asto intrakranidlniho)
anebo vzacngji i trombotické komplikace. V Cesku jsme zaznamenali v n&kterych pipadech netnosné dlouhou dobu od prvnich sym-
ptom0 k diagndze a k nasazenf 1é¢by. Ta byva v pripadé APL specifickd p¥i poutziti diferencia¢ni terapie tretinoinem (ATRA) spolu s che-
moterapii. Tato kombinace je zdrover vysoce Gcinnd - Ize vylécit kolem 70% nemocnych. Proto uvadime jisté diagnostické minimum,
se kterym by mél byt sezndmen minimalné kazdy internista, a jesté lépe kazdy prakticky lékat. Kazdé setkdni s projevy pancytopenie
a konzumpéni koagulopatie by mélo vést k podezieni na APL a pacient by mél byt urychlené vySetfen na specializovaném hematologic-
kém pracovisti. V nasledujicim podrobném prehledu diagnostiky je vénovana velkd pozornost morfologii APL, kterd musi byt prvnim
voditkem k diagnéze. Ndlez typické hypergranularni FAB M3 morfologie a bunék s otypkami Auerovych ty¢i (,,faggot cells“) je spolu
s HLA-DR", CD33" imunofenotypem pro APL vysoce (avsak ne absolutné) specificky. V p¥ipadech mikro-/hypogranularni variantni formy
FAB M3v a vzdy, kdyZ nelze s jistotou vyloucit, Ze se nejednd o APL, je indikovan test k potvrzeni p¥itomnosti flizniho genu PML/RARa
pomoci RT-PCR, ev. pomoci priikazu specifické distribuce PML proteinu v buné¢ném jadre imunologickymi metodikami. Zhruba 95%
ptipadt onemocnéni definovaného podle WHO kritérif nese flzni gen PML/RARa. Vzhledem k tomu, Ze morfologie onemocnéni pfipousti
extrémné rliznorodé morfologické obrazy variantnich forem onemocnéni, doporucujeme tato vy3etfeni provést u kazdé de novo akutn{
myeloidni leukemie. Je podan p¥ehled vzacnéjsich morfologickych obrazil i vzacnéjsich genetickych variant, jsou rovnéz shrnuty principy
imunofenotypové, cytogenetické a molekularni diagnostiky.

Kli¢ova slova: akutni promyelocytarni leukemie - diagnostika - morfologie - klasifikace FAB - WHO kritéria - faggot cells -
imunofenotyp - cytogenetika - t(15;17) - molekuldrni biologie - fuzni geny - PML/RARC.

An urgency in hematology: acute promyelocytic leukemia - principles of diagnosis

Summary: A review of diagnosis of acute promyelocytic leukemia (APL) is presented. There are still many patients with progressive
disease with leukocytosis at presentation. These are at greater risk of early death due to bleeding (often intracranial), or, less frequently,
due to thrombotic complications. In Czechia, we have, in some instances, noted an unacceptably long time from the first symptoms to
diagnosis and to administration of the highly specific differentiation therapy with tretinoin (ATRA) along with anthracycline chemo-
therapy. This combination is highly efficient - cures are seen in some 70% of patients. Therefore, we present a diagnostic minimum for
each and every internist, and even better for every general practician, to get acquainted with. All cases of pancytopenia and consumption
coagulopathy should be suspected of APL and referred to a specialized hematologist without any delay. In the following more detailed
review of diagnostic measures, much attention is given to APL morphology, which is the first clue leading to diagnosis. The finding of the
typical hypergranular FAB M3 morphology and of cells with bundles of Auer rods (,,faggot cells“), along with the HLA-DR", CD33" immu-
nophenotype, is highly (but not absolutely) specific for APL. In cases of the micro-/hypo-granular variant FAB M3v form, and whenever
APL cannot be ruled out with certainty, a test to prove the presence of the PML/RARa fusion gene is indicated, using either RT-PCR or,
eventually, immunological demonstration of the specific distribution of the PML protein in the cell nucleus. Given that morphology of
APL cases, as defined according to WHO criteria (95% of which carry the PML/RARa fusion gene), admits extremely divergent morpho-
logical pictures of the variant forms, we recommend these investigations to be performed in every case of de novo acute myeloid leukemia.
A review of the less frequent morphological, as well as genetic variants is given, and the principles of immunophenotypic, cytogenetic and
molecular diagnostics are also reviewed.

Key words: acute promyelocytic leukemia - diagnostics - morphology - FAB classification - WHO criteria - faggot cells -
immunophenotype - cytogenetics - t(15;17) - molecular biology - fusion genes - PML/RARa

Uvod

Akutni promyelocytdrnileukemie (APL)
je nejvy$si hematologickou urgenci
predevdim proto, Ze dokdze vést ke
smrti pacienta béhem nékolika hodin,

nejcastéji v disledku koagulopatie,
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projevujici se krvdcenim (¢asto intrak-
ranidlnim), v nékterych p¥ipadech
naopak trombdézou [1-4]. Sami jsme
zaznamenali dmrti nap¥. v dasledku
Budd-Chiariho syndromu, infarktu
myokardu anebo vendzni i arteridlni

trombdzy s projevy phlegmasia alba
dolens s gangrénami. V Fadé ptipadd
nastalo dmrti pacienta do nékolika
hodin od ptijeti na oddéleni, nékdy
i dfive, nez byla zahdjena terapie
(viz kazuistiky v tomto &isle ¢asopisu

Vniti Lék 2008; 54(78&8): 728-744




Urgentni stav v hematologii: akutni promyelocytdrni leukemie - principy diagnostiky

7 SO0 OF

Obr. 1. Hypergranuldrni forma APL (FAB M3) - kostni d¥eri.

a) Typickd forma se sttedné velkymi leukemickymi promyelocyty u pacienta s poétem leukocytli 2,8 x 10%/| pti diagndze.

b) Méné obvykly obraz s velkymi leukemickymi promyelocyty u pacienta s poc¢tem leukocytti 1,0 x 10°/1 p¥i diagndze.

Na obou obrézcich jsou zachyceny buriky s vyraznou hypergranularitou, ptekryvajici i jadro, a stirajici tak kontury jaderné
membrany. Na obr. 1b granulace na periferii bunék nékdy splyva v jednolité masy. Na obr. 1a (na rozdil od obr. 1b) jsou navic
viditeIné nukleoly, jadernd kontura je relativné pravidelna, misty ledvinovitd. Nejsou zachyceny Zddné Auerovy tyce, tudiz ani
zadné ,faggotcells, ale k typickému obrazu by pattily (barveni podle Maye-Griinwalda a Giemsy, plvodni zvétseni 1 000krat).

Vnitini [éka¥stvi). APL je v soucasnosti
onemocnénim s nejlepsi prognézou
mezi viemi typy akutnich myeloid-
nich leukemii (AML). Nejnebezpecnéj-
$im obdobim pro pacienta jsou prvni
dny po diagnéze, vétsina z téchto cas-
nych dmrti nastava zhruba do jed-
noho mésice. Vzdy jde o komplikace
onemocnéni - u APL s fiznim genem
PML/RARq totiZz neexistuje primarnf
rezistence k indukénf terapii kombi-
nacf antracyklinu a tretinoinu (kyseliny
transretinové - ATRA). Relapst je pFi
spravné vedené 1é¢bé pod 10%. Vzhle-
dem k této mimotrddné dobré pro-
gnéze je hned v okamzZiku suspekce na
APL tfeba nasadit viechny sily k tomu,
aby bylo onemocnéni co nejrychleji
diagnostikovano a specificky léé¢eno.
V nasdi literatufe jiz bylo upozornéno
na fakt, Ze diagnostika v Cesku trvé ne-
unosné dlouho [5]. V pFipadé pouhé
suspekce na APL je tteba zahdjit tera-
pii ATRA, kterd vyznamné zmiriiuje
prabéh koagulopatie a snizuje riziko
¢asného umrti, s tim, Ze bude co nej-
rychleji (do 24 hod) dokoncena presnd
diagnostika stavu. Je men3i chybou
indikovat ATRA u stavu, ktery se ukdze

Vniti Lék 2008; 54(7&8): 728-744

byt jinou AML, neZ neindikovat ATRA
u méné typické APL [4]. Soucasnd si-
tuace v Cesku je alarmujici i z hlediska
erudice na hematologickych laborato-
Fich - v neddvné studii kvality spravné
diagnostikovala vzorek s typickou APL
pouze 1/3 z nich (nepublikovdno).

Tento prehledny ¢lanek si klade za
cil vysvétlit principy diagnostiky APL
coby urgentniho stavu v hematolo-
gii - nejprve vysvétlime, co by mélo vést
k suspekci na APL, shrneme minimum
pro rychlou diagnostiku onemoc-
néni, ddle se dotkneme otdzky defi-
nice a také incidence APL, a koneéné
podame podrobny ptehled o diagnos-
tice stavu.

Co musi vést k suspekci na APL

1. Obraz pancytopenie v periferni krvi -
je pro APL sice typicky (vyskytuje se
zhruba u 2/3 p¥ipadt APL), ve zbyva-
jicich pripadech je v8ak pocet leuko-
cytd normalnf anebo zvyseny. Dife-
rencidlni diagnostika pancytopenie
je velmi Sirokd. Presto obraz sniZeni
v8ech 3 zdkladnich krevnich fad
musi |ékate vzdy vést k vazné Gvaze,
nejednd-li se o APL. Od pancytope-

nie se rovnéz odviji klinicky obraz -
nemocni maji v rGzném poméru
vyjadfené symptomy infekénf, ane-
mické a krvacivé. U typickych APL se
vyplavuje do periferni krve minimum
nezralych granulocytd (¢asto nemusf
jit o promyelocyty, mohou se obje-
vit napf. myelocyty a metamyelo-
cyty), nékdy nenajdeme nezralé gra-
nulocyty v diferencidlnim obrazu
vibec. Pouze v p¥ipadech s leukocy-
tézou se do perifernf krve vyplavuji
pravidelné i leukemické promyelo-
cyty (mohou v8ak mit jinou morfo-
logii nez ve dfeni). Vysledek krevniho
obrazu s mikroskopickym diferen-
cidlnim rozpoctem byva k dispozici
i s barvenim do 40-60 min.

. Obrazkonzumpéni koagulopatie -

at jiz v koagulac¢nich testech, anebo
v klinickém nélezu. Klinicky maze byt
vyznamny i postieh osetfujiciho |ékare,
Ze mira krvacivych projevil neodpo-
vida zjisténé hloubce trombocytope-
nie. V koagulaénich testech mize byt
riznd hodnota APTT (nejcastéji viak
zjistime normdlni nebo lehce pro-
dlouZené ¢asy), typické je snizeni hod-
not fibrinogenu, ¢asto prodlouzeny
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Obr. 2. Variantni (hypo-/mikrogranularni) forma APL (FAB M3v).
a) Periferni krev pacienta s poctem leukocytd 68,4 x 10°/| p¥i diagndze. Naprosto typickd prekladana, zprohybana jadra
bunék, v jemnéjsim chromatinu jsou patrné nukleoly. V cytoplazmé je viditelnd minimalni, velmi jemna granulace.

b) Kostni d¥eri stejného pacienta.

¢, d) 2 snimky kostni dfené z jednoho prepardtu pacientky s poctem leukocytti 101,2 x 10%/I p¥i diagnéze.

Na obr. 2c je patrna velmi jemnd granulace, aviak je pfitomna ,faggot cell“. Na obr. 2d jsou buriky jesté méné granuldrni,
s patrné arteficidlni vakuolizaci. Zdména za AML FAB 5a by byla snadnd, kdybychom nenasli ojedinélou ,faggot cell“. Na
obr. 2¢ je zfetelné arteficidlné tmavsi barveni jader vétsiny bunék se setfelou strukturou, dané fixaci a barvenim nedostatec¢né
suchého preparatu (barveni podle Maye-Griinwalda a Giemsy, ptvodn{ zvétseni 1 000krat).

protrombinovy ¢as (Quick) a vysoké
hodnoty D-dimerd. Je vhodné co nej-
vice rozsitit koagulaéni vy3etfeni dle
moznosti pracovisté - viz &ldnek doc.
Zaka et al v tomto &isle ¢asopisu
Vnitin{ [ékafstvi.

Minimum pro rychlou

diagnostiku

1. Morfologieaspiratu kostni dfené -
typicky obraz APL [6] (obr. 1), pFi
kterém v myelogramu dominuji aty-
pické promyelocyty, ¢asto s velmi
intenzivni a hrubou granulaci cyto-
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plazmy; u morfologicky hypergra-
nuldrni formy onemocnéni predsta-
vuji tyto buriky vétsinu bilych krvinek
v preparatu kostni d¥ené, u hypo-
granuldrni formy [7] (obr. 2) jsou
tyto buriky zastoupeny v mensi mite.
Ve vétsiné pripadl APL je mozné
v natéru najit tzv. ,faggot cells”, tj.
buriky s otypkami ¢i snopci Auero-
vych ty¢i, ev. s mnohocetnymi Aue-
rovymi tyéemi (obr. 3). Pfesna
a obecné vzita definice pro ,faggot
cell neexistuje [8]. Sainty et al defi-

I«

novali ,faggot cell“ jako buriku obsa-

hujici alespori 3 Auerovy tyce [9],
aviak ani jejich definice se neujala
a ani my ji neuzivame. Vzdy je nutno
po ,faggot cells“ pétrat, nékdy se
snopce Auerovych ty¢i najdou spise
v rozpadajicich se burikach (obr. 3).
Sndze nez v panopticky obarve-
nych prepardtech je miizeme nalézt
v preparatech barvenych na pri-
kaz myeloperoxiddzy. Ndlez ,faggot
cells“ sice nenf zcela patognomo-
nicky (tzn. jednoznacné specificky
pro diagnézu - ojedinéle nalezneme
podobné buriky i u AML M2 - viz

Vniti Lék 2008; 54(78&8): 728-744
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Obr. 3. ,Faggot cells“ riiznych pacientl. Obrazek ukazuje morfologickou variabilitu riznych ,faggot cells“.

a) ,Faggot cell“ s hustou siti Auerovych ty¢i kolem jadra.
b) ,Faggot cell“ s objemnou cytoplazmou, vyplnénou splyvajici granulaci a ¢etnymi Auerovymi tyc¢emi. Jadro je mnohem zra-
ejstho u nez u promyelocytu (s vyraznou ,poli¢kovanou® kondenzaci chromatinu).

lejstho typ promyel vy »polick “ kond h t

c) ,Faggot cell s vyraznym nukleolem a s agranularnimi protruzemi jinak granuldrni cytoplazmy.

d) Navzdjem 3patné odliSitelné Auerovy tyce na pozadi cytoplazmatické hypergranulace v burice, kterd je z¢asti
desintegrovand.

e) Velmi mala ,faggot cell“ s minimalnim obsahem cytoplazmy, k¥iZici se Auerovy tyce jsou superponovany nad bunéénym
jadrem.

f) Velmi hrubé, svétlolomné, k¥iZici se Auerovy tyce na pozadi granuldrni cytoplazmy ve ,faggot cell“, kterd se zac¢ina
rozpadat.

g) Rovnéz desintegrujici se ,faggot cell“, Auerovy tyce na pozadi objemné, agranularni cytoplazmy.

h) Burika s velmi atypickymi, kratkymi tyckovitymi inkluzemi, jednotlivé uloZenymi. Nejde o typické Auerovy tyce, tedy ani
o typickou ,faggot cell. (Viz podobné vyobrazeni v ¢lanku o historii APL v tomto ¢isle ¢asopisu Vniténi [ékaFstvi.)

i) K¥izici se jemné Auerovy tyce, burika tim p¥ipomina ,faggot cell, aviak na rozdil od viech pfedchozich vyobrazeni nejde
o APL, nybrz o pfipad AML FAB M2 u pacientky s t(11;11).

(barveni podle Maye-Griinwalda a Giemsy, plivodni zvétseni 1 000krat)

obr. 3), avdak ptitomnost vétsiho
poctu téchto bunék nds opraviiuje
ucinit diagnézu APL se spolehlivosti
zhruba 99%. Aviak pozor: jak bylo
uvedeno, zdaleka ne v kazdém pf¥i-

Vnit¥ Lék 2008; 54(788): 728-744

padé APL lze ,faggot cells“ nalézt.
Naprostou vétsinu pfipadt variantn{
formy FAB AML M3v [7] nutno
povazovat na podkladé pouhé mor-
fologie za diagnosticky nejistou a je

nutno je vZdy co nejrychleji vysetfit
na p¥itomnost molekuldrni aberace.
K vysledku morfologického vySetfeni
kostni dfené dojdeme béhem 1 hod
(tab. 1).
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Tab. 1. Srovnani specificity a rychlosti zdchytu APL. Z¢&asti podle Lo Coca et al [18] a podle Sanze et al [4].

Metoda Ndlez svédéici Casod Specificita Nevyhody Zakladni
pro APL ndbéru (h) (odhad %) reference

morfologie typicky nalez M3 1/2-1 80-95 potvrdi jen typické p¥ipady; [6,7,9,19]

(kostni diené dle FAB + nutny M3y a atypické nelze

a periferni krve) prakaz ,faggot cells“ s jistotou rozpoznat

imunofenotyp DR-,CD33+ 2 95 nizsi reprodukovatelnost vysledkd, [20-22]

(CD13+, Pgp*-) mozné technické problémy

standardni t(15;17) 24-48 100 jen ze dfené, ¢asto nejsou mitdzy, [23-25]

cytogenetika kryptickd t(15;17) fale$né negativn{

FISH t(15;17) 24 100 jen ze dfené [17,26]

rozloZen{ jemné rozprostieni PML 2-3 100 radéji ze d¥ené, navic pro sledovéni

PML proteinu (ne nuklearni téliska) MRO bude stejné nutna RT-PCR [13-17]

dvoukrokova RT-PCR PML/RAR. 7-8 100 specializovana pracovisté [27-29]

jednokrokovd RT-PCR PML/RARa 5-6 100 specializovand pracovisté [12,13,17]

*Pgp - P glykoprotein (produkt genu ,multidrug resistance“ 1, MDRT)

N

W

. Imunofenotypbunék kostni diené
je také pomérné specificky. APL je
jedinym typem myeloidni leuke-
mie, kterd neexprimuje HLA-DR.
Proto nds kombinace znakd HLA-
DR, CD33* ptivede k diagnéze APL
snadno (existuji v8ak vyjimky - viz
podrobnd diagnostika). Spolehli-
vost imunofenotypové diagnézy se
odhaduje zhruba na 95%. Kvysledku
dojdeme béhem 2 hod (tab. 1).

. Prikazt(15;17), definujici ve WHO
klasifikaci naprostou vétsinu p¥i-
padi [10,11]. Tato translokace je
zcela patognomonickd, nevyskytuje
se u zadné jiné leukemie nebo malig-
nity. K rychlému prikazut(15;17) je
metoda k detekci specifického fiiz-
niho genu PML/RARa, produktu
této translokace [12,13]. RT-PCR
prokdze tuto fuzi obvykle i u ptipad
sezanedbatelnou mérou vyplavovan(
APL promyelocytt v periferni krvi. P¥i
rychlém postupuve ,,STATIM“rezimu
dojdeme kvysledku za 5-6 hod. Jesté
rychlej$i miaze byt diagnéza pomocf
hodnoceni rozlozeni PML télisek p¥i
uziti anti-PML protilatky [13-17]
(vysledek je k dispozici za 2-3 hod).
Metoda fluorescen¢nf in situ hybri-
dizace (FISH) maZe byt podobné
rychld jako RT-PCR (za 6 hod - viz
tab. 1), v praktickém Zivoté to v3ak
trvd mnohdy podstatné déle.
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Definice onemocnéni
Francouzsko-americko-britska (FAB)
klasifikace z let 1976-1980 ([6,7],
podrobné viz téz nékolik odstavci
nize) definuje APL vylu¢né podle mor-
fologickych charakteristik bunék kostn{
drené a periferni krve.

Z hlediska cytogenetiky napro-
std vétdina piipadtd FAB M3 (APL)
neset(15;17), jejimz produktem je
fazni gen PML/RARa [23]. Zprvu se
zddlo, ze £(15;17) maji vSichni nemocnf
s APL, teprve pozdéji bylo zjisténo, ze
raritné se mohou vyskytnout i pfipady
s jinou translokacf, napt. st(11;17),
nebo s t(5;17) [9,24]. APL s t(11;17)
s fuznim genem PLZF/RARc miva sice
morfologii velmi podobnou APL (AML
FAB M3 nebo M3v), ale ve vétsiné pfi-
padl je morfologicky odlisitelnd od
typickych ptripadt APL s t(15;17) [9].

O syntézu morfologickych a novéji
definovanych genetickych charakteris-
tik se pokusila velice inteligentni, Zel
obecné malo uzivand klasifikace AML
publikovana Headem v roce 1996 [30].
Z jeho pohledu patfi APL st(15;17) do
kategorie ,true de novo AML, charak-
terizovanych cytogenetickymi trans-
lokacemi. Na rozdil od AML star$iho
véku, pro které je charakteristickd mul-
tilinedrni dysplazie a cytogenetické
aberace podobné tém u myelodysplas-
tického syndromu, je [aZ na vyjimky,
napf. pravé APL st(11;17)] pro ,true

de novo AML“ typicka relativné dobra
progndza [30].

WHO klasifikace z roku 2001 roze-
znava subtyp AML s rekurentnimi
genetickymi aberacemi, ktery zahrnuje
APL, resp. AML st(15;17)(q22;q12)
& PML/RARa, anebo s variantnimi
translokacemi [10,11]. Tato katego-
rie tedy zahrnuje nejen viechny APL,
které maji t(15;17) anebo PML/RARa,
ale i pF¥ipady s variantnimi translo-
kacemi, mezi kterymi jsou v pGvodnf
definici uvedeny tfi, u nichz jsou fuz-
nimi partnery genu RARa néasledujicf
geny: ut(11;17)(q23;921) gen PLZF,
ut(5;17)(g23;912) gen NPM (kédujici
nukleofosmin) a ut(11;17)(q13;q921)
gen NuMA [11]. Ve srovnéni s FAB kla-
sifikaci [6,7] jsou tedy vylouceny pouze
ptipady AML, které sice maji morfolo-
gii kompatibilni s kategorii M3, &i spie
M3y, ale nelze u nich prokazat jednu
z vyse uvedenych genetickych aberaci
(celkové zhruba 1% vsech pacientd
s AML FAB M3 & M3v) [31]. Naopak
v rdmci WHO definice se vyskytuji pfi-
pady s morfologii kompatibilnf s vét-
Sinou ostatnich morfologickych FAB
subtypd AML (za podminky, Ze nesou
uvedené translokace a/nebo ptislusné
fuzni geny) [10,11]. Nize bude vysvét-
leno, Ze zZlom v genu RAR« se u viech
nyni spravné lokalizuje v pruhu 17q21.

Je v8ak tfeba mit na paméti, Ze pro
pacienta neni tak dalezité, jakou
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maji jeho buriky morfologii, nybrz
to, jak md byt lé¢en. Rozdil mezi APL
st(15;17) a st(11;17) s fuznim genem
PLZF/RARa spociva hlavné v tom, ze
prvni z nich vyborné odpovida na lé¢bu
ATRA (bez ohledu na morfologicky
nélez), zatimco druhd jen mélo (je v8ak
mozné diferenciaéni i¢inek ATRA pod-
potit ptidanim G-CSF), navic sniZzenou
mérou odpovida i na lécbu As O, [32].
S ptihlédnutim k velmi nizké frekvenci
vyskytu atypickych cytogenetickych
a molekularnich aberaci u APL je ve
velkych centrech (jako nap¥. v UHKT
Praha anebo na Hematoonkologické
klinice v Brné-Bohunicich) pravdé-
podobnost zdchytu téchto vzacnych
forem APL zhruba Tkrdt za 15-20 let.
Prakticky vyznam ma tedy predevsim
co nejrychlejSizachytaberace t(15;17),
resp. jejiho produktu, fazniho genu
PML/RARa, u vSech morfologicky
spornych pFipadi, ev. u téch vzacnych
ptipadd AML, u kterych by ani zkuseny
hematolog nepojal podezrenti, Ze by se
mohlo jednat o AML st(15;17), resp.
jeji produkt PML/RAR0.

Prevalence a incidence

Pfes svou relativni vzacnost jet(15;17)
uAPL nejcastéji se vyskytujici translokacf
u AML - p#i metaanalyze 4 257 dospé-
lych pacientt byla prokdzédnav 325 pti-
padech (7,6%) [33]. V databazi UHKT
je 500 pacientd s AML diagnostiko-
vanou v letech 1991-2007. Mezi nimi
je vedeno 58 nemocnych (11,6%)
s APL st(15;17) a/nebo fliznim genem
PML/RARa. Na zakladé tohoto tdaje
odhadujeme ¢etnost APL v Cesku bez
selekce dané instituci rovnéz kolem
7-8%. U roméanské populace v Evropé,
ale i u ,latinské“ populace v USA (los-
angeleském okresu) a také v zemich
Latinské Ameriky je zastoupeni APL
v rdmci AML podstatné vyssi: 15-25%
(napf. ve Spanélsku 23%) [34-38].
Zéroven se u ptipadll ze stfedoame-
rickych zemi relativné castéji zachytf
zlom berl v genu PML (viz nize), coz
viak nevede k rozdilu v celkovém
preziti [37,38]. Incidence onemocnén(
je pomérné konstantni ve viech véko-
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vych kategoriich [39], proto medidn
véku pfi zachytu byvd ve stfednim véku
[11]. Jelikoz s vékem dochazi k ndrdstu
incidence jinych AML (s podobnymi
aberacemi jako u myelodysplastického
syndromu a s multilinedlnf dysplazif),
¢ini zastoupeni APL mezi ostatnimi
AML postupné nizsi procento [30].
U pediatrickych pacientl napf. v Itd-
lii a na Kubé APL reprezentuje 30-31%
vech pfipadi AML- incidence u dospé-
lych Kubdnct je p¥itom poloviéni
[36,40]. Existuje viak jen minimum stu-
dif, které by ptinesly tidaje o incidenci
APL. Jedna z maéla téchto studii viak
naznacuje, Ze u ,Hispanikd“ v USA nenf
incidence APL v priibéhu celého Zivota
vy83i nez u ,nehispanskych“ béloch
[41]. (Pozn. autord: Kdybychom viak
vztahli toto tvrzeni na studie ukazu-
jici vysokd procenta zastoupeni APL
v rdmci AML, dosli bychom k tomu,
Ze incidence ostatnich subtypt AML
v téchto publikacich je v pfepoctu na
obyvatele niZsi, coz je dosti nepravdé-
podobné.) Jak viak poukazuji autofi ze
zemi Latinské Ameriky, v uvedenych stu-
diich z USA jsou vnimdna etnika ptede-
v8§im na zakladé jazyka (a pak autofi
pisi o ,Hispancich“ ¢i o ,Latinos“).
Ve skute¢nosti mad napt. primérny
obyvatel Mexika - mestic - 56% gend
pochézejicich z indoevropské (,kav-
kazské“) populace, 40% genti plvodu
indidnského (odvozeného od Asiatd,
kteti prekrocili Behringovu UuZinu
pred 12 000 lety) a 4% z ¢erné popu-
lace [42]. ZvySené zastoupeni zlomu
berl v Mexiku mize byt naopak déno
asijskymi koteny u mestické populace -
také v Ciné a v Japonsku je zastoupeni
tohoto zlomu vyssi [38]. Paradoxné
viak pravé autofi z USA [34,37,41]
mohou byt blizko pravdy, nebot nelze
vyloucit, Ze pravé $panélsky nebo por-
tugalsky mluvici indoevropské narody
(tj. jen vybranf jihoevropané) zanesli
geny predisponujici k APL do Latinské
Ameriky. Vysvétleni, pro¢ néktefi Indo-
evropané (kavkazské narody) mayji vyssi
dispozici k APL a jiné mensi, viak nee-
xistuje a stale nelze vyloudit vliv faktor
zevniho prostied!.
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Diagnostika podrobné

Morfologie

JelikoZ je morfologické vySetieni stéle
standardnim prvnim krokem hemato-
logické diagnostiky, je bezpodmineéné
nutné, aby kazdy hematolog (nejen
ve specializovanych centrech) bez-
pec¢né ovladal morfologickou diagnos-
tiku APL a dokdzal na zakladé svého
nélezu indikovat molekuldrni vySetfenf
vedouci ke spravné diagnéze.

AML s flznim genem PML/RARq.
mize mit téméF jakykoli morfolo-
gicky obraz v rdmci AML (jak jesté
bude uvedeno nize), tj. nejen morfo-
logii definovanou jako M3 a M3v dle
francouzsko-americko-britské (FAB)
skupiny [6,7]. Proto je podle naseho
ndzoru vhodné vysetfovat pfitomnost
flze PML/RARa rutinné u viech AML,
a to co nejdfive od doby zachytu. Sice
velmi vzdcné, ale prece se i zkuseny
hematolog setka s velkym pfekvapenim
v podobé necekané pozitivity tohoto
vysetten.

Definice FAB skupiny. APL ve své
typické hypergranuldrni formé byla
definovdna FAB skupinou v roce
1976 jako AML M3 a o 4 roky poz-
déji byla stejnymi autory definovdna
variantni mikrogranuldrni forma one-
mocnénfi, ozna¢ovana M3v [6,7]. Roz-
poznanitypické hypergranularniformy
APL vétsinou necini obtize. Podle defi-
nice M3 FAB [6] (kurzivou je uvedeno
presné znénf definice, zatimco komen-
tdFe autord jsou uvddény standardnim
pismem) je velkd vétsina bunék ve sterndl-
nim punktdtu tvorena atypickymi promye-
locyty s charakteristickou vyraznou granu-
laci (obr. 1, 4). Bunécnd jddra se znacné lis
Jak velikosti, tak i tvarem. Mohou byt led-
vinovitd, casto dvojlalocnd, nékdy jakoby
preloZzend (obr. 4), u nékterych bunék
mohou byt excentricky uloZena. Chro-
matin byva celkem jemny (pfesto
o néco vice denzni nez u méné zralych
typt AML), jadérka byvaji riznych veli-
kosti a v nékterych promyelocytech
nemusi byt jasné patrna [8,19,43,44].
U nékterych typickych hypergranular-
nich promyelocytti v8ak strukturu chro-
matinu nelze hodnotit, nebot jadro

733




Urgentni stav v hematologii: akutni promyelocytarni leukemie - principy diagnostiky

Obr. 4. Rizné morfologické detaily bun
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&k kostni diené u APL.

a) Extrémni hypergranulace, prekryvajici bunécné jadro.

b) Velmi nepravidelnd cytoplazmatickd granulace s jakoby plynulym prechodem aZ ke tvaru Auerovych tyci, které zdanlivé

splyvaji.

¢) Burika nahote uprostfed obsahuje hrubd, tmava az ¢erna bazofilni granula a dole, vlevo od lymfocytu je burika s nepravi-
delnou granulaci cytoplazmy, s neprehlednou siti Auerovych tyéi (buriku Ize oznadit jako ,faggot cell).

d) U dvou bunék v cytoplazmé jsou patrna velka granula ¢i inkluze, podobnd Chédiakové-Higashiho granulaci.

e) Abnormalné ¢lenitd, konvolutovana jadra leukemickych promyelocytd.

f) Nepravidelnost bunéé¢né membrdany leukemickych promyelocytli. Cytoplazma tvofi ndsledkem ¢dste¢né desintegrace
pupence (,,budding“), nad burikou vlevo je zfetelny fragment agranuldrni cytoplazmy (klazmacytéza).

(barveni podle Maye-Griinwalda a Giemsy, plivodn{ zvétseni 1 000krat)

je prekryto granulaci (coz je rys APL,
ktery byva pozorovan u jinych subtypd
AML velmi vzacné). Cytoplazma vétsiny
leukemickych promyelocytii nebyva p¥ilis
bazofilnf, ale byvd objemnd a je kompletné
vyplnéna tésné napéchovanymi, ¢i dokonce
splyvajicimi velkymi granuly barvicimi se
Romanowskiho barvivy svétle riZové, cer-
vené anebo purpurové (az fialovo-cerné).
V nékterych burikdch je cytoplazma vyplnéna
Jemnymi, prachovitymi granuly. Charakte-
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ristické buriky obsahujici otypky Auerovych
tyci (,,faggots“ — obr. 3) ndhodné distribuo-
vané v cytoplazmé jsou takrka vZdy pritomny
vkostni dreni a nékdy i v perifern/ krvi. Nalez
»faggot cells“ se v té dobé povazoval za
patognomonicky (jiz jsme v3ak uvedli,
Ze to neplati absolutné - viz téz obr. 3).
Gytoplazma ,,faggoty* obsahujicich bunék je
Casto bez granul a je bledd, ale miiZe obsa-
hovat i azurofilni granula. Rizné velky podil
hypergranuldrnich promyelocytii a ,,faggot

cells“ se miiZe rozpadnout a pak lezi granula
a Auerovy tyce volné mezi jinymi burikami,
mohou leZet i pres né. Je nutno odlisit pri-
pady M2 se zvysenym procentem promyelo-
oyt od M3. U M2 je cytoplazmatickd gra-
nulace obvykle méné intenzivai a nezakryvd
bazofilni cytoplazmu, jak je obvyklé u M3;
nicméné prileZitostné se u M2 zastihne
burika s cytoplazmou vyplnénou hrubymi
granuly. Na zakladé vlastni zkugenosti
také doporucujeme srovnani velikosti
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leukemickych promyelocytd s normal-

nimi protéjsky: u APL jsou casto (ale

zdaleka ne vZdy) o néco mensi.

V roce 1980 byl publikovdn ¢lanek
FAB skupiny s definici variantni hypo-
granuldrni formy M3v [7]. Pi3e se
v ném: Veétsina pripadii odpovidd popisu
M3, avsak byla popsdna atypickd forma,
charakterizovand spiSe minimdlni neZ exce-
sivni granulaci (4 citace, napt. Galton et
al [45]). Nejndpadnéjsi cytomorfolo-
gicky rys této ,M3 varianty“ se vztahuje
ke konfiguraci jddra a k relativné malému
vyskytu bunék s vjraznou granulaci’ a bunék
obsahujicich Auerovy tyce (,,faggot cells®).
Jddro témér kazdé buriky je dvojlalocné,
multibilobuldrni, nebo ledvinovité, ale vét-
Sina bunék je bud’ zcela prosta granulace,
anebo obsahuje jen mdlo jemnych azurofil-
nich granul (obr. 2). Nicméné je pfitomno
nékolik bunék se vsemi cytoplazmatickymi
rysy typické M3. Jsou-li prehlédnuty, pFipad
bude pravdépodobné chybné diagnostiko-
vdn jako monocytdrnf leukemie. Dodejme,
Ze v priméru mohou mit M3v pfipady
vyraznéj§i cytoplazmatickou bazofilii.
A nyni pozor, dilezity dovétek autord,
na ktery stéle fada hematologli zapo-
mina: Tato atypickd morfologie je rysem
bunék periferni krve (obr. 2). V kostni
drenije morfologie blizsiM3. Dale autoti
uvadéji, ze pocet leukocytd byvd u pti-
padt M3v vy88f nez u casto leukope-
nické M3. Uddvaji 3 diivody, pro¢ M3v
povazovat jen za variantu M3:

1. byt v mensim poctu, jsou pfitomny
morfologicky typické M3 buriky,

2. oba typy leukemie jsou provazeny
diseminovanou intravaskularni koa-
gulaci (DIC),

3.t(15;17) se prokazuje u obou typd

[7]-

Udava se, Zze M3v morfologii ma
zhruba 15-27% ptipadt APL [9,46].
Ve ukazuje na to, ze APL s morfolo-
giif M3, resp. M3y, nejsou riizné sub-
typy, nybrz rtizna stadia jednoho one-
mocnéni. Byly pozorovany pripady, kdy
pacients typickou APLv dobé diagndézy
mél p¥i relapsu morfologii ,,podob-
nou jinym AML® [47]. Davod, pro¢
se zachyti M3v v USA ¢astéji u nebilé
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rasy [46], miZe souviset i s otdz-
kami socidlnimi - tito nemocni prosté
mohou v praméru prijit k |éka¥i pozdéji
neZ bélosi. Z hlediska FAB klasifikace,
zalozené na morfologii, hrozi u va-
riantn{ formy M3v pFi relativné sub-
jektivnim hodnoceni natérli mnohem
véts{ nebezpedi zdmény s jinym subty-
pem AML (predeviim M5b, M5a, M4,
M2, ev. M1). Nicméné lze Fici, Ze i p¥i
variantni formé muze byt v typickych
ptipadech (napt. s priikazem ,faggot
cells“) diagnéza vyféena s pomérné
malym rizikem omylu. Je-li nase pra-
covni diagnéza M3y, je jeji rozpo-
zndnfi zaloZeno na pozitivni identifikaci
urc¢itych morfologickych charakteris-
tik a riziko omylu je nizké. V opaéném
sledu, kdy morfolog nemd podezrent
na M3y, ale na jiny typ AML, je riziko
nepoznan{ M3v formy podstatné vy3si.

Jen pro uplnost dodejme, Ze asto
midZzeme v aspirdtu kostni diené
u APL nalézt necetné zralej$i elementy
neutrofilni granulopoezy a ty mohou
mit rtzné poruchy vyzrdvani a ndpad-
nou maturaéni asynchronii, jsou-li
jiz potomstvem leukemického klonu.
Mohou mit napt. Pelgerovu-Hué-
tovu anomdlii, pfipadné Auerovy tyce
mohou dolozit pdvod buriky z leuke-
mického klonu. Naopak vyznamnéjsi
dysplazie ¢ervené a megakaryocytarni
fady do obrazu nové diagnostikované
APL nepatfi.

Tan et al [48] v elektronoptické stu-
dii popsali typickou strukturu chroma-
tinu APL buriky. Je vice kondenzovany
u jaderné membrany a disperznéjsi
uprostied jadra, s nukleoly (obsahuji-
cimi nukleolonemata a pars amorpha)
typicky lokalizovanymi spiSe pobliz
jaderné membrany. PFi panoptic-
kém barvenf jsou jadérka nékdy maélo
zfetelnd, |épe jsou vidét v méné zra-
lych burikdch M3 a obecné u varianty
M3y, nebot chromatin téchto bunék je
o néco jemnéjsi. Pokud se tykd azuro-
filnf granulace, obsahuje FAB definice
[6] informaci o tom, Ze granula mohou
v nékterych burikach splyvat; neinfor-
muje viak, Ze granula mohou byt co do
velikosti i tvaru dosti bizarni, Sainty et
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al (viz nize [9]) nékteré z téchto atypif
oznaluji jako ,,Chédiak-Higashi-like®
(viz téZz obr. 4). Auerovy tyce jsou
u APL robustnéjsi nez u jinych subtypt
AML[8].

Kromé vy3e uvedenych morfologic-
kych subtypl APL M3 a M3v, mezi
nimiz neexistuje ostra hranice [8], byla
popsana fada dalsich morfologickych
nuanci, pfi¢emz u vdech z nich se pro-
kazuje t(15;17) - nynf jiz tedy hovotfime
oAPLdefinovanérekurentnichromozo-
malni aberaci, tzn. o onemocnéni defi-
novaném podle WHO klasifikace [11].
Avsak jiz v dobé, kdy jesté nebyla obje-
vena souvislost APL st(15;17), uvadéli
Liso et al [49] ve své cytochemické stu-
dii ptipad APL s granuly metachroma-
ticky barvitelnymi toluidinovou mod#f
a diskutovali podobnost bunék s bazo-
filnimi promyelocyty (viz téz obr. 4). Az
o mnoho let pozdéji byla Kubonishim
et al [50] popsdna APL s bazofilni dife-
renciaci, kterd neslat(15;17). Koike et
al a po nich Tallman et al ukazali, ze
tato dal3i variantni forma maze byt
spojena klinicky s hyperhistaminemif,
$okovym stavem s ulceracemi v zaludku
a duodenu, s rozsitenim perifernich
cév a bolestmi hlavy, a cytogeneticky
s prestavbou kratkého raménka chro-
mozomu 12 (pruhu 12p13) [51,52].
Neméli bychom zaménit popsané pii-
pady s bazofilnimi granuly s dalsf va-
riantou, a sice hyperbazofilni APL,
prvné popsanou McKennou et al [53].
U té se bazofilie tyka cytoplazmy, APL
je mikrogranuldrni a m4 nékteré mye-
lomonocytarni rysy. Na monocytoidni
rysy tohoto typu APL, jak v cytoche-
mické, tak i imunofenotypové roviné,
upozornila fada pracfi, vcetné cito-
vané prdce Lisa et al i cytochemické
studie Lemeze [43,49,54,55]. Naeme
et al v roce 1997 rozeznavali 5 morfo-
logickych subtypli APL - jiz zminéné
M3, M3v, McKennovu hyperbazo-
filnf variantu a nové popsané pFipady
podobnéM1aM2[56]. Stejnd skupina
potom popsala pacienta s t(15;17),
ktery byl odeslan k pfijmu pod diagné-
zou akutni lymfoblastické leukemie.
Buriky byly agranuldrni (viz téZ obr. 2),
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pouze v elektronovém mikroskopu byly
necetné buriky slabé pozitivni na pero-
xiddzu, c¢asto byly pfitomny cytoplaz-
matické vybézky [57] (viz téZ obr. 4). Ty
jsou v8ak casto spojeny s hyperbazo-
filni variantou - pfipominaji nékdy
mikromegakaryocyty [43]. | imuno-
fenotyp byl u uvedeného pt¥ipadu
v souladu s nezralosti bunék a akutnf
leukemie byla povaZovana za bifeno-
typovou - CD34", DR", CD2*, CD7",
CD13*, CD15%, ale CD33" [57] (ackoli
nebyla splnéna kritéria pro bifenotypo-
vou akutni leukemii [58]). Dopis edi-
torovi o tomto pfipadu byl v ¢asopise
zafazen hned za dal$im (Aventin et al),
popisujicim téméF stejny pfipad agra-
nularni, HLA-DR" leukemie, s expresf
PML/RARo. se zZlomem bcr3 [59]. Mor-
gan et al [60] popsali i pfipad APL
s megakaryoblastickymi rysy jak na
drovni morfologické (buriky s cytoplaz-
matickymi vybézky), tak iimunofenoty-
pové - HLA-DR s expresi megakaryocy-
popséan pfipad AML s eozinofilni dife-
renciaci, s priikazem fluze PML/RAR«
[61]. Byl publikovan i pfipad imunolo-
gicky méné zralé (CD34") APL s vyraz-
nou fibrézou dtené, kterd ustoupila
po standardnf terapii (indukci dauno-
rubicinem a ATRA, 3 konsolidacich)
a autolognf transplantaci [62]. Z uve-
deného vyctu vidime, Ze témér jaky-
koli morfologicky nalez akutni leuke-
mie muzZe byt ve skute¢nosti vzicnou
formou AML s t(15;17) podle definice
WHO. Onemocnéni definované WHO
m4d tedy podstatné 3irsi diferencialnf
diagnostiku nez APL definovana skupi-
nou FAB. Proto doporudujeme prova-
dét vysetieni k vylouceni této translo-
kace u v8ech pFipadii AML.
Cytochemicky nachdzime u APL
pozitivitu pfi prikazu myeloperoxi-
dazy, naftol AS-D chloroacetait-este-
rdzy a pfi barveni sudanovou &erni
B [8,19,43,49,63]. Velmi vyraznou
pozitivitu téchto reakci nalezneme
u typickych M3 forem APL - u téch
v8ak obvykle nepotfebujeme cytoche-
mickd vy3etteni, nebot obraz p¥i stan-
dardnim panoptickém barveni podle
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Obr. 5. Leukemoidni promyelocytarni reakce.
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Kostni dferi pacientky, zotavujici se z itlumu krvetvorby po terapii azathioprinem.
Ackoli ptevahu bunék tvoii promyelocyty s hrubou granulacf (ojedinéle i piekry-
vajici bunécné jadro), nejde o leukemii, pacientka méla normaélni karyotyp a nebyl
prokazan fluzni gen PML/RARo (na rozdil od viech p¥ipadil na obr. 1-4 s vyjim-
kou obr. 3h). Jadra maji tvar obdobny jako normalni velmi ,mladé“, velké pro-
myelocyty, na rozdil od leukemickych promyelocytti jsou zfetelna projasnénf cyto-
plazmy v oblasti Golgiho zény. Nelze nalézt Auerovy tyce. V preparatu jsou cetné
trombocyty (i jejich shluky), coz by bylo u APL neobvyklé. V mezibunééném pro-
storu |ze pozorovat azurofilni granula, pochézejici z rozpadlych elementd (stejné
jako u ptipadd APL) (barveni podle Maye-Griinwalda a Giemsy, ptvodni zvétsen{

1 000krat).

Maye-Griinwalda-Giemsy je dosta-

te¢nésugestivni, navicvysledky cytoche-

mie nejsou pro APL nijak specifické -
podobné vysledky byvaji pozorovany

i u jinych subtypl AML s vyzréva-

nim [43]. Na druhé strané zase casto

byva u variantni formy M3v pozitivita

v uvedenych reakcich méné vyraznd.

Cytochemie viak muZe byt i moderni

diagnostice platna dvéma zpdsoby:

1. Pomoci peroxiddzové reakce snaze
odhalime Auerovy tyce a ,faggot
cells“, které nemusej byt patrné pfi
panoptickém barveni (vlastni zkuse-
nost) - Liso s Bennettem za stejnym
tcelem doporucuji chloroacetat-
esterdzu, naopak myeloperoxidazu
nedoporuduji [19].

2. Ndpadné silna reakce myeloperoxi-
dézy v hypogranuldrnich burikdch
nds mdZe upozornit, Ze dany pfipad
AML by ve skuteénosti mohl byt APL

[8]. Je vSak nutno pocitat s tim, Ze
reakce myeloperoxiddzy muze byt
u M3v formy slabsi; u hyperbazo-
filni formy naopak byvd reakce
silnd [19]. V ptipadé, Ze laborato¥
md k dispozici analyzator krevnich
obrazl pracujici na principu pri-
kazu myeloperoxiddzy (napt. pfistroj
Advia 120 fy Bayer), je mozné rychlé
rozliSeni mezi variantni formou APL
(AML M3v) a AML MS5.

Jak iz bylo zminéno v odstavci o defi-
nici onemocnéni, APL st(11;17) a fuz-
nim genem PLZF/RARa ma specific-
kou morfologii. Mezinarodnf skupina
na seminafi v Monze v ¢ervnu roku
1997 probirala ptipady APL bez pro-
kdzanét(15;17). Vytvorila pomérné
jednoduchou klasifikaci APL podle
tvaru bunééného jadra (pravidelné
kulaté nebo ovalné versus nepravi-
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delné, napt. ledvinovité, dvojlalo¢né,
prehnuté), stupné granularity (hyper-
nebo hypo-) a p¥itomnosti Auerovych
ty¢i. Takto bylo vytvofeno 12 zadklad-
nich kategorii bunék a k nim pak byly
pridany jesté 3 specidlni, a sice kate-
gorie bunék s bazofilnimi granuly, déle
kategorie bunék s granuly podobnymi
Chédiakové-Higashiho granulim (viz
téZ obr. 4), a posledné kategorie zra-
jicich pelgeroidnich bunék. Morfolo-
gické nalezy pak byly porovnany s cyto-
genetickymi a molekuldrnimi ddaji.
Vyslo najevo, Ze vyrazné se odlisuji APL
s t(11;17) s fuzi PLZF/RARa. Na roz-
dil od typické APL st(15;17) maji pre-
devdim dosti pravidelna jadra (jinak
typictéjsi pro M2 leukemie). Rovnéz
struktura jejich chromatinu byva kon-
denzovanéjsi (blizi se jiz k myelocy-
tdm). Vyraznéjsi nez u APL s £(15;17)
byva zrajici granulocytarni kompo-
nenta, s ¢etnymi neutrofily s Pelgero-
vou-Huétovou anomdlii. Tento typ APL
morfologicky ¢asto stoji na pomezf
M2 a M3 ve FAB klasifikaci. Vétsina
APL st(11;17) je hypergranuldrni, jen
v nékterych ptipadech jsou p¥itomny
i ,faggot cells“ [9].

Existujf i nékteré stavy, které by méné
zkuseny morfolog mohl mylné vyda-
vat za APL. V prvni fadé je nutno
odlisit promyelocytdrni leukemoidni
reakce, ¢asto v souvislosti s reparac-
nim procesem v kostni dfeni po ttlumu
krvetvorby, napf. u revmatologickych
pacientl lé¢enych metotrexdtem nebo
azathioprinem (obr. 5). Promyelo-
cyty byvaji u tohoto reaktivniho stavu
velké (jde o nejvétsi buriky kostni dené
s vyjimkou megakaryocyttl), se silné
bazofilni cytoplazmou a s vyraznou
toxickou azurofilnf granulaci. Na rozdil
od leukemickych promyelocytd mivajf
projasnéni v oblasti Golgiho zdény.
Pochopitelné zde nenalezneme Auerovy
tyce a extrémni miru atypie granulace,
jako je bézné u APL. Jadra hyperprolife-
rujicich normélnich promyelocytt jsou
ovalnd nebo ledvinovitd podle miry
jejich zralosti, chromatinova struktura
je v souladu s maturaénim stadiem
buriky (oproti APL tedy chybi vyraznéjsi
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maturacn{ asynchronie), maji sttedné

ztetelnd jadérka (obr. 5). Dal$im sta-

vem, ktery by mohl byt ev. povaZo-
van za APL, by mohl byt ojedinély pfi-
pad myelodysplastického syndromu

s matura¢nim blokem na drovni pro-

myelocytd. U takového stavu mohou

(ale nemusi) byt ptitomny dysplas-

tické zmény ostatnich ¥ad krvetvorby,

avdak k zaméné s typickou APL by dojit
nemélo.
Jaky je dopad znalosti morfologie

u APL?

1.V pripadé typické FAB M3 nas mor-
fologie sama ptivede k diagndze.
Pacient dostane ATRA a diagnézu
pak bez vétsiho spéchu verifikujeme
molekularné.

2. Nékteré pfipady jsou ovéem mor-
fologicky sporné. Plati to pro si-
tuace (a), ve kterych je diagnéza
APL pravdépodobnd, ale nikoli jista,
a pro situace (b), kdy s diagnézou
APL poditame pouze jako s dife-
rencidlné-diagnostickou moZnosti.
V obou p¥ipadech pak musime velice
spéchat s molekuldrni verifikaci.
V ptipadé (a) musi pacient dostat
[écbu ATRA (spéch je na misté proto,
aby se nestalo, Ze pacient neexpri-
mujici PML/RARo bude dostdvat
neindikované terapii ATRA a zaro-
veri nebude léc¢en dle protokolu
vhodnéjsiho pro jiné typy AML). P-
pad (b) je nejtézsi k rozhodovani,
zda rovnou ordinovat ATRA - zaleZi
na konkrétnim posouzeni klinika,
morfologa a imunofenotypisty.
Pravé zde je misto pro zku3eného
morfologa, aby umél ,vychytat®
podezielé nalezy, a to obzvlasté na
pracovistich, ktera nedélaji pausalnf
screening na fuzni gen PML/RAR«
u viech pacientli s AML, aby zvézil
indikaci pro jeho ,STATIM® vy3et-
feni a dal popud k ev. nasazeni |é¢by
ATRA.

3. Morfologie mulze vést k suspekci
nat(11;17), kterou musime verifi-
kovat opét molekuldrné a cytoge-
neticky. Tuto leukemii musime lé¢it
jinak nez APL s t(15;17), nebot je
relativné ATRA-rezistentni.
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4. Odliseni M3 a M3v md i své kli-
nické a prognostické korelaty - M3v
je spojena s leukocytézou i s ten-
denci k horsi Sanci docilit kom-
pletni remise (po dosaZenf remise se
vdak jiz vliv morfologického subtypu
v dobé diagnézy neuplatni) [46].

Imunofenotyp
Pro diagnostiku APL znamenalo za-
vedeni monoklonalnich protildtek vy-
znamny posun. Jejich pomoci Ize deteko-
vat pomérné specificky imunofenotyp
APL bunék - HLA-DR", CD33*, CD13".
Ackoli tento fenotyp nenf zcela speci-
ficky, jeho vySetfeni patif k zakladnim
diagnostickym opatfenim. Navic vysle-
dek je k dispozici velmi rychle (tab. 1).
Jak jsme jiz uvedli, ve vétsiné ptipadd
napomduze spravné diagndze prikaz
HLA-DR blastti a promyelocyt(i v kon-
textu myeloidniho fenotypu, s pozitivi-
tou znaku CD33 nebo CD13 [20,64]
(v sestavé UHKT jsou oba tyto myeloidnf
znaky exprimovany u 98% pacientd).
Clanek v knize WHO Kklasifikace p¥i-
pousti moznost proménlivéjsi (tj. méné
konstantni) exprese CD13 ve srovnanf{
s CD33 [11]. Chceme vsak zddraznit,
Ze prikaz DR negativity nenf nikterak
patognomonicky pro APL a diagndéza
by méla byt potvrzena daldim vy3ette-
nim, predevsim molekuldrné biologic-
kym, a méla by byt v souladu s vysledky
morfologie a cytochemie. Déle je
nutno si uvédomit, Ze existuji pripady
APL pozitivni na HLA-DR. Na kon-
ferenci o APL - A Curable Disease? -
v Rimé v roce 1993 referovaly dokonce
3 rdzné italské skupiny o incidenci DR*
u APL ve 4%, resp. 14%, resp. 22%
ptipadd. V kapitole o morfologii byly
zminény AML st(15;17) s velice nezra-
lym fenotypem, s pozitivitou HLA-DR.
V UHKT jsme viak vidéli pouze jedi-
ného pacienta pozitivntho na HLA-DR
ze 41 hodnocenych ptipadl (2%). Je
viak tfeba pocitat s tim, Ze reprodu-
kovatelnost morfologickych vysledkd,
alesport pokud se tyka typické hyper-
granuldrni APL, je pomérné vysoka,
zatimco u imunofenotypovych ana-
lyz mze byt naopak nizsi, nebot mutize
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Tab. 2. Kritéria pro imunologickou diagnostiku APL.

Subtyp Imunofenotypova charakteristika

hypergranularni - blastickd komponenta (> 20 %) s heterogennim a vyznamnym FSC, SSC a s dysregulovanou (negativni, varia-
bilni, bimodalni) expresi znaku CD45 - nachdzi se v blastickém gatu

- vyznamna autofluorescence patologické populace

- homogennf exprese znaku CD33, intenzivnéjsi nez na povrchu neutrofil(

- heterogennf exprese znaku CD13%

- silnd exprese myeloperoxiddzy

- negativn{ exprese znakd HLA-DR, CD11b, CD15 a CD16

- Castd exprese ,,primitivniho“ znaku CD117

hypogranuldrni - blastickd komponenta (> 20 %) s heterogennim, nizkym SSC a s dysregulovanou (negativni, variabilnf, bimo-
dalni) expresi znaku CD45 - nachdzi se v blastickém gatu

- homogenni, intenzivni exprese znaku CD33, heterogennf exprese znaku CD13"

- Castd pozitivita ,,primitivnich“ znakd CD34 a CD117

- Castd pozitivita znaku CD2

- HLA-DR mZe byt slabé pozitivni, znaky CD11b,CD15 a CD16 jsou negativni

FSC - ,forward scatter; SSC - , side scatter

tHeterogennf z hlediska intenzity fluorescence. V sestavé pacientli s APL z UHKT byl znak CD13 (stejn& jako CD33) exprimovén
u 98 % jedincti s M3 nebo M3v morfologif.

byt zatizena pouZitim monoklonal-
nich protildtek proti riiznym epitopim
zkoumaného antigenu (velky pozor je
nutno davat predevsim pfi volbé proti-
latky proti HLA-DR), ev. i technickymi
chybami v méné zkusenych rukdch.
Principy imunologické diagnostiky APL
podle jednoho z nés (I. M.) jsou suma-
rizovany v tab. 2. Z ostatnich znakd
muze byt zhruba ve 30-40% pfipadi
ptitomen i antigen CD15, prokazatelny
protilatkou proti sializovanému anti-
genu (klon VEP-9), avsak nikoli pro-
tilitkou proti nesializovanému anti-
genu (klon VIM-DS5) [20]. Exprese
CD15 muZe byt pozorovana pouze
uptipadtd CD34 [11]. ZnakCD34 byvd
exprimovdn predeviim u morfologic-
kého subtypu M3v (v sestavé UHKT je
pozitivni ve 23 % ze v8ech APL). Rov-
néz tak variantni forma M3v je o néco
Castéji spojena s expresi lymfoidnich
antigenti CD2, CD7 a CD19 (v UHKT
jsme pouze ve 3 ptipadech, tzn. u 6%
ze viech pacientl, nasli koexpresi
CD2, z ostatnich uvedenych lymfoid-
nich antigen(i jsme neprokazali Zadny).
Monocytoidni markery, resp. adhe-
zivni molekuly CD14, CD11b a CD11c,
se prokazuji pomérné vzdcné [20]
(v nasi sestavé 2%, 21%, resp. 11%).
CD117 (produkt genu C-KIT) jsme
nasli u 54% nemocnych v souladu
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s nékterymi publikovanymi vysledky
[65], zatimco podle Paiettaové et
al [66] je tento znak pFitomen vzdy.
Pomérné hodné pozornosti bylo véno-
vano antigenu CD56, normélné expri-
movanému NK burkami (pFirozenymi
zabfjeci). Nékteré skupiny jej povazuji
za marker neptiznivé progndzy pri APL
[67,68]. Nicméné zadny z uvedenych
znakd, kromé negativity HLA-DR,
nema diskriminaéni hodnotu pro dife-
rencidlni diagnézu mezi APL a ostat-
nimi AML. Od APL je tfeba odlisit jiné
HLA-DR" akutnileukemie: malou ¢ast
vyzravajicich AML FAB M2, akutni lym-
foblastickou leukemii T fady a dale
hypergranuldarni AML morfologicky
silné pfipominajici APL s NK/myeloid-
nim CD56" fenotypem. Tato leuke-
mie v3ak nenese t(15;17), pouze
1/20 popsanych ptipadt mél t(11;17)
[69]. Podle Paiettaové et al by diskri-
minaéni hodnotu pro odliseni APL od
jinych AML s relativné zralym imuno-
fenotypem mohla mit negativita znakd
CD11a a CD18 (leukocytarnich inte-
grin() [22,66].

Cytogenetika a molekuldrni biologie
Pro diagnézu APL, resp. AMLs t(15;17)
[10,11], je nutno jakymkoli zpiso-
bem tuto translokaci prokdzat. Mize
byt zachycena cytogeneticky na drovni

chromozomdlni analyzy, nebo imu-
nologicky na udrovni proteini anebo
na drovni nukleovych kyselin meto-
dami molekularni genetiky. Vzhledem
k ¢asto vyzadované rychlosti prikazu
(tab. 1) ma v diagnostice zcela vysadni
misto PCR metoda pro detekci fuz-
ntho genu PML/RARa [13,23,70,71].
O situacich, kdy by vySetfeni mélo
byt pozadovano ve ,STATIM® rezimu,
jiz bylo pojednédno vyse (v odstavci
Morfologie).

Metody konvenéni cytogenetiky
pro zachyt t(15;17) (G- a Q-pruho-
vanf, tj. identifikace pruhl na chro-
mozémech po barveni podle Giemsy,
resp. po fluorescenénim barveni china-
krinem), dovolily v roce 1976 Golom-
bovi et al odhalit inzerci na chromo-
zomu 17 u 2 pacientd s APL [72,73],
o rok pozdéji stejna skupina z Chicaga
(Rowleyovd et al) zjistila pfi popisu
3. ptipadu (vzorku z periferni krvel!),
Ze jde o translokaci mezi chromozomy
15 a 17 se zlomovymi misty v oblastech
t(15;17)(q22;921), kterd je balan-
covana [25], a navic reciproka [74]
(obr. 6).Vroce 1984 pakstejna skupina
publikovala, Ze tato translokace byla
zachycena u kazdého z 27 vySettenych
pacientl s APL. V této praci jsou také
presné lokalizovdna zlomovd mista,
a sice 15q22 a 17q21.1 [24]. Pozdéjsi
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Obr. 6. Schematické znazornéni reciproké, balancované t(15;17).

Normalni chromozomy ¢. 15 a 17 jsou znadzornény na krajich, jejich vysledné
zmény jsou uprostied na chromozomech der(15) a der(17). Lokalizace zlomd
v genu PML (jde o ,breakpoint cluster region“ - bcr) a RARa je zndzornéna zele-
nymi Sipkami. PFi translokaci vzniknou proteiny PML rdzné délky (nasledkem
splicingu), fuzni proteiny PML/RARa a RARa/PML a stéle je pfitomen normaln{
protein RAR« (vznikd prepisem z druhé, nepostizené alely).

molekularni analyzy potvrdily spravné
uréeni mist zlom@ na obou chromo-
zomech [75-77]. WHO Kklasifikace
[11] tedy uvadi (podle d¥ivéjsi cytoge-
netické literatury a projektu Human
Gene Mapping 9 z roku 1987) patrné
nespravny lokus 17q11.2-12 pro zlom
na chromozomu 17.

Praxe v jinych institucich se neuka-
zala byt tak dokonald, jak naznaco-
vala publikace se zjisténim translo-
kacet(15;17) ve 100% ptipadd [24]:
bézné se zachyti u 41-97% morfo-
logicky diagnostikovanych ptipadd
[76,78]. MUze byt problém ziskat
dostatek metafdzi k vySetfeni - APL
buriky majf nizkou syntézu DNA (podle
studii s inkorporaci *H-thymidinu niz§{
nez normdlni promyelocyty) i nizky
mitoticky index [79,80], navic problé-
mem mohou byt také kontaminujici
délici se normdlnf burky, napf. eryt-
roblasty, navic se stava, Ze je k dispo-
zici mélo materidlu k analyze, nebot se
klinikovi odebirajicimu dferi muize vzo-
rek ve zkumavce srazit nasledkem DIC.
Pozorovéni, Ze fuzni gen PML/RARo.
byl ptitomen u viech pfipadd s APL,
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zatimco fluzni gen RARa/PML jen
u 12/18 pacienttl, ukazaly, zet(15;17)
nemusi byt vzdy reciprokd [76] a ze
muaze jit o kryptické, submikrosko-
pické translokace [23,31,81].

Vyznam standardniho cytogenetic-
kého vysetteni se dnes, v dobé moleku-
larnich analyz, snizil predevdim z hle-
diska diagnostiky typické t(15;17),
avdak standardni analyza stdle posky-
tuje dalezitou moznost zachytu né-
kterych alternativnich translokaci.
Dosud jich bylo popsano 5: predeviim
t(11;17)(q23;921) s faznim genem
PLZF/RARa a reciprokym transkriptem
RARay/PLZF (vyskytuje se zhrubav 0,8 %
pripad APL), zhruba u 0,4% ptipadt
APL lze prokazat t(5;17)(q35;921)
s transkriptem NPM/RARo. (téz i reci-
prokym). Zbylé 3 typy cytogenetickych
a molekuldrnich aberaci byly popsany
pouze v ojedinélych pfipadech. Jedna
se ot(11;17)(q13;921) s fuznim genem
NuMA/RARa (bez tvorby reciprokého
transkriptu), o intersticidlni deleci
(3 Mb dlouhou), kterd vede k tvorbé
fuzntho genu STAT5b/RARa (logicky
také bez reciprokého transkriptu)
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[31,32], a posledné o neddvno popsa-
nou fuzi PRKARTA/RARa, vzniklou
patrné rovnéz intersticidlni deleci [82].
Jak jiz bylo uvedeno, stale existuje maly
zlomek pfipadi s APL (s FAB AML
M3 morfologif), u nichZ nelze proka-
zat zddnou z vySe uvedenych genetic-
kych aberacf (celkové zhruba 1% viech
pacientl s AML FAB M3 ¢ M3v) [31].
Vyznam mozného zachytu komplex-
nich translokaci a ev. pfidatnych cyto-
genetickych aberaci dnes jiz nenfvelky -
pokud se prokdzou, neméni prognézu
onemocnéni (nicméné nelze vyloucit,
Ze z hlediska progndzy jednotlivého
pacienta mohou mit nékteré komplexnf
prestavby negativni dopad). Zlomy na
chromozomech 15 a 17 jsou p¥i kom-
plexnich aberacich stejné jako u kla-
sické t(15;17) a vzdy lze prokazat flizn{
gen PML/RARo [81,83]. Nejcastéjsi
sekunddrni cytogenetickou aberaci je
trizomie 8, vyskytuje se u 17% nemoc-
nych [84]. V ptipadé nékterych prekva-
pivych vysledkd cytogenetiky, jako byl
napf. na8 zachyt t(14;22), je nutno pat-
rat po vrozené aberaci, nesouvisejici
s onemocnénim. Vysledek konvenéni
cytogenetiky maze byt hotov nejdfive
za 24 hod (tab. 1), obvykle to v3ak trva
déle, mj. také podle zvolené délky kul-
tivace, pottebné pro ziskdnf dostatec-
ného poctu mitéz. Doporucuje se kul-
tivovat buriky nejméné 48 hod, protoze
buriky s fiznim genem PML/RARc maji
deldi generaéni ¢as a pti delsi kultivaci
sndze ziskdme dostate¢ny pocet mitéz
pro cytogenetickou analyzu.

Detekce t(15;17) pomoci fluores-
cenéni in situ hybridizace (FISH) pat#
mezi metody molekuldrni cytogenetiky
a pri detekci fiize PML/RARa mé oproti
karyotypové analyze jader v metafazi
k prikazut(15;17) obecné tu vyhodu,
Ze mize kvySetieni pouzit buriky v inter-
fazi a nevyzaduje kultivaci. Pomocf
FISH se zachyti fize PML/RARc Castéji
nezt(15;17) pfi standardni cytogene-
tické analyze. FISH dosahuje citlivosti
10" az 102 a Ize ji provést béhem néko-
lika hodin (tab. 1). Obvykle se v cyto-
genetické laboratofi provadi mole-
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kularni vysetfeni jako doplrikové ke . .
Tab. 3. Sekvence primert pouzivanych v UHKT pro zadchyt PML/RARa

i detekci minimdlniho rezidudlniho onemocnéni. Jsou velmi podobné (nikoli
identické) s primery publikovanymi Biondim et al [27], jsou i stejné ozna-
¢eny. M2 a M4 jsou pfedni primery, R5 a R8 reverzni. Mista jejich hybri-

klasické analyze karyotypu.
Detekce PML/RARa pomoci poly-
merazové Fetézové reakce po reverzni

transkripci (RT-PCR) je na vétsiné pra- dizace s cDNA jsou znazornéna na obr. 7. Pro zachyt L a V transkript( (se
covist zakladni vySetfovaci metodou zlomy ber1 a ber2 v genu PML) uzivame dvojici primerd M2-R8, PCR pro-
pro detekci fuze PML/RARq. Spodiva dukt ma 326 bp. Pro zachyt S transkriptd (se zlomem bcr3) pozivime pri-
v amplifikaci genovych tsekd vymeze- mery M4-R8, vysledny PCR produkt je 324 bp dlouhy.
nych nukleotidovymi primery specific- Nazev primeru Sekvence
kymi pro jednotlivé zIo,mové oblasti fuz- M2 5 _ AGTGTACGCCTTCTCCATCA-3’
nich gend (obr. 6). VUHKT pouZivaime M4 5’ - AGCTGCTGGAGGCTGTGGACGCGCGGTACC-3’
predni primery M2 a M4 a reverzn( pri- RS 5’ - CCCCATAGTGGTAGCCTGAGGACT-3’

R8 5’ - CAGAACTGCTGCTCTGGGTCTCAAT-3’

mery R5 a R8 podle jedné z pavodnich

PML RARa

*-F—I—q!——-
M4 + M2 t 4 RE RS
berd b berl
Typ dlomu
avysledny typ transhriptu

_
dlaathi (L] eyp
varianend V) typ _
s vy
krdichof [5) typ _
)

Uit pnimert:
Zichyt berl,2jen 1krok:  M2-RE
berd  jen 1 krok:  M4-RE
MR berl, 2 1. krok: M2-R5
2. krok: M2-RE
ber3 1. krok:  M4-RS
2, krok: M4-RE

Obr. 7. Schematické zobrazeni zZlomovych mist (bcr - breakpoint cluster region) genu PML a vyslednych typ( transkript(
PML/RARo..

Cisla oznacuji exony. Cerné 3ipky ukazuji jednotliva zZlomovéa mista na DNA genu PML: bcr3 ve 3. intronu, ber2 v 6. exonu
(svorka znazornuje variabilitu lokalizace zZlomu v rdmci tohoto exonu) a ber1 v 6. intronu (neznazornéno: zlom v genu RARa
se pravidelné nachazi v 2. intronu) [13,70]. Modré Sipky ukazuji na umisténi primert podle Biondiho et al [27]. NiZe jsou
pak zndzornény rizné transkripty PML/RARa. V ramecku je popsano uziti primer(i pro zachyt fizniho genu pomoci RT-PCR
pti zZlomech ber1 a ber2 (v jedné reakei) a ber3 (ve druhé reakei) v jednokrokovém uspotadani dle doporucent Diveriové et
al [12]; v UHKT pouzivame primery dle Biondiho et al [27] s nepatrnou modifikaci. Déle je zapsano pouziti téchto primerd
pro detekci minimalniho rezidudlntho onemocnéni (MRO) ve dvoukrokové RT-PCR metodé v ,,semi-nested“ usporadant: je
pouzit stejny piedni primerv 1.i 2. kroku (M2 p¥i detekci dlouhého nebo variabilniho transkriptu PML/RARa. se zlomy bcr1
nebo bcr2 genu PML, nebo primer M4 pfi zlomu bcr3), ale odlidny reverzni primer (R5 a R8) pro 1., resp. 2. krok detekce
PML/RARa. s kterymkoli zlomem.
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Obr. 8. Rozliseni dlouhého a variabilni transkriptu PML/RARa (La V formy s mis-

tem zlomu genu PML bcr1, resp. ber2).

PCR produkty v gelové elektroforéze pti detekci flznitho genu PML/RARw
11 nemocnych s APL (pomoci primer(i M2 a R8, viztab. 3 a obr. 6). Zatimco pro-
dukty se zZlomem bcr1 jsou stejné dlouhé (326 bp s nasimi primery M2-R8; pruhy
1, 4-6, 8-10), produkty s bcr2 majf riznou (variabilnf) délku v zavislosti na pres-
ném misté zZlomu v exonu 6 genu PML (viz obr. 6) - tykd se to pruhti 2, 3,7 a 11:
ve srovnani s transkriptem bcr1 maji -60, -105, +12, resp. -18 bp. Produkt s ber2
v pruhu 7 je paradoxné deli (a tedy méné mobilni v elektrickém poli na agaréze),
nez produkty s ber1. Podle sekvenacni analyzy je to tim, ze u nemocného doslo
k inzerci nékolika nukleotid(i do fiizniho genu PML/RARu (je nutné viechny tran-
skripty atypické délky sekvenovat). N - negativni kontrola, M - marker.

praci Biondiho et al [27] o RT-PCR
metodice pro detekci PML/RARa
(tab. 3). Misto hybridizace téchto pri-
merd je zndzornéno na obr. 7. Jiné pri-
mery jsou uvedeny v doporucenich
skupiny BIOMED-1 [85]. RT-PCR je
jedinou dostupnou metodou rutinnf
diagnostiky, kterd je schopna defino-
vat typ zlomového mista v genu PML
(coz méa krucidlni vyznam pro dal3f
sledovani a detekci minimalni rezi-
dudlni nemoci). Ve vétsiné laboratofi
se rutinné detekuji zZlomy bcr1 (z hle-
diska vysledného transkriptu dlouha
L-forma) a ber2 (variabilni V-forma)
pomoci stejného ,forward“ (pred-
ntho) primeru v jedné PCR, zatimco
pfipady se zlomem bcr3 (s vyslednym
kratkym transkriptem; S-formou) se
zachytavaji ve druhé, paralelné prové-
déné PCR (obr. 7) (13,70). Ve skupiné
116 pacientl zachycenych v UHKT
mélo 43,1% jedinct zZlom ber1 a 50,0%
zlom bcr3. Vzacné pipady s variabilné
umisténym zlomem bcr2 v 6. exonu
genu PML (6,8 % zachyt(i na nasi labo-
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ratofi) je nutné verifikovat sekvenaci -
na elektroforetickém gelu mohou byt
PCR produkty vzhledem k promén-
livé délce transkriptu u rGznych p¥i-
padd rdzné vysoko (obr. 8) a mohou
byt omylem (napt. pt¥i slabsi expresi
PML/RARa) povaZzovany i za nespeci-
ficitu. Pivodné se RT-PCR provadéla
ve dvou krocich, kdy ve druhém kroku
byly uzity jiné primery nez v kroku prv-
nim (tzv. ,nested“ metoda) [27-29].
Jednokrokova RT-PCR [12] je stale
jesté dostatecné citliva (1072 az 107), je
viak rychlejsi - vysledek je k dispozici za
5-6 hod (tab. 1). Zasadni podminkou
Uspésného vysetteni pfitomnosti genu
PML/RARa metodou RT-PCR a pfi-
padné jeho dalsf sledovan{ ve formé
minimalniho rezidudlniho onemocnénf
(MRO) je kvalitni vzorek RNA a ti¢inna
reverzni transkripce [12]. Transkript
PML/RARa je dosti fragilni a je tfeba
Setrné zachdzet s odebranym vzor-
kem - jiz jsme vidéli p¥ipad, kdy vlivem
$patného zachdzeni (zahtati v saku)
nebyl amplifikovatelny gen PML/RAR0.,

Urgentni stav v hematologii: akutni promyelocytarni leukemie - principy diagnostiky

zatimco kontrolni gen ABL je$té ampli-
fikovatelny byl. O indikacich moleku-
ldrntho vy3etteni, tj. o situacich, kdy
by bylo vyslovenou chybou jej neudi-
nit, jiz bylo referovano zevrubné vyse
(viz odstavec Morfologie). Zde jesté
zminime, Ze néktefi autofi (napt. z Bri-
tdnie) nepovaZuji za nutné vysetfovat
kazdy ptipad zachytu AML na fazni gen
PML/RARoc. [86]. Ve studiich britského
Medical Research Council nasli pouze
jednoho z 530 pacientl, u kterého
byla ex post zjisténa tato flize. Nutno
si v8ak uvédomit, Ze to byli zevrubné
vySetfeni pacienti zafazovani do studii,
nikoli bézny vzorek pacientd. Autofi
citované prace nemohli védét, kolik
pacient(l s nepoznanym ftiznim genem
PML/RARc jim mohlo ,utéci“ mimo
ramec studii. My se klonfme spise
k ndzoru jinych autort (napt. [57]),
ktefi z ddvodu nemoznosti morfolo-
gického rozeznani zcela atypickych
pfipadi molekularni detekci doporu-
¢uji u vSech AML. Mezi nasimi 61 pfi-
pady APL byli pfinejmensim 3, které
bychom na zadkladé morfologického
nalezu z APL viibec nepodezirali.
Zichyt PML/RARa pomoci RT-PCR
v redlném case (RQ-PCR) je moZnou
alternativou kvalitativni RT-PCR (viz
predchozi odstavec). Pro zachyt fuiz-
nich gent p¥i zlomech genu PML ber1,
bcr2 a ber3 se p¥i RQ-PCR pouzivd
spole¢né sondy a reverzniho primeru,
zatimco predni primer je pro kazdy ze
tH zZlom{ odlidny [77]. Tato metodika,
vyvinutd v rdmci programu Europe
Against Cancer, m4 vyhodu v tom,
Ze jiz p¥i zachytu odlisi L od V formy
transkriptu (tzn. PML/RARa se zlomy
bcrl a ber2 v genu PML), pti sledovan(
minimalniho rezidualniho onemocnénf
je navic ihned k dispozici vysledek dne
0 a odpada potfeba provadét stan-
dardni, kvalitativni RT-PCR pfi zachytu.
Na této metodé je viak problematické
to, Ze reakce pro zachyt V formy dokaze
zachytit pouze 80% pfipadd V formy
PML/RARa s rtiznymi subtypy zloma
genu PML, souhrnné nazyvanymi
bcr2 [77] (obr. 6 a obr. 7). To znamend,
Ze pfi uZivani této metody se diagndzu
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(na rozdil od klasické RT-PCR) nepo-
dafi odhalit u zhruba 2% pacientd
s fuzi PML/RARa. V UHKT ji proto
k zdchytu onemocnénf nepouzivime.
Interni tandemova duplikace genu
FLT3 (FLT3-ITD) je spole¢né s mutacf
v kodénu D835 genu FLT3 nejéastési
sekundérni genetickou lézf u APL. Mor-
fologicky variantni formy M3v jsou
viibec nej¢astéjsim subtypem AML,
u kterého je FLT3-ITD gzjistitelnd -
vyskytuje se aZ v 65% téchto pfipadd
ave 23 % pripadl APL s klasickou mor-
fologii M3 [87]. FLT3 je receptorovd
tyrozinova kindza a mutace jejiho genu
dava bunkam [nezdvisle na ligandu,
cytokinu FL (FLT3-ligandu)] mocny
proliferaéni impuls. FLT3-ITD je jed-
nou z moznych pfiéin, pro¢ jsou v pfi-
padech M3v v priméru vy$si pocty
leukocytli a pravdépodobné i horsf
Sance na dosaZeni kompletni remise.
Naopak je-li remise dosazZeno, je pak
Ihostejné, zda byla pavodné p¥itomna
FLT3-ITD. Tato situace je naprosto
odlidnd od jinych subtypd AML, u kte-
rych FLT3-ITD vyznamné neovliviiuje
dosazeni kompletni remise, ale ma
dopad na incidenci relapst [87-90].

Rozvrzeni proteinu PML

v bunééném jadie - detekce
monoklondlni protilatkou

V chromatinu bunék pacientd s AML
bezt(15;17) dochazi ke shlukovani
PML proteinu v tzv. nukledrnich télis-
kach, kterych byvd vjednom buné¢ném
jadre zhruba 5-30. Nékdy jsou popiso-
vana zkratkou POD (PML onkogennf
domény). Oznadime-li PML v nuklear-
nich téliskdch anti-PML monoklo-
nélni protildtkou SE10 nebo PG-M3,
ev. polyklondlnim antisérem, PML se
pak v prepardtu zndzornf jako velmi
hrubé skvrny. U AML s fliznim protei-
nem PML/RARco dochdzi pésobenim
tohoto proteinu k disrupci nukledrnich
télisek a p¥i oznaceni PML protildtkou
dostdvame typicky mikroteckovany
obrazec. K vizualizaci reakce s mono-
klondlni protilatkou lze pouzit jak imu-
nofluorescenéni [13-17], tak i imuno-
histochemickou techniku (s pouzitim
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imuno-alkalické fosfatdzy) [15]. Me-
toda je vysoce specifickd pro AML
s t(15;17), av8ak muze byt zatiZzena
technickym problémem (jako v jednom
ptipadé v pavodni publikaci Dyckové
et al [14,16]). Hlavni vyhodou téchto
metodik je jednak rychlost (vysledek je
k dispozici do 2 hod, viz tab. 1), jed-
nak se mdZeme vyhnout potrebé dra-
hych zafizeni pro molekularni biolo-
gii. Hlavni nevyhodou je, Ze metoda
neodlisi rdzné zlomy v genu PML,
které je nutné zndt pro nasledné sle-
dovéani minimalniho rezidudlniho one-
mocnéni, pfi kterém je doporucenou
metodou RT-PCR, nejlépe kvantita-
tivni. V zahraniéf byla metoda diagnos-
tiky pomoci anti-PML protildtky rela-
tivné obliben4, v Cesku ji, pokud vime,
nikdo neuziva.

Zavér

Shora jsme podali ptehled diagnostic-
kého minima APL, se kterym by podle
nasich ptedstav mél byt sezndmen
kazdy internista, nejlépe viak i kazdy
prakticky lékaf. Vétime, Ze Sirsi pové-
domi o tomto onemocnéni pomuiZze
urychlit diagnosticky proces, ktery
musf vést ke véasnému nasazeni spe-
cifické 1é¢by. Vzhledem k jeji vysoké
Gspésnosti mohou byt zachranény lid-
ské Zivoty. Déle pak byly podrobné
rozvedeny diagnostické a diferen-
cidlné diagnostické otazky pro spe-
cialisty-hematology, ktefi musi byt
v otdzce APL vysoce erudovéni.
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