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So uhrn: Přehledný článek se zabývá di agnostiko u akutních promyelocytárních le ukemi í (APL). Řada paci entů stále ještě přichází s roz-
vinutým onemocněním s le ukocytózo u. U těchto paci entů může častěji dojít k časné smrti následkem krvácení (často intrakrani álního) 
anebo vzácněji i trombotické komplikace. V Česku jsme zaznamenali v některých případech neúnosně dlo uho u dobu od prvních sym-
ptomů k di agnóze a k nasazení léčby. Ta bývá v případě APL specifická při po užití diferenci ační terapi e tretino inem (ATRA) spolu s che-
moterapi í. Tato kombinace je zároveň vysoce účinná –  lze vyléčit kolem 70 % nemocných. Proto uvádíme jisté di agnostické minimum, 
se kterým by měl být seznámen minimálně každý internista, a ještě lépe každý praktický lékař. Každé setkání s projevy pancytopeni e 
a konzumpční ko agulopati e by mělo vést k podezření na APL a paci ent by měl být urychleně vyšetřen na speci alizovaném hematologic-
kém pracovišti. V následujícím podrobném přehledu di agnostiky je věnována velká pozornost morfologii APL, která musí být prvním 
vodítkem k di agnóze. Nález typické hypergranulární FAB M3 morfologi e a buněk s otýpkami Auerových tyčí („faggot cells“) je spolu 
s HLA- DR– , CD33+ imunofenotypem pro APL vysoce (avšak ne absolutně) specifický. V případech mikro- / hypogranulární vari antní formy 
FAB M3v a vždy, když nelze s jistoto u vylo učit, že se nejedná o APL, je indikován test k potvrzení přítomnosti fúzního genu PML/ RARa 
pomocí RT‑PCR, ev. pomocí průkazu specifické distribuce PML proteinu v buněčném jádře imunologickými metodikami. Zhruba 95 % 
případů onemocnění definovaného podle WHO kritéri í nese fúzní gen PML/ RARa. Vzhledem k tomu, že morfologi e onemocnění připo uští 
extrémně různorodé morfologické obrazy vari antních forem onemocnění, doporučujeme tato vyšetření provést u každé de novo akutní 
myelo idní le ukemi e. Je podán přehled vzácnějších morfologických obrazů i vzácnějších genetických vari ant, jso u rovněž shrnuty principy 
imunofenotypové, cytogenetické a molekulární di agnostiky.

Klíčová slova: akutní promyelocytární le ukemi e –  di agnostika –  morfologi e –  klasifikace FAB –  WHO kritéri a –  faggot cells –  
imunofenotyp –  cytogenetika –  t(15;17) –  molekulární bi ologi e –  fúzní geny –  PML/ RARa

An urgency in hematology: acute promyelocytic le ukemi a –  principles of di agnosis

Summary: A revi ew of di agnosis of acute promyelocytic le ukemi a (APL) is presented. There are still many pati ents with progressive 
dise ase with le ukocytosis at presentati on. These are at gre ater risk of e arly de ath due to bleeding (often intracrani al), or, less frequently, 
due to thrombotic complicati ons. In Czechi a, we have, in some instances, noted an unacceptably long time from the first symptoms to 
di agnosis and to administrati on of the highly specific differenti ati on therapy with tretino in (ATRA) along with anthracycline chemo-
therapy. This combinati on is highly effici ent –  cures are seen in some 70% of pati ents. Therefore, we present a di agnostic minimum for 
e ach and every internist, and even better for every general practici an, to get acqu ainted with. All cases of pancytopeni a and consumpti on 
co agulopathy sho uld be suspected of APL and referred to a speci alized hematologist witho ut any delay. In the following more detailed 
revi ew of di agnostic me asures, much attenti on is given to APL morphology, which is the first clue le ading to di agnosis. 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 vari ant FAB M3v form, and whenever 
APL cannot be ruled o ut with certainty, a test to prove the presence of the PML/ RARa fusi on gene is indicated, using either RT‑PCR or, 
eventu ally, immunological demonstrati on of the specific distributi on of the PML protein in the cell nucle us. Given that morphology of 
APL cases, as defined according to WHO criteri a (95% of which carry the PML/ RARa fusi on gene), admits extremely divergent morpho-
logical pictures of the vari ant forms, we recommend these investigati ons to be performed in every case of de novo acute myelo id le ukemi a. 
A revi ew of the less frequent morphological, as well as genetic vari ants is given, and the principles of immunophenotypic, cytogenetic and 
molecular di agnostics are also revi ewed.

Key words: acute promyelocytic le ukemi a –  di agnostics –  morphology –  FAB classificati on –  WHO criteri a –  faggot cells –  
immunophenotype –  cytogenetics –  t(15;17) –  molecular bi ology –  fusi on genes –  PML/ RARa

Úvod
Akutní promyelocytární le ukemi e (APL) 
je nejvyšší hematologicko u urgencí 
především proto, že dokáže vést ke 
smrti paci enta během několika hodin, 
nejčastěji v  důsledku ko agulopati e, 

projevující se krvácením (často intrak-
rani álním), v  některých případech 
naopak trombózo u [1– 4]. Sami jsme 
zaznamenali úmrtí např. v  důsledku 
Budd- Chi ariho syndromu, infarktu 
myokardu anebo venózní i  arteri ální 

trombózy s  projevy phlegmasi a alba 
dolens s gangrénami. V řadě případů 
nastalo úmrtí paci enta do několika 
hodin od přijetí na oddělení, někdy 
i  dříve, než byla zahájena terapi e 
(viz kazuistiky v  tomto čísle časopisu 
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Vnitřní lékařství). APL je v so učasnosti 
onemocněním s  nejlepší prognózo u 
mezi všemi typy akutních myelo id-
ních le ukemi í (AML). Nejnebezpečněj-
ším obdobím pro paci enta jso u první 
dny po di agnóze, většina z těchto čas-
ných úmrtí nastává zhruba do jed-
noho měsíce. Vždy jde o komplikace 
onemocnění –  u APL s fúzním genem 
PML/ RARa totiž neexistuje primární 
rezistence k  indukční terapii kombi-
nací antracyklinu a tretino inu (kyseliny 
transretinové –  ATRA). Relapsů je při 
správně vedené léčbě pod 10 %. Vzhle-
dem k  této mimořádně dobré pro-
gnóze je hned v okamžiku suspekce na 
APL třeba nasadit všechny síly k tomu, 
aby bylo onemocnění co nejrychleji 
di agnostikováno a  specificky léčeno. 
V naší literatuře již bylo upozorněno 
na fakt, že di agnostika v Česku trvá ne­
únosně dlo uho [5]. V případě po uhé 
suspekce na APL je třeba zahájit tera­
pii ATRA, která významně zmírňuje 
průběh ko agulopati e a  snižuje riziko 
časného úmrtí, s tím, že bude co nej-
rychleji (do 24 hod) dokončena přesná 
di agnostika stavu. Je menší chybo u 
indikovat ATRA u stavu, který se ukáže 

být jino u AML, než neindikovat ATRA 
u méně typické APL [4]. So učasná si-
tu ace v Česku je alarmující i z hlediska 
erudice na hematologických laborato-
řích –  v nedávné studii kvality správně 
di agnostikovala vzorek s typicko u APL 
po uze 1/ 3 z nich (nepublikováno).

Tento přehledný článek si klade za 
cíl vysvětlit principy di agnostiky APL 
coby urgentního stavu v  hematolo-
gii –  nejprve vysvětlíme, co by mělo vést 
k suspekci na APL, shrneme minimum 
pro rychlo u di agnostiku onemoc-
nění, dále se dotkneme otázky defi-
nice a také incidence APL, a konečně 
podáme podrobný přehled o di agnos-
tice stavu.

Co musí vést k suspekci na APL
1. �Obraz pancytopeni e v periferní krvi –  

je pro APL sice typický (vyskytuje se 
zhruba u 2/ 3 případů APL), ve zbýva-
jících případech je však počet le uko-
cytů normální anebo zvýšený. Dife-
renci ální di agnostika pancytopeni e 
je velmi široká. Přesto obraz snížení 
všech 3  základních krevních řad 
musí lékaře vždy vést k vážné úvaze, 
nejedná‑li se o APL. Od pancytope-

ni e se rovněž odvíjí klinický obraz –  
nemocní mají v  různém poměru 
vyjádřené symptomy infekční, ane-
mické a krvácivé. U typických APL se 
vyplavuje do periferní krve minimum 
nezralých granulocytů (často nemusí 
jít o promyelocyty, moho u se obje-
vit např. myelocyty a  metamyelo-
cyty), někdy nenajdeme nezralé gra-
nulocyty v  diferenci álním obrazu 
vůbec. Po uze v případech s le ukocy-
tózo u se do periferní krve vyplavují 
pravidelně i  le ukemické promyelo-
cyty (moho u však mít jino u morfo-
logii než ve dřeni). Výsledek krevního 
obrazu s  mikroskopickým diferen-
ci álním rozpočtem bývá k dispozici 
i s barvením do 40– 60 min. 

2. �Obraz konzumpční ko agulopati e –  
ať již v ko agulačních testech, anebo 
v klinickém nálezu. Klinicky může být 
významný i postřeh ošetřujícího lékaře, 
že míra krvácivých projevů neodpo-
vídá zjištěné hlo ubce trombocytope-
ni e. V ko agulačních testech může být 
různá hodnota APTT (nejčastěji však 
zjistíme normální nebo lehce pro-
dlo užené časy), typické je snížení hod-
not fibrinogenu, často prodlo užený 

Obr. 1. Hypergranulární forma APL (FAB M3) – kostní dřeň. 
a) Typická forma se středně velkými leukemickými promyelocyty u pacienta s počtem leukocytů 2,8 × 109/ l při diagnóze. 

b) Méně obvyklý obraz s velkými leukemickými promyelocyty u pacienta s počtem leukocytů 1,0 × 109/ l při diagnóze. 

Na obou obrázcích jsou zachyceny buňky s výraznou hypergranularitou, překrývající i jádro, a stírající tak kontury jaderné 
membrány. Na obr. 1b granulace na periferii buněk někdy splývá v jednolité masy. Na obr. 1a (na rozdíl od obr. 1b) jsou navíc 
viditelné nukleoly, jaderná kontura je relativně pravidelná, místy ledvinovitá. Nejsou zachyceny žádné Auerovy tyče, tudíž ani 
žádné „faggot cells“, ale k typickému obrazu by patřily (barvení podle Maye-Grünwalda a Giemsy, původní zvětšení 1 000krát).

a b



Vnitř Lék 2008; 54(7&8): 728–744 730

Urgentní stav v hematologii: akutní promyelocytární le ukemi e –  principy di agnostiky

Vnitř Lék 2008; 54(7&8): 728–744 

protrombinový čas (Quick) a vysoké 
hodnoty D‑dimerů. Je vhodné co nej-
více rozšířit ko agulační vyšetření dle 
možností pracoviště –  viz článek doc. 
Žáka et al v  tomto čísle časopisu 
Vnitřní lékařství. 

Minimum pro rychlo u  
di agnostiku
1. �Morfologi e aspirátu kostní dřeně –  

typický obraz APL [6] (obr. 1), při 
kterém v myelogramu dominují aty­
pické promyelocyty, často s  velmi 
intenzivní a hrubo u granulací cyto-

plazmy; u  morfologicky hypergra-
nulární formy onemocnění předsta-
vují tyto buňky většinu bílých krvinek 
v  preparátu kostní dřeně, u  hypo-
granulární formy [7] (obr. 2) jso u 
tyto buňky zasto upeny v menší míře. 
Ve většině případů APL je možné 
v nátěru najít tzv. „faggot cells“, tj. 
buňky s otýpkami či snopci Auero-
vých tyčí, ev. s mnohočetnými Aue-
rovými tyčemi (obr. 3). Přesná 
a obecně vžitá definice pro „faggot 
cell“ neexistuje [8]. Sainty et al defi-
novali „faggot cell“ jako buňku obsa-

hující alespoň 3  Auerovy tyče [9], 
avšak ani jejich definice se ne ujala 
a ani my ji ne užíváme. Vždy je nutno 
po „faggot cells“ pátrat, někdy se 
snopce Auerových tyčí najdo u spíše 
v rozpadajících se buňkách (obr. 3). 
Snáze než v  panopticky obarve-
ných preparátech je můžeme nalézt 
v  preparátech barvených na prů-
kaz myeloperoxidázy. Nález „faggot 
cells“ sice není zcela patognomo-
nický (tzn. jednoznačně specifický 
pro di agnózu –  ojediněle nalezneme 
podobné buňky i u AML M2 –  viz 

Obr. 2. Variantní (hypo-/mikrogranulární) forma APL (FAB M3v). 
a) Periferní krev pacienta s počtem leukocytů 68,4 × 109/l při diagnóze. Naprosto typická překládaná, zprohýbaná jádra 
buněk, v jemnějším chromatinu jsou patrné nukleoly. V cytoplazmě je viditelná minimální, velmi jemná granulace. 

b) Kostní dřeň stejného pacienta. 

c, d) 2 snímky kostní dřeně z jednoho preparátu pacientky s počtem leukocytů 101,2 × 109/l při diagnóze. 

Na obr. 2c je patrna velmi jemná granulace, avšak je přítomna „faggot cell“. Na obr. 2d jsou buňky ještě méně granulární, 
s patrně arteficiální vakuolizací. Záměna za AML FAB 5a by byla snadná, kdybychom nenašli ojedinělou „faggot cell“. Na 
obr. 2c je zřetelné arteficiálně tmavší barvení jader většiny buněk se setřelou strukturou, dané fixací a barvením nedostatečně 
suchého preparátu (barvení podle Maye-Grünwalda a Giemsy, původní zvětšení 1 000krát).

a b

c d
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obr. 3), avšak přítomnost většího 
počtu těchto buněk nás opravňuje 
učinit di agnózu APL se spolehlivostí 
zhruba 99 %. Avšak pozor: jak bylo 
uvedeno, zdaleka ne v každém pří­

padě APL lze „faggot cells“ nalézt. 
Naprosto u většinu případů vari antní 
formy FAB AML M3v [7] nutno 
považovat na podkladě po uhé mor-
fologi e za di agnosticky nejisto u a je 

nutno je vždy co nejrychleji vyšetřit 
na přítomnost molekulární aberace. 
K výsledku morfologického vyšetření 
kostní dřeně dojdeme během 1 hod 
(tab. 1). 

Obr. 3. „Faggot cells“ různých pacientů. Obrázek ukazuje morfologickou variabilitu různých „faggot cells“.
a) „Faggot cell“ s hustou sítí Auerových tyčí kolem jádra. 

b) „Faggot cell“ s objemnou cytoplazmou, vyplněnou splývající granulací a četnými Auerovými tyčemi. Jádro je mnohem zra-
lejšího typu než u promyelocytu (s výraznou „políčkovanou“ kondenzací chromatinu). 

c) „Faggot cell“ s výrazným nukleolem a s agranulárními protruzemi jinak granulární cytoplazmy. 

d) Navzájem špatně odlišitelné Auerovy tyče na pozadí cytoplazmatické hypergranulace v buňce, která je zčásti 
desintegrovaná. 

e) Velmi malá „faggot cell“ s minimálním obsahem cytoplazmy, křížící se Auerovy tyče jsou superponovány nad buněčným 
jádrem. 

f) Velmi hrubé, světlolomné, křížící se Auerovy tyče na pozadí granulární cytoplazmy ve „faggot cell“, která se začíná 
rozpadat. 

g) Rovněž desintegrující se „faggot cell“, Auerovy tyče na pozadí objemné, agranulární cytoplazmy. 

h) Buňka s velmi atypickými, krátkými tyčkovitými inkluzemi, jednotlivě uloženými. Nejde o typické Auerovy tyče, tedy ani 
o typickou „faggot cell“. (Viz podobné vyobrazení v článku o historii APL v tomto čísle časopisu Vnitřní lékařství.) 

i) Křížící se jemné Auerovy tyče, buňka tím připomíná „faggot cell“, avšak na rozdíl od všech předchozích vyobrazení nejde 
o APL, nýbrž o případ AML FAB M2 u pacientky s t(11;11). 

(barvení podle Maye-Grünwalda a Giemsy, původní zvětšení 1 000krát) 

a b c

d e f

g h i
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2. �Imunofenotyp buněk kostní dřeně 
je také poměrně specifický. APL je 
jediným typem myelo idní le uke-
mi e, která neexprimuje HLA‑ DR. 
Proto nás kombinace znaků HLA-
DR– , CD33+ přivede k di agnóze APL 
snadno (existují však výjimky  –  viz 
podrobná di agnostika). Spolehli-
vost imunofenotypové di agnózy se 
odhaduje zhruba na 95 %. K výsledku 
dojdeme během 2 hod (tab. 1).

3. �Průkaz t(15;17), definující ve WHO 
klasifikaci naprosto u většinu pří­
padů [10,11]. Tato translokace je 
zcela patognomonická, nevyskytuje 
se u žádné jiné le ukemi e nebo malig-
nity. K rychlému průkazu t(15;17) je 
nejvhodnější jednokroková RT‑PCR 
metoda k detekci specifického fúz­
ního genu PML/ RARa, produktu 
této translokace [12,13]. RT‑PCR 
prokáže tuto fúzi obvykle i u případů 
se zanedbatelno u měro u vyplavování 
APL promyelocytů v periferní krvi. Při 
rychlém postupu ve „STATIM“ režimu 
dojdeme k výsledku za 5– 6 hod. Ještě 
rychlejší může být di agnóza pomocí 
hodnocení rozložení PML tělísek při 
užití anti- PML protilátky [13– 17] 
(výsledek je k dispozici za 2– 3 hod). 
Metoda fluorescenční in situ hybri-
dizace (FISH) může být podobně 
rychlá jako RT‑PCR (za 6 hod –  viz 
tab. 1), v praktickém životě to však 
trvá mnohdy podstatně déle. 

Definice onemocnění
Franco uzsko- americko- britská (FAB) 
klasifikace z  let 1976– 1980  ([6,7], 
podrobně viz též několik odstavců 
níže) definuje APL výlučně podle mor-
fologických charakteristik buněk kostní 
dřeně a periferní krve.

Z hlediska cytogenetiky napro-
stá většina případů FAB M3  (APL) 
nese t(15;17), jejímž produktem je 
fúzní gen PML/ RARa [23]. Zprvu se 
zdálo, že t(15;17) mají všichni nemocní 
s APL, teprve později bylo zjištěno, že 
raritně se moho u vyskytno ut i případy 
s  jino u translokací, např. s t(11;17), 
nebo s t(5;17) [9,24]. APL s t(11;17) 
s fúzním genem PLZF/ RARa mívá sice 
morfologii velmi podobno u APL (AML 
FAB M3 nebo M3v), ale ve většině pří-
padů je morfologicky odlišitelná od 
typických případů APL s t(15;17) [9].

O syntézu morfologických a nověji 
definovaných genetických charakteris-
tik se pokusila velice inteligentní, žel 
obecně málo užívaná klasifikace AML 
publikovaná He adem v roce 1996 [30]. 
Z jeho pohledu patří APL s t(15;17) do 
kategori e „true de novo AML“, charak-
terizovaných cytogenetickými trans-
lokacemi. Na rozdíl od AML staršího 
věku, pro které je charakteristická mul-
tiline ární dysplazi e a  cytogenetické 
aberace podobné těm u myelodysplas-
tického syndromu, je [až na výjimky, 
např. právě APL s t(11;17)] pro „true 

de novo AML“ typická relativně dobrá 
prognóza [30].

WHO klasifikace z roku 2001 roze­
znává subtyp AML s  rekurentními 
genetickými aberacemi, který zahrnuje 
APL, resp. AML s t(15;17)(q22;q12) 
či PML/ RARa, anebo s  vari antními 
translokacemi [10,11]. Tato katego-
ri e tedy zahrnuje nejen všechny APL, 
které mají t(15;17) anebo PML/ RARa, 
ale i  případy s  vari antními translo-
kacemi, mezi kterými jso u v původní 
definici uvedeny tři, u nichž jso u fúz-
ními partnery genu RARa následující 
geny: u t(11;17)(q23;q21) gen PLZF, 
u t(5;17)(q23;q12) gen NPM (kódující 
nukleofosmin) a  u t(11;17)(q13;q21) 
gen NuMA [11]. Ve srovnání s FAB kla-
sifikací [6,7] jso u tedy vylo učeny po uze 
případy AML, které sice mají morfolo-
gii kompatibilní s kategori í M3, či spíše 
M3v, ale nelze u nich prokázat jednu 
z výše uvedených genetických aberací 
(celkově zhruba 1 % všech paci entů 
s AML FAB M3 či M3v) [31]. Naopak 
v rámci WHO definice se vyskytují pří-
pady s morfologi í kompatibilní s vět­
šino u ostatních morfologických FAB 
subtypů AML (za podmínky, že neso u 
uvedené translokace a/ nebo příslušné 
fúzní geny) [10,11]. Níže bude vysvět-
leno, že zlom v genu RARa se u všech 
nyní správně lokalizuje v pruhu 17q21.

Je však třeba mít na paměti, že pro 
paci enta není tak důležité, jako u 

Tab. 1. Srovnání specificity a rychlosti záchytu APL. Zčásti podle Lo Coca et al [18] a podle Sanze et al [4].

Metoda	 Nález svědčící 	 Čas od	 Specificita	 Nevýhody	 Základní 
	 pro APL	 náběru (h)	 (odhad %)		  reference

morfologi e 	 typický nález M3	 1/ 2– 1	 80– 95	 potvrdí jen typické případy; 	 [6,7,9,19] 
(kostní dřeně 	 dle FAB + nutný			   M3v a atypické nelze 
a periferní krve)	 průkaz „faggot cells“			   s jistoto u rozpoznat

imunofenotyp	 DR– ,CD33+ 	 2	 95	 nižší reprodukovatelnost výsledků, 	 [20– 22] 
	 (CD13+, Pgp*– )			   možné technické problémy

standardní 	  t(15;17)	 24– 48	 100	 jen ze dřeně, často nejso u mitózy, 	 [23– 25] 
cytogenetika				    kryptická t(15;17) falešně negativní

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

rozložení 	 jemné rozprostření PML	 2– 3	 100	 raději ze dřeně, navíc pro sledování 
PML proteinu	 (ne nukle ární tělíska)			   MRO bude stejně nutná RT‑PCR	 [13– 17]

dvo ukroková RT‑PCR	 PML/ RARa	 7– 8	 100	 speci alizovaná pracoviště	 [27– 29]

jednokroková RT‑PCR	 PML/ RARa	 5– 6	 100	 speci alizovaná pracoviště	 [12,13,17]

*Pgp –  P glykoprotein (produkt genu „multidrug resistance“ 1, MDR1)
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mají jeho buňky morfologii, nýbrž 
to, jak má být léčen. Rozdíl mezi APL 
s t(15;17) a s t(11;17) s fúzním genem 
PLZF/ RARa spočívá hlavně v  tom, že 
první z nich výborně odpovídá na léčbu 
ATRA (bez ohledu na morfologický 
nález), zatímco druhá jen málo (je však 
možné diferenci ační účinek ATRA pod-
pořit přidáním G‑CSF), navíc sníženo u 
měro u odpovídá i na léčbu As2O3 [32]. 
S přihlédnutím k velmi nízké frekvenci 
výskytu atypických cytogenetických 
a  molekulárních aberací u  APL je ve 
velkých centrech (jako např. v ÚHKT 
Praha anebo na Hemato onkologické 
klinice v  Brně-Bohunicích) pravdě-
podobnost záchytu těchto vzácných 
forem APL zhruba 1krát za 15– 20 let. 
Praktický význam má tedy především 
co nejrychlejší záchyt aberace t(15;17), 
resp. jejího produktu, fúzního genu 
PML/ RARa, u  všech morfologicky 
sporných případů, ev. u těch vzácných 
případů AML, u kterých by ani zkušený 
hematolog nepojal podezření, že by se 
mohlo jednat o AML s t(15;17), resp. 
její produkt PML/ RARa.

Prevalence a incidence
Přes svo u relativní vzácnost je t(15;17) 
u APL nejčastěji se vyskytující translokací 
u AML –  při metaanalýze 4 257 dospě-
lých paci entů byla prokázána v 325 pří-
padech (7,6 %) [33]. V databázi ÚHKT 
je 500  paci entů s  AML di agnostiko-
vano u v letech 1991– 2007. Mezi nimi 
je vedeno 58  nemocných (11,6 %) 
s APL s t(15;17) a/ nebo fúzním genem 
PML/ RARa. Na základě tohoto údaje 
odhadujeme četnost APL v Česku bez 
selekce dané institucí rovněž kolem 
7– 8 %. U románské populace v Evropě, 
ale i u „latinské“ populace v USA (los
angeleském okresu) a  také v  zemích 
Latinské Ameriky je zasto upení APL 
v rámci AML podstatně vyšší: 15– 25 % 
(např. ve Španělsku 23 %) [34– 38]. 
Zároveň se u  případů ze středo ame-
rických zemí relativně častěji zachytí 
zlom bcr1 v genu PML (viz níže), což 
však nevede k  rozdílu v  celkovém 
přežití [37,38]. Incidence onemocnění 
je poměrně konstantní ve všech věko-

vých kategori ích [39], proto medi án 
věku při záchytu bývá ve středním věku 
[11]. Jelikož s věkem dochází k nárůstu 
incidence jiných AML (s  podobnými 
aberacemi jako u myelodysplastického 
syndromu a s multiline ální dysplazi í), 
činí zasto upení APL mezi ostatními 
AML postupně nižší procento [30]. 
U pedi atrických paci entů např. v  Itá-
lii a na Kubě APL reprezentuje 30– 31 % 
všech případů AML –  incidence u dospě-
lých Kubánců je přitom poloviční 
[36,40]. Existuje však jen minimum stu-
di í, které by přinesly údaje o incidenci 
APL. Jedna z mála těchto studi í však 
naznačuje, že u „Hispaniků“ v USA není 
incidence APL v průběhu celého života 
vyšší než u  „nehispánských“ bělochů 
[41]. (Pozn. a utorů: Kdybychom však 
vztáhli toto tvrzení na studi e ukazu-
jící vysoká procenta zasto upení APL 
v  rámci AML, došli bychom k  tomu, 
že incidence ostatních subtypů AML 
v těchto publikacích je v přepočtu na 
obyvatele nižší, což je dosti nepravdě-
podobné.) Jak však po ukazují a utoři ze 
zemí Latinské Ameriky, v uvedených stu-
di ích z USA jso u vnímána etnika přede-
vším na základě jazyka (a pak a utoři 
píší o  „Hispáncích“ či o  „Latinos“). 
Ve skutečnosti má např. průměrný 
obyvatel Mexika –  mestic –  56 % genů 
pocházejících z  indoevropské („kav-
kazské“) populace, 40 % genů původu 
indi ánského (odvozeného od Asi atů, 
kteří překročili Behringovu úžinu 
před 12 000 lety) a 4 % z černé popu-
lace [42]. Zvýšené zasto upení zlomu 
bcr1 v Mexiku může být naopak dáno 
asijskými kořeny u mestické populace –  
také v Číně a v Japonsku je zasto upení 
tohoto zlomu vyšší [38]. Paradoxně 
však právě a utoři z  USA [34,37,41] 
moho u být blízko pravdy, neboť nelze 
vylo učit, že právě španělsky nebo por-
tugalsky mluvící indoevropské národy 
(tj. jen vybraní jihoevropané) zanesli 
geny predisponující k APL do Latinské 
Ameriky. Vysvětlení, proč někteří Indo-
evropané (kavkazské národy) mají vyšší 
dispozici k APL a jiné menší, však nee-
xistuje a stále nelze vylo učit vliv faktorů 
zevního prostředí.

Di agnostika podrobně
Morfologi e
Jelikož je morfologické vyšetření stále 
standardním prvním krokem hemato-
logické di agnostiky, je bezpodmínečně 
nutné, aby každý hematolog (nejen 
ve speci alizovaných centrech) bez-
pečně ovládal morfologicko u di agnos-
tiku APL a dokázal na základě svého 
nálezu indikovat molekulární vyšetření 
vedo ucí ke správné di agnóze.

AML s  fúzním genem PML/ RARa 
může mít téměř jakýkoli morfolo­
gický obraz v  rámci AML (jak ještě 
bude uvedeno níže), tj. nejen morfo­
logii definovano u jako M3 a M3v dle 
franco uzsko‑americko- britské (FAB) 
skupiny [6,7]. Proto je podle našeho 
názoru vhodné vyšetřovat přítomnost 
fúze PML/ RARa rutinně u všech AML, 
a to co nejdříve od doby záchytu. Sice 
velmi vzácně, ale přece se i  zkušený 
hematolog setká s velkým překvapením 
v podobě nečekané pozitivity tohoto 
vyšetření.

Definice FAB skupiny. APL ve své 
typické hypergranulární formě byla 
def inována FAB skupino u v  roce 
1976  jako AML M3  a  o  4  roky poz-
ději byla stejnými a utory definována 
vari antní mikrogranulární forma one-
mocnění, označovaná M3v [6,7]. Roz-
poznání typické hypergranulární formy 
APL většino u nečiní obtíže. Podle defi­
nice M3 FAB [6] (kurzivo u je uvedeno 
přesné znění definice, zatímco komen-
táře a utorů jso u uváděny standardním 
písmem) je velká většina buněk ve sternál‑
ním punktátu tvořena atypickými promye‑
locyty s  charakteristicko u výrazno u granu‑
lací (obr. 1, 4). Buněčná jádra se značně liší 
jak velikostí, tak i tvarem. Moho u být led‑
vinovitá, často dvojlaločná, někdy jakoby 
přeložená (obr. 4), u některých buněk 
moho u být excentricky uložena. Chro-
matin bývá celkem jemný (přesto 
o něco více denzní než u méně zralých 
typů AML), jadérka bývají různých veli-
kostí a  v  některých promyelocytech 
nemusí být jasně patrna [8,19,43,44]. 
U některých typických hypergranulár-
ních promyelocytů však strukturu chro-
matinu nelze hodnotit, neboť jádro 
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je překryto granulací (což je rys APL, 
který bývá pozorován u jiných subtypů 
AML velmi vzácně). Cytoplazma většiny 
le ukemických promyelocytů nebývá příliš 
bazofilní, ale bývá objemná a je kompletně 
vyplněna těsně napěchovanými, či dokonce 
splývajícími velkými granuly barvícími se 
Romanowskiho barvivy světle růžově, čer‑
veně anebo purpurově (až fi alovo- černě). 
V některých buňkách je cytoplazma vyplněna 
jemnými, prachovitými granuly. Charakte‑

ristické buňky obsahující otýpky Auerových 
tyčí („faggots“ –  obr. 3) náhodně distribuo‑
vané v cytoplazmě jso u takřka vždy přítomny 
v kostní dřeni a někdy i v periferní krvi. Nález 
„faggot cells“ se v té době považoval za 
patognomonický (již jsme však uvedli, 
že to neplatí absolutně –  viz též obr. 3). 
Cytoplazma „faggoty“ obsahujících buněk je 
často bez granul a je bledá, ale může obsa‑
hovat i azurofilní granula. Různě velký podíl 
hypergranulárních promyelocytů a  „faggot 

cells“ se může rozpadno ut a pak leží granula 
a Auerovy tyče volně mezi jinými buňkami, 
moho u ležet i přes ně. Je nutno odlišit pří‑
pady M2 se zvýšeným procentem promyelo‑
cytů od M3. U M2 je cytoplazmatická gra‑
nulace obvykle méně intenzivní a nezakrývá 
bazofilní cytoplazmu, jak je obvyklé u M3; 
nicméně příležitostně se u  M2  zastihne 
buňka s  cytoplazmo u vyplněno u hrubými 
granuly. Na základě vlastní zkušenosti 
také doporučujeme srovnání velikosti 

Obr. 4. Různé morfologické detaily buněk kostní dřeně u APL. 
a) Extrémní hypergranulace, překrývající buněčné jádro. 

b) Velmi nepravidelná cytoplazmatická granulace s jakoby plynulým přechodem až ke tvaru Auerových tyčí, které zdánlivě 
splývají. 

c) Buňka nahoře uprostřed obsahuje hrubá, tmavá až černá bazofilní granula a dole, vlevo od lymfocytu je buňka s nepravi-
delnou granulací cytoplazmy, s nepřehlednou sítí Auerových tyčí (buňku lze označit jako „faggot cell“). 

d) U dvou buněk v cytoplazmě jsou patrna velká granula či inkluze, podobná Chédiakově-Higashiho granulaci. 

e) Abnormálně členitá, konvolutovaná jádra leukemických promyelocytů. 

f) Nepravidelnost buněčné membrány leukemických promyelocytů. Cytoplazma tvoří následkem částečné desintegrace 
pupence („budding“), nad buňkou vlevo je zřetelný fragment agranulární cytoplazmy (klazmacytóza). 

(barvení podle Maye-Grünwalda a Giemsy, původní zvětšení 1 000krát) 

a b c

d e f
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le ukemických promyelocytů s normál-
ními protějšky: u APL jso u často (ale 
zdaleka ne vždy) o něco menší.

V roce 1980 byl publikován článek 
FAB skupiny s definicí vari antní hypo­
granulární formy M3v [7]. Píše se 
v  něm: Většina případů odpovídá popisu 
M3, avšak byla popsána atypická forma, 
charakterizovaná spíše minimální než exce‑
sivní granulací (4 citace, např. Galton et 
al [45]). Nejnápadnější cytomorfolo-
gický rys této „M3 vari anty“ se vztahuje 
ke konfiguraci jádra a k  relativně malému 
výskytu buněk s výrazno u granulací a buněk 
obsahujících Auerovy tyče („faggot cells“). 
Jádro téměř každé buňky je dvojlaločné, 
multibilobulární, nebo ledvinovité, ale vět‑
šina buněk je buď zcela prosta granulace, 
anebo obsahuje jen málo jemných azurofil‑
ních granul (obr. 2). Nicméně je přítomno 
několik buněk se všemi cytoplazmatickými 
rysy typické M3. Jso u‑li přehlédnuty, případ 
bude pravděpodobně chybně di agnostiko‑
ván jako monocytární le ukemi e. Dodejme, 
že v průměru moho u mít M3v případy 
výraznější cytoplazmaticko u bazofilii. 
A nyní pozor, důležitý dovětek a utorů, 
na který stále řada hematologů zapo-
míná: Tato atypická morfologi e je rysem 
buněk periferní krve (obr. 2). V  kostní 
dřeni je morfologi e bližší M3. Dále a utoři 
uvádějí, že počet le ukocytů bývá u pří-
padů M3v vyšší než u často le ukope-
nické M3. Udávají 3 důvody, proč M3v 
považovat jen za vari antu M3: 
1. �byť v menším počtu, jso u přítomny 

morfologicky typické M3 buňky, 
2. �oba typy le ukemi e jso u provázeny 

diseminovano u intravaskulární ko a
gulací (DIC), 

3. �t(15;17) se prokazuje u obo u typů 
[7]. 

Udává se, že M3v morfologii má 
zhruba 15– 27 % případů APL [9,46]. 
Vše ukazuje na to, že APL s morfolo-
gi í M3, resp. M3v, nejso u různé sub­
typy, nýbrž různá stadi a jednoho one­
mocnění. Byly pozorovány případy, kdy 
paci ent s typicko u APL v době di agnózy 
měl při relapsu morfologii „podob-
no u jiným AML“ [47]. Důvod, proč 
se zachytí M3v v USA častěji u nebílé 

rasy [46], může so uviset i  s  otáz-
kami soci álními –  tito nemocní prostě 
moho u v průměru přijít k lékaři později 
než běloši. Z hlediska FAB klasifikace, 
založené na morfologii, hrozí u  va-
ri antní formy M3v při relativně sub-
jektivním hodnocení nátěrů mnohem 
větší nebezpečí záměny s jiným subty-
pem AML (především M5b, M5a, M4, 
M2, ev. M1). Nicméně lze říci, že i při 
vari antní formě může být v typických 
případech (např. s průkazem „faggot 
cells“) di agnóza vyřčena s  poměrně 
malým rizikem omylu. Je‑li naše pra-
covní di agnóza M3v, je její rozpo-
znání založeno na pozitivní identifikaci 
určitých morfologických charakteris-
tik a riziko omylu je nízké. V opačném 
sledu, kdy morfolog nemá podezření 
na M3v, ale na jiný typ AML, je riziko 
nepoznání M3v formy podstatně vyšší. 

Jen pro úplnost dodejme, že často 
můžeme v  aspirátu kostní dřeně 
u APL nalézt nečetné zralejší elementy 
ne utrofilní granulopoezy a ty moho u 
mít různé poruchy vyzrávání a nápad-
no u maturační asynchronii, jso u‑li 
již potomstvem le ukemického klonu. 
Moho u mít např. Pelgerovu- Huë-
tovu anomálii, případné Auerovy tyče 
moho u doložit původ buňky z  le uke-
mického klonu. Naopak významnější 
dysplazi e červené a megakaryocytární 
řady do obrazu nově di agnostikované 
APL nepatří.

Tan et al [48] v elektronoptické stu-
dii popsali typicko u strukturu chroma-
tinu APL buňky. Je více kondenzovaný 
u  jaderné membrány a  disperznější 
uprostřed jádra, s nukleoly (obsahují-
cími nukleolonemata a pars amorpha) 
typicky lokalizovanými spíše poblíž 
jaderné membrány. Při panoptic-
kém barvení jso u jadérka někdy málo 
zřetelná, lépe jso u vidět v  méně zra-
lých buňkách M3 a obecně u vari anty 
M3v, neboť chromatin těchto buněk je 
o něco jemnější. Pokud se týká azuro-
filní granulace, obsahuje FAB definice 
[6] informaci o tom, že granula moho u 
v některých buňkách splývat; neinfor-
muje však, že granula moho u být co do 
velikosti i tvaru dosti bizarní, Sainty et 

al (viz níže [9]) některé z těchto atypi í 
označují jako „Chédi ak-Higashi‑like“ 
(viz též obr. 4). Auerovy tyče jso u 
u APL robustnější než u jiných subtypů 
AML [8]. 

Kromě výše uvedených morfologic-
kých subtypů APL M3  a  M3v, mezi 
nimiž neexistuje ostrá hranice [8], byla 
popsána řada dalších morfologických 
nu ancí, přičemž u všech z nich se pro-
kazuje t(15;17) –  nyní již tedy hovoříme 
o APL definované rekurentní chromozo-
mální aberací, tzn. o onemocnění defi-
novaném podle WHO klasifikace [11]. 
Avšak již v době, kdy ještě nebyla obje-
vena so uvislost APL s t(15;17), uváděli 
Liso et al [49] ve své cytochemické stu-
dii případ APL s granuly metachroma-
ticky barvitelnými toluidinovo u modří 
a diskutovali podobnost buněk s bazo-
filními promyelocyty (viz též obr. 4). Až 
o mnoho let později byla Kubonishim 
et al [50] popsána APL s bazofilní dife­
renci ací, která nesla t(15;17). Ko ike et 
al a po nich Tallman et al ukázali, že 
tato další vari antní forma může být 
spojena klinicky s hyperhistaminemi í, 
šokovým stavem s ulceracemi v žaludku 
a  duodenu, s  rozšířením periferních 
cév a bolestmi hlavy, a cytogeneticky 
s přestavbo u krátkého raménka chro-
mozomu 12  (pruhu 12p13) [51,52]. 
Neměli bychom zaměnit popsané pří-
pady s bazofilními granuly s další va-
ri anto u, a  sice hyperbazofilní APL, 
prvně popsano u McKenno u et al [53]. 
U té se bazofili e týká cytoplazmy, APL 
je mikrogranulární a má některé mye-
lomonocytární rysy. Na monocyto idní 
rysy tohoto typu APL, jak v cytoche-
mické, tak i  imunofenotypové rovině, 
upozornila řada prací, včetně cito-
vané práce Lisa et al i  cytochemické 
studi e Lemeže [43,49,54,55]. Naeme 
et al v roce 1997 rozeznávali 5 morfo-
logických subtypů APL  –  již zmíněné 
M3, M3v, McKennovu hyperbazo-
filní vari antu a nově popsané případy 
podobné M1 a M2 [56]. Stejná skupina 
potom popsala paci enta s t(15;17), 
který byl odeslán k příjmu pod di agnó-
zo u akutní lymfoblastické le ukemi e. 
Buňky byly agranulární (viz též obr. 2), 
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po uze v elektronovém mikroskopu byly 
nečetné buňky slabě pozitivní na pero-
xidázu, často byly přítomny cytoplaz-
matické výběžky [57] (viz též obr. 4). Ty 
jso u však často spojeny s hyperbazo-
f ilní vari anto u  –  připomínají někdy 
mikromegakaryocyty [43]. I  imuno-
fenotyp byl u  uvedeného případu 
v so uladu s nezralostí buněk a akutní 
le ukemi e byla považována za bifeno-
typovo u –  CD34+, DR+, CD2+, CD7+, 
CD13+, CD15+, ale CD33–  [57] (ačkoli 
nebyla splněna kritéri a pro bifenotypo-
vo u akutní le ukemii [58]). Dopis edi-
torovi o tomto případu byl v časopise 
zařazen hned za dalším (Aventín et al), 
popisujícím téměř stejný případ agra-
nulární, HLA‑DR+ le ukemi e, s expresí 
PML/ RARa se zlomem bcr3 [59]. Mor-
gan et al [60] popsali i  případ APL 
s  megakaryoblastickými rysy jak na 
úrovni morfologické (buňky s cytoplaz-
matickými výběžky), tak i imunofenoty-
pové –  HLA‑ DR–  s expresí megakaryocy-
tárního antigenu CD41. Rovněž již byl 
popsán případ AML s eozinofilní dife-
renci ací, s průkazem fúze PML/ RARa 
[61]. Byl publikován i případ imunolo-
gicky méně zralé (CD34+) APL s výraz-
no u fibrózo u dřeně, která usto upila 
po standardní terapii (indukci da uno-
rubicinem a  ATRA, 3  konsolidacích) 
a a utologní transplantaci [62]. Z uve-
deného výčtu vidíme, že téměř jaký­
koli morfologický nález akutní le uke­
mi e může být ve skutečnosti vzácno u 
formo u AML s t(15;17) podle definice 
WHO. Onemocnění definované WHO 
má tedy podstatně širší diferenci ální 
di agnostiku než APL definovaná skupi-
no u FAB. Proto doporučujeme prová-
dět vyšetření k vylo učení této translo-
kace u všech případů AML. 

Cytochemicky nacházíme u  APL 
pozitivitu při průkazu myeloperoxi­
dázy, naftol AS- D chloro acetát- este­
rázy a  při barvení sudanovo u černí 
B [8,19,43,49,63]. Velmi výrazno u 
pozitivitu těchto re akcí nalezneme 
u  typických M3  forem APL  –  u  těch 
však obvykle nepotřebujeme cytoche-
mická vyšetření, neboť obraz při stan-
dardním panoptickém barvení podle 

Maye- Grünwalda- Gi emsy je dosta-
tečně sugestivní, navíc výsledky cytoche-
mi e nejso u pro APL nijak specifické –  
podobné výsledky bývají pozorovány 
i  u  jiných subtypů AML s  vyzrává-
ním [43]. Na druhé straně zase často 
bývá u vari antní formy M3v pozitivita 
v  uvedených re akcích méně výrazná. 
Cytochemi e však může být i moderní 
di agnostice platná dvěma způsoby: 
1. �Pomocí peroxidázové re akce snáze 

odhalíme Auerovy tyče a  „faggot 
cells“, které nemusejí být patrné při 
panoptickém barvení (vlastní zkuše-
nost) –  Liso s Bennettem za stejným 
účelem doporučují chloro acetát-
esterázu, naopak myeloperoxidázu 
nedoporučují [19]. 

2. �Nápadně silná re akce myeloperoxi-
dázy v  hypogranulárních buňkách 
nás může upozornit, že daný případ 
AML by ve skutečnosti mohl být APL 

[8]. Je však nutno počítat s tím, že 
re akce myeloperoxidázy může být 
u  M3v formy slabší; u  hyperbazo-
f ilní formy naopak bývá re akce 
silná [19]. V případě, že laboratoř 
má k dispozici analyzátor krevních 
obrazů pracující na principu prů-
kazu myeloperoxidázy (např. přístroj 
Advi a 120 fy Bayer), je možné rychlé 
rozlišení mezi vari antní formo u APL 
(AML M3v) a AML M5.

Jak již bylo zmíněno v odstavci o defi-
nici onemocnění, APL s t(11;17) a fúz-
ním genem PLZF/ RARa má specific-
ko u morfologii. Mezinárodní skupina 
na semináři v  Monze v  červnu roku 
1997 probírala případy APL bez pro­
kázané t(15;17). Vytvořila poměrně 
jednoducho u klasif ikaci APL podle 
tvaru buněčného jádra (pravidelné 
kulaté nebo oválné versus nepravi-

Obr. 5. Leukemoidní promyelocytární reakce. 
Kostní dřeň pacientky, zotavující se z útlumu krvetvorby po terapii azathioprinem. 
Ačkoli převahu buněk tvoří promyelocyty s hrubou granulací (ojediněle i překrý-
vající buněčné jádro), nejde o leukemii, pacientka měla normální karyotyp a nebyl 
prokázán fúzní gen PML/RARa (na rozdíl od všech případů na obr. 1–4 s výjim-
kou obr. 3h). Jádra mají tvar obdobný jako normální velmi „mladé“, velké pro-
myelocyty, na rozdíl od leukemických promyelocytů jsou zřetelná projasnění cyto-
plazmy v oblasti Golgiho zóny. Nelze nalézt Auerovy tyče. V preparátu jsou četné 
trombocyty (i jejich shluky), což by bylo u APL neobvyklé. V mezibuněčném pro-
storu lze pozorovat azurofilní granula, pocházející z rozpadlých elementů (stejně 
jako u případů APL) (barvení podle Maye-Grünwalda a Giemsy, původní zvětšení 
1 000krát).
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delné, např. ledvinovité, dvojlaločné, 
přehnuté), stupně granularity (hyper–  
nebo hypo-) a přítomnosti Auerových 
tyčí. Takto bylo vytvořeno 12 základ-
ních kategori í buněk a k nim pak byly 
přidány ještě 3 speci ální, a sice kate-
gori e buněk s bazofilními granuly, dále 
kategori e buněk s granuly podobnými 
Chédi akově- Higashiho granulím (viz 
též obr. 4), a posledně kategori e zra-
jících pelgero idních buněk. Morfolo-
gické nálezy pak byly porovnány s cyto-
genetickými a  molekulárními údaji. 
Vyšlo najevo, že výrazně se odlišují APL 
s t(11;17) s fúzí PLZF/ RARa. Na roz-
díl od typické APL s t(15;17) mají pře-
devším dosti pravidelná jádra (jinak 
typičtější pro M2  le ukemi e). Rovněž 
struktura jejich chromatinu bývá kon-
denzovanější (blíží se již k  myelocy-
tům). Výraznější než u APL s t(15;17) 
bývá zrající granulocytární kompo-
nenta, s četnými ne utrofily s Pelgero-
vo u- Huëtovo u anomáli í. Tento typ APL 
morfologicky často stojí na pomezí 
M2  a  M3  ve FAB klasifikaci. Většina 
APL s t(11;17) je hypergranulární, jen 
v některých případech jso u přítomny 
i „faggot cells“ [9].

Existují i některé stavy, které by méně 
zkušený morfolog mohl mylně vydá­
vat za APL. V  první řadě je nutno 
odlišit promyelocytární le ukemo idní  
re akce, často v so uvislosti s reparač
ním procesem v kostní dřeni po útlumu 
krvetvorby, např. u revmatologických 
paci entů léčených metotrexátem nebo 
azathi oprinem (obr. 5). Promyelo-
cyty bývají u tohoto re aktivního stavu 
velké (jde o největší buňky kostní dřeně 
s  výjimko u megakaryocytů), se silně 
bazof ilní cytoplazmo u a  s  výrazno u 
toxicko u azurofilní granulací. Na rozdíl 
od le ukemických promyelocytů mívají 
projasnění v  oblasti Golgiho zóny. 
Pochopitelně zde nenalezneme Auerovy 
tyče a extrémní míru atypi e granulace, 
jako je běžné u APL. Jádra hyperprolife-
rujících normálních promyelocytů jso u 
oválná nebo ledvinovitá podle míry 
jejich zralosti, chromatinová struktura 
je v  so uladu s  maturačním stadi em 
buňky (oproti APL tedy chybí výraznější 

maturační asynchroni e), mají středně 
zřetelná jadérka (obr. 5). Dalším sta-
vem, který by mohl být ev. považo-
ván za APL, by mohl být ojedinělý pří-
pad myelodysplastického syndromu 
s maturačním blokem na úrovni pro-
myelocytů. U takového stavu moho u 
(ale nemusí) být přítomny dysplas-
tické změny ostatních řad krvetvorby, 
avšak k záměně s typicko u APL by dojít 
nemělo.

Jaký je dopad znalosti morfologi e 
u APL?
1. �V případě typické FAB M3 nás mor-

fologi e sama přivede k  di agnóze. 
Paci ent dostane ATRA a di agnózu 
pak bez většího spěchu verifikujeme 
molekulárně.

2. �Některé případy jso u ovšem mor-
fologicky sporné. Platí to pro si-
tu ace (a), ve kterých je di agnóza 
APL pravděpodobná, ale nikoli jistá, 
a pro situ ace (b), kdy s di agnózo u 
APL počítáme po uze jako s  dife-
renci álně- di agnosticko u možností. 
V obo u případech pak musíme velice 
spěchat s  molekulární verif ikací. 
V případě (a) musí paci ent dostat 
léčbu ATRA (spěch je na místě proto, 
aby se nestalo, že paci ent neexpri-
mující PML/ RARa bude dostávat 
neindikovaně terapii ATRA a záro-
veň nebude léčen dle protokolu 
vhodnějšího pro jiné typy AML). Pří-
pad (b) je nejtěžší k  rozhodování, 
zda rovno u ordinovat ATRA –  záleží 
na konkrétním poso uzení klinika, 
morfologa a  imunofenotypisty. 
Právě zde je místo pro zkušeného 
morfologa, aby uměl „vychytat“ 
podezřelé nálezy, a to obzvláště na 
pracovištích, která nedělají pa ušální 
screening na fúzní gen PML/ RARa 
u všech paci entů s AML, aby zvážil 
indikaci pro jeho „STATIM“ vyšet-
ření a dal popud k ev. nasazení léčby 
ATRA.

3. �Morfologi e může vést k  suspekci 
na t(11;17), ktero u musíme verif i-
kovat opět molekulárně a  cytoge-
neticky. Tuto le ukemii musíme léčit 
jinak než APL s t(15;17), neboť je 
relativně ATRA- rezistentní.

4. �Odlišení M3  a  M3v má i  své kli-
nické a prognostické koreláty –  M3v 
je spojena s  le ukocytózo u i  s  ten-
dencí k  horší šanci docílit kom-
pletní remise (po dosažení remise se 
však již vliv morfologického subtypu 
v době di agnózy ne uplatní) [46]. 

Imunofenotyp
Pro di agnostiku APL znamenalo za
vedení monoklonálních protilátek vý
znamný posun. Jejich pomocí lze deteko
vat poměrně specifický imunofenotyp 
APL buněk –  HLA‑ DR– , CD33+, CD13+. 
Ačkoli tento fenotyp není zcela speci-
fický, jeho vyšetření patří k  základním 
di agnostickým opatřením. Navíc výsle-
dek je k dispozici velmi rychle (tab. 1).

Jak jsme již uvedli, ve většině případů 
napomůže správné di agnóze průkaz 
HLA- DR–  blastů a promyelocytů v kon-
textu myelo idního fenotypu, s pozitivi-
to u znaku CD33 nebo CD13 [20,64]  
(v sestavě ÚHKT jso u oba tyto myelo idní 
znaky exprimovány u 98 % paci entů). 
Článek v  knize WHO klasifikace při-
po uští možnost proměnlivější (tj. méně 
konstantní) exprese CD13 ve srovnání 
s CD33 [11]. Chceme však zdůraznit, 
že průkaz DR negativity není nikterak 
patognomonický pro APL a di agnóza 
by měla být potvrzena dalším vyšetře-
ním,  především molekulárně bi ologic-
kým, a měla by být v so uladu s výsledky 
morfologi e a  cytochemi e. Dále je 
nutno si uvědomit, že existují případy 
APL pozitivní na HLA- DR. Na kon-
ferenci o APL –  A Curable Dise ase? –  
v Římě v roce 1993 referovaly dokonce 
3 různé italské skupiny o incidenci DR+ 
u  APL ve 4 %, resp. 14 %, resp. 22 % 
případů. V kapitole o morfologii byly 
zmíněny AML s t(15;17) s velice nezra-
lým fenotypem, s pozitivito u HLA- DR. 
V ÚHKT jsme však viděli po uze jedi-
ného paci enta pozitivního na HLA- DR 
ze 41 hodnocených případů (2 %). Je 
však třeba počítat s  tím, že reprodu-
kovatelnost morfologických výsledků, 
alespoň pokud se týká typické hyper-
granulární APL, je poměrně vysoká, 
zatímco u  imunofenotypových ana-
lýz může být naopak nižší, neboť může 
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být zatížena po užitím monoklonál-
ních protilátek proti různým epitopům 
zko umaného antigenu (velký pozor je 
nutno dávat především při volbě proti-
látky proti HLA‑ DR), ev. i technickými 
chybami v  méně zkušených rukách. 
Principy imunologické di agnostiky APL 
podle jednoho z nás (I. M.) jso u suma-
rizovány v  tab. 2. Z  ostatních znaků 
může být zhruba ve 30– 40 % případů 
přítomen i antigen CD15, prokazatelný 
protilátko u proti si alizovanému anti-
genu (klon VEP– 9), avšak nikoli pro-
tilátko u proti nesi alizovanému anti-
genu (klon VIM– D5) [20]. Exprese 
CD15  může být pozorována po uze 
u případů CD34–  [11]. Znak CD34 bývá 
exprimován především u morfologic-
kého subtypu M3v (v sestavě ÚHKT je 
pozitivní ve 23 % ze všech APL). Rov-
něž tak vari antní forma M3v je o něco 
častěji spojena s  expresí lymfo idních 
antigenů CD2, CD7 a CD19 (v ÚHKT 
jsme po uze ve 3 případech, tzn. u 6 % 
ze všech paci entů, našli koexpresi 
CD2, z ostatních uvedených lymfo id-
ních antigenů jsme neprokázali žádný). 
Monocyto idní markery, resp. adhe-
zivní molekuly CD14, CD11b a CD11c, 
se prokazují poměrně vzácně [20] 
(v naší sestavě 2 %, 21 %, resp. 11 %). 
CD117  (produkt genu C- KIT) jsme 
našli u  54 % nemocných v  so uladu 

s  některými publikovanými výsledky 
[65], zatímco podle Pai ettaové et 
al [66] je tento znak přítomen vždy. 
Poměrně hodně pozornosti bylo věno-
váno antigenu CD56, normálně expri-
movanému NK buňkami (přirozenými 
zabíječi). Některé skupiny jej považují 
za marker nepříznivé prognózy při APL 
[67,68]. Nicméně žádný z uvedených 
znaků, kromě negativity HLA‑ DR, 
nemá diskriminační hodnotu pro dife­
renci ální di agnózu mezi APL a ostat­
ními AML. Od APL je třeba odlišit jiné 
HLA- DR–  akutní le ukemi e: malo u část 
vyzrávajících AML FAB M2, akutní lym-
foblasticko u le ukemii T řady a  dále 
hypergranulární AML morfologicky 
silně připomínající APL s NK/ myelo id-
ním CD56+ fenotypem. Tato le uke-
mi e však nenese  t(15;17), po uze 
1/ 20 popsaných případů měl t(11;17) 
[69]. Podle Pai ettaové et al by diskri-
minační hodnotu pro odlišení APL od 
jiných AML s relativně zralým imuno-
fenotypem mohla mít negativita znaků 
CD11a a CD18 (le ukocytárních inte-
grinů) [22,66]. 

Cytogenetika a molekulární bi ologi e
Pro di agnózu APL, resp. AML s t(15;17) 
[10,11], je nutno jakýmkoli způso-
bem tuto translokaci prokázat. Může 
být zachycena cytogeneticky na úrovni 

chromozomální analýzy, nebo imu-
nologicky na úrovni proteinů anebo 
na úrovni nukleových kyselin meto-
dami molekulární genetiky. Vzhledem 
k často vyžadované rychlosti průkazu 
(tab. 1) má v di agnostice zcela výsadní 
místo PCR metoda pro detekci fúz-
ního genu PML/ RARa [13,23,70,71]. 
O  situ acích, kdy by vyšetření mělo 
být požadováno ve „STATIM“ režimu, 
již bylo pojednáno výše (v odstavci 
Morfologi e).

Metody konvenční cytogenetiky 
pro záchyt t(15;17) (G-  a  Q- pruho-
vání, tj. identifikace pruhů na chro-
mozómech po barvení podle Gi emsy, 
resp. po fluorescenčním barvení china-
krinem), dovolily v roce 1976 Golom-
bovi et al odhalit inzerci na chromo-
zomu 17 u 2 paci entů s APL [72,73], 
o rok později stejná skupina z Chicaga 
(Rowleyová et al) zjistila při popisu 
3. případu (vzorku z periferní krve!), 
že jde o translokaci mezi chromozomy 
15 a 17 se zlomovými místy v oblastech 
t(15;17)(q22;q21), která je balan­
covaná [25], a  navíc reciproká [74] 
(obr. 6). V roce 1984 pak stejná skupina 
publikovala, že tato translokace byla 
zachycena u každého z 27 vyšetřených 
paci entů s APL. V této práci jso u také 
přesně lokalizována zlomová místa, 
a sice 15q22 a 17q21.1 [24]. Pozdější 

Tab. 2. Kritéria pro imunologickou diagnostiku APL.

Subtyp	 Imunofenotypová charakteristika

hypergranulární	 – �blastická komponenta (> 20 %) s heterogenním a významným FSC, SSC a s dysregulovanou (negativní, varia-
bilní, bimodální) expresí znaku CD45 – nachází se v blastickém gatu

	 – �významná autofluorescence patologické populace
	 – �homogenní exprese znaku CD33, intenzivnější než na povrchu neutrofilů
	 – �heterogenní exprese znaku CD13†

	 – �silná exprese myeloperoxidázy
	 – �negativní exprese znaků HLA-DR, CD11b, CD15 a CD16
	 – �častá exprese „primitivního“ znaku CD117

hypogranulární	 – �blastická komponenta (> 20 %) s heterogenním, nízkým SSC a s dysregulovanou (negativní, variabilní, bimo-
dální) expresí znaku CD45 – nachází se v blastickém gatu

	 – �homogenní, intenzivní exprese znaku CD33, heterogenní exprese znaku CD13† 
	 – �častá pozitivita „primitivních“ znaků CD34 a CD117
	 – �častá pozitivita znaku CD2
	 – �HLA-DR může být slabě pozitivní, znaky CD11b,CD15 a CD16 jsou negativní

FSC – „forward scatter“; SSC – „side scatter“ 
† �Heterogenní z hlediska intenzity fluorescence. V sestavě pacientů s APL z ÚHKT byl znak CD13 (stejně jako CD33) exprimován 
u 98 % jedinců s M3 nebo M3v morfologií.
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molekulární analýzy potvrdily správné 
určení míst zlomů na obo u chromo-
zomech [75– 77]. WHO klasif ikace 
[11] tedy uvádí (podle dřívější cytoge-
netické literatury a  projektu Human 
Gene Mapping 9 z roku 1987) patrně 
nesprávný lokus 17q11.2– 12 pro zlom 
na chromozomu 17.

Praxe v  jiných institucích se ne uká-
zala být tak dokonalá, jak naznačo-
vala publikace se zjištěním translo-
kace t(15;17) ve 100 % případů [24]: 
běžně se zachytí u  41– 97 % morfo-
logicky di agnostikovaných případů 
[76,78]. Může být problém získat 
dostatek metafází k  vyšetření  –  APL 
buňky mají nízko u syntézu DNA (podle 
studi í s inkorporací 3H- thymidinu nižší 
než normální promyelocyty) i  nízký 
mitotický index [79,80], navíc problé-
mem moho u být  také kontaminující 
dělící se normální buňky, např. eryt-
roblasty, navíc se stává, že je k dispo-
zici málo materi álu k analýze, neboť se 
klinikovi odebírajícímu dřeň může vzo-
rek ve zkumavce srazit následkem DIC. 
Pozorování, že fúzní gen PML/ RARa 
byl přítomen u všech případů s APL, 

zatímco fúzní gen RARa/ PML jen 
u 12/ 18 paci entů, ukázaly, že t(15;17) 
nemusí být vždy reciproká [76] a  že 
může jít o  kryptické, submikrosko­
pické translokace [23,31,81].

Význam standardního cytogenetic-
kého vyšetření se dnes, v době moleku-
lárních analýz, snížil především z hle-
diska di agnostiky typické t(15;17), 
avšak standardní analýza stále posky-
tuje důležito u možnost záchytu ně
kterých alternativních translokací. 
Dosud jich bylo popsáno 5: především 
t(11;17)(q23;q21) s  fúzním genem 
PLZF/ RARa a reciprokým transkriptem 
RARa/ PLZF (vyskytuje se zhruba v 0,8 % 
případů APL), zhruba u 0,4 % případů 
APL lze prokázat t(5;17)(q35;q21) 
s transkriptem NPM/ RARa (též i reci-
prokým). Zbylé 3 typy cytogenetických 
a molekulárních aberací byly popsány 
po uze v ojedinělých případech. Jedná 
se o t(11;17)(q13;q21) s fúzním genem 
NuMA/ RARa (bez tvorby reciprokého 
transkriptu), o  interstici ální deleci 
(3 Mb dlo uho u), která vede k tvorbě 
fúzního genu STAT5b/ RARa (logicky 
také bez reciprokého transkriptu) 

[31,32], a posledně o nedávno popsa-
no u fúzi PRKAR1A/ RARa, vzniklo u 
patrně rovněž interstici ální delecí [82]. 
Jak již bylo uvedeno, stále existuje malý 
zlomek případů s  APL (s FAB AML 
M3 morfologi í), u nichž nelze proká-
zat žádno u z výše uvedených genetic-
kých aberací (celkově zhruba 1 % všech 
paci entů s AML FAB M3 či M3v) [31]. 
Význam možného záchytu komplex­
ních translokací a ev. přídatných cyto­
genetických aberací dnes již není velký –  
pokud se prokážo u, nemění prognózu 
onemocnění (nicméně nelze vylo učit, 
že z  hlediska prognózy jednotlivého 
paci enta moho u mít některé komplexní 
přestavby negativní dopad). Zlomy na 
chromozomech 15 a 17 jso u při kom-
plexních aberacích stejné jako u kla-
sické t(15;17) a vždy lze prokázat fúzní 
gen PML/ RARa [81,83]. Nejčastější 
sekundární cytogeneticko u aberací je 
trizomi e 8, vyskytuje se u 17 % nemoc-
ných [84]. V případě některých překva-
pivých výsledků cytogenetiky, jako byl 
např. náš záchyt t(14;22), je nutno pát-
rat po vrozené aberaci, neso uvisející 
s  onemocněním. Výsledek konvenční 
cytogenetiky může být hotov nejdříve 
za 24 hod (tab. 1), obvykle to však trvá 
déle, mj. také podle zvolené délky kul-
tivace, potřebné pro získání dostateč-
ného počtu mitóz. Doporučuje se kul-
tivovat buňky nejméně 48 hod, protože 
buňky s fúzním genem PML/ RARa mají 
delší generační čas a při delší kultivaci 
snáze získáme dostatečný počet mitóz 
pro cytogeneticko u analýzu.

Detekce t(15;17) pomocí fluores­
cenční in situ hybridizace (FISH) patří 
mezi metody molekulární cytogenetiky 
a při detekci fúze PML/ RARa má oproti 
karyotypové analýze jader v metafázi 
k průkazu t(15;17) obecně tu výhodu, 
že může k vyšetření po užít buňky v inter-
fázi a  nevyžaduje kultivaci. Pomocí 
FISH se zachytí fúze PML/ RARa častěji 
než t(15;17) při standardní cytogene-
tické analýze. FISH dosahuje citlivosti 
10– 1 až 10‑2 a lze ji provést během něko-
lika hodin (tab. 1). Obvykle se v cyto-
genetické laboratoři provádí mole-

Obr. 6. Schematické znázornění reciproké, balancované t(15;17). 
Normální chromozomy č. 15 a 17 jsou znázorněny na krajích, jejich výsledné 
změny jsou uprostřed na chromozomech der(15) a der(17). Lokalizace zlomů 
v genu PML (jde o „breakpoint cluster region“ – bcr) a RARa je znázorněna zele-
nými šipkami. Při translokaci vzniknou proteiny PML různé délky (následkem 
splicingu), fúzní proteiny PML/RARa a RARa/PML a stále je přítomen normální 
protein RARa (vzniká přepisem z druhé, nepostižené alely).



Vnitř Lék 2008; 54(7&8): 728–744 740

Urgentní stav v hematologii: akutní promyelocytární le ukemi e –  principy di agnostiky

Vnitř Lék 2008; 54(7&8): 728–744 

kulární vyšetření jako doplňkové ke 
klasické analýze karyotypu. 

Detekce PML/ RARa pomocí poly­
merázové řetězové re akce po reverzní 
transkripci (RT‑PCR) je na většině pra-
covišť základní vyšetřovací metodo u 
pro detekci fúze PML/ RARa. Spočívá 
v amplifikaci genových úseků vymeze-
ných nukleotidovými primery specific-
kými pro jednotlivé zlomové oblasti fúz-
ních genů (obr. 6). V ÚHKT po užíváme 
přední primery M2 a M4 a reverzní pri-
mery R5 a R8 podle jedné z původních 

Tab. 3. Sekvence primerů používaných v ÚHKT pro záchyt PML/RARa 
i detekci minimálního reziduálního onemocnění. Jsou velmi podobné (nikoli 
identické) s primery publikovanými Biondim et al [27], jsou i stejně ozna-
čeny. M2 a M4 jsou přední primery, R5 a R8 reverzní. Místa jejich hybri-
dizace s cDNA jsou znázorněna na obr. 7. Pro záchyt L a V transkriptů (se 
zlomy bcr1 a bcr2 v genu PML) užíváme dvojici primerů M2-R8, PCR pro-
dukt má 326 bp. Pro záchyt S transkriptů (se zlomem bcr3) požíváme pri-
mery M4‑R8, výsledný PCR produkt je 324 bp dlouhý. 

Název primeru	 Sekvence

M2	 5’ –  AGTGTACGCCTTCTCCATCA-3’
M4	 5’ –  AGCTGCTGGAGGCTGTGGACGCGCGGTACC-3’
R5	 5’ –  CCCCATAGTGGTAGCCTGAGGACT-3’
R8	 5’ –  CAGAACTGCTGCTCTGGGTCTCAAT-3’

Obr. 7. Schematické zobrazení zlomových míst (bcr – breakpoint cluster region) genu PML a výsledných typů transkriptů 
PML/RARa. 
Čísla označují exony. Černé šipky ukazují jednotlivá zlomová místa na DNA genu PML: bcr3 ve 3. intronu, bcr2 v 6. exonu 
(svorka znázorňuje variabilitu lokalizace zlomu v rámci tohoto exonu) a bcr1 v 6. intronu (neznázorněno: zlom v genu RARa 
se pravidelně nachází v 2. intronu) [13,70]. Modré šipky ukazují na umístění primerů podle Biondiho et al [27]. Níže jsou 
pak znázorněny různé transkripty PML/RARa. V rámečku je popsáno užití primerů pro záchyt fúzního genu pomocí RT-PCR 
při zlomech bcr1 a bcr2 (v jedné reakci) a bcr3 (ve druhé reakci) v jednokrokovém uspořádání dle doporučení Diveriové et 
al [12]; v ÚHKT používáme primery dle Biondiho et al [27] s nepatrnou modifikací. Dále je zapsáno použití těchto primerů 
pro detekci minimálního reziduálního onemocnění (MRO) ve dvoukrokové RT-PCR metodě v „semi-nested“ uspořádání: je 
použit stejný přední primer v 1. i 2. kroku (M2 při detekci dlouhého nebo variabilního transkriptu PML/RARa se zlomy bcr1 
nebo bcr2 genu PML, nebo primer M4 při zlomu bcr3), ale odlišný reverzní primer (R5 a R8) pro 1., resp. 2. krok detekce 
PML/RARa s  kterýmkoli zlomem. 
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prací Bi ondiho et al [27] o  RT‑PCR 
metodice pro detekci PML/ RARa 
(tab. 3). Místo hybridizace těchto pri-
merů je znázorněno na obr. 7. Jiné pri-
mery jso u uvedeny v  doporučeních 
skupiny BIOMED- 1  [85]. RT‑PCR je 
jedino u dostupno u metodo u rutinní 
di agnostiky, která je schopna defino-
vat typ zlomového místa v genu PML 
(což má kruci ální význam pro další 
sledování a  detekci minimální rezi-
duální nemoci). Ve většině laboratoří 
se rutinně detekují zlomy bcr1 (z hle-
diska výsledného transkriptu dlo uhá 
L- forma) a bcr2  (vari abilní V- forma) 
pomocí stejného „forward“ (před-
ního) primeru v  jedné PCR, zatímco 
případy se zlomem bcr3 (s výsledným 
krátkým transkriptem; S- formo u) se 
zachytávají ve druhé, paralelně prová-
děné PCR (obr. 7) (13,70). Ve skupině 
116  paci entů zachycených v  ÚHKT 
mělo 43,1 % jedinců zlom bcr1 a 50,0 % 
zlom bcr3. Vzácné případy s vari abilně 
umístěným zlomem bcr2  v  6. exonu 
genu PML (6,8 % záchytů na naší labo-

ratoři) je nutné verifikovat sekvenací –  
na elektroforetickém gelu moho u být 
PCR produkty vzhledem k  proměn-
livé délce transkriptu u  různých pří-
padů různě vysoko (obr. 8) a moho u 
být omylem (např. při slabší expresi 
PML/ RARa) považovány i za nespeci-
ficitu. Původně se RT‑PCR prováděla 
ve dvo u krocích, kdy ve druhém kroku 
byly užity jiné primery než v kroku prv-
ním (tzv. „nested“ metoda) [27– 29]. 
Jednokroková RT‑PCR [12] je stále 
ještě dostatečně citlivá (10– 3 až 10– 4), je 
však rychlejší –  výsledek je k dispozici za 
5– 6 hod (tab. 1). Zásadní podmínko u 
úspěšného vyšetření přítomnosti genu 
PML/ RARa metodo u RT‑PCR a  pří-
padně jeho další sledování ve formě 
minimálního reziduálního onemocnění 
(MRO) je kvalitní vzorek RNA a účinná 
reverzní transkripce [12]. Transkript 
PML/ RARa je dosti fragilní a je třeba 
šetrně zacházet s  odebraným vzor-
kem –  již jsme viděli případ, kdy vlivem 
špatného zacházení (zahřátí v  saku) 
nebyl amplifikovatelný gen PML/ RARa, 

zatímco kontrolní gen ABL ještě ampli-
fikovatelný byl. O indikacích moleku-
lárního vyšetření, tj. o  situ acích, kdy 
by bylo vysloveno u chybo u jej ne uči-
nit, již bylo referováno zevrubně výše 
(viz odstavec Morfologi e). Zde ještě 
zmíníme, že někteří a utoři (např. z Bri-
táni e) nepovažují za nutné vyšetřovat 
každý případ záchytu AML na fúzní gen 
PML/ RARa [86]. Ve studi ích britského 
Medical Rese arch Co uncil našli po uze 
jednoho z  530  paci entů, u  kterého 
byla ex post zjištěna tato fúze. Nutno 
si však uvědomit, že to byli zevrubně 
vyšetření paci enti zařazovaní do studi í, 
nikoli běžný vzorek paci entů. Autoři 
citované práce nemohli vědět, kolik 
paci entů s nepoznaným fúzním genem 
PML/ RARa jim mohlo „utéci“ mimo 
rámec studi í. My se kloníme spíše 
k názoru jiných a utorů (např. [57]), 
kteří z  důvodu nemožnosti morfolo­
gického rozeznání zcela atypických 
případů molekulární detekci doporu­
čují u všech AML. Mezi našimi 61 pří-
pady APL byli přinejmenším 3, které 
bychom na základě morfologického 
nálezu z APL vůbec nepodezírali.

Záchyt PML/ RARa pomocí RT‑PCR 
v re álném čase (RQ‑PCR) je možno u 
alternativo u kvalitativní RT‑PCR (viz 
předchozí odstavec). Pro záchyt fúz-
ních genů při zlomech genu PML bcr1, 
bcr2  a  bcr3  se při RQ‑PCR po užívá 
společné sondy a reverzního primeru, 
zatímco přední primer je pro každý ze 
tří zlomů odlišný [77]. Tato metodika, 
vyvinutá v  rámci programu Europe 
Against Cancer, má výhodu v  tom, 
že již při záchytu odliší L od V formy 
transkriptu (tzn. PML/ RARa se zlomy 
bcr1 a bcr2 v genu PML), při sledování 
minimálního reziduálního onemocnění 
je navíc ihned k dispozici výsledek dne 
0  a  odpadá potřeba provádět stan-
dardní, kvalitativní RT‑PCR při záchytu. 
Na této metodě je však problematické 
to, že re akce pro záchyt V formy dokáže 
zachytit po uze 80 % případů V  formy 
PML/ RARa s  různými subtypy zlomů 
genu PML, so uhrnně nazývanými 
bcr2 [77] (obr. 6 a obr. 7). To znamená, 
že při užívání této metody se di agnózu 

Obr. 8. Rozlišení dlouhého a variabilní transkriptu PML/RARa (L a V formy s mís-
tem zlomu genu PML bcr1, resp. bcr2). 
PCR produkty v gelové elektroforéze při detekci fúzního genu PML/RARa 
11 nemocných s APL (pomocí primerů M2 a R8, viz tab. 3 a obr. 6). Zatímco pro-
dukty se zlomem bcr1 jsou stejně dlouhé (326 bp s našimi primery M2-R8; pruhy 
1, 4–6, 8–10), produkty s bcr2 mají různou (variabilní) délku v závislosti na přes-
ném místě zlomu v exonu 6 genu PML (viz obr. 6) – týká se to pruhů 2, 3, 7 a 11: 
ve srovnání s transkriptem bcr1 mají –60, –105, +12, resp. –18 bp. Produkt s bcr2 
v pruhu 7 je paradoxně delší (a tedy méně mobilní v elektrickém poli na agaróze), 
než produkty s bcr1. Podle sekvenační analýzy je to tím, že u nemocného došlo 
k inzerci několika nukleotidů do fúzního genu PML/RARa (je nutné všechny tran-
skripty atypické délky sekvenovat). N – negativní kontrola, M – marker. 
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(na rozdíl od klasické RT‑PCR) nepo-
daří odhalit u  zhruba 2 % paci entů 
s  fúzí PML/ RARa. V  ÚHKT ji proto 
k záchytu onemocnění nepo užíváme.

Interní tandemová duplikace genu 
FLT3 (FLT3- ITD) je společně s mutací 
v kodónu D835 genu FLT3 nejčastější 
sekundární geneticko u lézí u APL. Mor-
fologicky vari antní formy M3v jso u 
vůbec nejčastějším subtypem AML, 
u  kterého je FLT3-ITD zjistitelná  –  
vyskytuje se až v 65 % těchto případů 
a ve 23 % případů APL s klasicko u mor-
fologi í M3 [87]. FLT3  je receptorová 
tyrozinová kináza a mutace jejího genu 
dává buňkám [nezávisle na ligandu, 
cytokinu FL (FLT3‑ligandu)] mocný 
proliferační impuls. FLT3- ITD je jed-
no u z možných příčin, proč jso u v pří-
padech M3v v  průměru vyšší počty 
le ukocytů a  pravděpodobně i  horší 
šance na dosažení kompletní remise. 
Naopak je‑li remise dosaženo, je pak 
lhostejné, zda byla původně přítomna 
FLT3- ITD. Tato situ ace je naprosto 
odlišná od jiných subtypů AML, u kte-
rých FLT3- ITD významně neovlivňuje 
dosažení kompletní remise, ale má 
dopad na incidenci relapsů [87– 90]. 

Rozvržení proteinu PML 
v buněčném jádře –  detekce 
monoklonální protilátko u
V chromatinu buněk paci entů s AML 
bez t(15;17) dochází ke shlukování 
PML proteinu v tzv. nukle árních tělís-
kách, kterých bývá v jednom buněčném 
jádře zhruba 5– 30. Někdy jso u popiso-
vána zkratko u POD (PML onkogenní 
domény). Označíme‑li PML v nukle ár
ních tělískách anti- PML monoklo-
nální protilátko u 5E10 nebo PG- M3, 
ev. polyklonálním antisérem, PML se 
pak v  preparátu znázorní jako velmi 
hrubé skvrny. U AML s fúzním protei-
nem PML/ RARa dochází působením 
tohoto proteinu k disrupci nukle árních 
tělísek a při označení PML protilátko u 
dostáváme typický mikrotečkovaný 
obrazec. K vizu alizaci re akce s mono-
klonální protilátko u lze po užít jak imu-
nofluorescenční [13– 17], tak i  imuno-
histochemicko u techniku (s po užitím 

imuno- alkalické fosfatázy) [15]. Me
toda je vysoce specif ická pro AML 
s  t(15;17), avšak může být zatížena 
technickým problémem (jako v jednom 
případě v původní publikaci Dyckové 
et al [14,16]). Hlavní výhodo u těchto 
metodik je jednak rychlost (výsledek je 
k dispozici do 2 hod, viz tab. 1), jed-
nak se můžeme vyhno ut potřebě dra-
hých zařízení pro molekulární bi olo-
gii. Hlavní nevýhodo u je, že metoda 
neodliší různé zlomy v  genu PML, 
které je nutné znát pro následné sle-
dování minimálního reziduálního one-
mocnění, při kterém je doporučeno u 
metodo u RT‑PCR, nejlépe kvantita-
tivní. V zahraničí byla metoda di agnos-
tiky pomocí anti- PML protilátky rela-
tivně oblíbená, v Česku ji, pokud víme, 
nikdo ne užívá.

Závěr
Shora jsme podali přehled di agnostic-
kého minima APL, se kterým by podle 
našich představ měl být seznámen 
každý internista, nejlépe však i každý 
praktický lékař. Věříme, že širší pově-
domí o  tomto onemocnění pomůže 
urychlit di agnostický proces, který 
musí vést ke včasnému nasazení spe-
cif ické léčby. Vzhledem k  její vysoké 
úspěšnosti moho u být zachráněny lid-
ské životy. Dále pak byly podrobně 
rozvedeny di agnostické a  diferen-
ci álně di agnostické otázky pro spe-
ci alisty- hematology, kteří musí být 
v otázce APL vysoce erudováni.
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