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Akutni leukémie

tvori heterogenni skupinu malignich
hematologickych onemocnenti, v niz je mozne z
pohledu dnesnich poznatku vyclenit radu podskupin
s ruznym klinickym i l[aboratornim nalezem,
prognozou a odpovedi na terapii.



Klasifikace akutnich leukémii

1. FAB 1976 - zalozena na morfologii a cytochemii,
opakovane revidovana (1982, 1985, 1990)

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

3. REAL 1994 - zarazeny leukemie z lymfaticke rady

4. EGIL 1995 - European Group of immunofenotyping
leukemia

5. WHO 2001 - revize vSech klasifikaci

6. WHO 2008 - revize predchozi klasifikace



WHO klasifikace

WHO Classification of Tumours of
Haematopoietic and Lymphoid Tissues
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Akutni leukémie ve WHO
klasifikaci

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

Urceni homogennich kategorii v heterogenni
skupine akutnich leukémii ma umoznit presnéjsi
nasmeéerovani lécebné strategie.



Akutni myeloidni leukémie-
porovnani FAB a WHO klasifikace

= pocet blastu - ve FAB pocitan z nonerytroidnich bunek, ve
WHO ze vsech jadernych bunek drene (rozpocet na 500
bunék ve dreni, na 200 bunek v periferni krvi)

= pocet blastu ve dfeni &i periferni krvi - ve FAB nutné 30%,

ve WHO 20%

= Illldiagn6za AML muze byt stanovena i u stavu s méné
nez 20% blastu ve dreni Ci periferni krvi, je-li prokazana
rekurentni geneticka abnormita (viz dale)



Nalezy v periferni krvi

m obvykle anémie, trombocytopenie

m zmeny poctu bilych krvinek- leukopenie i
leukocytoza

m blasty v periferni krvi



Vysetreni kostni drene

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

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



Morfologie kostni drené

m barveni May-Griinwald-Giemsa

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

no bb. velikosti monocytt nebo i vétsich

- bazofilni nebo sedomodra cytoplazma, uzky lem

- kulaté nebo ovalné jadro s jemnym jadernym
chromatinem

- obvykle nekolik jadérek

- azurofilni granula (granulovan€) nebo bez granuli
(negranulované myeloblasty)

- Auerova tyc- specifické pro myeloidni linii




Morfologie kostni drené
m lymfoblasty

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

-min. mnozstvi stredne bazofilni cytoplazmy,
neobsahuje granula

-jaderny chromatin od jemné

granularniho az po kondenzovany
-nenapadna nebo az prominujici jadérka



Morfologie kostni drené

m patologicke promyelocyty u APL

(promyelocyty — bb. s excentricky ulozenym
jadrem, Golgiho zénou, hrubsim chromatinem,
zachovalé zretelné jadérko, pocetne granulace a
nizsi pomér N/C, cytoplazma vyjma Golgiho zony
je bazofilni

m monoblasty a promonocyty u AML M5

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

m erytroblasty nejsou zahrnovany do poctu blastl
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Cytochemicke vysetreni

Pritkaz substanC| (Fe, glykogen) nebo pritomnosti
enzymU pomoci mlkroskoplcky odnotitelnych reakci

fixace
vlastni cytochemicka reakce
dobarvovani jader

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



Cytochemicka vysetreni u AL

O — odliseni AML od ALL Ci
monoblastickeé leukemie

o — Kk
odliseni akutni myelomonocytarni a
monoblasticke leukeémie (AML M4-M5)

= k odliseni akutni lymfoblasticke
leukémie (hrubsi granula az blokova pozitivita
bez difuzniho pozadi)



Cytochemie- MPOX

m specificka pro myeloidni diferenciaci

® myelo
granu

neroxidazova aktivita u myeloblastd je
arni a casto koncentrovana v Golgiho zonée

H MOoNoO

blasty negativni nebo pozitivni s

rozptylenymi jemnymi granuly
m [ymfoblasty a megakaryoblasty- MPOX negativni



Cytochemie — nespecificka esteraza

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

m monoblasty a lymfoblasty pozitivita bez blokady

m erytroblasty slabé pozitivni reakce



Cytochemie- PAS

m reakce kys.jodisté se Schiffovym cinidlem

m pozitivita témer ve vsech krevnich bunkach
vyjma erytroblastl

m pozitivita difuzni, granularni, blokova pozitivita

m lymfocyty maji hrubsi granula az blokovou
nozitivitu bez difuzniho pozadi




Ostatni laboratorni vys.metody u
akutnich leukémii

= - charakterizuje urcitée
populace bunék pomoci jejich specifickych
membranovych ¢i cytoplazmatickych antigend
monokl. protilatkami

o - stanoveni karyotypu bunék

O patologie na urovni DNA ci
RNA bunek



Panel monoklonalnich protilatek
pro dg. akutni leukémie

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

m B-linie: CD19, CD 20, CD22, CD79a

= T-linie: CD2, CD3, CD5, CD7

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



Akutni leukémie
-epidemiologie

m incidence AL 4/100 000 obyvatel za rok
m /0% tvori AML

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

m ALL predominantne on. detskeho veku
m 75% pripadu ALL obvykle pod 6 let véku



Akutni leukemie
- etiologie

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

m viry- EBV, HIV, HTLV

B jonizacni zareni

m cytotoxicka chemoterapie

m primyslova expozice-benzen, pesticidy

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



Klinické projevy akutni leukémie

krvacivé projevy- trombocytopenie, koagulopatie
infekcni komplikace

orojevy anemickeho syndromu

ymfadenopatie

nepatosplenomegalie

jiné vyplyvajici z poruchy funkce postizeného
organu




Akutni myeloidni leukémie (AML)

AML spojena s myelodysplazii

AML souvisejici s Iécbou (therapy-related)

AML jinak neklasifikovatelné

Myeloidni sarkom

Myeloidni proliferace spojené s Downovym syndromem

Neoplazie z blastickych plazmocytoidnich dendritickych bunék



AML s rekurentni genetickou
abnormalitou

m vznik predominantné u mladsich nemocnych

m vSeobecne spojeny s relativne priznivou
odpovédi na terapii



AML s rekurentni cytogenetickou
abnormalitou

AML s balancovanymi translokacemi/inverzemi
m AML s t(8;21)(g22;922); (RUNX1-RUNX1T1)

m AML s inv(16)(p13g22) nebo t(16;16)(p13;922); (CBFE-
MYH11)

m Akutni promyelocytarni leukémie - AML s
t(15;17)(g922;912); (PML/RARc) a varianty

AML s t(9,11)(p22,q23), (MLLT3-MLL)
AML s t(6,9)(p23,q34) (DEK-NUP214)
AML s inv(3) nebo t(3,3)(q21,926,2) (RPN1-EVI1)

AML (megakaryocytarni) s t(1,22)(p13,q13) (RBM15-
MKL1)



AML s t(8;21)(q22;q22)

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

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

m nekdy pod obrazem myeloidniho
(granulocytarniho) sarkomu



Morfologie — AML s t(8,21)

m vetsi blasty s bazofilni cytoplazmou
m Cetna azurofilni granula

m velka granula- pseudo Chediak-Higashiho
granula

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

m nekteré malé blasty, hl. v periferni krvi

m dysplazie granulopoezy- pseudopelgeroidni
anomalie, abnormality barveni cytoplazmy

m nékdy zvyseni eozinofill



Imunofenotypizace

m pozitivita myeloidnich markerd
— CD34 a CD33

m Casto ko-exprese lymfoidnich markert
— CD19, meéne casto CD56



20 21' 22 X

46,XX,t(8;21)(q22;q22)



Molekularni genetika

m Detekce fuzniho transkriptu AML1/ETO

— AML1 (nebo téz core binding factor - CBFa)
lokalizovany na 21g22

— ETO lokalizovany na 8g22



AML s inv(16)(p13g22) nebo
t(16;16)(p13;922)

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

B nazyvana akutni myelomonocytarni
leukémie s eozinofilii

m 10-12% AML
m predominantné u mladsich pacientt



Morfologie AML s inv(16)

m morfologicke znaky akutni leukémie
myelomonocytarni

m rizny pocet eozinofilll ve vSech stadiich
zrani

m nezrala eozinofilni granula, evidentni hl. u
stadia promyelocytll a myelocytt

m eozinofilni granula jsou vetsi nez normalné
u nezralych eozinofilC

m zralé eozinofily- hyposegmentace jader



Imunofenotypizace

m pozitivita myeloidnich markerd CD 13 a
CD33

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

m prokazana ko-exprese CD2
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Molekularni genetika

m Prikaz fuzniho transkriptu CBFR/MYH11

— CBFB gen na 1622 koduijici Core Binding
Factor beta podjednotku

— MYH11 - gen pro tézky retézec myosinu na
16p13



Akutni promyelocytarni leukemie

m 5-8% AML

m klasicka a mikrogranularni
(hypogranularni) varianta
t(15;17)(g922;912)

® variantni translokace:
—t(11:17)(q23:q21)
—t(5;17)(932;q12)
—t(11:17)(g13:921)



Morfologie akutni promyelocytarni
leukémie

m atypické promyelocyty— velké elementy, jejichz
cytoplazma je naplnéna tmave rtzovymi,
cervenymi Ci purpurovymi granuly

® neni patrna Golgiho zona

® jadro nepravidelné Ci stepeneé

m snopce Auerovych tyci- ,faggot cel

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

|\\



Imunofenotypizace

m pozitivita myeloidnich markerti CD13 a CD33
bez nalezu CD34 a HLA-DR u klasicke formy,
u variantni formy s leukocytdzou je CD34
pozitivni

m Casty je pridatny nalez pozitivity lymfoidnich
markert CD2 a CD19, méné casto CD16,
vyjimeéné CD56
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Molekularni genetika

m FUzni genovy produkt PML/RARa

— RARa gen pro a-receptor kyseliny retinove
na 17921

— PML - gen promyelocytarni leukémie na
15922



Morfologie variantni APL

t(11,17)

m blasty s pravidelnymi jadry, mnoha granuly,
obvykle absence Auerovych tyci

m zvysene mnozstvi pseudopelgeroidnich zmén

m silna pozitivita MPO

t(5,17)

m hypergranularni promyelocyty, mensi populace
hypogranularnich promyelocytt



Imunofenotypizace

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

m Casta ko-exprese lymfoidnich markert
CD56
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monosomy 21: not clon



Molekularni genetika

m FUzni gen PLZF/RAR«

— gen ,promyelocytic leukemia zinc finger"
na 11923

— RARa gen pro a-receptor kyseliny retinove
na 17921

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



Akutni myeloidni leukémie

AML s rekurentni genetickou abnormalitou

AML spojena s myelodysplazii (AML s multilinearni dysplazii)
AML souvisejici s Iécbou (therapy-related)

AML jinak neklasifikovatelné

Myeloidni sarkom

Myeloidni proliferace spojené s Down. syndromem

Neoplazma z blastickych plazmacytoidnich dendritickych bunék



AML s multilinearni dysplazii

m de novo
m vznikajici z MDS nebo MDS/MPN

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

m hlavné u starsSich pacientt, zridka u déti



m drive AML s multilinearni dysplazii

— dysplazie > 50% bunék dvou a vice
hematopoetickych linii (universalne akceptovana
znamka s myelodysplazii spojenych ryst)

m nove navic dalsi MDS-like rysy
— nepriznivy cytogeneticky nalez
— drive dokumentovana myelodysplazie



Multilinearni dysplazie

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

DysG: porucha granulace, hyposegmentace jader,
bizardne segmentovana jadra

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

DysM: mikro-mgk, separovana vicecCetna jadra,
nesegmentovana jadra velkych mgk



Molekularni genetika

m Casto pridatne chromozomy nebo ztraty
chromozomd: -7/del (7q), -5/del (5q), +8, +9,
+11, del(11q), del(12p), -18, +19, del(20q),
+21

m méne casto specificke translokace t(2;11), t(1;7)
a translokace zahrnujici 3g21 a 3926

m inv(3)(g21926), t(3;3)(g21;926) nebo ins (3;3)
jsou spojeny se zvysenou tvorbou trombocytt



Akutni myeloidni leukémie

AML s rekurentni genetickou abnormalitou

AML spojena s myelodysplazii

AML souvisejici s lecbou (therapy-related)

AML jinak neklasifikovatelné

Myeloidni sarkom

Myeloidni proliferace spojené s Down. syndromem

Neoplazma z blastickych plazmocytoidnich dendritickych bunek



AML se vztahem k lecbé (therapy
related)

m vznikaji jako vysledek cytotoxicke lecby nebo
radiacni terapie



S lecbou spojene myeloidni neoplazie

® nejsou rozlisovany subkategorie drive urcene
— po alkylacnich latkach
— po inhibitorech topoizomerazy II

m obe latky jsou pouzivany v chemoterapeutickych
rezimech soucasné

m je-li souCasne zjistena rekurentni cytogeneticka
abnormita, maji nemocni horsi prtibéh, proto
jsou kategorizovany obéma skutecnostmi napr.

— therapy-related AML s t(9°11)(p22;923)




Akutni myeloidni leukémie

AML s rekurentni genetickou abnormalitou

AML s myelodysplasii pribuznymi zménami (AML s multilinearni dysplazii)
AML souvisejici s Iécbou (therapy-related)

AML jinak neklasifikovatelné

Myeloidni sarkom

Myeloidni proliferace spojené s Down. syndromem

Neoplazma z blastickych plazmacytoidnich dendritickych bunék



AML jinak neklasifikovatelné

m nesplnuji kriteria predchozich skupin

m prokazano nejméne 20% blastl v periferni krvi nebo v
Kostni dreni

m promonocyty AML s monocytarni diferenciaci jsou
nocitany jako ekvivalenty blastl




AML jinak nekategorizovatelné

AML s minimalni diferenciaci (FAB AML MO)
AML bez vyzravani (FAB AML M1)

AML s vyzravanim (FAB AML M2)

Akutni myelomocytarni leukémie (FAB AML M4)

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

Akutni erytroidni leukémie (FAB AML M6)
— erytroleukémie (erytroidni/myeloidni) > 50% erytropogzy,
nejméne 20% blastll z non erytroidnich

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

m Akutni megakaryobl.leukémie ( FAB AML M7)
m Akutni bazofilni leukémie
m Akutni panmyeldza s myelofibrézou



WHO klasifikace AML dle morfologickych a
imunologickych kriterii

AML s
minimalni
diferenciaci

AML bez
vyzravani
AML s
vyzravanim
AML
myelonocytarni

AML
monoblasticka
a monocytarni

Erytroleukémie

AML
megakaryocytar
ni

ANC- all nucleated cells (vSechny jaderné bunky drené, NEC- non erythroid cells (buriky nezahrnujici vyvojova stadia erytroidni fady), MPOX- myeloperoxidaza

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

blasty > 90% NEC, > 3% blast je MPOX pozitivni

blasty > 20% ANC, > 10% vyzravajici neutrofilni fady, > 3% blast{
MPOX pozitivni

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

80% leukemickych bunék je z monocytarni rady,
neutrofilni fada < 20%

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

blasty > 20%, nad 50% z nich megakaryoblasty



Akutni myeloidni leukémie

AML s rekurentni genetickou abnormalitou

AML spojena s myelodysplastickymi zménami
AML souvisejici s Iécbou (therapy-related)

AML jinak neklasifikovatelné

Myeloidni sarkom

Myeloidni proliferace spojené s Down. syndromem

Neoplazma z blastickych plazmocytoidnich dendritickych bunék



Akutni leukemie nejasného
ptivodu

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

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



Akutni leukemie nejasného
plivodu

Zahrnuiji:

akutni nediferencovana
smiseny fenotyp akutni

smiseny fenotyp akutni
genem

smiseny fenotyp akutni
smiseny fenotyp akutni
smiseny fenotyp akutni

eu
eu
eu

eu
eu
eu

kémie
kémie s t(9,22) (BCR/ABL1)

kémie s t(v,11g23)-MLL

kémie B/myeloidni, NOS
kéemie T/myeloidni, NOS

kémie, NOS- vzacne typy

ostatni leukémie nejasného plivodu



Pozadavky na hodnoceni vice nez jedné
linie blastickeé populace

m  Myeloidni linie
MPO(flowcytometrie, imunohistochemie nebo cytochemie)
nebo

monocytarni diferenciace (nejméne 2 z nasl.: NSE,
CD11¢,CD14,CD64, lysozym)

m T-linie
cytoplazm. CD3 (flowcytometrie, imunohistochemie)
nebo
povrchovy CD3

m B-linie (jsou vyzadovany viceCetné antigeny)

éilqé() CD19 s nejméneé 1 z nasl. silné exprim: CD79a, cytopl.CD22,
D

nebo

slabé CD 19 s nejméné 2 z nasl. silné exprimovanych: CD79a,
cytoplazm. CD22, CD10



Akutni nediferencovana leukémie

Neexprimuje znaky specifickeé pro lymfoidni nebo
myeloidni linii.

Morfologie: blasty nemaji morfologii specifickou pro
myeloidni linii

Cytochemie: blasty MPO negativni

Imunofenotypizace: chybi specifické markery pro T nebo
myeloidni radu (cCD3 a MPQO) a nejsou exprimovany B-
znaky (cCD22,cCD79a, CD19), téz chybi specifické znaky
megakyaryocytt nebo plazmacytoidnich dendritickych
bunek.



Akutni lymfoblastické
leukémie

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

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



Akutni lymfoblastickeé leukémie
Rozlisujeme:

m B lymfoblasticke leukémie resp. lymfoblasticke
lymfomy , jinak nespecifikované

m B lymfoblastické leukémie/lymfomy s rekurentni
genetickou abnormalitou

m T lymfoblastickeé leukémie resp. lymfoblasticke
lymfomy



B-ALL/LBL - morfologie a
cytochemie

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

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

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



Molekularni genetika

Genetické abnormity jsou dilezitym

prognostickym faktorem
— 1(9;22) (g34;g11) - BCR/ABL
— 11923 - MLL
— t(1;19) (g23;p13) - E2A/PBX
—t(12;21) (p13;922) - TEL/AML1
— hyperdiploidita > 50
— hypodiploidita

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



T-ALL/LBL - morfologie a
cytochemie

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

m negativni MPOX, Casta je fokalni pozitivita kyselée
fosfatazy



Terapie akutni leukemie

m indukcni lécba — uvodni (chemoterapeuticke
rezimy)

m postindukcni Iécba- s cilem bud’ vyleceni Ci
dlouhodobého udrzeni remise

m chemoterapie v konvencnim davkovani

m udrzovaci chemoterapie

® intenzivni chemoterapie

m vysokodavkovana chemoterapie s podporou
autolognimi Ci alogennimi krvetvornymi bb.

® Imunoterapie



Kompletni remise

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



Parcialni remise

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

m blasty pod 5%, ale pritomnost Auerovych tyci



opetovny vyskyt blastl

vice nez 5% blastt, které nelze vysvétlit jinym
zplsobem (regenerace drené)



