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Abstrakt

Akutna myeloblastova leukémia je klinicky heterogénne nadorové ochorenie krvotvorby, pre ktoré je charakteristicka akumulacia nezrelych
elementov (blastov) myeloidnej linie v kostnej dreni, ¢o v konecnom désledku vedie k zlyhaniu krvotvorby - zastaveniu diferenciacie a
neregulovanej proliferacii. Ochorenie sa najcastejSie vyskytuje v dospelej populacii, incidencia stapa s vekom. Priebeh je zavazny - umrtnost’
je zo vsetkych leukémii najvyssia. Etiologia ochorenia je neznama, predpoklada sa vyrazny podiel mutécii a podiel enviromentalnej expozicie.
Sekundarne vznika po predchadzajicej cytostatickej liecbe ¢i radioterapii. Priznaky su zapri¢inené znizenym poctom buniek - cytopéniou a
zahfiajui krvacanie, infekcie a anemicka symptomatologiu. Progndza ochorenia je nepriazniva, obzvlast' u starSich pacientoch vo veku nad 60
rokov a len skoré stanovenie komplexnej diagnozy (morfologia, histologia, cytogeneticka, molekularne a imunofenotypové vysetrenie) a zacatie
liecby su podmienkou akéhokol'vek uspechu vzhl'adom na potencial rychleho rozvoja komplikacii. Liecba vsak pre rezistenciu rychlo zlyhava, o
vytvara nutnostou pre hl'adanie novych sposobov medikacie.

KTlacové slova: Akatna myeloblastové leukémia. Diagnostika. Morfologia. Histologia. Cytogeneticka a molekularne vysetrenie. Imunofenotypové
vysetrenie.

Abstract

Acute myeloblastic leukemia is a clinically heterogeneous neoplastic disease of hematopoiesis characterized by the accumulation of immature
elements (blasts) of the myeloid lineage in the bone marrow, which ultimately leads to failure of hematopoiesis - cessation of differentiation and
unregulated proliferation. The disease most often occurs in the adult population, the incidence increases with age. The course is serious - the
mortality rate is the highest of all leukemias. The etiology of the disease is unknown, a significant share of mutations and a share of environmental
exposure are assumed. It occurs secondary after previous cytostatic treatment or radiotherapy. Symptoms are caused by a reduced number of cells
- cytopenia and include bleeding, infections and anemic symptomatology. The prognosis of the disease is unfavorable, especially in elderly patients
over 60 years of age, and only early establishment of a complex diagnosis (morphology, histology, cytogenetics, molecular and immunophenotypic
examination) and initiation of treatment are a condition for any success due to the potential for rapid development of complications. However, the
treatment quickly fails due to resistance, which creates the necessity to search for new methods of medication.

Key words: Acute myeloblastic leukemia. Diagnostics. Morphology. Histology. Cytogenetics and molecular examination. Immunophenotypic
examination.

Uvod

(FISH) a molekularne biologické vysetrenie alebo sekvenovanie

Akatna myeloblastovad leukémia (AML) je klinicky novej generdcie (NGS). ELN (European LeukemiaNet)
heterogénne nadorové ochorenie krvotvorby, pre ktoré je poukazuje aj na déleZitost’ detekcie miniméalnych rezidudlnych
charakteristickd akumuldcia nezrelych elementov (blastov) ochoreni (MRD) prietokovou cytometriou alebo molekuldrnym,

myeloidnej linie v kostnej dreni, ¢o v kone¢nom dosledku NGS testovanim po pociatocnej liecbe, pri ur¢ovani prognozy

vedie k zlyhaniu krvotvorby - zastaveniu diferenciacie a
neregulovanej proliferacii. Ochorenie sa najcastejsSie vyskytuje
v dospelej populacii, incidencia stupa s vekom. Priebeh
je zavazny - Umrtnost’ je zo vsetkych leukémii najvyssia.
Etiologia ochorenia je neznama, predpoklada sa vyrazny podiel
mutacii a enviromentalnej expozicie. Sekundarne vznika po
predchadzajicej cytostatickej liecbe ¢i radioterapii. Priznaky su
zapri¢inené znizenym poctom buniek - cytopéniou a zahfiaju
krvacanie, infekcie a anemickl symptomatologiu. Progndza
ochorenia je nepriazniva, obzvlast' u starsich pacientoch vo veku
nad 60.

Medzi prvotné zakladné vySetrenia patri mikroskopické
diferencialne vySetrenie krvného obrazu a nasledne aspiratu
kostnej drene. Odber aspiratu je vacSinou spojeny s
trepanobiopsiou kostnej drene. Nasleduje vysetrenie prietokovou
cytometriou, na urcenie imunofenotypu AML, cytogenetické
vySetrenie analyzou karyotypu, fluorescen¢na in situ hybridizacia

a moznosti naslednej liecby vratane transplantacii kmenovych
buniek pre pacientov s AML[1,2]. Ak st pritomné symptomy,
ktoré naznacuju rozsirenic AML do miechy a mozgu vykona sa
aj lumbarna punkcia [3]. Diagnostika akatnej myeloblastove;j
leukémie vyzaduje, aby bolo vo vysetrovanej vzorke excesivne
mnozstvo myeloblastov. Vysetrenie sa vykondva z periférnej
krvi, aspiratu a biopsie kostnej drene [4].

Primarnym diagnostickym nastrojom je prietokova
cytometria, ktorou sa vyhodnocuju povrchové antigény
na leukemickych bunkach. Jednoduchd morfologia nie je
dostatocna. Zatial’ o diagndza moze byt stanovena hodnotenim
periférnej krvi, biopsia kostnej drene sa pouziva na vyhodnotenie
morfolégie a znakov na povrchu buniek, ako aj na poskytnutie
materidlu na cytogeneticki a molekularnu analyzu. Na
stanovenie diagndzy je potrebny viac ako 20 % pocet blastov
v periférnej krvi alebo kostnej dreni, s vynimkou pripadov s
urc¢itymi chromozomalnymi abnormalitami [5].
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Pri pociatoénom vySetreni sa vykonava skrining mutacii
génov NPM1, FLT3, CEBPA, RUNXI1, TP53, ASXL1. Skrining
preskupeni génov PML-RARA, CBFB-MYHI1, RUNXI-
RUNXITI1, BCR-ABLI1 a inych faznych génov je potrebny v
pripade, ak je cytogenetické vySetrenie nekvalitné alebo nie je
hodnotitel'né, eventualne v pripade ak je typicky morfologicky
obraz, ale cytogenctické abnormality nie st pritomné a tiez
v pripade, Ze je nevyhnutny pre urcenie spravneho lie¢ebného
postupu, ked’ cytogenetické vysetrenie nie je dostupné [6].

Vysledky cytogenetikej analyzy a analyzy molekulanej
genetiky nemusia byt hned’ dostupné, a preto morfologia
s imunofenotypizaciou zohravaju ulohu pri rychlej indikacii
pravdepodobnej diagnoézy. Napriklad tento spdsob umozinuje
urcit’ diagnoézu pri akutnej promyelocytovej leukémii (APL),
pri ktorej je urcenie diagndzy nalichavé. Kombinacia tychto
dvoch sposobov, morfoldgia a imunofenotypizacia, umoznuje
ur¢it’ diagnézu niektorych typov AML s vysokou urcitost'ou.
Morfologické a imunofenotypové znaky moézu naznaCovat
pravdepodobnt pritomnost’ cytogenetickej anomalie [7].

1 Morfologické vySetrenie

Podl'a morfologie buniek, to znamena podl'a ich velkosti,
Struktary a stupiia dozrievania, sa AML kategorizuje do roznych
podtypov. Na klasifikaciu sa pouzivaji dva systétmy WHO
a FAB. Podla morfologie buniek je mozné urcit’ vyhliadky
pacienta. Morfologia sa urcuje Studovanim malignych buniek,
zo vzoriek krvi alebo kostnej drene pod mikroskopom [8].

Pri morfologickom vySetreni sa odporica pocitat’ aspon
200 leukocytov v krvnych nateroch a 500 jadrovych buniek
v nateroch kostnej drene. Do poctu blastov st ratané myeloblasty,
monoblasty a megakaryoblasty. Pri AML s monocytovou alebo
myelomonocytovou diferenciaciou samonoblasty apromonocyty
rataju ako blasty, nerataju sa vSak abnormalne monocyty [9].

Aspirat kostnej drene byva zvycajne hypercelularny s va¢sim
mnozstvom myeloblastov. Myeloblasty su bunky, ktoré maju
ro6znu velkost od malej az po vacsiu ako monocyt. Maju gul'até,
oblickovité alebo ovalne jadro, jadro so zarezom, lobulizované

jadro. V jadre je niekolko alebo jeden nukleolus, chromatin je
svetly. Cytoplazma mava rozny objem a méze obsahovat’ auerove
tyCe a azurové granule. Ako blasty sa pocitaji monoblasty
a megakaryoblasty. Proerytoblasty sa nezaratavaji s vynimkou
Cistej erytroidnej leukémie. Bunky s vySSim stupfiom zrelosti su
vacsinou znizené [10].

Klasifikaény systém FAB sa stale pouziva vdaka jeho
jednoduchosti, spolahlivosti a tiez kvoli nizkym néakladom
[11]. Uréovanie diagnézy AML podl'a klasifikacie FAB zacina
vysetrovanim $pecifickych cytologickych vlastnosti, na zaklade
ktorych sa da urcit’, Ze sa jedna o podtyp M3. Ak sanejedna o M3,
postup pokracuje na M6, pri ktorej je v kostnej dreni aspon 30 %
blastov a > 50 % erytroidnych buniek. Ak sa nejedna o podtyp
M6 a ak je v kostnej dreni > 30 % blastov vyluci sa MDS [12].

Naprick tomu, zZe cytochemické vySetrenia st uZ na
ustupe, maju eSte stale svoj vyznam pri zaradovani AML
do podkategoérii  [13]. Vyhodou je, ze st lacné a moézu byt
vykonavané aj v laboratoriach, ktoré maju obmedzeny pristup
k pokroc¢ilejsim technikam [ 14]. Kritériom pre d’al$iu diagnostiku
je pozitivne farbenie pre enzym nachadzajici sa v primarnych
granulach granulocytov - myeloperoxidazu (MPO), pozitivne
farbenie sudanskou ciernou (SBB) a dokaz nespecifickych
esteraz (NSE). MPO a SBB pozitivita naznacuje granulocytovu
diferenciaciu a NSE naznacuje monocytovu diferencidciu [12].
Silne pozitivne na MPO st Auerove tyce, ktoré sa nachadzaji
v cytoplazme leukemickych blastov a promyelocytov. SBB
farbi bunkové lipidy a je pravdepodobne o trocha viac citlivejsie
na skorsie myeloidné bunky. Ako bunka dozrieva farbenie sa
stava intenzivnejSim v désledku zvySovania poétu primarnych
a sckundarnych grantil. Reakcia NSE odliSuje myeloblasty
a neutrofilné granulocyty od monocytovych buniek [14].
Pri pozitivite MPO, SBB alebo NSE sa AML bunky radia do
podtypov M1, M2, M4 a M5. Ak su negativne moze sa jednat’
o podtypy M0 a M7 alebo ALL - lymfoidné bunky sa nezafarbia
[12]. Schéma diagnostiky AML podla klasifikdcie FAB je
zobrazena na obrazku 1.

farbenie

Nie l

MO, M7, ALL diagnoza

- Ano —
Specifické cytologické vlastnosti M3 |——» M3 diagnoza
Nie l
. , . Ano T
Specifické cytologické vlastnosti M6 »| M6 diagnoza
Nie i

o Ano
Pozitivhe na MPO/SBB alebo MNSE >

M1, M2, M4, M5 diagndza

Obr. 1 Urcovanie diagnozy AML na zdaklade FAB klasifikacie [12].
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Z morfologického hladiska sa leukemické bunky delia do
niekol’kych kategorii podl'a FAB klasifikacie.

MO akutna myeloblastovd leukémia je naro¢na na diagnostiku,
kvoli minimalnej diferenciacii buniek. Blastové bunky maja
znaky aj lymfoblastov aj myeloblastov - obrazok 2,3. Tento typ
sa vyskytuje len u 5 % dospelych pacientov s AML [11]. Bunky
sa mozu podobat’ na podtyp M1 alebo niekedy aj na M5. <3 %
blastov je MPO, SBB alebo naftol-AS-D-chloroacetat-esteraza
(CAE) pozitivnych a NSE negativnych [10].

Obr. 4 AML bez vyzrievania v periférnej krvi.

Velmi tazko zaraditelné, nediferencované blasty. Lahko
nepravidelné ovalne jadro s jemnym chromatinom a niekol’kymi
nukleolami. Cytoplazma je agranularna a stredne bazofilna
[10].

e N

b
Obr. 2 AML s minimalnou diferencidaciou v periférnej krvi )
r

3 nediferencované blasty s vysokym N/C pomerom, jemnou \
Strukturou chromatinu, zle viditeI'né nukleoly, cytoplazma je

7> €

. J ]

L (‘
svetlo bazofilna bez granul. Vedl'a blastov je atypicky neutrofilny g .

segment [10]. N __\wj K .. ‘
Deo ,.?u

Obr. 5 AML bez vyzrievania v periférnej krvi.

Myeloidné diferencované blasty. Oblickovité jadro s jemnym
chromatinom a niekol’kymi nukleolami. Miestami jemna
granuldcia cytoplazmy, pri niektorych blastoch st viditelné
kratke jemné Auerove tyce [10].

Obr. 3 AML s minimalnou diferencidciou, aspirat kostnej drene.
Skupina blastov [10].

M1 AML je akutna myeloblastova leukémia bez vyzrievania.
Vyskytuju sa prinej myeloblasty v periférnej krvi, ale nevyskytuja
sa bunky za myeloblastovym $tddiom dozrievania [11]. Su
stredne vel'ké az velké, mozu mat’ Auerove tyce — obrazky 4-7.
Minimalne 3 % blastov st MPO alebo SBB pozitivne. M6zu byt Blasty s pseudo-Chédiakovou-Higashiho inkliziou v catoplazme,
aj CAE pozitivne. NSE st negativne [10]. vzniknutou fuziou primarnych granul [10].
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Obr. 6 AML bez vyzrievania v periférnej krvi.
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S a
Obr. 7 AML bez vyzrievania v periférnej krvi.

Malé myeloblasty s vysokym N/C pomerom. V jadre je pseudo-
nukleolus - miskovité jadro [10].

Pri M2 AML s maturdciou sa vyskytuje viac ako 10 %
buniek, ktoré st za myeloblastovym $tadiom dozrievania, st to
promyelocyty, myelocyty a neutrofily — obrazok 8, 9. Tento typ
tvori zhruba 30 % vsetkych pripadov AML a tretina pripadov je
spajana s #(8;21) translokaciou [11]. Casto sa vyskytuju Auerove
tyCe v cytoplazme, hypo alebo hypergranularita a abnormalne
jadra. Cytochemické reakcie s rovnaké ako pri M1, ale ¢asto
intenzivnejsie [10].

Obr. 8 AML s vyzrievanim v periférnej krvi.

Blasty maji ovalne, mierne nepravidelné az hranaté jadro so
zretelnyminukleolami. Cytoplazma je svetlo bazofilnd, miestamu
ruzova pritomnost'ou jemnych granul [10].

Obr. 9 AML s vyzrievanim, aspirat kostnej drene.

Blasty so zretelne myeloidnou difereniaciou s jemne
ruzovofialovou granuldciou, auerovymi tyCami. Niektoré maju
v cytoplazme vakuolizaciu [10].

Podtyp M3 AML je zvycCajne sprevadzany nizkou hladinou
leukocytov v periférnej krvi. Preto je diagnoza stazena. Vacésina
bunieck ma velmi charakteristicki morfologiu nazyvanu
ako atypické promyelocyty — obrazok 10 [11]. Maju nizky
nukleo cytoplazmaticky pomer (N/C) pomer, slabo bazofilnu
cytoplazmu, v ktorej je mnoho hrubych ruzovocervenych az
purpurovych granil. Jadro je ovalne a oblickovité, bilobarne,
nepravidelné. M4 silnejSie Auerove tyce v porovnani s ostatnymi
podtypmi. Podtyp M3 obsahuje bunky, ktoré maji v cytoplazme
mnoho Auerovych ty¢i. Tieto bunky sa nazyvaju ,,faggot cells* .
Bunky su MPO, CAE a SBB silno pozitivne [10].

Obr. 10 Akutna promyelocytova leukémia v periférnej krvi.

Styri atypické promyelocyty s granuldrnou cytoplazmou.
V strede je promyelocyt s vel'kym mnozstvom Auerovych tyci
prelozenych cez seba, ide o ,,faggot cell” [10].

Mikrogranularny variant AML-M3 tvori 15 az 20 % vSetkych
pripadov M3 AML. Prognéza je horSia ako pri normalnom
M3. Pri tomto type sa vyskytuje leukocytdza. Morfologicky je
charakterizovana riedko granulovanymi leukemickymi bunkami.
Cytoplazma je viac bazofilna ako pri normalnom M3 v dosledku
nizsej koncentracie azurofilnych grantl [11].

M4 AML predstavuje 20 % vsetkych pripadov AML. Tento typ
leukémie ma zlozku granulocytovu a monocytovu v réznych
pomeroch a roznych stupiioch dozrievania. Cytochemicky su
pozitivne na esterazu chloracetditu a monocyty su pozitivne
na naftol-AS-d-acetat esterazu alebo o-naftylbutyrat esterazu
(ANBE). Variant M4Eo sa vyskytuje, ked’ aspoil 5 % buniek
tvoria abnormalne eozinofily, ktoré prezentuju monocytoidné
jadré a atypické granule [11]. Promonocyty maju obvykle vel'mi
vela grantl a mdze byt tazké odlisit’ ich od promyelocytov
[10].

M5 AML predstavuje priblizne 15 % vSetkych pripadov
AML. Leukemické bunky st monocytovej linie (monoblasty a
promonocyty) - obrazok 11-13. Monoblasty st vel'ké bunky maju
niekedy vakuolizovanli mierne bazofilnt cytoplazmu v ktorej sa
niekedy vyskytuji azurofilné granule. Nalez Auerovych tyci je
neobvykly. Jadro je gul'até. V periférnej krvi st zrelSie bunky
ako v kostnej dreni. St MPO, SBB negativne a NSE vyrazne
pozitivne[10].
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Obr. 11 Akutna myelomonocytova leukémia v periférnej krvi.

Leukocytéza so zmnozenymi myeloblastami a monocytarnou
komponentou. V Tavo hore je neutrofilny segment, pod nim
je blast a v Tavo na spodku monocyt. V strede je monocyt
a myeloblast s Auerovou ty¢ou. Na pravo hore je dysplasticky
neutrofil a dva promonocyty [10].

Obr. 12 Akutna monoblastova leukémia v periférnej krvi.

Nal'avo od stredu sa nachadza monoblast. Okolo neho st Styri
promonocyty — velké, lobulované jadro, jemnejSia Struktura
chromatinu v svetlo bazofilnej cytoplazme, malé mnoZstvo
jemnych granul. Monocytarna rada (promonocyty, monocyty)
je viac zrela v PK ako v KD. V KD prevazuju monoblasty —
vel'ké bunky s gulatym jadrom, jemnym chromatinom a mierne
bazofilnou agranularnou cytoplazmou [10].

Obr. 13 Akutna monoblastova leukémia, aspirat kostnej drene.

Inflitracia monoblastami s nizkym N/C pomerom, stredne
bazofilnou cytoplazmou s akcentaciou bazofilie na periférii. Male
mnozstvo jemnych granual. Vpravo hore je monocyt a neutrofilny
myelocyt [10].

M6 podtyp AML je definovany podla FAB ako proliferacia
dysplastickych erytroidnych prvkov s proliferaciou blastov
myeloidného povodu (obrazok 14). Klasifikacia WHO
charakterizuje 2 podtypy: erytrolekémiu (M6a), ktora je opisana
ako zmieSana proliferacia myeloidnych a erytroidnych blastov a
mdze byt sekundarna k predchadzajucemu myelodysplastickému
syndromu. M6a predstavuje 5 — 6 % vsetkych AML. Druhym
podtypom je Cisty erytroidny variant (M6b), ktory sa vyskytuje,
ked’ je prominentna dyserytropoéza [11]. V myeloblastoch mézu
byt pritomné Auerove tyCe. Ma rovnaké cytochemické reakcie
ako iné podtypy AML. Erytroblasty s jemne alebo difuzne
granularne [10].

& &

Obr. 14 Akiitna erytroleukémia v periférnej krvi.

Styri dysplastické polychromatofilné erytroblasty. VIavo
hore je neskory erytroblast — lobulacia jadra, zle ohrani¢ena
cytoplazma [10].

Podtyp M7 AML predstavuje 3 az 5 % vSetkych AMLJ[11].
Pri tomto podtype moézeme najst dysplastické hypo alebo
hypergranularne trombocyty roznej velkosti. V PK moézu byt
pritomné blasty. Megakaryoblasty mozu byt velké s gulatym
jadrom a jemnou Strukturou chromatinu. M6zu mat’ nepravidelne
ohranic¢entl, objemnu, bazofilni cytoplazmu. Megakaryoblasty
mozu byt aj malé s hustym chromatinom, bez jasne vidite'ného
nukleolu. Niekedy maji MPO pozitivne azurofilné granule.
Casto sa vyskytuju megakaryocytové holé jadra - obrazky 15,
16. Megakaryocyty st MPO, SBB a CAE negativne [10].

( _:.' 2 | —
s WA FL“’* ] ,

Obr. 15 Akutna megakaryoblastova leukémia v periférnej krvi.

Tri morfologicky nezaraditelné blasty. V Tavo dole je
dysplasticky mladsi megakaryocytovej rady s gulatym jadrom
a kondenzovanym chromatinom a s dvoma nukleolami. Ma
redukovanu, otrhant cytoplazmu [10].
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Obr. 16 Akutna megakaryoblastova leukémia v periférnej krvi.

V Tlavo dole je mikromegakaryocyt so zna¢nou vakuolizaciou
cytoplazmy, najviac na periférii. Na pravo je obrovsky trombocyt
[10].

2 Histologické vysetrenie

Kostna dren je hypercelularna, nadorova infiltracia nahradza
povodnu krvotvorbu [13]. Pri biopsidch sa buneénost’ ¢asto blizi
az ku 100 %. Vyskytuju sa aj pripady so strednou alebo nizkou
bunecnostou - hypoceluldrny typ AML. Pri nizSej bunecnosti
treba AML odlisit od hypocelularnecho MDS a aplasticke;j
anémie [10].

3 Cytogenetické a molekulirne vySetrenia

Cytogeneticky je AML vel'mi heterogénne ochorenie s
viac ako 160 opakujucimi sa Strukturdlnymi chromozomalnymi
abnormalitami. Identifikdcia cytogenetickych abnormalit moze
pomdct’ predpovedat, ako bude rakovina reagovat’ na liecbu a
umozni naplanovat’ i€innejsiu liecbu [15].

Genetické zmeny, ako st chromozomalne aberacie, pdsobia
ako jedna z hlavnych hnacich sil AML. Chromozomalne
aberacie, translokacie, inverzie, delécie, monozomie a trizOmie
boli hlasené u takmer 55 % dospelych pacientov s AML.

Typickétranslokacie pozorované priAMLstt(8;21),t(15;17)
a t(9;11). NajcastejSie pozorovanou chromozomalnou inverziou
pri akutnej myeloidnej leukémii je inverzia chromozému 16
a chromozomu 3. Medzi chromozomalne delécie pri AML
patria chromozomalna delécia 9q, 5q a 20q. Medzi dalsie
chromozémové zmeny patri monozdémia 7, trizémia 8 a trizémia
21.

Detekcia chromozomalnych aberacii je mimoriadne
dolezita, pretoze sluzi na urCenie prognézy a volbu liecby
pacientov s AML. WHO integrovala chromozomalne odchylky
do svojho klasifika¢ného systému AML, aby sa mohli vykonévat
presnejsie diagnozy [16]. Okrem toho je dovodom testovania aj
rozhodnutie o potrebe indikacie transplantacie krvotvornych
buniek a diagnostika hereditarnej predispozicie k myeloidnym
malignitdm[17].

Na cytogenetické vySetrenie sa pouziva aspirat kostnej drene.
Bunky sa kultivuju a ich delenie sa zastavi v mitdze. Detekcia
somatickych mutécii, ktoré st zndmymi hnacimi silami AML
mdze pomdct pri pociatocnej klasifikacii rizika pacientov.

Odportcané je testovanie Styroch génov a to KIT, FLT3,
NPMI1 a CEBPA, pre ich uznany prognosticky vyznam.
Odportcané je tiez testovanie RUNX1 klasifika¢nym systémom
WHO [4].

Cytogenetické testovanie vyuziva niekol'ko technik a to st
chromozomalna analyza karyotypizaciou a florescen¢na in situ
hybridizacia [18].

Konvencna karyotypizacia je najstarSia z tychto technik.
Bunky su najskor kultivované, su stimulované s mitogénmi aby
nastala chromozomalna replikéacia. Nasledne s bunky zastavené
v metafaze inhibitormi bunkového cyklu ako napriklad kolchicin.
Chromozomalny material je organizovany v chromatidach
a farbenim dochadza k vizualizacii jednotlivych chromozémov.
Kazdy chromozém ma svoje unikatne pasikovanie, husto a vol'ne
usporiadanej DNA. Touto technikou st detegované translokacie,
duplikacie a delécie vd’aka abnormalitim vo vzore pasikovania.
VySetrenie sa zvycajne vykonava z 20 alebo 30 buniek z jedne;j
vzorky [19]. Standardne sa na detekciu chromozémovych aberacii
pouziva G-prizkovanie, ¢o je pruzkovanie pomocou Giemsovho
roztoku. Vzorka kostnej drene sa kultivuje 24 az 48 hodin. Ak
je nizka kvalita, alebo nedostatok vzorky a za predpokladu ak
je pritomnych viac ako 10 % cirkulujucich blastov mozno na
dodiferencovanie pouzit' aj vzorky 24-hodinovej kultivacie
periférnej krvi [17].

Nedostatky karyotypizacie su, ze musi dojst’ k proliferacii
buniek aby boli dostupné metafazové chromozomy na vysetrenie.
Niekedy sa vyskytnu translokacie v malom tseku chromozému,
ktoré nie su rozlisite'né mikroskopom. Tieto zmeny sa nazyvaju
kryptické chromozomové zmeny a na ich detekciu sa moze
vyuzit napriklad vysetrenie FISH [20].

Fluorescenc¢na in situ hybridizacia je d’alSou cytogenetickou
technikou. Tato metébda sa uskutoéiiuje hybridizaciou
medzi cielenou DNA a segmentom DNA, sondy, oznacenej
s fluoroforom. Sekvencia sondovej DNA dopliia segment
genémovej DNA, ktory sa ma skimat’. Sondova DNA sa viaZe na
segment cielenej gendémovej DNA. Fluorescencia je zobrazena
fluorescenénym mikroskopom [20]. Tymto testom su tiez
detegované chromozémové straty, chromozomovy nadbytok,
translokacie alebo d’al§ie narusenia chromozému Specificky
cielenych segmentov DNA. Tieto zmeny st pozorované vd’aka
rozdielnejfluorescencii. V porovnaniskaryotypizaciou vysetrenie
FISH moze posudzovat 200 az 500 buniek z jednej vzorky, preto
je senzitivita testu vysSia ako pri karyotypizacii. Na rozdiel od
karyotypizacie sa FISH test moze realizovat’ aj na archivnom
materidly, pretoze nepotrebuje deliace sa bunky [19]. Na
vykonanie testu sa pouzivaju komer¢ne dostupné, certifikované
sondy, ktoré sa volia podla charakteru chromozdémovej
aberacie. Testom sa deteguju fuzne gény a blizsie sa identifikuju
nalezy z konvenéného cytogenetického vySetrenia. Vzorka je
Standardne ako pri karyotypizacii kostna dren [17]. Nevyhoda
FISH testu je, Ze deteguje iba abnormality v oblastiach cielove;j
sekvencie zatial' ¢o detekcia karyotypizaciou pokryva Siroki
Skalu abnormalit. FISH test teda nie je vhodny na detekciu
nespecifického karyotypu.

Zatial' ¢o cytogenectika je obmedzend na rozsiahle
chromozomové zmeny, genetické zmeny, ktoré sa vyskytuji na
urovni jedného alebo par bazovych parov ako bodové mutacie,
malé inzercie alebo delécie a podobne sa skimaji nastrojmi
molekulovej genetiky. Su to vySetrenia zalozené na sekvencne
$pecifickej amplifikacii, Sangerovo sekvenovanie a sekvenovanie
novej generacie.

VySetrenia zalozené na amplifikacii tisckov DNA alebo
RNA na tento ucel vyuzivaju polymerazova ret'azovi reakciu
(PCR) alebo podobné techniky [19]. Vytvaraju sa dalSie kopie
ciclenej DNA alebo RNA. Preto st testy spojené s PCR zvyc¢ajne
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citlivejSie. V porovnani s testom FISH mozu

n
testy spojené s PCR sktimat’ $pecifickejsie zmeny g
Definujica rekurentna geneticka genbmovej DNA s vyS§im rozliSenim [20]. A
abnormalita, nezahrfiujica fuziu Mnoho cyklov amplifikdcie vzorky umoziuje [
BCR::ABL1 a CEBPA mutaciu citlivé a spol'ahlivé meranie abnormalit, ktoré si =
pritomné vo vzorke len na vel'mi malej urovni. 2

Nie ,ﬁmk‘ Negativum je podobne ako pri FISH metode

v moznost’ testovania len uréitych abnormalit, pre
AML s definujicimi ktoré boli navrhnuté sondy. S0 to napriklad [e)
Blasty > 20% rekurentnymi genetickymi mutacie FLT3, NPMI1, IDHI, IDH2 [19]. Na %<
abnormalitami diagnostiku sa uprednostiiuje vzorka kostnej 5'
drene, ale pri nedostatku mozno pouzit’ aj vzorku 2
Ano ! Ni& periférnej krvi. Vstupné vysSetrenie slizi ako Z(_>|
) ; = TN skrining molekularnych markerov. VySetrujii sa [l
Pritomnost BCR:ABL1 flzie, Nesplna kritéria pre prestavby fiznych génov RUNXI-RUNXITI, 0
alebo CEBPA mutdcie uréenie diagnozy AML BCR-ABLI, CFBF-MYHII, PML-RARA 2
» - a KMT2A prestavby metédou PCR, analyza o

Ano Nie muticie FLT3 génu a NPM1, RUNXI, TP53,
AML s fiziou BCR::ABL1, MDS definujica genetika, ASXLI, CEBPA a KIT génov. Diagnostika 8>
alebo CEBPA mutaciou alebo predchadzajici MDS molekulovej genetiky sliZi aj na monitorovanie |53
MRD, ako markery sa sleduji fizne gény a gény 8

i ; vybranych mutacii metédou RT-PCR [17].

l Ano Nie \ y Y [17] JZ>
AML suvisejlca AML definovana L>n
s myelodysplaziou diferenciaciou )
m
=2
@)
Obr. 17 Klasifikacna schéma AML podla klasifikacie WHO >

2022 - upravené podl'a Chang a kol., 2023 [1].

AML definujice rekurentné genetické abnormality »| AMLs rekurentnou genetickou abnormalitou

Nie
v

=20% blastov
Mutacia TP53 VAF = 10% Ano

e |

P - =20% blast —_— Sy b_r
Mutacia génov ASX1, BCOR, e AML s mutaciami génov sivisiacimi s myelodysplaziou

AML s TP53 mutaciou

MDS/AML s TP53 mutéciou
10-15% blastov

EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, Ano
AML/MDS s mutaciami génov stvisiacimi s myelodysplaziou

STAG2, U2AF1, ZRSR2 T

Nie i e . T,
AML s cytogenetickymi abnormalitami suvisiacimi

o e g =20% blastov A
AML s cytogenetickymi s myelodysplaziou
abnormalitami Ano

AML/MDS s cytogenetickymi abnormalitami stvisiacimi

10-19% blastov

s myelodysplaziou

Nie

y

=20% blast . & 2 o
e AML inak nedpecifikovana

AML inak nespecifikovana

Ano
AML/MDS inak neSpecifikované

10-19% blastov

Obr. 18 Klasifikacna schéema AML podla klasifikacie ICC 2022 - upravené podla Chang a kol., 2023 [1].
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Sekvenéné vySetrenia predchadzajiicej generacie sa
spoliehali na Sangerovu techniku. Sangerovo sekvenovanie bolo
vel'mi pracné a zvécSenie rozsahu techniky na uroven pokrytia
celého velkého génu bolo finanéne naroéné [19].

Sekvenovanie novej generacie je revolu¢na technologia
sekvenovania schopna skumat’ stovky az tisice génov alebo
dokonca cely gendém v jednom teste [20]. Umoziuje vykonavat
vel'ké multigénové panely a aj celogenémové sekvenovanie.
Tato technika je zalozena na sekvenovani velkého mnozstva
malych DNA sekvencii paralelne. Umoznuje hodnotenie vel'kého
mnozstva cielov suc¢asne. NGS mdze mat’ Siroké pokrytie, alebo
vysoku klinickt senzitivitu ked’ je potrebné vysetrit menej
genetickych regionov [19].

S rasticim poétom analyzovanych génov ponukaju
metddy sekvenovania novej generacie vyhody v citlivosti, cene
aucinnosti [4]. Klasifika¢na schéma AML na zaklade klasifikacie
WHO je zobrazena na obrazku 17 a na zaklade klasifikacie ICC
je zobrazena na obrazku 18.

4 Imunofenotypové vySetrenie

Imunofenotypizacia je vySetrenie sliziace na klasifikaciu
buniek na zaklade ich povrchovych antigénov. Kazdy typ
leukemickych buniek, takisto ako kazdy stupen vyzrievania
bunky ma iné povrchové antigény. Informacie z vySetrenia
napomahaju pri klasifikacii AML [21]. Antigény vyskytujuce sa
na povrchu leukemickych buniek sa oznacuju ako diferenciacné
klastre a tvoria s leukémiou asociovany imunofenotyp (LAIP).
Casto sa stava 7e sa vyskytuje niekolko réznych LAIP pri
jednom pacientovi [22].

VySetrenie sa vykonava prietokovou cytometriou. Je to
efektivna technika, ktorda dokaze posudit’ niekol'ko vlastnosti
buniek naraz. Posudzuje velkost, vnitorni komplexnost
a antigény bunky. VySetrenie sa vykonava aj z periférnej krvi,
aj z kostnej drene. Pouziva sa pri pociatocnej diagnostike a pri
monitorovani MRD pocas a po liecbe [23]. V pripade lumbarne;j
punkcie sa vySetruje aj mozgovomiesny mok [24]. Na stanovenie
MRD je potrebné vysetrenie az 500 000 CD45 pozitivnych buniek
a aspon 100 buniek viabilnej blastovej zlozky [2]. Prietokova
cytometria moze zachytit aj malé populéacie leukemickych
buniek, ktoré nie st zachytelné morfologickym vysetrenim.
Prietokovou cytometriou su rozpoznavané nezrelé myeloidné
bunky a blasty su zachytené pomocou charakteristickych
antigénov CD34+ a CD117+ [4].

Vzorky z PK a KD musia byt nekoagulované. Cervené
krvinky z periférnej krvi su odstranené lyzou. Bunky st oznacené
protilatkami s naviazanym fuorochromom [24].

Krv by nemala byt skladovana po dlhSiu dobu, pretoze
dochadza k stratim neutrofilov a eozinofilov kvoli kratkej
zivotnosti [25].

Princip prietokovej cytometrie spociva v tom, ze bunky
z vysetrovan¢ho materidlnu su zoradené za sebou a v prade
nosnej kvapaliny jednotlivo prechadzaju laserovym la¢om alebo
viacerymi lu¢mi. Tym vznikaju dva druhy signalov. Jednym je
rozptyl svetla a druhy signal je fluorescencia.

Ked’ bunka prechadza lu¢om, dochadza k rozptylu svetla,
ktoré nasledne dopada na detektory a tie menia signal na
elektrické impulzy a digitadlnu informaciu. Rozptyl svetla
vytvara dva typy signalov. Typ signalu nazyvany predny
rozptyl (FSC, forward scatter) je zachytavany detektorom,
ktory je situovany oproti laserovému lucu. Tento typ signalu

sa nazyva predny rozptyl (FSC, forward scatter) a je umerny
vel’kosti bunky. Boény rozptyl (SCC, side scatter) sa odraza od
organel a jadra bunky a je zachytavany boénym detektorom.
Tento signal je umerny granularite cytoplazmy a vnutornej
komplexite bunky. Vdaka tymto signalom je mozné od seba
rozoznat" granulocyty, lymfocyty a monocyty. Na oznacenie
buniek sa vyuzivaju florescenéné zlti¢eniny, ktoré st spojené so
Specifickymi protilatkami proti povrchovym, cytoplazmatickym
a jadrovym antigénom vySetrovanych bunick. Bunka oznac¢ena
fluorochromom je laserovym li¢om excitovand a vyzaruje
svetlo — fluorescenicu. Fluorescen¢ny signal je umerny expresii
antigénu na bunke [24].

Kazdy podtyp AML vySetreny prietokovou cytometriou
ma int charakteristiku. Imunofenotypové znaky AML vykazuju
nizsiu diferenciaciu, alebo maturaciu k jednej alebo viacerym
bunkovym liniam [26]. Myeloidné blasty skoro vzdy exprimuju
antigén CD45, ¢o je nezrely myeloidny imunofenotyp, ktory
sa v zdravej kostnej dreni nachadza len v malom mnozstve
[2]. (Keohane a kol., 2020). Na stanovenie LAIP sa odportica
vySetrit’ asponn CD34, CD117, ¢o su znaky nezrelych blastov,
dalej CD45, CD33, CD13, CD56, CD7, HLA-DR a CD38. Ak je
pritomna monocytova zlozka, tak sa moézu vysetrit’ d’alSie znaky
a to napriklad CD64, CD11b, CD4 [2].

Hematopoetické kmenové bunky su charakteristické
vyraznym znakom CD34 nizkymi CD38 a pozitivnym HLA-
DR (Means a kol., 2023). Na bunkach AML podtypu M0 a M1
sa nachadzaju aj antigény CD13, CD33, CD117. M0 ma vicsiu
expresiu CD34 ako M1 [27].

AML s vyzrievanim do granulocytovej linie, M2, ma znaky
CD34 a CD117. St to prekurzorové znaky spojené s nezrelymi
myeloidnymi bunkami s v kombinacii s d’alSimi myeloidnymi
znakmi CD13 a CD33. Tiez musi byt’ zistena pozitivita znakov
spojenych s granulocytovym vyzrievanim ako CDI15 alebo
CD65 [26].

Antigény CDI3 a Cd33, slabé pretrvavanie CDI117,
MPA a absencia HLA-DR st charakteristické pre AML M3
s abnormalnymi hypergranularnymi promyelocytmi [27].

M4 AML s myelomonocytovou diferenciaciou je
charakterizovana znakmi CD14 so sti¢asnou vyraznou expresiou
CD36 a CD64 alebo CD33, CD4, CD11b a CDl1lc.

M5 Akutna monoblastova a monocytova leukémia sa
zvyc€ajne prejavuje jednou populaciou buniek s monocytovou
diferenciaciou s vysokou uroviiou expresic CD36, CD64
a expresiou CD14, CD4.

Pri  megakaryocytovych CD4la, CD42b a CD6l
a erytroidnych znakoch glykoforin A, CD36, CD71 mdze dojst’
k chybnej klasifikacii, pretoze na blastové bunky mozu adhezovat
trombocyty alebo fragmenty cervenych krviniek.

Ojedinelé pripady akutnej bazofilnej leukémie vykazuju
expresiu CD13, CD33 a CD9, CD11b, CD11, CD123 [26].

Imunofenotypové profily prezentuju tabul’ky 1 a 2.
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Tab. 1 Imunofenotypové profily pre AML nie inak Specifikovanu podla WHO klasifikacie - podl'a: Lucas a kol., 2023 [28].

AML s miniméalnou

Expresia skorych hematopoetickych antigénov: CD34, CD38, HLA-DR
a >2 Myeloidné antigény: CD13, CD117, CD33

d‘fereml‘\j‘l‘g"“ (FAB | Chyba myeloidn# a monocytova maturacia: CD11b, CD15, CD14. CD64, CD36, CD65
) Mozna pozitivita: MPO, CD7, TdT
MPO pozitivita a > 1 Myeloidny antigén: CD13, CD117, CD33
Casta pozitivita: CD34, HLA-DR
AML bez vyzrievania | Zriedkava pozitivita: CD11b
(FAB M1) Bez granulocytovej maturacie: CD15, CD65

Bez monocytovej maturacie: CD14, CD64
Aberantna expresia: CD7, CD2, CD4, CD19, CD56

AML s vyzrievanim

Expresia HLA-DR, CD34, CD117, > 1 Myeloidny antigén: CD13, CD33, CD65, CD11b, CD15
Zvycajne bez monocytovych znakov: CD15, CD36, CD64

(FAB M2) Obcasna aberantna expresia: CD7
Zriedkavé aberantné expresie: CD56, CD2, CD19, CD4 (najmenej zrelé blasty)
Variabilna expresia: HLA-DR, myeloidnych antigénov (CD13, CD33, CD65 a CD15),
Akutna monocytovych antigénov (CD14, CD64, CD11b, CDI11c, CD4, CD36, CD68, CD163 a lyzozym)
myelomonocytova Monocytova diferenciacia: koexpresia CD15, CD36, vyrazny CD64
leukémia (FAB M4) | Nezrelé blasty: CD34, CD117

Ob¢asna aberantna expresia CD7

Akutna monoblastova
a monocytova

Variabilna expresia myeloidnych antigénov: CD13, ¢asto vyrazné CD33, CD15, CD65

Obcasne: CD34+

Casto: HLA-DR+

>2 znaky monocytovej diferenciacie: CD14, CD4, CD11b, CDllc, vyrazny CD64, CD68, vyrazny

leukémia (FAB MS) | CD36 a lyzozym
MPO pozitivita castejSie pri monocytovej leukémii ako monoblastove;j
Obcasne aberantna expresia: CD7, CD56
, C Pozitivita: CD71, E-kadherin, CD36, glykoforin, hemoglobin A, CD117
Akutna erytroidna . . . .
Jeukémia (FAB M6) Mozvnz? expresm' megakaryocytovych znakov: CD41, CD61
Zvycajne negativne: HLA-DR, CD34
Expresia >1 dostickovy znakov: CD41, CD61
, Poitivita: CD36
megalglr{y“gg?astové Mozna expresia: CDI3, CD33 o
leukémia (FAB M7) Negatlvne: MPO, znaky granulocytovej diferenciacie
Casto negativne: CD45, CD34, HLA-DR
Ob¢casna aberantna expresia: CD7
Pozitivita: CD13, CD33, CD123, CD203c, CD11b, CD9
Akutna bazofilna Mozna expresia: CD34, HLA-DR
leukémia Negativne: CD117, pre d’alsie monocytové znaky

Obc¢asna aberantna expresia: CD7

Urcovanie imunofenotypov ma aj prognosticky vyznam pretoze odzrkadl'uji genetické aberacie v bunkach — tabul’ka 2 [26].

Tab. 2 AML Imunofenotypove profily a genetické abnormality AML podla WHO 2016 diagnostickych kategorii

- upravené podla: Lucas a kol., 2023 [28].

AML s fuziou

RUNXI::RUNXIT1

Vyrazna expresia: CD34, HLA-DR, MPO, CD13
Slaba expresia: CD33

Ko-expresia: CD34 a CD15

Aberantna expresia: CD19, cCD79%a

Ob¢asna expresia: TdT (slabd)
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AML s fuziou CBFB::MYHI11

Komplexny imunofenotyp:

Granulocytovy: CD34, CD117, CD13, CD33, CD15, CD65, MPO
Monocytovy: CD34, CD117, CDI11b, CDl11c, CD4, CD64, CD36, lyzozym
Expresia: CD2

APL s fuziou PML:RARA

Vyrazné: CD33, CD64, MPO

Casto: CD117+

ZnizZena expresia: CD13

Nizke, absentné: CD15

Absencia: CD34, HLA-DR, CDI11a, CD11b, CD18, CD65
Mikrogranuliarny variant: CD34, CD2, CD13, CD64
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Pokracovanie Tab. 2 AML Imunofenotypové profily a genetické abnormality AML podla WHO 2016 diagnostickych
kategorii - upravené podla: Lucas a kol., 2023 [28].

AML s fuziou KMT2A::MLLT3 .
Deti:

Dospeli znaky monocytovej diferenciicie:
Pozitivne: CD14, CD4, CDI11b, CDllc, CD64, CD36, lyzozym
Variabilné: CD34, Cd117, CD56

Vyrazna expresia: CD33, HLA-DR, CD65, CD4
Nizka expresia: CD34, CD13, CD14

AML s fuziou DEK::NUP214 Bazofilné znaky:

Negativne: HLA-DR

Nespecificky myeloidny imunofenotyp:
Pozitivne: MPO, CD117, CD34, HLA-DR, CD9, CD13, CD33, CD15, CD38, CD123
Ob¢asna pozitivita: CD64, TdT

Pozitivne: CD123, CD33, CD38

AML s fiziou Casto pozitivne: CD38

GATA2::MECOM
Vysoka expresia: CD34

Aberantna expresia: CD7
Obcasna expresia megakaryocytovych znakov: CD41, CD61

Pozitivne: CD34, CD33, CD13, CD117, HLA-DR

Pozitivny: CD36
AML s faziou RBM15::MKLI1

Expresia >1 dostickového znaku: CD41, CD61

Mozna expresia: CD13, CD33
Casto negativne: CD45, CD34, HLA-DR
Negativne: MPO, TdT, lymfoidné znaky

AML s fuziou BCR::ABL1

Expresia: CD34, CD13, CD33
Aberantna expresia: CD19, CD7, TdT

AML s mutaciou NPM1 »APL-like*:

Casta pozitivita: CD117, CD123
Podtyp s monocytovym imunofenotypom: CD36+, CD64+, CD14+
Podtyp s nezrelym myeloidnym imunofenotypom

Vyrazna expresia: CD33, MPO+
Casto nizke-chybajiice: HLA-DR, CD34
Variabilné ¢asto nizke: CD13

AML s bialelickou mutaciou
CEBPA

Vysoka expresia: CD34, CD117, HLA-DR
MozZna expresia: CD7, CD56
Asynchréonna maturacia-vysoka expresia: CD15, CD65, CD64, cMPO

Zaver

Akutna myeloblastova leukémia je klinicky heterogénne
nadorové ochorenie krvotvorby, pre ktoré je charakteristicka
akumulacia nezrelych elementov (blastov) myeloidnej linie
v kostnej dreni, ¢o v konecnom dosledku vedie k zlyhaniu
krvotvorby - zastaveniu diferencidcie aneregulovanej proliferacii.
Ochorenie sa najCastejSic vyskytuje v dospelej populacii,
incidencia stipa s vekom. Priebeh je zavazny - imrtnost’ je zo
vSetkych leukémii najvyssia.

Zakladom pre moznosti lieCby je komplexna diagnostika
uplatnena v klasifikacii, ktora v sebe zahfna subor jednoduchych
histologickych technik, cez imunofenotypizaciu az po moderné
cytogenetické a molekulové vysetrenia.
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