
Úvod

Podskupina obtížně klasifikovatelných akutních leuke-
mií je v rámci diagnostiky akutních leukemií dle WHO
klasifikace 2008 definována jako heterogenní skupina
leukemií, u kterých lze obtížně prokázat či nelze jedno-
značně prokázat diferenciaci leukemických blastů v rám-
ci jedné vývojové řady (obr. 1) (1, 2).  Překlad názvu té-
to leukemie z anglického jazyka je akutní leukemie těžko
či obtížně klasifikovatelná, zařaditelná, nejednoznačná,
či nejasná. Autoři dávají přednost názvu obtížně klasifi-
kovatelné leukemie.

Imunofenotypizací průtokovou cytometrií rozlišujeme
vzácné formy akutních leukemií, u kterých patologická
populace neexprimuje markery specifické pro lymfoid-
ní, myeloidní, erytroidní, megakaryocytární, NK (natural-
killer), plazmocytární či dendritickou řadu, a akutní leu-
kemie, u kterých patologická populace exprimuje více
znaků z více vývojových řad. První podtyp obtížně kla-
sifikovatelné leukemie je obecně znám jako akutní nedi-
ferencovaná leukemie (3), druhý zahrnuje akutní bifeno-

typovou a akutní bilineární leukemii z WHO klasifikace
2001 a začleňuje do této skupiny též řadu dalších nových
podtypů (viz obr. 1).

Jelikož morfologické vyšetření má omezený význam pro
charakterizaci fenotypové heterogenity leukemických blas-
tů, imunofenotypizace průtokovou cytometrií hraje v dia-
gnostice této podskupiny akutních leukemií zásadní roli. 

Imunologické markery pro charakterizaci 
leukemických blastů

Výběr imunologických markerů pro charakterizaci
leukemických blastů provádíme v souladu s doporučením
mezinárodní konsensuální konference v Bethesdě z roku
2006, tab. 1 (6).

Myeloidní markery
Myeloidní řadu definujeme na základě exprese pan-

myeloidních znaků CD13 a CD33. Je nutné vědět, že oba
markery mohou být přítomny i u akutní lymfoblastické
leukemie. Znaky CD34 a CD117 odlišují méně zralé my-
eloidní elementy, s vyzráváním se objevují znaky CD11b,
CD15 a CD65. Největší význam pro průkaz myeloidní řa-
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Souhrn
Imunofenotypizace polychromatickou průtokovou cytometrií je v současné době standardem pro diagnostiku, klasi-
fikaci a monitorování akutních leukemií. Patří k základním vyšetřovacím metodám i v diagnostice akutních obtížně
klasifikovatelných leukemií. Nová revidovaná WHO klasifikace tumorů hematopoézy a lymfoidních tkání z r. 2008
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ukemii se smíšeným fenotypem (MPAL). Cílem nově navržených kritérií je přesnější a komplexnější charakterizace
onemocnění s ohledem na prognózu jednotlivých podskupin. Uvedená práce reflektuje vlastní zkušenost a současné
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Immunophenotyping of leukemic cells by polychromatic flow cytometry is playing an important role in the diagnosis,
classification, follow-up of acute leukemias and crucial role in the management of acute leukemias of ambiguous line-
age. In the revised WHO classification 2008 the former acute biphenotypic leukemia was renamed mixed phenotype
acute leukemia (MPAL) and new definition criteria were established. The aim of the new classification was to simpli-
fy existing EGIL scoring system of acute biphenotypic leukemia, to assign lineage as lymphoid or myeloid if possible
and to include both biphenotypic and bilineage types. The goal of this article is to approach the new aspects of immu-
nophenotypic characterization of acute leukemias of ambiguous lineage in the context of our own experience.
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dy má detekce cytoplazmatické myeloperoxidázy
(cMPO). Cytometricky lze cMPO však prokázat i v cy-
toplazmě monocytů (7, 8).

Monocytární markery
Monocytární řadu definujeme na základě exprese zna-

ků CD4, CD11b (silná exprese), CD36, CD64 (silná ex-
prese), CD68 a CD163. Imunohistochemicky lze proká-
zat lysozym, který se však nachází také v cytoplazmě gra-
nulocytů. Vyzrávající monocyty vykazují heterogenní ex-
presi znaku CD14, zralé monocyty jsou CD14 silně po-
zitivní na rozdíl od vyzrávajících granulocytů, které jsou
CD14 slabě pozitivní (9). 

Erytroidní markery
Erytroidní řadu definujeme na základě silné exprese

znaků CD36, CD71 a přiměřené exprese znaku CD235a
(glykoforin). Exprese znaku CD36 není pro erytroidní řa-
du specifická, exprese znaku CD71 může být aberantně
slabá. Exprese znaku CD235a může chybět na povrchu
méně zralých forem erytroblastů, které jsou naopak čas-
to CD117 pozitivní (10).

Megakaryocytární markery
Megakaryocytární řadu definujeme na základě silné ex-

prese znaku CD36 a exprese znaků CD41, CD42 a CD61.
Na povrchu méně zralých forem se často vyskytuje znak

CD117, zatímco znak CD45 může být negativ-
ní (11). 

B-lymfoidní markery
B-lymfoidní řadu definujeme na základě sil-

né exprese znaku CD19 a cytoplazmatické ex-
prese znaků CD22 a IgM (12). Méně specific-
ké markery na průkaz B-lymfoidní diferencia-
ce jsou CD10, cytoplazmatická CD79a a jader-
ná TdT: expresi CD10 a cCD79a pozorujeme
u akutní lymfoblastické leukemie z T-řady, za-
tímco TdT je pozitivní u některých forem akut-
ní myeloidní leukemie.

T-lymfoidní markery
Největší význam pro průkaz T-lymfoidní di-

ferenciace má povrchová nebo cytoplazmatic-
ká exprese znaku CD3, méně specifické jsou

znaky CD2 a CD5, nejmenší specifitu mají znaky CD4
a CD7 (13). 

Imunofenotypová kritéria pro stanovení akutní 
nediferencované leukemie 

U akutní nediferencované leukemie obvykle prokazu-
jeme nejvýše expresi jednoho markeru vývojové řady (viz
výše), většinou ale není přítomen žádný marker. Cyto-
plazmatické znaky CD3, CD22, CD79a a MPO jsou vždy
negativní. Patologická populace je často HLA-DR a/ne-
bo CD34 a/nebo CD38 pozitivní, TdT může být pozitiv-
ní. Před definitivním stanovením diagnózy akutní nedife-
rencované leukemie je nutné použít dostatečně široký pa-
nel monoklonálních protilátek k vyloučení akutní mye-
loidní leukemie s minimální diferenciací, akutní megaka-
ryocytární a erytroidní leukemie, leukemie z plazmatic-
kých buněk a leukemie z blastických plazmocytoidních
dendritických buněk.

U akutní myeloidní leukemie s minimální diferenciací
jsou blastické buňky středně velké, mají kulaté či lehce vpá-
čené jádro s disperzním chromatinem s jadérky či bez nich.
Cytoplazma je středně bazofilní, bez granul. Cytologicky
v panoptickém barvení mohou též připomínat lymfoblasty
či monoblasty. Cytochemicky je < 3 % blastů MPO pozi-
tivních. Imunofenotypizačně ji definujeme na základě ex-
prese znaku CD13 a/nebo CD117. Leukemické blasty jsou
většinou CD33, CD34 a HLA-DR pozitivní, často jsou CD7
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Obr. 1. Rozdělení obtížně klasifikovatelných akutních leukemií dle revidované WHO
2008.

Tab. 1. Konsenzuální doporučení na výběr primárních a sekundárních reagencií pro imunologickou charakterizaci jednotlivých vývojových řad
průtokovou cytometrií (Bethesda International Consensus Conference, 14–15 July, 2006).

Vývojová řada Primární reagencie Sekundární reagencie
B-lymfoidní řada CD5, CD10, CD19, CD20, CD9, CD11c, CD15, CD22, cCD22, CD23, CD25, CD13, CD33, CD34, CD38, CD43,

CD45, kappa, lambda CD58, cCD79a, CD79b, CD103, FMC7, Bcl-2, kappa, lambda, cMPO, TdT, 
ZAP-70, sIgm

T-lymfoidní CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD1a, cCD3, CD10, CD16, CD25, CD26, CD30, CD34,
a NK řada CD8, CD45, CD56 CD45RA, CD45RO, CD57, TCR-αß, TCR-γ∂, cMPO, izoformy T-beta řetězce, TdT
Myelomonocytární CD7, CD11b, CD13, CD14, CD2, cCD3, CD4, cCD22, CD25, CD36, CD38, CD41, CD61,
řada CD15, CD16, CD33, CD34, cCD61, CD64, CD71, cCD79a, cMPO, CD123, CD163, CD235a

CD45, CD56, CD117, HLA-DR
Plazmatická řada CD19, CD38, CD45, CD56 CD10, CD117, CD138, cyt. kappa, cyt. lambda
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pozitivní. Cytoplazmatické znaky CD3, CD22 a CD79a jsou
naopak negativní (14). Akutní erytroidní leukemii imuno-
fenotypizačně definujeme na základě silné exprese znaku
CD36, negativity myeloidních znaků a cytoplazmatické
MPO. Glykoforin A a hemoglobin A mohou být pozitivní
nebo negativní. Charakteristickým nálezem je populace
CD117+, CD34-, HLA-DR- v „blastickém“ gate (CD45 sla-
bě negativní / SSC nízký). Leukemii z plazmatických bu-
něk definujeme na základě slabé či negativní exprese zna-
ku CD45, silné exprese znaku CD38, exprese znaku CD138
a cytoplazmatických lehkých řetězců kappa nebo lambda.
Leukemická populace může být CD33 a/nebo CD117 po-
zitivní a na rozdíl od myelomu je CD56 většinou negativ-

ní (9). Leukemie z blastických plazmocytoidních dendri-
tických buněk určíme na základě exprese „dendritických“
znaků CD4, CD43, CD45RA, CD56 a silné exprese CD123.
Částečnou expresi TdT nacházíme zhruba ve třetině přípa-
dů, znaky CD7 a/nebo CD33 mohou být pozitivní. Znaky
CD3, CD5, CD13, CD16, CD19, CD20, CD34, cCD79a,
CD117, cMPO jsou negativní (15, 16). 

Imunofenotypová kritéria pro stanovení akutní 
bifenotypové leukemie dle EGIL, 
použito ve WHO 2001

Akutní bifenotypová leukemie (ABL) byla v rámci
WHO klasifikace 2001 definována v konceptu evropské
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Obr. 2. Akutní bifenotypová leukemie dle EGIL (WHO 2001). Fenotyp leukemické populace (červeně): CD45 slabě, CD19+, cCD22+, cCD79a+,
CD33+, CD13slabě, CD117+. Skóre pro B-lymfoidní řadu- 3, skóre pro myeloidní řadu-3.
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Skóre B-lymfoidní řada T-lymfoidní řada Myeloidní řada
2 cCD79a CD3 MPO

cIgM anti-TCR (αß/γ∂)
cCD22

1 CD19 CD2 CD117
CD10 CD5 CD13
CD20 CD8 CD33

CD10 CD65
0,5 TdT TdT CD14

CD24 CD7 CD15
CD1a CD64

Tab. 2. Skórovací systém pro diagnostiku akutní bifenotypové leukemie podle EGIL.

Obr. 3. Akutní leukemie se smíšeným fenotypem T/My (WHO 2008). T lymfoidní komponenta (červeně): CD1a+, cCD3+,CD7+, CD34+, CD45
slabě. Myeloidní komponenta (modře): CD13+ (zde nezobrazeno), CD33+, MPO+, CD45 slabě. 
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skupiny pro imunologickou charakterizaci leukemií
(EGIL). Podstatou konceptu bylo definovat skóre vyjad-
řující význam jednotlivých markerů pro určení vývojové
řady na základě jejich specifity (tab. 2.). Akutní bifeno-
typová leukemie byla stanovena při skóre > 2 pro mye-
loidní a jednu lymfoidní řadu (obr. 2.).

Imunofenotypová kritéria pro stanovení akutní 
leukemie se smíšeným fenotypem (MPAL)

Skóre na určení akutní bifenotypové leukemie je po-
měrně složité, navíc nedefinuje případy, u kterých nachá-
zíme koexistenci více patologických klonů s odlišným pů-
vodem, tzv. biklonální akutní leukemie (obr. 3.). WHO
klasifikace 2008 nově definuje akutní leukemii se smíše-
ným fenotypem (MPAL), která zahrnuje obě předchozí
formy. Zahrnuje též nové formy leukemie s molekulárně
genetickým podkladem (viz dále).

Morfologicky lze v některých případech u biklonální
leukemie rozlišit dvě populace blastů – myeloidní s po-
zitivitou MPO (myeloblasty) či nespecifických esteráz
(monoblasty) a lymfoidní s PAS (B- řada) či KF (T-řada)
pozitivitou (obr. 4.). 

Průkaz myeloidní komponenty
Myeloidní komponenta může být součástí dvou nebo

více leukemických klonů, ze kterých jeden splňuje imu-
nofenotypová kritéria pro AML (populace může být za-
stoupena méně než 20 %). Myeloidní komponentu proka-
zujeme i v případě přítomnosti jednoho klonu leukemic-
kých blastů splňujícího kritéria pro B-ALL či T-ALL, po-
kud prokážeme koexpresi cMPO (CD13, CD33, CD117
nejsou dostatečně specifické), nebo koexpresi ≥2 mono-
cytárních znaků (CD11c, CD14, CD34, CD64, lysozym).

Průkaz B-lymfoidní komponenty
B-lymfoidní komponentu prokazujeme na základě sil-

né exprese znaku CD19 a exprese minimálně jednoho ze

znaků cCD79a , cCD22, CD10, nebo na základě slabé ex-
prese znaku CD19 a exprese minimálně dvou ze znaků
cCD79a, cCD22, CD10. 

Průkaz T-lymfoidní komponenty
T-lymfoidní komponentu prokazujeme na základě cy-

toplazmatické exprese znaku CD3-ε s intenzitou blíží-
cí se intenzitě exprese na povrchu normálních T-lym-
focytů (CD3-ζ pozitivita může být pozorována v NK-
buňkách) nebo zřídka, na základě povrchové exprese
znaku CD3.

Jasně definované formy akutní leukemie se smíšeným
fenotypem
Akutní leukemie se smíšeným fenotypem 
a t(9;22)(q34;q11.2), či BCR-ABL1

Jedná se o akutní leukemii, u které malignizace nastá-
vá na úrovni multipotentní kmenové buňky. Patologická
populace splňuje kritéria pro akutní leukemii se smíše-
ným fenotypem a nese translokaci t(9;22) nebo přestav-
bu BCR-ABL1. Do této skupiny nezahrnujeme případy
s předchozí anamnézou CML. Imunofenotypizačně leu-
kemické blasty splňují kritéria pro B-lymfoidní a mye-
loidní komponentu: smíšený B-lymfoidní/myeloidní fe-
notyp nebo B-lymfoidní a myeloidní patologické klony.

Akutní leukemie se smíšeným fenotypem 
a t(v;11q23),(MLL přestavba)

Jedná se o akutní leukemii, u které malignizace též na-
stává na úrovni multipotentní kmenové buňky. Patologic-
ká populace splňuje kritéria pro akutní leukemii se smí-
šeným fenotypem a má translokaci t(v;11q23) zahrnující
MLL gen. 

Imunofenotypizačně leukemické blasty splňují krité-
ria pro B-lymfoidní a myeloidní komponentu: většinou
jsou to B-lymfoidní a monoblastické patologické klony.
Lymfoblasty jsou CD10 negativní, vykazují slabou expre-
si znaků CD19, CD22, cCD79a a často koexprimují
CD15.

Vzácné formy akutní leukemie se smíšeným fenotypem
Do této skupiny zařazujeme velmi vzácné formy akut-

ní leukemie se smíšeným fenotypem, u kterých blasty ne-
vykazují výše uvedené cytogenetické ani molekulárně-
biologické abnormality. Jsou známé formy akutní leuke-
mie se smíšeným fenotypem, B/myeloidní (MPAL, B/my-
eloid, NOS), akutní leukemie se smíšeným fenotypem,
T/myeloidní (MPAL, T/myeloid, NOS), akutní leukemie
se smíšeným fenotypem dále nespecifikovaná a ostatní
obtížně zařaditelné akutní leukemie (včetně leukemie
z natural killer lymfocytů). 

Závěr

Imunofenotypizační vyšetření akutní leukemie při
vstupní diagnostice poskytuje klinickému lékaři informa-
ce ohledně přesného zařazení onemocnění a v některých
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Obr. 4. Aspirát kostní dřeně biklonální akutní leukemie – myeloidní /T
lymfoblastické, panoptické barvení, 1000 x zvětšení: tři shluky buněk
s převahu blastů, jednou šipkou označené blasty myeloidního charak-
teru, dvěma šipkami blasty s lymfoidní morfologií, neoznačené blas-
tické elementy jsou obtížně zařaditelné, četnější blastické jaderné stí-
ny, ojediněle erytroblast, méně zralé granulocyty, zralé lymfocyty.
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případech též na základě aberantního fenotypu možnost
monitorování choroby v průběhu terapie. Různorodost
jednotlivých forem akutní leukemie je spojená se širo-
kou škálou imunofenotypových a molekulárních abnor-
malit definovaných na základě doporučených postupů
v rámci WHO. Imunofenotypizační diagnostické panely
proto musí obsahovat poměrně široké spektrum mono-
klonálních protilátek. Diagnostiku podskupiny „akutní le-
ukemie obtížně klasifikovatelné“, pod které nyní patří
akutní nediferencovaná leukemie (AUL) a leukemie se
smíšeným fenotypem (MPAL), by mělo provádět vysoce
specializované pracoviště průtokové cytometrie. V koneč-
né fázi je ale diagnóza komplexní, zahrnuje též morfolo-
gicko-cytochemické, cytogenetické a molekulárně-biolo-
gické vyšetření.
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