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Souhrn

Imunofenotypizace polychromatickou pritokovou cytometrii je v soucasné dobé standardem pro diagnostiku, klasi-
fikaci a monitorovani akutnich leukemii. Patii k zakladnim vySetfovacim metodam i v diagnostice akutnich obtizné
Kklasifikovatelnych leukemii. Nova revidovana WHO Kklasifikace tumort hematopoézy a lymfoidnich tkani z r. 2008
rozdélila skupinu obtizné klasifikovatelnych akutnich leukemii na akutni nediferencovanou leukemii (AUL) a na le-
ukemii se smiSenym fenotypem (MPAL). Cilem nové navrZenych kritérii je presnéjsi a komplexnéjsi charakterizace
onemocnéni s ohledem na prognézu jednotlivych podskupin. Uvedena prace reflektuje vlastni zkusenost a soucasné
moznosti imunologické diagnostiky u tohoto typu diagnézy.
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sifikace 2008

Summary
Marinov I., Mikulenkova D., Luxova A., Tkacova V.: Immunophenotypic characterization of acute
leukemias of ambiguous lineage- new diagnostic entity of the revised WHO classification 2008

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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Uvod

v v

Podskupina obtizné klasifikovatelnych akutnich leuke-
mif je v rdmci diagnostiky akutnich leukemii dle WHO
klasifikace 2008 definovdna jako heterogenni skupina
leukemif, u kterych lze obtizné prokézat ¢i nelze jedno-
znacné prokazat diferenciaci leukemickych blastd v ram-
ci jedné vyvojové fady (obr. 1) (1, 2). Preklad ndzvu té-
to leukemie z anglického jazyka je akutni leukemie téZko
¢i obtizné klasifikovatelnd, zaraditelnd, nejednoznacnd,
¢i nejasnd. Autori ddvaji prednost ndzvu obtizné klasifi-
kovatelné leukemie.

Imunofenotypizaci prutokovou cytometrif rozliSujeme
vzacné formy akutnich leukemii, u kterych patologicka
populace neexprimuje markery specifické pro lymfoid-
ni, myeloidni, erytroidni, megakaryocytarni, NK (natural-
killer), plazmocytarni ¢i dendritickou fadu, a akutni leu-
kemie, u kterych patologickd populace exprimuje vice
znakl z vice vyvojovych fad. Prvni podtyp obtizné kla-
sifikovatelné leukemie je obecné zndm jako akutni nedi-
ferencovand leukemie (3), druhy zahrnuje akutni bifeno-

typovou a akutni bilinedrni leukemii z WHO klasifikace
2001 a zaclenuje do této skupiny téZ fadu dal$ich novych
podtypi (viz obr. 1).

JelikoZ morfologické vySetfeni md omezeny vyznam pro
charakterizaci fenotypové heterogenity leukemickych blas-
ti, imunofenotypizace pritokovou cytometrii hraje v dia-
gnostice této podskupiny akutnich leukemif zasadnf roli.

Imunologické markery pro charakterizaci
leukemickych blasti

Vybér imunologickych markerti pro charakterizaci
leukemickych blastd provadime v souladu s doporuc¢enim
mezindrodni konsensudlni konference v Bethesdé z roku
2006, tab. 1 (6).

Myeloidni markery

Myeloidni fadu definujeme na zdklad¢é exprese pan-
myeloidnich znak CD13 a CD33. Je nutné védét, Ze oba
markery mohou byt pfitomny i u akutni lymfoblastické
leukemie. Znaky CD34 a CD117 odliSuji méné zralé my-
eloidni elementy, s vyzravanim se objevuji znaky CD11b,
CD15 a CD65. Nejvetsi vyznam pro prikaz myeloidni fa-
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Obtizné
klasifikovatelné
akutni leukemie

Akutni
nediferencovana

Akutni leukemie
se smisenym
fenotypem

leukemie

CD117, zatimco znak CD45 miiZe byt negativ-
ni (11).

B-lymfoidni markery

B-lymfoidni fadu definujeme na zdkladé sil-
né exprese znaku CD19 a cytoplazmatické ex-
prese znakd CD22 a IgM (12). Méné specific-
ké markery na prtikaz B-lymfoidni diferencia-
ce jsou CD10, cytoplazmatickd CD79a a jader-
nd TdT: expresi CD10 a cCD79a pozorujeme

| u akutni lymfoblastické leukemie z T-fady, za-

Akutni leukemie Akutni leukemie Akutni leukemie Akutni leukemie Akutni leukemie
se smisenym se smiSenym se smisenym se smisenym se smisenym
fenotypem fenotypem fenotypem fenotypem fenotypem

BCR-ABL1 MLL pre B loidni T idni jinak
nespecifikované

Ostatni obtizng
klasifikovatelné
leukemie

timco TdT je pozitivni u nékterych forem akut-
ni myeloidni leukemie.

Obr. 1. Rozdéleni obtizné klasifikovatelnych akutnich leukemif dle revidované WHO

2008.

dy méa detekce cytoplazmatické myeloperoxidizy
(cMPO). Cytometricky lze cMPO vsak prokdzat i v cy-
toplazmé monocyti (7, 8).

Monocytdrni markery

Monocytarni fadu definujeme na zdkladé exprese zna-
ki CD4, CD11b (silnd exprese), CD36, CD64 (silnd ex-
prese), CD68 a CD163. Imunohistochemicky lze proka-
zat lysozym, ktery se vSak nachazi také v cytoplazmé gra-
nulocytl. Vyzravajici monocyty vykazuji heterogennf ex-
presi znaku CD14, zralé monocyty jsou CD14 siln€ po-
zitivni na rozdil od vyzravajicich granulocyt, které jsou
CD14 slabé pozitivni (9).

Erytroidni markery

Erytroidn{ fadu definujeme na zdkladé silné exprese
znaktt CD36, CD71 a pfiméfené exprese znaku CD235a
(glykoforin). Exprese znaku CD36 neni pro erytroidni fa-
du specifickd, exprese znaku CD71 mtze byt aberantné
slaba. Exprese znaku CD235a miZe chybét na povrchu
méné zralych forem erytroblastd, které jsou naopak Cas-
to CD117 pozitivni (10).

Megakaryocytdarni markery

Megakaryocytarni fadu definujeme na zaklad¢ silné ex-
prese znaku CD36 a exprese znaktit CD41,CD42 a CD61.
Na povrchu méné zralych forem se Casto vyskytuje znak

T-lymfoidni markery

Nejvétsi vyznam pro prikaz T-lymfoidni di-
ferenciace ma povrchova nebo cytoplazmatic-
ka exprese znaku CD3, méné specifické jsou
znaky CD2 a CDS5, nejmensi specifitu maji znaky CD4
a CD7 (13).

Imunofenotypova kritéria pro stanoveni akutni
nediferencované leukemie

U akutni nediferencované leukemie obvykle prokazu-
jeme nejvyse expresi jednoho markeru vyvojové fady (viz
vyse), vétsinou ale neni pfitomen zZadny marker. Cyto-
plazmatické znaky CD3, CD22, CD79a a MPO jsou vzdy
negativni. Patologicka populace je Casto HLA-DR a/ne-
bo CD34 a/nebo CD38 pozitivni, TdT miZe byt pozitiv-
ni. Pred definitivnim stanovenim diagnézy akutni nedife-
rencované leukemie je nutné pouZzit dostatecné Siroky pa-
nel monoklondlnich protildtek k vylouceni akutni mye-
loidn{ leukemie s minimdlnf{ diferenciaci, akutni megaka-
ryocytdrni a erytroidni leukemie, leukemie z plazmatic-
kych bunék a leukemie z blastickych plazmocytoidnich
dendritickych bunék.

U akutni myeloidni leukemie s minimalni diferenciaci
jsou blastické bunky stfedné velké, maji kulaté ¢i lehce vpa-
¢ené jadro s disperznim chromatinem s jadérky ¢i bez nich.
Cytoplazma je stiedné bazofilni, bez granul. Cytologicky
v panoptickém barveni mohou téZ ptipominat lymfoblasty
¢i monoblasty. Cytochemicky je < 3 % blasti MPO pozi-
tivnich. Imunofenotypizacné ji definujeme na zédkladé ex-
prese znaku CD13 a/nebo CD117. Leukemické blasty jsou
vétSinou CD33,CD34 a HLA-DR pozitivni, ¢asto jsou CD7

Tab. 1. Konsenzudlni doporuceni na vybér primarnich a sekundarnich reagencii pro imunologickou charakterizaci jednotlivych vyvojovych fad
pritokovou cytometrii (Bethesda International Consensus Conference, 14—15 July, 2006).

Vyvojova fada Primarni reagencie

Sekundarni reagencie

B-lymfoidni fada CD5, CD10, CD19, CD20,

CD45, kappa, lambda

CD9, CDl1¢,CDI15,CD22, cCD22,CD23, CD25,CD13, CD33, CD34, CD38, CD43,
CD58, cCD79a, CD79b, CD103, FMC7, Bcl-2, kappa, lambda, cMPO, TdT,
ZAP-70, slgm

CD2,CD3,CD4,CDs5, CD7,
a NK fada CD8, CD45, CD56

T-lymfoidni

CDla, cCD3,CDI10,CD16,CD25, CD26,CD30, CD34,
CD45RA, CD45RO, CD57, TCR-08, TCR-yd, cMPO, izoformy T-beta fetézce, TdT

Myelomonocytarni | CD7,CD11b, CD13,CD14,
fada CD15,CD16,CD33, CD34,
CD45,CD56,CDI117, HLA-DR

CD2, ¢cCD3, CD4, cCD22,CD25, CD36, CD38, CD41, CD61,
cCD61, CD64, CD71, cCD79a, cMPO, CD123, CD163, CD235a

Plazmaticka fada CD19, CD38, CD45, CD56

CD10,CD117,CD138, cyt. kappa, cyt. lambda
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pozitivni. Cytoplazmatické znaky CD3, CD22 a CD79a jsou
naopak negativni (14). Akutni erytroidni leukemii imuno-
fenotypizacné definujeme na zakladé silné exprese znaku
CD36, negativity myeloidnich znakti a cytoplazmatické
MPO. Glykoforin A a hemoglobin A mohou byt pozitivni
nebo negativni. Charakteristickym nélezem je populace
CD117+,CD34-,HLA-DR- v, blastickém* gate (CD4S5 sla-
bé negativni / SSC nizky). Leukemii z plazmatickych bu-
nék definujeme na zdkladé slabé Ci negativni exprese zna-
ku CD45, silné exprese znaku CD38, exprese znaku CD138
a cytoplazmatickych lehkych fetézcl kappa nebo lambda.
Leukemicka populace mize byt CD33 a/nebo CD117 po-
zitivni a na rozdil od myelomu je CD56 vétSinou negativ-
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ni (9). Leukemie z blastickych plazmocytoidnich dendri-
tickych bunék urc¢ime na zdkladé exprese ,,dendritickych*
znakti CD4, CD43, CD45RA, CD56 a silné exprese CD123.
Céste¢nou expresi TdT nachazime zhruba ve tfeting piipa-
di, znaky CD7 a/nebo CD33 mohou byt pozitivni. Znaky
CD3, CD5, CD13, CD16, CD19, CD20, CD34, cCD79a,
CD117, cMPO jsou negativni (15, 16).

Imunofenotypova kritéria pro stanoveni akutni
bifenotypové leukemie dle EGIL,
pouzito ve WHO 2001

Akutni bifenotypové leukemie (ABL) byla v rdmci
WHO Kklasifikace 2001 definovana v konceptu evropské
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Obr. 2. Akutni bifenotypova leukemie dle EGIL (WHO 2001). Fenotyp leukemické populace (Cervené): CD45 slabé, CD19+, cCD22+, cCD79a+,
CD33+, CD13slabé, CD117+. Skére pro B-lymfoidni fadu- 3, skére pro myeloidni fadu-3.
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Tab. 2. Skorovaci systém pro diagnostiku akutni bifenotypové leukemie podle EGIL.

Skore B-lymfoidni fada T-lymfoidni Fada Myeloidni Fada
2 cCD79a CD3 MPO
clgM anti-TCR (o/y0)
cCD22
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Obr. 3. Akutni leukemie se smiSenym fenotypem T/My (WHO 2008). T lymfoidni komponenta (¢ervené): CDla+, cCD3+,CD7+, CD34+, CD45
slabé. Myeloidni komponenta (modie): CD13+ (zde nezobrazeno), CD33+, MPO+, CD45 slabe¢.
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Obr. 4. Aspirét kostni dfené biklondln{ akutni leukemie — myeloidni /T
lymfoblastické, panoptické barveni, 1000 x zvéteni: tii shluky bun¢k
s prevahu blastl, jednou Sipkou oznacené blasty myeloidniho charak-
teru, dvéma Sipkami blasty s lymfoidni morfologii, neoznacené blas-
tické elementy jsou obtizné zaraditelné, Cetné&jsi blastické jaderné sti-
ny, ojedinéle erytroblast, méné zralé granulocyty, zralé lymfocyty.

skupiny pro imunologickou charakterizaci leukemif
(EGIL). Podstatou konceptu bylo definovat skére vyjad-
fujici vyznam jednotlivych markerd pro uréeni vyvojové
fady na zdkladé jejich specifity (tab. 2.). Akutni bifeno-
typova leukemie byla stanovena pfi skére > 2 pro mye-
loidn{ a jednu lymfoidni fadu (obr. 2.).

Imunofenotypova Kritéria pro stanoveni akutni
leukemie se smiSenym fenotypem (MPAL)

Skére na urceni akutni bifenotypové leukemie je po-
mérné slozité, navic nedefinuje pfipady, u kterych nacha-
zime koexistenci vice patologickych klond s odlisnym pu-
vodem, tzv. biklonalni akutni leukemie (obr. 3.). WHO
klasifikace 2008 nové definuje akutni leukemii se smiSe-
nym fenotypem (MPAL), kterd zahrnuje obé pfedchozi
formy. Zahrnuje téZ nové formy leukemie s molekuldrné
genetickym podkladem (viz déle).

Morfologicky 1ze v nékterych piipadech u biklondln{
leukemie rozli$it dvé populace blastli — myeloidni s po-
zitivitou MPO (myeloblasty) ¢i nespecifickych esterdz
(monoblasty) a lymfoidni s PAS (B- fada) ¢i KF (T-fada)
pozitivitou (obr. 4.).

Priikaz myeloidni komponenty

Myeloidni komponenta miiZze byt soucdsti dvou nebo
vice leukemickych klont, ze kterych jeden spliiuje imu-
nofenotypova kritéria pro AML (populace miiZe byt za-
stoupena méné nez 20 %). Myeloidni komponentu proka-
zujeme i v piipadé pfitomnosti jednoho klonu leukemic-
kych blasti spliiujiciho kritéria pro B-ALL ¢i T-ALL, po-
kud prokdZeme koexpresi cMPO (CD13, CD33, CD117
nejsou dostatecné specifické), nebo koexpresi =2 mono-
cytéarnich znakti (CD11¢c,CD14,CD34,CD64, lysozym).

Priikaz B-lymfoidni komponenty
B-lymfoidni komponentu prokazujeme na zakladé sil-
né exprese znaku CD19 a exprese minimdlné jednoho ze

znakt cCD79a ,cCD22,CD10, nebo na zdkladé slabé ex-
prese znaku CD19 a exprese minimdlné dvou ze znakt
c¢CD79a, cCD22, CD10.

Priikaz T-lymfoidni komponenty

T-lymfoidni komponentu prokazujeme na zdklade cy-
toplazmatické exprese znaku CD3-¢ s intenzitou bliZi-
ci se intenzité exprese na povrchu normdlnich T-lym-
focytl (CD3-{ pozitivita muZe byt pozorovéna v NK-
bunkach) nebo zfidka, na zdkladé povrchové exprese
znaku CD3.

Jasné definované formy akutni leukemie se smiSenym
fenotypem
Akutni leukemie se smiSenym fenotypem
a t(9;22)(q34;q11.2), ¢i BCR-ABLI1

Jedna se o akutni leukemii, u které malignizace nasta-
vda na drovni multipotentni kmenové bunky. Patologicka
populace spliuje kritéria pro akutni leukemii se smiSe-
nym fenotypem a nese translokaci t(9;22) nebo prestav-
bu BCR-ABLI. Do této skupiny nezahrnujeme pripady
s predchozi anamnézou CML. Imunofenotypizacné leu-
kemické blasty spliuji kritéria pro B-lymfoidni a mye-
loidni komponentu: smiSeny B-lymfoidni/myeloidni fe-
notyp nebo B-lymfoidni a myeloidni patologické klony.

Akutni leukemie se smiSenym fenotypem
a i(v;11423), MLL piestavba)

Jedna se o akutni leukemii, u které malignizace téZ na-
stava na urovni multipotentni kmenové burnky. Patologic-
ka populace spliiuje kritéria pro akutni leukemii se smi-
Senym fenotypem a ma translokaci #(v;11¢g23) zahrnujici
MLL gen.

Imunofenotypizacné leukemické blasty spliuji krité-
ria pro B-lymfoidni a myeloidni komponentu: vétSinou
jsou to B-lymfoidni a monoblastické patologické klony.
Lymfoblasty jsou CD10 negativni, vykazuji slabou expre-
si znakii CD19, CD22, ¢cCD79a a Casto koexprimuji
CD15.

Vzdcné formy akutni leukemie se smiSenym fenotypem

Do této skupiny zarazujeme velmi vzacné formy akut-
ni leukemie se smiSenym fenotypem, u kterych blasty ne-
vykazuji vySe uvedené cytogenetické ani molekuldrné-
biologické abnormality. Jsou zndmé formy akutni leuke-
mie se smiSenym fenotypem, B/myeloidni (MPAL, B/my-
eloid, NOS), akutni leukemie se smiSenym fenotypem,
T/myeloidni (MPAL, T/myeloid, NOS), akutni leukemie
se smiSenym fenotypem déle nespecifikovana a ostatni
obtizné zaraditelné akutni leukemie (vCetné leukemie
z natural killer lymfocytt).

Zavér

Imunofenotypizacni vysetfeni akutni leukemie pfi
vstupni diagnostice poskytuje klinickému lékafi informa-
ce ohledné presného zarazeni onemocnéni a v nékterych
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ptipadech téZ na zdkladé aberantniho fenotypu moZnost
monitorovan{ choroby v prub&hu terapie. Riiznorodost
jednotlivych forem akutni leukemie je spojend se Siro-
kou skalou imunofenotypovych a molekularnich abnor-
malit definovanych na zakladé doporucenych postupti
v rdmci WHO. Imunofenotypizacni diagnostické panely
proto musi obsahovat pomérné Siroké spektrum mono-
klonalnich protilatek. Diagnostiku podskupiny ,,akutni le-
ukemie obtizné klasifikovatelné“, pod které nyni patfi
akutni nediferencovana leukemie (AUL) a leukemie se
smiSenym fenotypem (MPAL), by mélo provddét vysoce
specializované pracovisté priitokové cytometrie. V kone¢-
né fazi je ale diagnéza komplexni, zahrnuje téZ morfolo-
gicko-cytochemické, cytogenetické a molekuldrné-biolo-
gické vysetfeni.

Literatura

1. Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, et al, eds. WHO Classifica-
tion of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues. Lyon,
France: IARC; 2008.

2. Craig FE, Foon KA. Flow cytometric immunophenotyping for he-
matologic neoplasms. Blood 2008; 111:3941-67.

3. Vardiman JW, Thiele J, Arber DA, et al. The 2008 revision of the
World Health Organization (WHO) classification of myeloid ne-
oplasms and acute leukemia: rationale and important changes. Blo-
od 2009; 114: 937-51.

4. Béné MC, Castoldi G, Knapp W, Ludwig WD, Matutes E, Orfao
A, van’t Veer MB. Proposals for the immunological classification
of acute leukemias. European Group for the Immunological Cha-
racterization of Leukemias (EGIL). Leukemia 1995; 9:1783-6.

5. Stetler-Stevenson M, Davis B, Wood B, Braylan R. 2006 Bethes-
da international consensus conference on flow cytometric immu-
nophenotyping of hematolymphoid neoplasia. Cytometry B Clin
Cytom 2007; 72 Suppl 1: S3.

6. Brent L. Wood, Maria Arroz, David Barnett, et al. 2006 Bethesda
International Consensus Recommendations on the Immunopheno-
typic Analysis of Hematolymphoid Neoplasia by Flow Cytomet-
ry: Optimal Reagents and Reporting for the Flow Cytometric Di-
agnosis of Hematopoietic Neoplasia. Cytometry Part B (Clinical
Cytometry), 2007; 72B: S14-S22

10.

11.

13.

15.

16.

Casasnovas RO, Slimane FK, Garand R, et al. Immunological clas-
sification of acute myeloblastic leukemias: relevance to patient out-
come Leukemia 2003; 17: 515-27.

Tallman MS. Relevance of pathologic classifications and diagno-
sis of acute myeloid leukemia to clinical trials and clinical practi-
ce. Cancer Treat Res 2004; 121: 45-67.

Nguyen D, Diamond LW, Braylan RC. Flow Cytometry in Hema-
topathologylogy, Humana Press, 2008.

Domingo-Claros A, Larriba I, Rozman M, et al. Acute erythroid
neoplastic proliferations. A biological study based on 62 patients.
Haematologica 2002; 87: 148-53.

Duchayne E, Fenneteau O, Pages MP, Sainty D, Arnoulet C, Da-
stugue N, Garand R, Flandrin G; Groupe Francais d’Hematologie
Cellulaire; Groupe Francais de Cytogenetique Hematologique.
Acute megakaryoblastic leukaemia: a national clinical and biolo-
gical study of 53 adult and childhood cases by the Groupe Fran-
cais d’Hematologie Cellulaire (GFHC). Leuk Lymphoma 2003;
44: 49-58.

. Djokic M, Bjorklund E, Blennow E, Mazur J, Soderhéll S, Porwit

A. Overexpression of CD123 correlates with the hyperdiploid ge-
notype in acute lymphoblastic leukemia. Haematologica 2009; 94:
1016-9.

Porwit-MacDonald A, Bjorklund E, Lucio P, et al. BIOMED-1
concerted action report: flow cytometric characterization of CD7+
cellsubsets in normal bone marrow as a basis for the diagnosis
and follow-up of Tcell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL). Le-
ukemia 2000; 14: 816-25.

. Béné MC, Bernier M, Casasnovas RO, et al. Myeloid leukaemia

MO: haematological, immunophenotypic and cytogenetic charac-
teristics and their prognostic significance: an analysis in 241 pati-
ents. Br J] Haematol 2001; 113: 737-45.

Garnache-Ottou F, Feuillard J, Ferrand C, et al. GOELAMS and
GEIL study. Extended diagnostic criteria for plasmacytoid dend-
ritic cell leukaemia. Br J Haematol 2009; 145: 624-36.

Klabusay M, Pevnd M, Kissova J, Doubek M, Heidekerovd M,
Mayer J, Vorlicek J. Vzacnd diagnéza: CD4+56+ leukemie z dend-
ritickych bungk typu DC2. Cas Lék &es 2008; 147(10): 511-515.

MUDr. Iuri Marinov, CSc.

Ustav hematologie a krevni transfuze
U Nemocnice 1

128 20 Praha 2

e-mail: marinov@uhkt.cz

Doruceno do redakce: 25.2.2010
Prijato po recenzi: 30. 3. 2010

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010

171



