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AKUTNI PROMYELOCYTARNI
LEUKEMIE

= skupina klonalnich nadorovych chorob razenych
do AML s rekurentni cytogenetickou abnormitou

= cca 8% AML u mladsich jedinct, u starSich
nemocnych i u déti je relativné méné Casta

= incidence 0,08/100 000 obyvatel

v CR cca 20 pacient s timto onemocnénim ro¢né

Swerdlow SH, Campo E, Lee Harris N, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H, Thiele J (Eds). WHO classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues
(Revised 4th edition). IARC Lyon 2017; 1-585




APL V CESKE LITERATURE

= Vnitrni 1ékarstvi 2008; 54 (7&8)
= souhrnné literarni dilo v Ceském jazyce k uvedené problematice
zahrnujici
= historii priikazu onemocnéni
= leukemogenezi resp. velmi podrobnou patofyziologii

diagnostiku, se zdiiraznénim jejiho rychlého procesu véetné
morfologicky dokumentovanych pripadi

1éCebné postupy

reSeni komplikaci (koagulopatie, ATRA syndrom)
tehdejsi vysledky lécby

= prezentace ,,case reports

Bez ohledu na 13 let od vydani je tato publikace zasadnim
prinosem pro lékare, kteri se chtéji uvedenou problematikou
zajimat.

Dle abecedy: Ballingova I, Cetkovsky P, Dvorakova D, Kacirkova P,
Koristek Z, Kozak T, Markova] Marinov I, Mayer ], Michalova K,
Mikulenkova D, Schwartz ], Stary J, Zak P.




HISTORIE

= 19587 popis klinicko-laboratorni jednotky

= zavadéjici, protoze nadorové elementy nenaplnuji morfologické
charakteristiky promyelocyti, které jsou nyni vSeobecné
akceptovany

= tomuto zavéru (dle Schwarze z 2008) predchazelo prakticky
130leté badani

= vCetneé role Ceského lékare dr. Libanského s vysokou
pravdeépodobnosti s popisem APL z roku 1939

Hillestad LK. Acute promyelocytic leukemia. Acta Med Scand. 1957; 159: 189-195

Mufti GJ, Bennett JM, Goasguen J, et al. Diagnosis and classification of myelodysplastic syndrome: International working group on morphology of myelodysplastic

syndrome (IWGM-MDS) consensus proposals for the definition and enumeration of myeloblasts and ring sideroblasts. Hematologica 2008; 93: 1712-1717

Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, et al. Proposals for the classification of the acute leukaemias (FAB Co-operative Group). Br J Haematol 1976; 33: 451-458

Schwartz J. Odchloromu k akutni promyelocytdrni leukémii — pohledy do historie. Vnitr Lék 2008; 54: 686-700 g‘)



Blasts, promyelocytes, abnormal promyelocytes

Blasts Promyelocyte Abnormal

Agranular  Granular promyelocyte

« Basophilic * Azurophilic « Azurophilic Azurophilic
cytoplasm granulation granulation+ granulation

* Fine * Absence of  « Clearly 4
chromatin Golgi zone visible Golgi

* Nucleoli zone

Mufti, G. J. et al. Haematologica 2008;93:1712-1717

##  haematologica
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HISTORIE

= 1957 morfologicky popis
= zavadeéjici, protoze nadorové elementy nenaplnuji morfologické
charakteristiky promyelocytl, které jsou nyni vSeobecné
akceptovany
= 1976 prvni klasifikace akutnich myeloidnich leukémii FAB
= samostatna kategorie AML M3
= 1977 popis cytogenetické abnormity
= 1990 rozpoznani molekularné genetické povahy nového

onkogenu

Hillestad LK. Acute promyelocytic leukemia. Acta Med Scand. 1957; 159: 189-195

Mufti GJ, Bennett JM, Goasguen J, et al. Diagnosis and classification of myelodysplastic syndrome: International working group on morphology of myelodysplastic
syndrome (IWGM-MDS) consensus proposals for the definition and enumeration of myeloblasts and ring sideroblasts. Hematologica 2008; 93: 1712-1717
Bennett JM, Catovsky D, Daniel MT, et al. Proposals for the classification of the acute leukaemias (FAB Co-operative Group). Br J Haematol 1976; 33: 451-458
Rowley JD, Golomb HM, Dougherty C. 15/17 translocation, a consistent chromosomal change in acute promyelocytic leukemia. Lancet 1977; 1: 549-550

de Thé H, Chomienne C, Lanotte M, et al. The t (15,17) translocation of acute promyelocytic leukaemia fuses the retinoic acid receptor alfa gene to a novel
transcribed locus. Nature 1990; 347: 558-561
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HISTORIE

= v pribéhu 90-tych let se zacCaly objevovat pripady variantnich
translokaci u klasického priibéhu APL

= 1993 jako prvni popsana varianta genu pro kyselinu all-
transretinovou na chromozomu 17 s genem ,,Kruppel-like zinc
finger“ tedy plivodné PLZF/RARA dnes ZBTB16-RARA na

chromozomu 11 (dodnes nejcCastéjsi varianta)

= Monza Italie Cerven 1997

= systém morfologické klasifikace APL k odliSeni pripadi
molekularné genetickych variantnich forem zejména APL

Chen Z, et al. Fusion between a novel Kruppel-like zinc finger gene and retionoid acid receptor —a due to a variant t)11,;17) translocation with acute

promyelocytic leukaemia EMBO j 1993; 12: 1161-1167
Sainty D, et al. A new morphologic classification systém for acute promyelocytic leukémie distinguishes cases vith PLZF/RARA gene rearrangements. Blood

2000; 96: 1287-1296




* zahrnuli 60 pacientii s APL bez
t(15;17)

* popsali 15 bunécnych kategorii
uzitecnych pro diferencialni
diagnostiku

 identifikovali nevyznacnéjsi
morfologické odchylky v té€ dobé
znamych molekularné-genetickych
variant zejména PLZF/RARA a
NPM/RARA
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I dnes miZe byt tato morfologicka
klasifikace uzite(na pri podezreni na
APL zejména jejich molekularné
variantnich forem.

Sainty D, et al. A new morphologic classification systém for acute promyelocytic
leukemia distinguishes cases vith PLZF/RARA gene rearrangements. Blood 2000; 96: 1287-1296




Morfologicky definovana tzv. kulatobunécna varianta APL s PLZF/RARA

Sainty D, et al. A new morphologic classification systém for acute promyelocytic leukemia distinguishes cases vith PLZF/RARA gene rearrangements. Blood 2000; 96: 1287-1296 ©



SOUCASNOST

= onkogen PML/RARA je detekovan u témeér 99% pripadi APL a
je pokladan za pricinu vzniku onemocneéni

= jako varianty misto genu PML bylo identifikovano 15-17 jinych
gent
= vzhledem k tomu, Ze ¢ast pripadi bylo popsano jen jedenkrat, je v
nekterych pripadech asociace s APL ne zcela jista

= mimo RARA byly popsany i pripady prestavby genti RARB
(3p24) a RARG - prvni s translokaci s NUP98 t(11;12)(p15;ql13)
s fenotypovymi projevy APL

Mannan A, Muhsen IN, Barragdn E, et al. Genotypic and phenotypic characteristics of acute promyelocytic leukemia translocarion variants. Hematol Oncol Stem Cell
Ther 2020; 13: 189-201. Zhang X, Sun J, Yu W, Jin J. Current views on the genetic landscape and maganement of variant acute promyelocytic leukemia. Biomarker
Research 2021; 9: 33 ‘



PML-RARA/t(15;17)

Breakpoint: Bcr3 Bcr2 Bcerl
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Zhang X, Sun J, Yu W, Jin J. Current views on the genetic landscape and maganement of variant acute promyelocytic leukemia. Biomarker Research 2021; 9: 33



Chromozom 15 s lokalizaci genu PML na q24.1
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Mannan A, Muhsen IN, Barragdn E, et al. Genotypic and phenotypic characteristics of acute promyelocytic leukemia translocarion variants. Hematol Oncol Stem Cell .
Ther 2020; 13: 189-201




Chromozom 17 s lokalizaci genu RARA na q21.2
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Mannan A, Muhsen IN, Barragdn E, et al. Genotypic and phenotypic characteristics of acute promyelocytic leukemia translocarion variants. Hematol Oncol Stem Cell
Ther 2020; 13: 189-201




Variantni translokace nejcasteéjsich genti u APL s
onkogenem RARA (nezahrnuje varianty s vliastnim

chromozomem 17 tj. STAT5B-RARA a STAT3-RARA)
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Mannan A, Muhsen IN, Barragdn E, et al. Genotypic and phenotypic characteristics of acute promyelocytic leukemia translocarion variants. Hematol Oncol Stem
Cell Ther 2020; 13: 189-201




VARIANTNI GENY PRO FUZI S RARA
PRI DIAGNOZE APL

m funkce resp. jeji odchylka ATRA/ATO ucinek

ZBTB16

NPM1

STATSEB

IRF2BP2
FIP1L1
BCOR
NUMAL1L
PRKARIA

NABP1/OBFC2A
GTF2I

TBLR1
FNDC3B
ADAMST17
STAT3

TFG

NUP98

TNRC18

t(11;17)(q23;q21)
t(8;17)(q35;q21)

der(17)
t(1;17)(q42;921)
t(4;17)(ql2;q21)
tX;17)(pll;q21)
t(11;17)(ql3;q21)
t(17;17)(g21;924)
del(17)(q21;q24)
t(2;17)(g32;q21)
t(7;17)(qll;qg21)

t(3;17)(qg26;q21)
t(3;17)(qg26;q21)

der(17)

t(3;14;17)
(q12;qll;g21)

regulace diferenciace, apoptézy, bunééného cyklu, proliferace

regulace rady nadorovych supresord, interakce s c-myc ke
kontrole syntézy proteint, biogenese ribozomu

bunécna transdukce ristovych faktort, cytokini a hormoni

regulace transkripce interferonu typu 1

zpracovani m-RNA

represe funkce BCL6

ovliviiuje mitézu

zakladni komponenta proteinové kinazy typu 1, mediator
signalu cAMP

genomicka stabilita, poSkozeni DNA

role v transkripci, signalizaci riistovych faktori a imunitnim
systému
aktivace transkripce

moznd role v abiogenezi
nejasné (zahrnut do vice chorob)

bunécna transdukce diilezita pro cytokiny

funkce endoplasmatického retikula, dysfunkce Golgiho aparatu

ovlivnéni nukleo-cytoplazmatického transportu

ovlivnéni signalnich molekul a intranukledrni distribuce

oranzova vice nez 30 pripadi, riizova — vice nez 10 pripadl, modra — pospan jediny ptipad

Mannan A, Muhsen IN, Barragan E, et al. Genotypic and phenotypic characteristics of acute promyelocytic leukemia translocarion variants. Hematol Oncol Stem Cell Ther 2020
13:189-201. Zhang X, Sun J, Yu W, Jin J. Current views on the genetic landscape and maganement of variant acute promyelocytic leukemia. Biomarker Research 2021; 9: 33

neucinné oba preparaty
ATRA citlivé, ATO?

neucinné oba preparaty
citlivé oba preparaty
ARTA citlivé, ATO?
ATRA citlivé, ATO ne
ATRA citlivé, ATO?

citlivé oba preparaty
ATRA citlivé, ATO?
neucinné oba preparaty

ATRA ne, ATO citlivé
citlivé oba preparaty
ATRA citlivé, ATO?
ATRA resistentni, ATO?

ATRA citlivé, ATO?

ATRA citlivé v kombinaci

ATRA necitlivé

®



APL S PML/RARA

= naprosto nejcastéjsi typ APL

= vyskytuje se ve dvou morfologickych variantach
= klasicka hypergranularni varianta
= je Castéjsi
= v periferni krvi je Casto cytopenie aZ pancytopenie

= obvykle lze nalézt nadorové elementy byt je nutné po nich cilené patrat
(preparat z buffy coatu)

= vétSinou je pritomna charakteristicka koagulopatie s hyperfibrinolyzou
= mikrogranuldrni varianta

= je méne Casta

= Castéjsi je leukocytoza

= je odchylny vzhled nddorovych elementii

= koagulopatie je stejné Casta

= existuji smisené (i diskonkordantni formy (Castéji mikrogranularni v
periferni krvi, hypergranularni v kostni dreni)




APL S PML/RARA

= distribuce zlomovych mist je stejna u americké a evropské
populace

= ber 1 50-55%, ber 2 8-20%, ber 3 27-49%
= ve Spanélsku ber 1 75%, coZ ukazuje na jistou genetickou predispozici

= u jedné tretiny nemocnych lze konvencni cytogenetickou analyzou
zjistit pridatnou karyotypovou abnormitu, nejcastéji trizomii 8
= na molekularné genetické urovni pak zjistujeme
= cca u tretiny pripadi mutaci FLT3
= u 14%mutaci genu WT1
= u 10% mutaci genu NRAS
= u 4% mutaci genu KRAS

Tyto nalezy pak mohou ovliviiovat cely priibéh choroby a jeji 1écbu

Mannan A, Muhsen IN, Barragan E, et al. Genotypic and phenotypic characteristics of acute promyelocytic leukemia translocarion variants. Hematol Oncol Stem Cell
Ther 2020




APL S PML/RARA

= kostni dren je nejcastéji hypercelularni
= vzacné popsany pripady s nadmérnou retikulinovou fibrézou, pak
jsou aspiraty zejména pri soucasné pancytopenii i vyznamneée
hypocelularni

= abnormalni promyelocyty jsou zarazeny do ekvivalentt blastl

= priprokazané typické rekurentni odchylce dle WHO
klasifikace neni nezbytna, aby jejich pocet dosahoval 20 a vice
procent vSech jadernych bunék drené

Swerdlow SH, Campo E, Lee Harris N, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H, Thiele J (Eds). WHO classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues
(Revised 4th edition). IARC Lyon 2017; 1-585

Abou Dalle I, Nassif S, Bazarbachi A. Acute promyelocytic leukaemia with increased bone marrow reticulin fibrosis: Description of three cases and review of
litarature. Hematology/Oncology and Stem Cell Therapy 2018; 11: 99-104
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APL S PML/RARA - KOAGULOPATIE

= je pro onemocneéni typicka

= jde o zcela unikatni typ koagulopatie, ktery ma patofyziologic
Jnejbliie hyperfibring’ll')ortickegmu ypu DIC y A paioly gicky

= podili se:
= aktivace plazmatické koagulace cestou
= exprese TF
= exprese membranového receptoru pro FV
= produkce nadorové prokoagulantu a cysteinovych proteaz
= aktivace fibrinolyzy

= nadorové elementy obsahuji uPA i t-PA, abnormalné vysoky obsah annexinu II
s naslednou zvysenou produkci t-PA
= elastazy patologickych neutrofilii primo §tépi fibrinogen a lyzuji
alfaZantiplazmin a C1 esterazu (jako diileZité inhibitory plazminu)
= zvySena sekrece prozanétlivych cytokint (IL1, TNF) zasahuje do
hemostaz?r, na vice urovnich nejspise cesto tw{orbé neutrofilovych
extracelularnich pasti a tim k rozvoji klasické DI




Krvacivy hyperfibrinolyticky typ Masivné krvacivy konzumpénityp

koagulace koagulace

Typ s organovym selhanim (tromboticky) Asymptomaticky — pre-DIC typ

koagulace

koagulace

Wada H, Matsumoto T, Yamashita Y, Hatada T. Disseminated intravascular coagulation: Testing and diagnosis. Clinica chimica acta 2014; 436: 130-134






























IMUNOFENOTYPIZACE

= chybi CD34 a HLA-DR u klasické formy; nekteré pripady
variantni formy s leukocytézou mohou mit CD34 (pak Casto
soucasne CD2)

= chybi nebo jen slabé jsou pozitivni CD11a,CDl11b a CD18
= je pozitivita CD33 a variantné CD13

= 20% nemocnych muze mit CD56 — tento nalez je spojen s horsi
prognozou




MOLEKULARNI GENETIKA

= fuzni genovy produkt PML/RAR«

= RARa gen pro a-receptor kyseliny retinové na 17q21
= PML - gen promyelocytarni leukémie na 15q24

= 34-45% nemocnych ma navic
= FLT3-ITD ¢i FLT3-TDK

= Casto opét mikrogranularni varianta s hyperleukocytézou




APL S PML/RARA SPOJENA S LECROU

= vznika vzacne byt se v poslednich letech frekvence vyskytu
zvysSuje (az 15-20% popisovanych pripadi)

= pri stanoveni diagnézy AML s reciprokou translokaci s souCasné s
anamnézou prodeélané cytostatické lécby (i radioterapie nelze s
jistotu rozlisit, zda jde o de novo APL s PML/RARA nebo therapy-
related AML charakteru APL s PML/RARA; rozliSeni miiZze prinést
az reakce na lécbu, ktera je v pripade therapy-related APL méné
prizniva

= u typické therapy-related APL byva v Case diagnézy vice
dysplastickych ryst

= klasicka lécba ATRA spiSe selhava v porovnani s kombinovanou
terapii Ci podavanim ATO

Swerdlow SH, Campo E, Lee Harris N, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H, Thiele J (Eds). WHO classification of tumours of haematopoietic and lymphoid tissues

(Revised 4th edition). IARC Lyon 2017; 1-585

Kayser S, at al. Characteristic and outcome of pstients with therapy-related acute promyelocytic leuemiafront-line treated with or withouth arsenic trioxide. Leukemia 2017, 11@
2354 ‘
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APL S ZBTB16 (PLZF)/RARA

= vznika translokaci t(11;17)(gq23;921)

= jde o nejCastéjsi variantu APL, ktera je popisovana azu 1%
nemocnych

= exprese genu ZBTB16 (PLZF) je spojen s radou bunecnych procesﬁ
jako je diferenciace, apoptdza, proliferace a bylo prokazano, ze
inhibuje bunécny cyklus mezi G0/G1;je spojovan s radou
nadorovych chorob, vietné tumort streva plic, stitné 71azy, nadoru
varlat a prostaty

= gen ZBTB16 je exprimovan na hemopoetickych kmenovych
bunkach a progenitorech; tato exprese klesa v zavislosti
s bunétnym vyzravanim

= zvySena exprese genu prodluzuje preziti HSC, coz ovlivnuje
bunécnou diferenciaci.


































APL S NMP1/RARA

= druha nejcCastéjsi varianta APL
= fuzni onkogen vznika v disledku t(5;17)(g35;921)

= jaderny protein nukleofosmin (NPM1) hraje roli v regulacni
aktivité rady nadorovych supresorovych gentu (MDM2, p53,
ARF), zasahuje do biogeneze ribosomi resp. cestou primée
interakce s c-myc zasahuje do syntézy proteint

= alterace Ci mutace genu NPM1 je popsana u rady
onkologickych chorob, vcetné kolorektalniho karcinomu,
nemalobunécného tumoru plic, ¢i ruznych typu AML

= morfologicky miiZe pripominat klasickou formu APL jak
hypergranularni tak mikrogranularni, casto vSak chybé;ji
Auerovy tyce

= APL koagulopatie je obvykle pritomna



















~




APL SE STATOSB/RARA

= relativné Casta varianta, pospano vice nez 10 pripadu

= vznika mikrodeleci nebo inverzi chromozomu 17; STATSB gen
je lokalizovan na 17g21 (stejné jako RARA)

= fizni protein STATS5B-RARA blokuje myeloidni diferenciaci

= vétSina popsanych pripadi ma klasickou morfologickou
prezentaci jako u klasické APL

= vétSinou je pritomna APL koagulopatie
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7AVER

= APL patfi k urgentnim staviim v hematologické diagnostice
= mozné akutni fatalni vyusténi versus nejlepsi terapeutické vysledky v
ramci AML

= nutnd urgentni diagnostika
= morfologicky nalez v periferni krvi
= morfologicky nalez v kostni dreni
= koagulogram
= imunoferotypizace
= PCR

= U cytopenie resp. zejména pancytopenie by méla byt tato diagnoéza
vzdy zvazovana
= nezbytné provedeni morfologického diferencialniho rozpoctu resp.
vCetné cileného patrani po ,,suspektnich” bunkach (vietné preparatu z
,,buffy coat)

= v soucasné dobé jsou zavadény do praxe metody na principu digitalni
morfologie, které dovedou nadorové elementy APL rozeznat

= pritomnost koagulopatie miiZze diagnostice napomoci

Sindhom J-W, Siddarthan 1J, Lai B-S, et al. Deep learning for diagnosis of acute promyelocytic leukemia via recognition of genomically imprinted morphologic features. npj
Precision Oncology 2021; 5: 38; | ‘


https://doi.org/10.1038/s41698-021-00179-y

7AVER

= pri morfologickém podezreni na APL, zejména je-li podporeno
vyskytem koagulopatie, kdy neni prokazan typicky fazni
transkript PML/RARA je nutno pomyslet na variantni

molekularné genetické odchylky tohoto onemocnéni a timto
smeérem cilit dalsi dosetreni

= variantni molekularné genetické odchylky u APL mohou mit i
odchylné morfologické rysy, zejména nejcastéjsi kulatobunécna
varianta s ZBTB16(PLZF)/RARA, ktera je bohuzel na klasickou
léCbu APL vétsinou resistentni coz ma vliv na 1éCbu
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= MUDr. Mikulenkove, vedouci laboratore morfologickée
diagnostiky UHKT za zapujCeni preparati vzacnych pripadi
variantnich mutaci APL, které zde byly prezentovany

= kolektivu laboratore specialni morfologie OKH FN Brno pod
vedenim MUDr. Kissové Ph.D za zajisténi nasich nalezu k

prezentaci

= Vam vSem za pozornost
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