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Prinos FCM pro hematoonkologii

ZASADNI VYZNAM

stanoveni diagnodzy, ,,staging”, MRD

ALL, CLL, AML, MM, HCL, PLL, MCL

OMEZENY VYZNAM
pFispiva ke stanoveni diagnézy

dalsi NHL, LGL, MF/SS

BEZ VYZNAMU

nelze stanovit diagnozu, odhalit patologii

HL, CML
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B-ALL — akutni B-lymfoblasticka leukémie

* Infiltrace KD, PK klonalnimi blastickymi burikami B-linie

* Fenotyp blastd v kombinaci s cytogenetikou ma nezavisly prognosticky vyznam

* Pro-B-ALL (B-I) — nejméné zraly typ CD10"e8

typicky imunofenotyp: CD10-34+19+20-22-c22+c79a+clgM-slg-cTdT+

« Common ALL (B-Il) — zralejsi typ CD10+

typicky imunofenotyp: CD10+34+/-19+20-/+22-/+c22+c79a+clgM-slg-cTdT+

* Pre-B-ALL (B-Ill) — zralejsi typ clgM+

typicky imunofenotyp: CD10+34-/+19+20+22+/-c22+c79a+clgM+slg-cTdT+
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B-ALL— MRD

* Vstupni FCM analyza musi byt schopna odlisit leukemické blasty od
fyziologickych B-prekurzoru a dalSich malignit napt. fenotypové blizky - FL
folikularni lymfom (CD5-10+20++45+)

» \lyskyt aberantnich znakl (napt. CD13, CD66¢c, CD123) a asynchronni exprese
umoznuje stanovit specificky LAIP (leukemia-associated immunophenotype) a
nasledné vysetrovat MRD dle individualniho panelu

P¥iklad vySetiovacich panel EuroFlow pro B-ALL: PFiklad vysetrovacich paneld MRD pro B-ALL:
BCP-ALL Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4 MRD B-ALL B-ALL B-ALL
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T-ALL — akutni T-lymfoblasticka leukémie

Infiltrace KD, PK klonalnimi blastickymi bunkami T-linie

Typicka je dysregulovana exprese pan T-lymfoidnich znak( (CD2, CD5 a CD7)

Pro-T-ALL (T-l1) — cCD3+CD7+2-5-8-1a-

Pre-T-ALL (T-II) — cCD3+CD2+ a/nebo CD5+ a/nebo CD8+1a-

Kortikalni T-ALL (T-1Il) — CD1a+cCD3+/-
Zrala T-ALL (T-1V) — CD3+TCR+CD1a-

Priklad T-ALL (T-1) — tmava populace
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AML — akutni myeloidni leukémie

Heterogenni skupina bez typického imunofenotypu

Infiltrace KD, PK blastickymi/prekurzorovymi burikami myeloidniho ptvodu

Casty vyskyt aberantnich znak@ a asynchronni exprese

Ulohou FCM je potvrzeni myeloidniho pdvodu patogennich bunék a stanoveni
jejich podtypu spolu s LAIP, ktery Ize pouzit pro MRD

Individualni vySetrovaci panely (az 30 znakU - ndkladné)
Ptiklad vysledku FCM:

Myeloidni blasty CD7-13+14-15-/+33+34+/-38+56-64-/+79a-117-/+123dim371-
/+DR+ tvori cca 25 % z leukocytu. Dg. AML. MRD nelze hodnotit.

Ptiklad aberantnich znakd u nékterych podtypl AML a dalsi expresni abnormality

AML type CD34 Aberrant expression Positive/strong expression Weak/absent expression
AML with t(8:;21) + CD19, cCD79a, CD56 HLA-DR, MPO, CID13 CD33

AML inv(16) or t{16;16) + CcD2 CImaz

APL with t(15;17) - CD56 HLA-DR, CD15, CD65
AML with mutated NPM1 - CI3, CD117, CI123 HLA-DR

AML with mutated CEBPA + cD7 CD13, CD33, HLA-DR, CD15 CDl4

Ossenkoppele, 2011



AML—-MRD

 MRD lze FCM vysetfit pouze u AML MO-2 (vyjimecné M4,5)
* Nutné vstupni vysetreni KD, kdy hledame vhodny LAIP patologické populace
* Pokud je LAIP nalezen = MRD lIze hodnotit na hladiné citlivosti 0,1 %

 AML LAIP nenalezen = hleddme DfN (different from normal) LAIP (citlivost kolisa
mezi 0,2 — 3 %)

* Lze také pouzit LAIP na leukemickych kmenovych burikach (LSC)

Postup:
e Vstupni vySetreni KD (ur¢en imunofenotyp pro nasledné MRD)

* Nasledné MRD vysetreni KD (zakladni panel + individudlni panel dle LAIP)

* Srovnani velikosti sledované zbytkové populace s LAIP a fyziologické hladiny
(vyzravani KD)

* Hodnoceni



SSC-A

CD45dim14-(Bla)

CLEC12A

LAIP1 = CD34+123+CLEC12A-
LAIP2 = CD34+123+CLEC12A+
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MDS — myelodysplasticky syndrom

* <20 % blastické komponenty (¢asto CD34+) v KD

* Dysplastické zmény v jednotlivych krevnich fadach jsou doprovazeny zménami
exprese urcitych znakl nebo jejich aberaci

* Dysplastické zmény granulocytt — snizeny SSC (kompaktnéjsi jadra)
* Dyserytropoéza — snizeni CD71 na erytroidnich prekurzorech

* Dysplastické monocyty — aberantni exprese CD56
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PNH — paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie

e Vzacna, nevylécitelna, zivot ohrozujici, ziskana, pfidruzujici se k AA a MDS

* mutace v genu PIGA (chromozom X) -> poruseni biosyntézy GPI kotvy -> nezakotveni
nékterych proteint (CD55, CD59) v plazmatické membrané

* nepfitomnost CD55 a CD59 protein(l na povrchu Ery (CD46neg) -> atak komplementu
-> rozpad Ery -> anémie

* volny hemoglobin a hém v plazmé inhibuje oxid dusny (kli¢ovy regulator relaxace
hladkého svalstva) -> spasmus malych cév -> bolest, erektilni dysfunkce

* FCM — detekce PNH klonl na Ery, Neu a Mono
* Kombinace GPI zakotvenych protein( (CD59, 14, 24) a anti-GPI sondy (Flaer)

* PNH klon se vyznacuje snizenou expresi GPI a soucasné nékterého GPI zakotveného
znaku

e Potvrzenim pritomnosti PNH klonu je pozitivni nalez na Ery + na Neu nebo Mono

* Podani erymasy maskuje pritomnost PNH klonu na Ery!



VysSetreni pritomnosti PNH klonu pratokovou cytometrii
- zkumavka RBC

zkumavka RBC — anti-CD235a —FITC

Normalni nalez na Ery
anti-CD59-PE
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VysSetreni pritomnosti PNH klonu pratokovou cytometrie
- zkumavka Neu

105

Normalni nalez
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Vysetreni pritomnosti PNH klonu prutokovou cytometrii
zkumavka Mo

zkumavka Mo — Flaer—FITC
anti-CD14-PE
anti-CD45-PerCP
anti-CD64-APC

Variabilni citlivost!
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Klonalni evoluce PNH
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Diferencialni diagnostika B lymfoproliferaci

Pribuzné diagnozy — jak je rozliSime pomoci imunofenotypu

MZL _FL, . MCL B—LB.L . . B!_, MCL
marginal zone folikularni mantle cell hyfoblasticka Barkituwv mantle cell
lymifom hymifom hymfom leukeémie ymifam ymfom |
CD5-10- CD5-10+19420++FSC"™™ CD5+10-19423-200+51g++ CD34+ CD10+19+20422+38++70455C" CD5+10-19+23-200+51g++
maonccytoidni rysy 1 l
HL PCL MM PBL
. ; — . ; — .
Hodgkinuw plazmocytar mnishotetny plazmablasti
lymfom ni leukémie myelom ckd leukémie
CD15+30+45- CD38++138+19-45-56+/- CD38++138+19-45-56+/- CD38++138+45%+panB-
infiltrace PK infilttrace KD
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mantle cell hairy cell
hymfom leukemie
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|:|'|rnnid::é . " prnh:mfluc','t ——— FLJ .
lymfocytarni arni folikularni
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CD5+19+23+79° slg* ™ FMC7- (CD19,20,22,79)++CD11c+CD200+ CD5-10+19+20++FSC*™



CLL — chronicka lymfocytarni leukémie

* Klonalni proliferace malych B lymfocytl v PK

 Typicky imunofenotyp (CD5%1923+79b%4mFMC7"e8s|gdim)

* Infiltrace KD, uzlin
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Figure

Caption

Figure 2. Flow cytometric phenotype of
chronic lymphocytic leukemia (CLL). The
neoplastic B cells (green) are positive for
CD19, CD5, CD23, CD20 (dim intensity), and
show restricted lambda immunoglobulin light
chain expression.

Available via license: CC BY-NC 4.0

Content may be subject to copyright.

CLL — zelena populace
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MM — mnohocetny myelom

* Typicky imunofenotyp (CD19-38++45-56+/-138+)

Infiltrace KD klonalnimi plazmocyty atypického fenotypu

EuroFlow panel 2x 8 znaku (vstup i MRD)
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MM —vysetreni PK

e Zachyceni klonalni populace cPC pri dg. = horsi progndza

* VlyZadovana citlivost min. 10~ idedlné 10°
* >2 % cPC = high-risk MM
* Imunofenotyp cPC byva shodny s aPC v KD
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MM — vysSetreni tkané

 Extramedularni a extraosealni MM — klonalni PC mimo KD

* Imunofenotyp PC nemusi byt shodny s aPC v KD
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MCL — mantle-cell lymfom

Klonalni proliferace zralych B lymfocyt( v PK

Typicky imunofenotyp (CD5*19*23slg**)

Infiltrace KD, uzlin, streva

Lze stanovovat MRD také bez znalosti vstupniho fenotypu

Priklad pozitivniho nalezu MCL — modra populace
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CD19 cFluor R685-A

HCL — hairy cell leukemia

* Tvori 2 % leukémii
* Mutace V600E BRAF
e 3typy dle FCM: klasicka, variantni a CD5+

HCL panel: CD3, 10, 11c, 19, 20, 25, 45, 48, 103, 123, 200, 305

CcD3- Gate Count % B lym
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10° CD48++ 2,393 57.70
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