FAKULTNI Interni hematologicka M U N I
: NEMOCNICE a onkologicka Klinika
BHNO FN Brno a LF MU M E D

Laboratorni diagnostika
hematoonkologickych malignit —
prutokova cytometrie

Cast Il
e Akutni leukémie
« MDSaPNH
* B lymfoproliferace



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

I~ i

| | - 1

(—\. | O ey 'i__.z
o A

misto pro nalepent Stitkn

Material O je infekéni!
O periferni krev

O kostni died

Cbiopsie: ...............
O separovane PBSC

O DLI

C BAL

O mozkomisni mok

O nadorova thkan

Datum a éas odbéru =

INTERNI HEMATOLOGICKA
A ONKOLOGICKA KLINIKA

CEMTRUM MOLEKULARNI BIOLOGIE
A GEMETIKY
tel. 53223 4040, ihok-Aow@fnbma.cz

FAKLU LTIin NEMOCHNICE BRHO
PRACOVISTE DETSHA NEMOCHNICE
Cemepolni 8, 512 00 Bma

ICO 852 62 705

Pacient: ... ... ..., IOE - FenA lah. ficla
CP:oooie . damnar o P

Eontalt 08 pac.: ... oo Cislo dg: dedano pievzal:
Zdrav. ZafiZeni: ... L~

Pozadované vyietieni prutokovou cytometrii pozniutka
imunofenotypizace lymfocymi: JT T T+B O T+B+NK O BAL

D CD34" T cPerforin (HLH) O imunofenotypizace trombocym®
hematoonkologicka dg.:*
screening: T zakladni O Iymfo/nrveloprol.
diferencialni dg.: 0 AT. T NHL O B-klonalita O T-klonalita
diagnoza: T AML OMDS OPNH CT-ALL O B-ALL

'r Tyt udgie vwpliuje laborator.

Lécha O BCLL OCLL-MED* OHCL C MM
O antbiotika T cytostatika O B-NHL O MCL O MCL -MED*
O kortikoidy O immosupresiva JT-NHL O PTL O ME/SS OLGL
Transplantace KD Transfuze (datwm posledniho podana!. ... .. ...}
Oausto Dalle JEEY o TRC oLEU OMED* 0O staging® O restaging® O cell sorting

Klinicke informace:

1zzitko zdravomickeho zatizent

Dg. slowy:

Cil vySetfeni?

2164234 |

razitko a podpis lekate

* Indikace fe v Fompetenct pouze Eivickeho tmunologa, hematologa nebo onkoloza! Dalil informacs najdete s www.ombgt.cz




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"¢8

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+

e Zrald B-ALL (B-IV) — 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 paneld 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-Il) — 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)
 Priklad vysledku FCM:

Myeloidni blasty CD7-13+14-15-/+33+34+/-38+56-64-/+79a-117-/+123dim371-
/+DR+ tvori cca 25 % z leukocyti. 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 Ize hodnotit na hladiné citlivosti 0,1 %

 AML LAIP nenalezen = hleddme DfN (differnet 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
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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 granulocytl — sniZzeny 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, pridruzujici 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 na povrchu Ery (CD46neg) -> atak komplementu
-> rozpad Ery -> anémie

* volny hemoglobin a hém v plazmé inhibuje oxid dusny (klicovy 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 GPl 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!



VySetreni pritomnosti PNH klonG pritokovou cytometrii
- zkumavka RBC

zkumavka RBC — anti-CD235a —FITC
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VysSetreni pritomnosti PNH klont pritokovou cytometrie
- zkumavka Neu

105
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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 diagndzy — jak je rozliSime pomoci imunofenotypu
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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 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.
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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 —vysSetreni PK

e Zachyceni klonalni populace cPC pri dg. = horsi progndza

* VlyZadovana citlivost min. 10~ idedlné 10°

e >2 % cPC=PCL

* Imunofenotyp cPC byva shodny s aPC v KD
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MM — vysetfeni tkané

 Extramedularni a extraosealni MM — klonalni PC mimo KD

* Imunofenotyp PC nemusi byt shodny s aPC v KD

0

10

10 10° 107
CD56 PE-A

V’é | 15(70,05 %)— g ] | o] PROALEE [
T o z Ve - m
| 241 Klonalni PC  Lym ]
8 — ] o
=~ 8 ; g o
i | : N
T . o b -
o RR= o 3
® ] 87 1 e
. 1 524
= 1 G
) B N
N 4 o 7
= T T T T ] T T T T [ T T T T T 7T [ I’I T llI'"] 1>\ll\;1 II;I']] 1' T T TT0IT T ] Al T ']I"'l|4 T lllTllI's T l]lrllllB T
0 100 200 0 10 10° 10° 0 10 10 10
FSC-A (6104 CD45 PC5.5-A CD38 ME FITC-A
— 3 —
2 JPC19+56-(0,03 %) balast(0,30 %) =5
] o, PCKappa+(97,46 %)
S =2
<« < 3 s :
~ o L PC
2 2y gacumoen
e g 3 '
a+ 3
O 27 - -
] 24
D—- ; a-" 22 o:
1PC19-56-(2,22%) PC19-56+(96,94 %) i
LILJ I T llllllq T IIIIIII| T lllllll| T Illlllll | PR ) ' LB l'llllll T T Illllll T T T TTT7TT

0 10* 10°
Lambda APC-A750-A

10°




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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