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O jak castém onemocnéni mluvime?
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Children are not adults: Differences in relative
incidence of major leukemia subtypes v
veku 67 let)

* U déti 15% leukémii, u dospélych 1/3

——

e V praxi tedy: nové diagnostikovano
15 déti a okolo 340 dospélych rocné

Children Adults



Jak diagnostikujeme AML?

Minimalni pozadavky na diagnostiku AML
(Creutzig et al. Blood 2012):

morfologické vysetreni vcetné cytochemie
cytogenetické vysetreni vcetne FISH
molekularni genetika

Imunofenotypizace



Jak diagnostikujeme AML?

Minimalni pozadavky na diagnostiku AML
(Creutzig et al. Blood 2012):

* morfologické vysetreni véetné cytochemie
e cytogeneticke vysetreni v€éetne FISH

* molekularni genetika

* Imunofenotypizace



®- » AML MO

Multipotential hematopoietic ( n ed ife ren Cicva n a' )

stem cell
(Hemocytoblast) |
! - i : .
©- > AML M1/2 (diferenciovana
Common myeloid progenitor S/bez VyzréVénI')

|
' ' _
| olo <o @ o

Erythrocyte  Mast cell Natural killer cell

Small lymphocyte

Myeloblast (Large nmramilar kmnharuta)
] |1 > AML M3 (promyelocytarni)
° ' | —
Megakaryrryt.e ‘ | ‘3 . @ @ AML M4/ 5
! St PP Nourrophil - Eosinophil e (myelomonocytarni/
tvombol hes - .l monocytarni)
|l AML M6 (erytroidni) ‘
&

V

Macrophage

AML M7 (megakaryocytarni)



Jak diagnostikujeme AML?

Minimalni pozadavky na diagnostiku AML
(Creutzig et al. Blood 2012):

* morfologické vysetreni véetné cytochemie
e cytogeneticke vysetreni vcéetne FISH
* molekularni genetika

Acute myeloid leukemia (AML) and related neoplasms

AML with recurrent genetic abnormalities
AML with 1(8;21)(g22;922.1); RUNXT1-RUNX1T1
AML with inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
APL with PML-RARA
AML with 1(9;11)(p21.3;023.3); MLLT3-KMT2A
AML with 1(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214
AML with inv(3)(g21.3926.2) or 1(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM
AML (megakaryoblastic) with t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
Provisional entity: AML with BCR-ABL1
AML with mutated NPM1
AML with biallelic mutations of CEBPA WHO 2016
Provisional entity: AML with mutated RUNX1
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Co ocekavame od prutokové cytometrie?

Diagnoza

e Stanovujeme imunofenotyp, ktery vyhodnocujeme z
hlediska prislusnosti k linii = klasifikacni systémy

e (QOdlisit od akutni lymfoblastické leukémie!

e Stanoveni primarni linie u leukémii smiseného fenotypu

* Diagndza AML M7 se opira o priikaz exprese
megakaryocytarnich znakt

Diferencialni diagnostika:
* Myelodysplasticky syndrom, JMML

e Reaktivni zmény v KD, vzacna primarni imunodeficience
selektivni deficit granul




Klasifikace

WHO

EGIL

BFM

Diagnostika akutni leukémie

BCP ALL

MPO"ee
iCD22P°s
iCD79aros

(i)CD22vos
(i))CD79aPs

(i)CD22res
(i)CD79aros
CD1(Qpos

TALL

(i)CD3P°s (strong)

(i)CD3Pos

(i)CD3pos
iMPO"¢9 nebo
exprese na méné nez

30% blastii

AML

>20% myeloblastu
>20% promonocytu
typické fazni geny
MPO, CD64, CD11c,
iLysozym,
nespecificka esteraza

Nespliuje ALL & dva
a vice znaku:

Nesplnuje Ba T ALL
dva a vice znaku:



Aberantni znaky u AML

AML type CD34 Aberrant expression Positive/strong expression Weak/absent expression

AML with t(8;21) + CD19, cCD79a, CD56 HLA-DR, MPO, CD13 CD33

AML inv(16) or t(16;16) + CcD2 CD117

APL with t(15;17) CDhs6 HLA-DR, CD15, CD65

AML with mutated NPM1 - CD13, CD117, CD123 HLA-DR

AML with mutated CEBPA + CD7 CD13, CD33, HLA-DR, CD15 CD14
Ossenkoppele, 2011

| AMI1/ETO CD19 AML1/ETO I PML/RARa CD2 MLL/AF10

MLL/AF9




AML subtypy

FAB I Nezralé zna ky In (approximate % of cases positive for marker) mon ocyté rni ery mega ka ryo
subty e

CD34 CD117 HLADR MPO CD13 CD33 l CD15 I CD63 lCiDHl GPA CD36 CD41a

MO 15 15 75 =80 15 15 30 30 0 0 0 0
M1 75 75 75 >80 75 75 75 75 0 0 0 0
M2 15 75 =80 =80 =80 =80 75 75 0 0 0 0
M3 <10 30 <10 >80 =80 =80 15 15 0 0 0 0
M4 15 75 =80 =80 15 =80 75 =80 75 0 30 0
M5 <10 30 =80 =80 15 =80 75 =80 75 a 15 0
M6 30 30 75 >80 75 75 30 75 0 =80 75 {i
M7 30 30 30 0 30 13 30 <10 0 <10 75 >80

* Abbreviations: FAB. French—American—British classification; DR. HLA-DR antigen; MPO. myeloperoxidase: GPA. glycophorin A.

Campana, 2000

* Je to hezké, ale.....toto neni uloha cytometrie!
* My bychom méli:
e umét urcit AML M7
e vznést podezieni na AML M3 (ale opét spoluprace
s morfologii)

 Nutnost znalosti nemalighi myeloidni rady v kostni dreni
a periferni krvi!




Myeloidni vyvoj v kostni dreni

Vyvoj myeloidni
rady v kostni dreni

V periferni krvi
zralé myeloidni
bunky
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HLA DR

AML M3 (promyelocytarni)

Typicky fenotyp

* Vysoky FSC (granularni bunky)
* Negativita HLA DR

* CD117pos

* Negativita CD34

e Variantni forma (mikrogranularni):
aberantni exprese CD2, muze byt
CD34pos

Casto krvacivé komplikace! Nutnost rychlé diagnostiky!
Vétsinou jiz morfologicky suspektni, definitivni diagnoza:
potvrzeni flizniho genu PML/RARa
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NG2

AML M5 (monocytarni)

iMPO

Typicky fenotyp

Vysoky FSC (granularni bunky)
Pozitivita HLA DR!

CD15pos

U prestaveb MLL genu aberantni
exprese NG2

iMPO muze byt negativni, ale je
pozitivni intra-Lysozym!

—->WHO: CD64, CD11c, iLysozym, NSE

iLysozym
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AML M7 (megakaryocytarni)

Typicky fenotyp

* Exprese CD4

* Negativita HLA DR!

* Exprese megakaryocytarnich znaku:
« CD41
 CD42
 CD61

 Muze byt CD7

CD45

CDA41 CD42 CD61
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Analyzujeme znaky zralych
monocytl (v krvi) nebo
vyvoj (ve dreni):

* CDl4
« CD11b
* HLADR
« CD15

* IREM2 (CD300e)

* Pfitomnost aberantnich
znaku:
* NG2

e Aberantni
exprese/asynchronie
nezralych/reaktivnich/
aberantnich znakd:

* (CD56, CD2

* (D34, CD117

Van Lochem, 2004



Odliseni od reaktivnich zmén — monocyty

Monocytdza po |écbé neuroblastomu26%




Reaktivni zmény, satelitismus desticek

CD56 na monocytech v pribéhu lécby AML
(reaktivni zména, PCR MRN negativni)

Satelitismus desticek — prisedani na vSechny typy bunék!

CD41

- cpa1

. i 2R
T T T T T

bilé fady na |écbé AML M7

Aplazie



Transientni myeloproliferace (TMD)

TMD-=transientni myeloproliferace u pacientlis m.Down:
* do 1 roku zZivota (zpravidla v prvnich dnech po narozeni)
* Prechodny vyskyt myeloidnich nezralych bunék v krvi, které spontanné vymizi
e U pacientd zvysSené riziko vzniku akutni leukémie (typicky AML M7, ale i jiné)
* Typicky fenotyp:

* CD56+7+4+34+117+ s expresi megakaryocytarnich znakd CD41/42/61

CD45

CD7
CD34




Vyvoj fenotypu pri lécbe AML M3

SSC

e Lécba kyselinou
retinovou (ATRA)

* Diferenciace
promyelocytl
(CD117+34neg)

e Ztrata CD117

e Ziskani CD15

e Narust SSC

 PCR MRD vysoky
signal



Odliseni od MDS

* Pocet blastU
* Typické genetické zmeéeny
AML
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Zavery

Pritokova cytometrie je soucast diagnostického procesu
Dulezitd znalost nemaligni krvetvorby i v reaktivnich
podminkach

Prioritou je:
e OdlIisit ALL
* Vznést podezreni na AML M3
* Potvrdit AML M7

Odliseni dalsich diagnoz
e Reaktivnich zmén (napr. CD56)
e TMD (dulezita klinicka data, mutace GATA1 aj.)
 MDS (neni soucasti prednasky)
* Imunodeficitl (neni soucasti prednasky)



Dékuji Vam za pozornost!

NO, BUT HE CAN HURT
YOU IN OTHER WAYS

2.8

DOES HE BITE?
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Everyone at Princeton is smarter
and more talented than you




