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Program setkani

1) Vyuziti flow cytometrie u MG

2) Zkusenosti jednotlivych center - zhodnoceni
dotazniku

3) Problematika nizce infiltrovanych vzorku
(MGUS, AL amyloiddza apod.)

4) Vysledky analyz dle pracovist

5) Diskuze a navrh jednotného postupu analyz




3/26 Uvodni pfednaska - Vyuziti FC u MG

Prutokovd cytometrie u MG .

* nezbytna u vybranych hematol. malignit

v diagnostika a sledovani stavu onemocnéni
* U MG neslouzi ke stanoveni dg.

v' omezeni na vyzkum a analyzu nejasnych pripadu
* nesrovnalost s morfologickym hodnocenim

v' podhodnoceni poctu PC

= sila FC je v moznosti ovérit klonalitu!!!
v zastoupeni normalnich N-PC a klonalnich A-PC
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Prutokovad cytometrie u MG II.

» Diferencialni diagnostika
v" odliseni a klasifikace onemocnéni z PC
» |dentifikace skupiny asymptomatickych MG

s vysokym rizikem progrese do MM
v moznost identifikace pacientu, kteri by profitovali

~/ w oW

z drivéjsiho zahdjeni lécby
* Analyza minimalni rezidualni choroby
v’ potvrzeni stringent complete response

Rawstron et al., 2008; Paiva et al., 2010
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Imunofenotypizace

= CD38/CD138 - jednoznacna identifikace PC v KD
(v PK spiSe plazmablasty CD138-/dim+)

= CD45 - informativni charakter
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Stanoveni poctu PC

= Duvody podhodnoceni
o ziredéni KD v dusledku odbéru dalsich ml

o analyza suspenze ochuzene o PC asociované
s lipidovymi fragmenty
= Pfi porovndni s morfologii
v’ senzitivita obou pristupu je shodna

v vysledky (% infiltrace PC) spolu koreluji
v FC stanoveni % PC je nezavisly prognosticky

faktor s dopadem na celkové preziti pacientu
Nadav et al., 2006; Paiva et al., 2009a
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Stanoveni klonality PC

» zakladni 4-barevna analyza (N-PC/A-PC)
=CD38/CD138/CD19/CD56
v/ CD19 - marker B lymfocytu a fyziologickych PC
v' CD56 - znak klonalnich PC
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Predikce progrese MG

: p<0.001 4 p<0.001
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doba od stanoveni dg.

Peréz-Persona et al., 2007; Peréz-Persona et al., 2009
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J &

Progression-free survival (%)

=
==
[
=
2
S
.
=
I
=
£
@
>
o

Progndza MM
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Timefrom diagnosis (months)

> 5% N-PC IBMPC (n=80) median OS: NR
=£5% N-PC/BMPC (n=514) median OS: 89 months

Timefrom diagnosis (months)

Paiva et al., 2009b
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FC stanoveni MRN

v’ kritérium pro sCR (zadna A-PC ze 3000 PC)
v’ aplikovatelnost na vétsinu pacientu
v’ citlivost 104

82% MRN neg
(n=125)

Median

Not reached

Median:

89 months

120

" mésice od PBSC

mésice od PBSC

Paiva et al., 2008; Rajkumar et al., 2011

-

[—

-
L




11/26 Uvodni pfednaska - Vyuziti FC u MG

Dalsi aplikace

* Prognosticky vyznam imunofenotypizace
v souvislost fenotypu s cytogenetickymi nalezy
v  soucasnd analyza CD28 a CD117 - 3 rizikové
skupiny s rozdilnym PFS
v moznost identikace vysoce rizikovych pacientu
se zkracenym prezivanim

= |dentifikace novych terapeutickych cilu
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Panel - FN Brno

- klonalita, adhezivni molekuly,

prognostické markery, subpopulace B ly apod.

B.D B.D PerCP-
Tube | Horizon | Horizon | FITC PE Cy5.5 PCY/ APC | APC-H7
V450 V500
1 CD38 CD45 CD20 CD56 CD138 | CD19 | CD117 | CD27
2 CD38 CD45 CD33 | FGFR3 | CD138 | CD19 CD28 CD27
3 CD38 CD45 CD54 CD40 CD138 | CD19 CD56 CD44
4 CD38 CD45 slgD CD24 g[[))fg; CD19 sigM CD27
5 CD38 CD45 | ckappa |clambda| CD138 | CD19 CD56 CD27
6 CD38 CD45 CD20 CD56 CD138 | CD19 CD27
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EMN standardizace |.

* European Myeloma Network (EMN) - 2003
v integrace laboratorniho vyzkumu a zvySovani

ucinnosti terapie u MM a souvisejicich nemoci

o studium mechanismu a patogeneze onemocnéni

o hledani novych prognostickych faktor0 a monitorovani

onemochnéni
o vyvoj terapeutickych a metodologickych pristupu
v’ standardizaéni workshopy (FC, FISH q;j.)
o nalezeni shody a vytvoreni doporuceni pro analyzy
o 3 flowcytometrické jiz probéhly, ¢ekd se na vystupy
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EMN standardizace Il.

= morfologické hodnoceni - kvalita vzorku
v' pouze pro analyzu MRN - nutna pritomnost normaini
erytroidni, myeloidni ¢i lymfoidni progenitorové rady
= diferencidlni dignostika dle pritomnosti A-PC
v' Rozdil mezi MGUS, MM a reaktivnimi podminkami
= monitorovdni MRN a Iécebné odpovédi
v spise detekce fenotypové abnormalnich bb nez cx/A

v' The EMN-02 Intergroup Trial - analyza odpovédi v prubéhu
ruznych stadii Iécby (standardizovany postup analyz)

Rawstron et al., 2008
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EMN standardizace IllI.

= priprava vzorku
v’ lyza erytrocytu bez fixace (nyni jiZz muze byt i fixace)
v' PC gate CD38 vs. CD138 (bez kontroly gateovani)
= pocet PC
v" minimalné 100 neoplastickych PC
v pro citlivost 0,01% nutno analyzovat 10° bb
v’ moznost spojovani zkumavek (merge)

= analyza markeru s prediktivné-prognostickou hodnotou
v nezbytné - CD38/CD138/CD19/CD56

v’ doporucené - CD20, CD27, CD28, CD117
v volitelné - CD81, CD200...

Rawstron et al., 2008
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EMN standardizace V.

Minimalisticka FC.analyza (4-barevna):
1. iIdentifikace CD38"CP438* PC
2. odliSeni CD19* N-PC od CB19- (CD56%-) A-PC

8 (6) barevna analyza dle protokolu Euroflow

s vyuzitim SW Infinicyt (Cytognos):

PB PO FITC PE

CD45 CD138 CD38 CD56  B,m CD19 clgk  clgi
CD45 CD138 CD38 CD28 CD27 CD19 CD117 CD81

Rawstron et al. Haematologica 2008, van Dongen et al. Leukemia-in print 2010
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Vyhodnoceni dotazniku

= osloveni ¢clenové CMG, studiovi partneri
a spolupracujici laboratore flow cytometrie
» rozeslan dotaznik se zakladnimi dotazy
stran vybaveni a zpracovani vzorku
= cilem je sjednoceni metodik a standardizace
postupu v ramci CR v ndvaznosti na EMN
s publikaci v ceském periodiku
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Pracoviste

= Pocet zUCastnénych pracovist - 14 (12)

v OKI, Nemocnice, CB
v' KNTB, Zlin

v' LPC, UHKT, Praha

v OKH, FN Brno

v’ Spadia Lab, OV

v' OKH, NsP, Havirov

v UPMM, FN Motol
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v OKH, FNKV, Praha
v UKIA, HK

v  Imalab s.r.o., Zlin
v" OHT, Pelhfimov

v HOK, FN Olomouc
v KOC, Novy lJi¢in
v |[HOK, FN Brno
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Vysledky |.

= Typy pristroju
o 1-2 lasery (4 PMT) - 3 pracoviste (2xBC, 1x BD)
o 1-2 lasery (5 PMT) - 4 pracoviste (BC)
o 2 lasery (6 PMT) - 2 pracoviste (BD)
o 3 lasery (8 PMT) - 5 pracoviste (4xBD+1xBC)

= Provadeéni IFT u MG

o 10x vzdy vs. 8X U nejasnosti

= /pracovani vzorku
o 11x lyza vzorku KD vs. 1x separace MNC
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Vysledky |I.

= casovani analyz
v vSichni u novych dg.
v 2x ne u MRN
v 1x ne u PG/R
= analyzované znaky
v vSichni CD38/CD138 s CD19/CD56
v’ 7x analyza také jinych markeru
v  6x analyza klonality

= postupy dle doporucéeni - vesmés EMN
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Nizce infiltrované vzorky |I.

= Vyzkumny program zaméreny na MG
v RMG registr - evidence a centralizace MG

o otevieny projekt - moznost spoluprace
v identifikace vysoce rizikové skupiny pacientu
s MGUS ¢i aMM, kterd ¢asné zprogreduje

do symptomatického MM

o retrospektivni analyza zndmych rizikovych faktoru
o hledani novych potencidlnich prediktivnich faktoru

v’ individudlni Ié¢ebny pristup
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Nizce infiltrované vzorky Il.

= Pfistup k analyze novych faktoru
v flow cytometrické stanoveni klonality PC
v’ sortovani bunék pro cytogenetické a dalsi
molekularné-biologické metody
» Moznost transportu vzorku do Brna
v’ vysetreni nejnovéjsimi metodami
v’ s vétsinou pracovist nastaveno schéma odbéru
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AL amyloidoza
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Diskuze a navrh jednotného
postupu analyz aneb
.dtandardizace v CR"

= kolik fluorescenci a kolik markeru?
= nezbytnost shodnych fluorochromu?
» kolik PC sbirat jako minimum?
= zaveést referencni vzorek?

o nativni i fixovany?
" publikace.....
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Stanoveni klonality PC

= 4-parevna analyza
=>CD38/CD138/CD19/CD56

» 5-barevna analyza

cx/cA/CD45/CD38/CD19
cx/cA/CD19/CD138/CD38

=>CD38/CD138/CD19/CD56/CD45 —T

* 6-barevna analyza

=>CD38/CD138/CD19/CD56/cx/CcA

= 7-parevna analyza

=>CD38/CD138/CD19/CD56/cxk/cA/CD45

= 8-barevna analyza

=>CD38/CD138/CD19/CD56/ck/cA/CD45/CD27
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Euroflow  gurariow

Seskupeni expertu z oblasti prutokoveé

cytometrie a molekularni diagnostiky
v’ 8 diagnhosticko-vyzkumnych skupin
v’ 2 komercni subjekty

o noveé protilatky

o nové imunobarvici techniky a protokoly

o novy software pro analyzu dat
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