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2016 WHO classificatie

CMML

Persisterende monocytose > 1x10%/L en > 10% van de WBC

+

Geen BCR-ABL1, geen PDGFRA, PDGFRB of FGFR1, geen PCM-JAK2, ETV6-JAK2 of BCR-JAK2 EN geen
WHO criteria voor PV, ET en PMF

+
<20% blasten en promonocyten in PB of BM

+

klonale cytogentisch of
moleculaire afwijkingen OF
monocytose > 3 maanden met
t"’l .eu‘ g | uitsluiting van andere oorzaken

Dysplasie in 2 1 myeloide reeksen OF
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2016 WHO classificatie

CMML

* CMML-0: <2% blasten in PB en <5% blasten in BM
e CMML-1: 2-4% blasten in PB en 5-9% blasten in BM

e CMML-2: 5%-19% blasten in PB en 10%-19% blasten in BM OF

aanwezigheid van Auerstaven
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Moeilijkheden

Diagnose

Dysplasie is niet in elke cellijn.

Promonocyten zijn moeilijk te identificeren.

Moeilijk onderscheid:
dysplastische hypogranulaire myeloide cellen vs. monocyten.

Blasten zijn zeldzaam (80% van de gevallen afwezig)

‘ Mono-dysplasie score




Mono-dysplasie score
(Cfr. Schillinger et al)

Formule: 1 - Sensitiviteit specificiteit
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Mono-dysplasie score

WDF-kanaal

5

AES

kS

Normaal

g
)'.
i

CMML

- Y e P
A’A‘ '.n."l.‘ .:'.

Reactief

¢ Y




Monocytose vliaggen
Morfologie

Monodysplasie-score positief
Totaal = 202 (n=124)
aantal aantal aantal
uitstrijkjes percentage uitstrijkjes percentage uitstrijkjes

Twijfelachtige monocytose (n=64)  Extreme monocytose (n=14)

percentage

Toxische korreling 4

e 8 o 1
Do6hle bodies 0 0,0 0 0,0 1 7,1
Degranulatie neutrofielen 21 16,9 8 12,5 1 7,1
Neutrofielen kernafwijking 16 12,9 11 17,2 2 14,3
Vacuolisatie neutrofielen 2 1,6 1 1,6 0 0,0
Jonge monocyten 1 0,8 2 3,1 0 0,0
Dysplastische kenmerken 29 23,4 14 21,9 2 14,3
Diagnose CMML 14 11,3 4 6,3 0 0,0

aantal

uitstrijkies percentage

Dysplasie + CMML

Afwezigheid dysplasie +
CMML
Totaal




Flowcytometrie

M
Doel CMML panel (cfr. Selimoglu-Buet et al) anocyten

e _I'-.-'ICIE: CD14-CD16+

* Drie populaties monocyten in perifeer bloed:

4

1. Klassieke monocyten (CD14+/CD16-) 3 §
2. Intermediaire monocyten (CD14+/CD16+) % i MO2= CD14+CD16+ |
3. Niet klassieke monocyten (CD14-/CD16+) 5" o
’ MO = CO14+C 01 6-
:|:|: S0t 0 10 107 10 10°

CD14 PE-CyT-A

>94% = indicatie voor CMML.: Onafhankelijk van mutaties,
subtype, of van dysplasie vs. proliferatieve eigenschappen

Sensitiviteit specificiteit

90,6% 95,1%




Flowcytometrie

Oud vs. nieuw panel

Oud FITC PE PerCP- PE-Cy7
Cy5.5
CMML CD14 CD45 CD16 CD56 CD2 CD15 CD33 CDb24
25Ul | 2.5pL 10 uL 10 uL 10 pL 1l 2.5 L 1l

Nieuw PE PERCP PE
Cy5.5 Cy7

CMML CD24 CD56 CD14 CD2 CD16 CD45

5 ul 2.5 ul 2.5 ul 2.5 ul 2.5 2.5 ul




Flowcytometrie
Gatingstrategie

« Hoofdoel: Monocyten opzuiveren
* CD24: neutrofielen en B-lymfocyten
« CD16: rijpe granulocyten
* CD56: NK-cellen
 CD2: T- en NK-lymfocyten
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Flowcytometrie
Gatingstrategie

« CD16/CD14 (MONOCYTEN)
« Contour plot:

Relatieve frequentie van
data

Betere visualisatie

Expressie patronen &
clusters

(=)

Monocyten

MO3= CD14-CD16+

CD16 W450-A

MO1= CO14+C016-

A0 D 10
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10°
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Flowcytometrie
Pittfalls

e CMML + reactief:

» | klassieke monocytenpopulatie
* Traanvormig aspect

* Ontbreken van CD16+ staart

CD16

« CMML typical profile »

100

« Bulbous » aspect
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Flowcytometrie

Pittfalls
» Slecht afgelijnde populaties Monogten Monooen
» Dot plot als hulpmiddel o . MO2=cD14£D 162w '
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Flowcytometrie

Oud vs. nieuw panel o
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Flowcytometrie

Oud vs. nieuw panel

Bevestigde diagnose

Canto NGS/APO/Andere Totaal
Positief Negatief

MO1 (CD14+,CD16-) = o
94%

MO1 (CD14+,CD16-) <
o ( ) 30 31
Totaal 33 56
Diagnostische specificiteit 90,9
Diagnostische sensitiviteit 95,7
Positieve predictieve waarde 88,0
Negatieve predictieve waarde 96,8




merkers oud

panel
CD45
CD24
CD2

CD56
CD33
CDI5
CDIé
CDI4

merkers nieuw

panel

CD45
CD24
CD2

CD56

CDIé
CDI4

cataloognr

Prijs/stuk

#Htesten/stuk

prijs per test

HV500 BD Biosciences HI30 560777

APC-Vio770 Miltenyi Biotec REA832 130-112-659 308 100 1,54
PerCP-Cy5,5 BD Biosciences RPA-2.10 560643 181,44 50 7,26
PE BD Biosciences MY3I 345810 286,65 100 1,43
APC BD Biosciences P67.6 345800 345,35 100 1,73
PE-Vio770 Miltenyi Biotec VIMCé6 130-114-012 131 30 2,18
FITC BD Biosciences CLB 656146 243,65 50 2,44
HV450 BD Biosciences MoP9 560350 147,52 177,76 2,46

cataloognr

Prijs/stuk

#Htesten/stuk

prijs per test

V500-C BD Biosciences 655873

PE BD Biosciences ALB9 306069 550,6 400 1,38

APC BD Biosciences 39CI1.5 304608 517,38 100 1,29

PerCPCy5.5 BD Biosciences N90I B49189 512,96 200 2,56

V450 BD Biosciences 3G8 644489 371,96 100 1,86

PE-Cy7 BD Biosciences RMO052 147220 544,04 60 1,36
TOTAAL 10,35 €




Diagnostische workflow
CMML

Automatische celtellers

Morfologie

Flowcytometrie

Beenmergdiagnostiek
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2.0 x I0A/L EN

10% monocyten
Ja
Mono-dysplasie score?
Positief Negatief
| }
23.0 x 10A9/L
monocyten Reactieve monocytose
¥ l
s iysplasi Twitfelachti
score monocytose Extreme monocytose
l l l A J
s Uitstrijkje screenen »  Llitstrijkje screenen Resul
op dysplasie® en op dysplasie™ en Uitstrijkje screenen c e
afwijkingen™ bij de afwijkingen™ bij de voor blasten en Klinische
monocyten monocyten myeloproliferatieve bevindingen en
s  WDF-scattergram WDF-scattergram kenmerken . .
. . infectieparameters
nakijken nakijken




Uitstrijkje screenen
op dysplasie™ en
afwijkingen™* bij de
monocyten

WDF-scattergram
nakijken

Uitstrijkje screenen
op dysplasie® en
afwijkingen™ bij de

WDF-scattergram
nakijken

CMML-panel inzetten

MO1>94%

l

Suggestief CMML

MO 1 <94%

1
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L 2

Identificatie van (aberrante®*)
monocyten, promonocyten en blasten
Promonocyten = blast equivalent
Dysplasie™* in =1 mergreeksen
<20% Blasten + blast equivalent

+8,-Y, -7, del(7q)), +21

complex karyotype

TET2 (60%)
SRSF2 (50%)
ASXLI (40%)

RAS (30%)
JAK2V6ITF (10-15%)
RUNXI (15%)

<2% perifere blasten EN
<5% beenmerg blasten ~~~ CMML-0

2-4% perifere blasten EN
5-9% beenmerg blasten CMML-|

>5% perifere blasten EN
10-19% beenmerg blasten * CMML-2
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To do

 Workflow toepassen + herevalueren

« MLT’s bijscholen:
» Nieuwe monoklonale antistoffen
« Gating strategie
 Pitfalls

* Validatie CMML-panel volgens CLSI H62-document

Validation of Assays Performed by Flow
Cytometry
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