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●ΜΔΣ- κλινική Δχ κ Πχ κατηγοριοποίηση και η σημασία της 

●Προτεινόμενα αντιγονικά πάνελ για τον εντοπισμό δυσπλασίας

●Βασικά βήματα ανάλυσης προγονικών κυττάρων

●Βασικά βήματα ανάλυσης ώριμων κυττάρων και η σημασία των άτυπων 
αντιγονικών εκφράσεων (aberrant antigen expression patterns)

● Αλληλοεπικαλυπτόμενες κλινικές οντότητες (MPN/MDS, AA, ICUS, CIN, 
PNH..)

●Διαγνωστικά και προγνωστικά κυτταρομετρικά σκορ (και οι τεχνικές 
δυσκολίες)

●Μελλοντικοί στόχοι



  

ΜΔΣ

● Κλωνικότητα
● Ετερογένεια
● Διαφοροδιαγνωστικό πρόβλημα

(ΔΔχ: λοιμώξεις, αυτοάνοσα, απλαστική αναιμία, 
MPN+ίνωση, age-related, ΙΤΡ, PNH, ...)

● Υποκατηγοριοποίηση
– Διαγνωστική (FAB, WHO)

– Προγνωστική (WPSS, IPSS, IPSS-R)



  

WHO 2008
Classification of MDS



  

WHO 2008 

● Τα ανοσοφαινοτυπικά ευρήματα αποτελούν συμπληρωματικό διαγνωστικό κριτήριο, 

ιδιαίτερα σε περιπτώσεις όπου η μορφολογία και η ανάλυση του καρυοτύπου δεν παγιώνουν 

την διάγνωση (>3 ατυπίες έκφρασης αναγνωρίζονται ως ενδεικτικές ΜΔΣ)

“Results from quantitative assessments may be of particular value when bm smears are of 

suboptimal quality or missing, or monocytic cells are extremely immature (CMML versus 

AML). Qualitative features may help in reaching the conclusion the patient is suffering from a 

clonal myeloid disorder [29–32]. In fact, although no marker-abnormality and no abnormal 

marker profile is specific for MDS, such changes may help in discriminating a 

normal/reactive bm from a clonal myeloid malignancy (e.g. ICUS versus low risk MDS/RA)”

Valent P. Et al., Leukemia Research 2007, vol 31, 6, p 727-736, ISSN 0145-2126



  

IPSS, IPSS-R, WPSS
IPSS score Greenberg P, et al. Blood. 1997;89:2079-2088.

IPSS-R score

WPSS score Malcovati L, et al. JCO, 2007:3503-3510



  

●ΜΔΣ- κλινική Δχ κ Πχ κατηγοριοποίηση και η σημασία της 

●Προτεινόμενα αντιγονικά πάνελ για τον εντοπισμό δυσπλασίας

●Βασικά βήματα ανάλυσης προγονικών κυττάρων

●Βασικά βήματα ανάλυσης ώριμων κυττάρων και η σημασία των άτυπων 
αντιγονικών εκφράσεων (aberrant antigen expression patterns)

● Αλληλοεπικαλυπτόμενες κλινικές οντότητες (MPN/MDS, AA, ICUS, CIN, 
PNH..)

●Διαγνωστικά και προγνωστικά κυτταρομετρικά σκορ (και οι τεχνικές 
δυσκολίες)

●Μελλοντικοί στόχοι



  

Προετοιμασία δειγμάτων μυελού
European LeukemiaNet recommendations 2009

● Αντιπηκτικό : Ηπαρίνη (εναλλακτικά EDTA)
● Θερμοκρασία δωματίου
● Χρόνος επεξεργασίας δείγματος <24 ώρες
● Λύση ερυθροκυττάρων: χλωριούχο αμμώνιο πριν ή μετά την σήμανση
● Μονιμοποίηση: Παραφορμαλδεΰδη (0.5%)
● Για την ανάλυση

– Εξαίρεση διπλετών 

– Ορισμός περιοχής άωρων κυττάρων: προγονικά/προβαθμίδες (progenitors) 
έναντι βλαστών (blasts)

– Άκκοκα ή υποκοκκιωμένα ουδετερόφιλα: αλληλοεπικάλυψη με μονοκύτταρα 
και προγονικά, εκτίμηση του πλάγιου σκεδασμού (SSC), επιβεβαίωση με 
σύνολα δεικτών

– GPI-anchored αντιγόνα (π.χ. CD14, CD16, CD24): αλλαγή έκφρασης επί 
παρουσίας PNH  κλώνου  



  

Ανοσοφαινότυπος και Δυσπλασία

● ΔΕΝ υπάρχει ΕΝΑΣ δείκτης ειδικός-ενδεικτικός για δυσπλασία

● ΔΕΝ υπάρχει ΜΙΑ ανάλυση για την ανάδειξη δυσπλασίας και 
κλωνικότητας

● Σύνολο αντιγόνων προς εξέταση και σχέσεων αντιγονικής 
έκφρασης, ετερογένεια ευρημάτων, όχι πάντα ενιαία 
“ανοσοφαινοτυπική ταυτότητα” κλωνικού πληθυσμού

“MDS are abnormal proliferations of hematopoietic stem cells that RETAIN 
THEIR CAPACITY TO DIFFERENTIATE but do so IN AN INEFFICIENT 
MANNER..”, L Malcovati et al., Flow Cytometry Evaluation of Erythroid and Myeloid Dysplasia in Patients with 
Myelodysplastic Syndromes, Leukemia 2005



  



  

Αντιγονικοί δείκτες για εκτίμηση 
δυσπλασίας

● Back-bone marker: CD45

● Ορισμός ποσοστού 
περιοχών επί “εμπύρηνων” 
(εξαίρεση ώριμων 
ερυθρών και 
αιμοπεταλίων- χρήση 
Draq5,Draq7) ή επί “εκτός 
ερυθρών” (εξαίρεση 
CD45neg- προσοχή στα 
CD45neg προγονικά 
κύτταρα)
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Εντοπισμός και καθορισμός ποσοστού 
προγονικών κυττάρων

1) Ορισμός παραθύρου προγονικών κυττάρων 

2) Εξαίρεση βασεόφιλων, πλασματοκυττάρων- δενδριτικών και 
άκοκκων κοκκιοκυττάρων

3) Διάκριση κυτταρικής ταυτότητας προγονικών κυττάρων

– Μυελική σειρά

– Μονοκυτταρική σειρά

– Προβαθμίδες Β λεμφοκυττάρου (αιματογόνια Ι και ΙΙ)

Αξιοπιστία μέτρησης???



  

Ανάλυση (παράδειγμα 1)

● (a) Καθορισμός CD34+ κυττάρων (μπλέ) και 
(b) εντοπισμός των κυττάρων στο 
στικτόγραμμα SSC/CD45

● (c) καθορισμός ώριμων κοκκιοκυττάρων(ροζ) 
και (d) αλληλοεπικάλυψη με προγονικά

● (e) καθορισμός βασεόφιλων (πράσινο) και 
δενδριτικών (κόκκινο) και (f)  
αλληλοεπικάλυψη με προγονικά

 

“Standardization of FC in myelodysplastic Syndromes: a report from 
an international consortium and the European LeukemiaNet Working 

Group”, TM Westers et al., Leukemia 2012



  

Φαινότυπος Προγονικών κυττάρων

● CD45dim/SSClow/int/CD19neg

● CD34/HLA-DR/CD117

● Maturity markers: CD15, CD10, 
CD11b, CD24

● Ατυπίες φαινότυπου μυελικών 
προγονικών κυττάρων: Υπο-/ 
Υπερ- έκφραση, ασύγχρονη 
έκφραση, λεμφοκυτταρικοί δείκτες  

“Standardization of FC in myelodysplastic Syndromes: a report 
from an international consortium and the European LeukemiaNet 

Working Group”, TM Westers et al., Leukemia 2012
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Φυσιολογική Ωρίμανση και Διαφοροποίηση

 Van Lochem, E.G., et al. Cytometry 2004, 60B: 1-13. doi: 10.1002/cyto.b.20008



  



  

Stetler-Stevenson M, et al. Blood 2001 98:979-987; doi:10.1182/blood.V98.4.979



  

Μυελοκύτταρα

Arjan A. van de Loosdrecht et al. Blood 2008 111:1067-1077



  

Ανάλυση (παράδειγμα 2)

● Σύγκριση μοτίβων αντιγονικής 
έκφρασης σε φυσιολογικό μυελό 
(αριστερά) και ΜΔΣ (δεξιά).

● Οι πληθυσμοί που ελέγχονται είναι
– Ώριμα Κοκκιοκύτταρα (ροζ)
– Ώριμα μονοκύτταρα (πορτοκαλί)
– Ώριμα λεμφοκύτταρα (πράσινο)

“Standardization of FC in myelodysplastic Syndromes: a report 
from an international consortium and the European LeukemiaNet 

Working Group”, TM Westers et al., Leukemia 2012



  

Εκτίμηση δυσερυθροποίησης

normal

MDS

Malcovati L, et al. Leukemia (2005) 19, 776-783,doi:10.1038
Della Porta MG, et al. Leukemia (2006) 20, 549-555. doi:10.1038



  

Διαγνωστικές Δυσκολίες

● Απόπτωση SSC/FSC, SSC/CD45, CD11b/CD16

● Μεικτός μυελομονοκυτταρικός φαινότυπος 
CD33αυξάνεται/CD10μειώνεται- πότε ανώριμα 
κοκκιοκύτταρα και πότε μικτός μυελομονοκυτταρικός??? 
CD45, CD4(!), CD64, CD14, CD56 

● 2οπαθές ΜΔΣ vs αντιδραστικός μυελός/Ηωσινοφιλία/ψευδοΜΔΣ
SSC/CD45, CD16/CD11b,  προσοχή στα μπλοκ διαφοροποίησης 
χωρίς δυσπλασία - τα μοτίβα αντιγονικής έκφρασης αλλάζουν 
λόγω απουσίας(/παρουσίας) ώριμου κυτταρικού πληθυσμού- 
αξιολόγηση αιμοφαγοκυτταρικού στοιχείου, ιστορικού 
ασθενή, στοιχείων γενικής αίματος και ΛΕΜΦΟΚΥΤΤΑΡΙΚΗΣ 
διέργεσης!



  

●ΜΔΣ- κλινική Δχ κ Πχ κατηγοριοποίηση και η σημασία της 

●Προτεινόμενα αντιγονικά πάνελ για τον εντοπισμό δυσπλασίας

●Βασικά βήματα ανάλυσης προγονικών κυττάρων

●Βασικά βήματα ανάλυσης ώριμων κυττάρων και η σημασία των άτυπων 
αντιγονικών εκφράσεων (aberrant antigen expression patterns)

● Αλληλοεπικαλυπτόμενες κλινικές οντότητες (MPN/MDS, AA, ICUS, CIN, 
PNH..)

●Διαγνωστικά και προγνωστικά κυτταρομετρικά σκορ (και οι τεχνικές 
δυσκολίες)

●Μελλοντικοί στόχοι



  

Χρόνια Μυελομονοκυτταρική Λευχαιμία



  

Ποιό plot 
διαφέρει 
από τα 
υπόλοιπα?
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Τεχνικές Δυσκολίες

● Πρόσμιξη με αίμα (!!!)- εμπειρική εκτίμηση, 
μορφολογική επιβεβαίωση

● Πολυχρωματικά πάνελ + Πολύπλοκη ανάλυση, 

αυξάνουν:

– την δυσκολία του compensation

– την ανάγκη για αυστηρό έλεγχο λειτουργίας του 
μηχανήματος

– το κόστος και τον χρόνο που δαπανούνται

– την υποκειμενικότητα της ερμηνείας 

και μειώνουν 

– την αναπαραγωγιμότητα των αποτελεσμάτων
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 Κυτταρομετρία Ροής και ΜΔΣ

● Από τις κατευθυντήριες οδηγίες στις 
υλοποιήσεις αλγορίθμων ερμηνείας δεδομένων

● Από την πολυπαραμετρική ανάλυση στα πάνελ  
ελαχίστων αντιγόνων

● Από τον συμπληρωματικό ρόλο στο αξιόπιστο 
διαγνωστικό εργαλείο



  

Μέχρι τότε...3 τελείες για το τέλος

● Ποσοστό προγονικών κυττάρων: σωστή εκτίμηση

● Η σημασία των κλινικών στοιχείων και η 
συνεκτίμηση με την μορφολογία: Διάκριση 
αντιδραστικού- δυσπλαστικού μυελού

● Δεν ξεχνώ την ετερογένεια του νοσήματος: τα 
μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα ΔΕΝ είναι ΜΙΑ 
ενιαία κλινική οντότητα


	Διαφάνεια 1
	Διαφάνεια 2
	Διαφάνεια 3
	Διαφάνεια 4
	Διαφάνεια 5
	Διαφάνεια 6
	Διαφάνεια 7
	Διαφάνεια 8
	Διαφάνεια 9
	Διαφάνεια 10
	Διαφάνεια 11
	Διαφάνεια 12
	Διαφάνεια 13
	Διαφάνεια 14
	Διαφάνεια 15
	Διαφάνεια 16
	Διαφάνεια 17
	Διαφάνεια 18
	Διαφάνεια 19
	Διαφάνεια 20
	Διαφάνεια 21
	Διαφάνεια 22
	Διαφάνεια 23
	Διαφάνεια 24
	Διαφάνεια 25
	Διαφάνεια 26
	Διαφάνεια 27
	Διαφάνεια 28
	Διαφάνεια 29
	Διαφάνεια 30
	Διαφάνεια 31
	Διαφάνεια 32
	Διαφάνεια 33

