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Flodescytometriska analyser i klinisk rutin

* T-, B- och NK-celler (CD3, CD19, CD16/56)
e T-celler (CD3, CD4, CDS8)
e Stamceller (CD34)

* Analyser av subpopulationer av T- och B-lymfocyter



B-cellens
utveckling i
benmargen

Germline Pre-B receptor

*0-0-6-50%

Stem cell Early Late Large Small Immature Mature
pro-B cell pro-B cell pre-B cell pre-Bcell pre-Bcell pre-Bcell
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» Rearrangemang av genen for B-cellens
antigenreceptor

»Deletion av kraftigt autoreaktiva B-celler



Naiva B-celler aktiveras av antigen
| lymfkortlar och mjalte
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B-cellspopulationer i perifert blod
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B-cellspopulationer i perifert blod
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CVID-, eller “Freiburg”-panelen for B-cellssubpopulationer
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Man fodd -82

Hypogammaglobulinemi
upptacks 2005

CVID-diagnos samma ar. Redan da
lungférandringar, som senare
klassificeras som GLILD

2011 noteras splenomegali

2023-09-18



Man f-82; analys av B-cellssubpopulationer
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* Switchade minnes B-celler |, Markor for infektiosa komplikationer
* CD21 low 1 markor for icke-infektiosa komplikationer (autoimmunitet, lymfoproliferation mm)
« Okad andel transitionella B-celler kan ses hos vissa typer av CVID, exempelvis BAFF-R defekt
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Vidare utredning
och klinisk
signifikans

2023-09-18

Helgenomsekvensering pavisar en heterozygot
frameshift variant | NFKB1

Sangersekevensering av patientens foraldrar visar
att varianten ar nedarvd fran pappan

NFKB1 varianter har partiell penetrans med
avseende pa CVID

Friska barare har ofta lag andel switchade minnes-
B-celler men normal andel CD21-low B-celler

NFKB1 defekt ar associerad med komplikationer
vid CVID, sasom autoimmunitet och GLILD



T-celler hos
patienter med CVID

T-cellsanalys bor utforas vid CVID
FOr att utesluta annan (kombinerad) immunbrist /LOCID

Naiva CD4+ T-celler kan vara laga hos vissa CVID-
patienter och detta korrelerar med férekomst av
autoimmunitet och lymfoproliferation

T regulatoriska celler — mer omdiskuterat diagnostiskt
varde — ev. markor for icke-infektiosa komplikationer

Minskad andel naiva och 6kad andel aktiverade (HLA-
DR+ CD38+) CD8+ T-celler har ocksa kopplats till icke-
infektiosa komplikationer.
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FITMAN-panelen for T-celler
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T regulatoriska celler
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Nationella rekommendationer for fenotypning av B- och T-cellssubpopulationer med
flodescytometri vid misstanke om variabel immunbrist

Svensk forening for
) ) klinisk immunologi och
* https://www.kitm.se/flodecytometri/ transfusionsmedicin

* For B-cellspopulationer ar foljande dokumenterat kliniskt viktiga att identifiera vid variabel
immunbrist: switchade minnesceller (definierade som CD27+, IgD-, IgM-), aktiverade B-celler med
|lagt uttryck av CD21 och transitionella B-celler

e Pa T-cellssidan ar det viktigt att i forsta hand identifiera naiva CD4+ T-celler

* Att identifiera regulatoriska T-celler med flodescytometri bedoms inte nodvandigt vid utredning
av CVID. Om det finns utrymme i panelen kan i stallet markor for alfa/beta T-cellsreceptor
och/eller aktivitetsmarkorer CD38/HLA-DR inkluderas i panelen.

» Valdesignade paneler for immunfenotypning kan ge underlag for beslut om genetisk
immunbristutredning och vardefull information om andra immunbristsjukdomar.


https://www.kitm.se/flodecytometri/

Funktionella analyser
vid CVID

Generella:
* Specifika immunglobuliner
* In vitro Ig produktion

* T-cellsreaktivitet mot olika antigen

Specifika: verifiera fynd vid genetisk
undersdkning



Genetisk diaghostik - indikationer

CVID-patient med GLILD eller lymfoproliferation som ar behandlingskravande
CVID-patient med ovanlig och svar fenotyp

Immunbristpatient UNS med ovanlig och svar fenotyp

=

De flesta CVID-patienter som fatt sin CVID-diagnos under 18 ars alder

Hereditet eller slaktgifte starker indikationen.

Manga (majoriteten) av CVID-patienter har mjaltforstoring och viss lymfoproliferation och i
nulaget skickas inte samtliga av dessa for helgenomsekvensering.

Peter Bergman och Anna-Carin Norlin (personal communication)



Verifiera genetiska fynd

HUR SAG
LYMFOCYTPOPULATIONERNA UT?
STAMMER DET MED LITTERATUREN?

FINNS DET NAGOT TEST SOM (ENKELT)
KAN AVSPEGLA GENENS FUNKTION?
ICOS JFR MED NFKB1



A‘?ﬁ, Funktionella analyser...
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Utmanande for ett enskilt
lab... samarbete!

N\ Forskningsanalys vs klinik
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Common Variable Immunodeficiency: More
Pathways than Roads to Rome. Annu. Rev.

szBPz Pathol. Mech. Dis. 2023. 18:283-310
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Helgenomganget vid EQUALIS Expertgrupp i
Klinisk immunologi flodescytometri
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TCR af/yd
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ANALYSIS RESULT |LID LIS
DH TCRab [% av CD3+) 0,645 11312515940E LC10
TCRab (% av CD3+) 97.84 1131251594QE LCS
TCRed I:% av CD3+) 1,61 11312515940F LCE
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