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Objectives

• At the end of this presentation, you will
• Be familiar with the role of flow cytommetry in 
hemophagocytic lymphohistiocytosis

• Be familiar with the role of flow cytometry in 
lymphocytic variant of hypereosinophilic syndrome and 
IgG4‐related disease

• Be aware of the discrepancy of monocyte and 
granulocyte and monocyte clone size in paroxysmal 
nocturnal hemoglobinuria
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Applications of Flow Cytometry

• Acute leukemia
• Other leukemias
• LPDs
• Plasma cell dyscrasias
• Stem cell quantitation
• Non malignant disorders

• PNH / SAA / MDS
• HS
• CGD
• HIV
• Platelets
• Other



Hemophagocytic Lymphohistiocytosis

• Rare, aggressive & often fatal disorder
• Two distinct forms

• Familial HLH
• Inherited genetic abnormality
• Pediatric
• 75% response to Rx

• Secondary HLH
• Predisposing factor (eg. EBV, CMV, HSV)
• Adult
• Poor response to Rx



Diagnostic Criteria



Prognostic Factors in Adult HLH 

• Untreated, survival is 2 months.
• HLH94 protocol, survival 55%

• Prognostic factors: Not well investigated.
• Age
• Duration of symptoms
• Problem: Most studies either pediatric or mixed 
pediatric & adult HLH population



Role of Flow Cytometry in HLH

• Diagnosis
• Prognosis
• Other



Literature Survey

• AJCP 2012
• JHMI. 17 cases



Flow Cytometry in VGH

• 20 patients with HLH had immunophenotyping preformed
• Clinical:

• 7 males; 13 females
• Age: median 57 years (19‐88 years)
• 11 (55%) succumbed to the disease
• OS: median 55 days (4‐1228 days)

• Specimen type: BM 19, PB 5.

Dalal et al 2012, 2015



Abnormal Lymphocyte Phenotype

• Normal 1/20
• T‐cell abnormalities

• Increased CD8+ cells  10/20
• Decreased CD3 cells 8/20 
• Increased CD56+  4/20
• Increased CD7–/CD4+  3/20
• Increased CD4‐/8‐ (DN) cells 2/20
• Increased Th2 (3‐/4+) cells 1/20

• B‐cells increased, polyclonal  2/20 
• Multiple abnormalities 9/20

Dalal et al 2015







Clinical Associations

• Flow cytometry:
• Good: Increased CD8+ cells

• 7/10 alive vs 2/10 alive; p=0.0405 
• Bad: Decreased CD3+ cells

• 0/8 alive vs 11/12 alive; p=0.0102 
• Age:

• Survivors were generally younger; 29 vs 62 years; p=0.0426

• No association of underlying factors or triggers with flow 
abnormalities



Conclusion

• In adult patients with HLH
• Diagnosis of HLH – role of flow cytometry is limited
• Prognosis: of HLH

• Good: Increased CD8+ cells
• Bad: Decreased CD3+ cells

• Larger studies are needed to investigate the role of other 
flow cytometric abnormalities in adult HLH





CE, HES and L‐HES

• Chronic Eosinophilia (CE) is heterogeneous, group of disorders.
• Hypereosinophilic syndrome (HES) is a subgroup of CE 
characterized by very high eosinophil counts
• Lymphocytic variant of HES (L‐HES) is characterized by 
immunophenotypically abnormal T‐cell populations
• CD3‐/CD4+ T‐cells and CD3+/CD8+/CD56+ cells etc.
• Some of them (~40%) are clonal by T‐cell receptor 
(TCR) analysis. 

• Secretion of eosinopoietic cytokines by these cells may 
explain eosinophilia.

• Dx – molecular or flow cytometric
• Important because the Rx is different



VGH Data

• Flow cytometry for lymphocyte profile was performed in 34 
patients with CE
• 22/34 had flow cytometric abnormality of T/NK‐cells.

• Abnormal phenotypes included Thy‐2, CD7‐/4+, 
CD3+/8+/56+, DN, and DP T‐cells. 

• Abnormal numbers included increased numbers of 
CD8+, and NK cells.

• There was no correlation of presence or type of flow 
cytometric abnormality with TCR rearrangement status.



Th2 (CD3‐/4+)



CD7‐4+



CD3+8+56+



Double Positive



Double Negative



Elevated CD8



Elevated NK



Clinical Significance of Flow Cytometric 
Abnormalities in L‐HES

• Tentatively, presence of any of these abnormalities is 
considered by some as a diagnostic feature

• Pathogenetically, secretion of IL5 and other cytokines by 
these abnormal populations may explain the eosinophilia

• Targeting the abnormal cell population may be a good Rx  
strategy.





IgG4‐related Disease 

• IgG4‐RD and L‐HES are similar.
• Similarities: Eosinophilia, elevated IgE, atopy, cutaneous 
lesions and lymphadenopathy. 

• Differences: IgG4‐RD Histopathologic International 
Consensus Guidelines Including lymphoplasmacytic
infiltrate, storiform fibrosis, obliterative phlebitis and 
appropriate IgG4+ plasma cell cut‐offs. 







Lymphocyte Profile in IgG4‐RD

• 7/23 had abnormal phenotype vs 13/13 in L‐HES
• CD7‐/4+ (n=4), CD3‐/4+ (n=2), DN (n=1)

• Probably no role in diagnosis
• Prognostic correlation being investigated





Establishing Normal Reference Ranges

• Based on 20 BM and 9 PB specimens
• Range similar to those reported in the literature

• CD8+ <45%
• CD4/CD8 >0.9 
• CD3+ >60%
• Th2: CD3‐/4+ 0.1‐1%
• CD7‐/4+ <10%
• DN: CD3+/4‐/8‐ <15%





Flow Cytometry in PNH

• Ham’s acidified serum test, sucrose lysis test
• Flow cytometry:

• Rapid
• More precise
• Less cumbersome
• RBC & WBC
• Clone size
• Type II & III discrimination

• CD55, CD59
• Serendipity!! Story of FLAER



High Resolution PNH Analysis



Case 12: Blood

• Characterization of RBCs:



ISLH 2015



Difference in Clone Size of 
Granulocytes and Monocytes
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Difference in Clone Size of Granulocytes and Monocytes



Clone size of granulocytes and monocytes 
is not always same!



Threshold for prophylactic anticoagulation is 
50% granulocyte clone!



Criteria for qualifying for Eculizumab only 
include granulocyte clone size!

• Alberta

• Ontario





Patients 


