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Antistof panel



Definiëren van subpopulaties in NBM

Erytroïde voorlopers CD45-/dim/SSClow/CD235a+/CD71+

Granulocyten CD45+/SSChigh/CD33dim/CD14-

Monocyten CD45+/SSCint/CD33bright/CD14+

Lymfocyten CD45bright/SSClow



 

Bulk lysis met NH4Cl, acquisitie van minimaal 100,000 events


 

Analyse van populaties door middel van de CD45, FSC en SSC 
karakteristieken in combinatie met de specifieke merkers



Exclusie van debris en niet-kernhoudende rood & vervolgens analyse 
door middel van de CD45, FSC en SSC karakteristieken

Definiëren van supopulaties in NBM 
gating strategie



Pitfalls



 

Debris/niet-kernhoudende rood is niet altijd eenvoudig te 
excluderen.



 

Apoptose die patronen kan verstoren


 

Neutrofielen: hypogranulair, gating contaminatie van monocyten 
gate



 

Monocyten: hypogranulair, weinig mono’s, CD14- (onrijp)


 

Lymfo plak en aspecifieke expressie van lymfocytaire merkers



Interpretatie van de populaties/patronen



 

Detectie van afwijkingen in:


 

Erytroïde uitrijping (71/235a, 117/71)


 

Myeloïde uitrijping (11b/13, 16/13, 16/11b, DR/11b, 
onder- of over-expressie en aberranties)



 

Monocytaire uitrijping (36/14, 14/64, DR/11b, 16/13,
onder- of over-expressie en aberranties)



 

Flow score om de verschillende afwijkingen te scoren en 
uiteindelijk een conclusie te kunnen trekken



1-Erytroïd



Uitrijping erytroïd

Normale expressie tijdens de uitrijping



Uitrijping erytroïd

I II III

Pro-erytroblast Erytroblast Erytrocyt

CD45dim

CD117
CD71

CD45dim/neg

CD71
CD235a

CD45neg

CD235a



Te scoren afwijkingen in erytroïde reeks



 

Percentage kernhoudende rode cellen


 

Afwijkende relatie CD71/CD235a


 

Afwijkende expressie CD117
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Gating erytroïde voorlopers (NBM) 
CD71/CD235a/CD45/CD117

FSC/SSC gate CD45-/dim/SSClow gate CD71+/CD235a+ gate

% NRBC

% CD117+ erytroïde voorlopers



Voorbeeld normaal vs. afwijkend 
CD71/CD235a 

Afw.

NBM



Voorbeeld normaal vs. afwijkend 
CD117/CD71

Afw.

NBM



2-Rijp myeloïd



• Gating procedure

• MDS parameters: 
• Percentage granulocyten
• Mate van granulariteit (SSC)
• Uitrijpingspatronen & expressie niveaus

Rijp myeloïd



Gating procedure

FSC /SSC CD33+ /SSChigh CD45dim / SSChigh



SSC rijpe myeloïde cellen 
Ratio ten opzichte van de lymfocyten

Ratio: 8.04 Ratio: 4.71

Referentiewaarden: > 6 (Ogata et al.)
SSC waarden zijn instrument setup afhankelijk. 



SSC rijpe myeloïde cellen 
Ratio ten opzichte van de lymfocyten



Expressiepatronen 
Normale expressie tijdens de uitrijping



 

NEUTROPHIL

 

METAMYELOCYT

 

MYELOCYTE

 

PROMYELOCYTE

 

MYELOBLAST

CD34

HLA-DR CD117

CD13

CD33

CD11b

CD64

CD54

CD10

CD13

CD15

CD16



Expressiepatronen 
CD13, CD16, CD11b



 

NEUTROPHIL

 

METAMYELOCY

 
T

 

MYELOCYTE

 

PROMYELOCYTE

 

MYELOBLAST

CD13

CD11b

CD13

CD16



 

NEUTROPHIL

 

METAMYELOCY

 
T

 

MYELOCYTE

 

PROMYELOCYTE

 

MYELOBLAST

CD11b



CD16

C
D

11
b

CD11b
C

D
13

CD16b

C
D

13

Promyelocyt Myelocyt Metamyelocyt Neutrofiel

CD117

CD13high

CD33high

CD15

CD13dim

CD33dim

CD15
CD11b

CD13
CD33dim

CD15
CD11b
CD16

CD13high

CD33
CD15
CD11bhigh

CD16high

Expressiepatronen 
CD13, CD16, CD11b
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

 

BC:
CD16F CD13PE  CD45 ECD CD11bPE-Cy5



 

BD:
CD16F CD13PE  CD45 PerCP CD11bAPC

Voorbeeld van flurochroomkeuze



Patronen 
CD16/CD13



normaal

Patronen 
CD16/CD13



Patronen 
CD16/CD13



Expressie 
CD16

Expressie CD16 afwijkend op de 
verschillende subpopulaties.



Eosinofilie

Patronen 
CD16/CD11b



normaal

Patronen 
CD16/CD11b



Patronen 
CD16/CD11b



Eosinofilie

Patronen 
CD11b/CD13



normaal

Patronen 
CD11b/CD13



Verdeling 
binnen een 
patroon kan 
afwijkend zijn, 
terwijl de 
expressie 
normaal is.

Hoe dient dit 
beoordeeld te 
worden?

Patronen 
CD11b/CD13



Expressie 
CD13 en CD11b

Onder- of overexpressie:
Minimaal een halve log (factor 3.3) 
verschil met het normale BM. 



Expressiepatronen 
CD15, CD11b, HLA-Dr



 

NEUTROPHIL

 

METAMYELOCY

 
T

 

MYELOCYTE

 

PROMYELOCYTE

 

MYELOBLAST

HLA-DR

CD11b

CD15



Myeloblast Promyelocyt Myelocyt Metamyelocyt Neutrofiel

CD34
CD117
HLA-DR
CD13high

CD33high

CD117

CD13high

CD33high

CD15

CD13dim

CD33dim

CD15
CD11b

CD13
CD33dim

CD15
CD11b
CD16

CD13high

CD33
CD15
CD11bhigh

CD16high

CD15

C
D

11
b

HLA-Dr

C
D

11
b

Patronen 
CD15 – HLA-Dr – CD11b
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

 

BC:
CD15F HLA-DrPE CD45 ECD CD11bPE-Cy5



 

BD:
CD15F HLA-DrPE CD45 PerCP CD11bAPC

Voorbeeld van flurochroomkeuze



Patronen 
HLA-Dr/CD11b



Expressie 
HLA-Dr

Ondanks de afwijkende patronen (HLA-Dr/ 
CD11b) geen verhoogde of verlaagde 
expressie niveau’s van HLA-Dr

Mogelijk breed verhoogde expressie



Expressie 
CD33

Expressie CD33 beoordelen in relatie tot de monocyten en 
onrijpe cellen.



Expressie 
CD33 - Polymorfisme

Zwakke CD33 expressie op 
de rijp en onrijp myeloïde 
cellen. CD33 expressie op 
monocyten is normaal.

Zwakke CD33 expressie op 
de rijp en onrijp myeloïde 
cellen. CD33 expressie op 
monocyten is ook zwak.
Wrs. polymorfisme



Aberrante markers op granulocyten



 

CD5


 

CD7


 

CD14


 

CD19


 

CD34


 

CD36


 

CD56



Antistof panel



Expressie 
CD7 en CD56

Expressie beoordelen icm 
achtergrond aankleuring



NBM

MDS

Expressie 
CD56



Expressie 
CD5 en CD19

Expressie beoordelen icm 
achtergrond aankleuring



NBM

MDS

Expressie 
CD19



MDS

Expressie 
CD14 en CD36

NBM



Expressie 
CD34

Verhoogde achtergrond

Positieve subpopulatie



3-Monocytair



Met dank aan: A. Orfao

Expressiepatronen 
Normale expressie tijdens de uitrijping



Stap 1: Débris en resterende rijpe rode bloedcellen uitgaten

Stap 2: Op CD45pos cellen gaten

Stap 3: Op CD14pos, CD33pos cellen gaten

NBM

Gating procedure (1)



Stap 4: CD14 + cellen backgaten in SSC vs CD45 plot

Stap 5: Verfijnen van gate, door SSChigh events eruit te gaten
Vanaf nu mono events gehighlight om het duidelijker zichtbaar te maken.

NBM

Gating procedure (2)



Stap 6: CD14+ events backgaten in FSC vs SSC plot 

Kwantificeren monocytaire cellen: 

Percentage CD14+ cellen op basis van deze gating strategie ten opzichte van 
het percentage lymfocyten

NBM

Gating procedure (3)



Antistof panel



Differentiatiepatronen (1)

NBM



NBM

Differentiatiepatronen (2)



NBM

Expressiepatronen 
CD13 en CD16



NBM

Expressiepatronen 
Lineage infidelity marker en CD56



NBM

Expressiepatronen 
CD34



2972Weinig mono; CD33 hoog; lage CD14 of ontbreken rijp?

Afwijkingen in differentiatiepatronen

MDS

NBM MDS



3039
Overlap CD45/SSC; CD33 hoog; hoge CD14

MDS

NBM MDS

Afwijkingen in differentiatiepatronen



3709

MDS

Afwijkingen in differentiatiepatronen

NBM MDS

Hoge CD36; overlap gran-mono in CD45/SSC



NBM

MDS MDS

NBM

Afwijkingen in differentiatiepatronen



NBM MDS MDS

Afwijkingen in differentiatiepatronen



NBM MDS MDS

Afwijkingen in differentiatiepatronen



NBM MDS

Aberrante expressie 
CD5 en CD19



Aberrante expressie 
CD5 en CD19



Aberrante expressie 
CD2, CD56 en CD7



2894
FSC/SSC, CD56+, CD34+

MDS

Aberrante expressie 
CD34 en CD56



CD56+

3273

4399

4077

CD56+

CD56-

Voorbeelden van CD56 expressie
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