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Diagnostiek voor identificatie

van cellen

= Morfologie

= Cytohistochemie

= Cytogenetica

= Moleculaire biologie
* Immunofenotypering
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Meer kleuren vraagt meer plots,
events, protocol complexiteit en
uiteindelijk toename analyse tijd

Hoe kun je deze multi-kleur FCM

controleren en toepassen??

Flow AnalyseToday

Flowcytometrische
Immunofenotypering anno 2019

- Geavanceerde multi-kleur FCM
- Sterke intensiteit fluorochromen

- Hoog-specifieke MoADbs




Lymfoide differentiatie
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T-ALL cel (7-kleuren)
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Hoe maak je onderscheid
tussen normale en maligne cellen
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Voorwaarden voor Immunofenotypering van
leukemie en lymfoom

Hoe kun je differentieren tussen
normaal en malignant

e Patroon herkenning:
* Wat is het normale patroon van expressie?
* Wat is het aberrante patroon van expressie?
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Mate van Fluorescentie

Fenotype veranderingen in de
neutrofielen differentiatie pathway
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Celpopulaties in CD45/SS plot van beenmerg

CD45: medium tot hoog Ag dichtheid
CDA45: beschikbaar in meeste kleuren
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CD20PE

CD20PE

CD20PE

CD10-C20-CD19 patronen
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MRD analyse in ALL

Normal bone marrow Precursor B-ALL Follow-up 3 months
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T-celontwikkeling and maligne ontaarding
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T-cell activation / differentiation stages

Phenotypic changes
1 — Naive; 2 — Activated (recently); 3 — Activated (late); 4 — Differentiated (terminally
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T-cell activation / differentiation stages
Late activated / Terminally differentiated

T cells (LGL)
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Fenotypering van de
Myeloide lijnen om de
verschillende maturatie stadia
te identificeren

Zoektocht naar de myelo-monocytaire
progenitorcellen

Radboudumc



Mate van Fluorescentie

Fenotype veranderingen in de
neutrofielen differentiatie pathway
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CD45ECD

1. Expressie patroon van CD34 /CD117
In CD45+ populatie
Normaal beenmerg
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Myelomonocytaire differentiatie/maturatie delen

dezelfde progenitor cellen!
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Fenotypering van de myeloide lijnen
CD11b / CD13/CD16/ CD45

Radboudumc



2. Expressie patroon van
CD13, CD16, CD11b binnen CD45

MYELOBLAST | PROMYELOCYTE MYELOCYTE METAMYELOCYT NEUTROPHIL

CD13

CD16

Ref. A. Orfao et al Radboudumc



2.1. Expressie patroon CD13/CD16/CD11b (normaal BM)

[S] 55 INT / CD45ECD

Doel:

1. Waar bevinden zich

de myeloide maturatie stadia?

2. Waar bevinden zich myeloid-

CD45ECD

mono progenitors?
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2.1. Expressie patroon CD13/CD16/CD11b (normaal BM)

CD11bCY5
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2.11. Expressie patroon CD13/CD16/CD11b (normaal BM)

Horizontale gates: | [S] S5 INT / CD45ECD
Betere gating optie?? ]

Doel:

1. Waar bevinden zich

CO45ECD

de myeloide maturatie stadia?

2. Waar bevinden zich myeloid 1|:F'—;

-mono progenitors?
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CD45ECD

CD11bCYS

2.11. Expressie patroon CD13/CD16/CD11b (normaal BM)
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CD45ECD

CD11bCY5

2.11. Expressie patroon CD13/CD16/CD11b (normaal BM)

[5] S5 INT / CD45ECD
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CD45ECD

CD13PE

10

10

10°

2.11. Expressie patroon CD13/CD16/CD11b (normaal BM)
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Conclusie
(myeloide differentiatie patroon in CD45)
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Afwijkende patronen CD13/CD16 bij MDS op granulocyten
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Afwijkende patronen CD13/CD16 bij AML op granulocyten

C O IPE
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FS INT

Patroon bij eosinofilie
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CD45ECD

CD11bCYH

Patroon met eosinofilie
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Fenotypering van de Monocytaire lijnen
CD11b /CD13/CD16/ CD45

Zoektocht naar de myelo-monocytaire
progenitorcellen

Radboudumc



2.11l. Monocyt + precursors gating: normaal beenmerg
Een gate: monocyten en precursors
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Conclusie: Mature monocyten stadia zijn duidelijk maar waar
kunnen we de scheiding tussen myeloid-mono lijnen vinden??
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Meer gedetaileerde fenotypering van
De Myeloide en Monocytaire lijnen
met
CD11b / CD15 / HLA-DR / CD45

Radboudumc



3. Expressie patroon
CD11b, CD15, HLA-DR

MYELOBLAST | PROMYELOCYTE MYELOCYTE METAMYELOCYT NEUTROPHIL

CD15

CD11b

Ref.: A. Orfao et al



CD45ECD

CD15FITC

3.a. Expressie patroon CD11b/CD15/HLA-DR
iIn CD45+ populatie (hormaal BM)
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lineage gates A, (B, C), K
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CD45ECD

3.b. Expressie patroon van CD11b/CD15/HLA-DR

In CD45+ populatie (hormaal BM)
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CD45ECD

COTTBLYS

3.c. Expressie patroon: myeloid
CD11b/CD15/HLA-DR
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CD11bCYH

CD45ECD

3.d. Expressie patroon: myeloid
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CD45ECD

3.e. Expressie patroon: monocytair
CD11b/CD15/HLA-DR
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CD45ECD

3.f. Details: Focus op scheiding van beide lijnen
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FS PEAK

4.a. Waar zijn de Macrofagen?
Maturatie van de monocyten gebaseerd op CD14 en CD16

CD11b CYS5LOG

[Ungated] FS INT / FS PEAK [Q] S5 INT 7 CD45 BV [A]5S INT / CD14 ECD
1000 1 EFY 100
] 107
= S
] < W
. g
‘ 10
2004
| B
s 00 0 800 1000 0
SS INT
> [C] CD16 FITC / CD14 ECD
ipD-
e CD14/SS
10:? . HES SUEE EEE >
(=
- =
z CD11b/DR
L
10.‘-!
: | D i 4 E ]
i 5 ik T 0 i e S PO CD14/CD16

HLA-DR PE CD16 FITC



Maturatie van monocyten tot macrofagen
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CD16

CD14/CD16 in CMML.:
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4.b. Maturatie van monocyten tot macrofagen (details)

[1.1] SS INT / CD45 BV510 m [45+] SS INT / CD14 ECD
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CD45 BV510

CD14 ECD

4.c. Maturatie van monocyten tot macrofagen
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F5 PEAK

CD14 P8

€031 cys.8

4.d. Maturatie van monocyten tot macrofagen
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F5 PEAK

CD14 PB
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4.e. Maturatie van monocyten tot macrofagen
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C011b Fite

4.f. Maturatie van monocyten naar macrofagen
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CD45 Cy7

CD14 ECD

Monocytaire leukemie: AML
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5

CD45 KO

. Maturatie van monocyten. Naar wat zijn CD36+CD14-
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CD45ECD
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[S] 55 INT / CD45ECD
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5.a. Erythroide
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In routine diagnostiek wordt debris uit-gegate
Maar wat gaat verloren?

[Ungated] S5 INT / CD45ECD

CD45ECD

Radboudumc
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CD36FITC

Hoe moeten we deze CD36+ cellen karakteriseren?

[Ungated] S5 INT / CD36FITC

CD45ECD

1

[Ungated] S INT / CD45ECD
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Normale erythroide maturatie
CD117 / CD71 / CD235a / CD36

INMATURE MATURE

CD36

GphA
CD235a

CD117
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5.b. Erythroide
pathway
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Eliminatie van myeloide cellen uit de erythroide lijn
(CD36+CD33-)
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Normale erythroide maturatie

INMATURE MATURE
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5.d. CD33 is o0k aanwezig op erzthroide prcursors:
Selectie van de erythroide lijn door CD105
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Samenvatting

1. Myeloide differentiatie
2. Monocytaire differentiatie
3. Separatie van myeloid and monocytaire

4. Erythroide differentiatie

Hoe kun je alle lijnen in één plot aantonen??

De Radar plots
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CD45+-/CD34+ precursors,

MVEIOPOIESE Promyelocyten + Mature myeloide cellen

[Totale hematopoiese]
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Gate %Total
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Monopoiese

Mature monocyten en
CD45+-/CD34+

EFECUFSOI‘S
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Erythropoiese

[Totale hematopoiese]
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Erythropoiese (CD36+CD33- en CD105/CD117)
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CD11b

Hematopoiese (Myeloid-Monocytaire-Erythroid)
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Normale hematopoiese

[Totale hematopoiese] [Totale hematopoiese]

CD36FITC SOIIARC (CD36FITC
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5 J
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All 68,46 All 62,38
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hematopoiese hematopoiese
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CMML and mastocytose

[Totale hematopoiese] [Totale hematopoiese]

CD36FITC CD34APC

0 0 CD36FITC) |CD34APC

Gate %Total Gate %Total
Al 52,80 All 68,46
Mesteellen 2,59 Normal control
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AML zonder differentiatie en monocytaire

eigenschappen
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[Totale hematopoiese]
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MDS met dyserythropoiese (toename van CD71dim/CD71CV)
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MDS met dyserythropoiese (toename CD71 CV)
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MDS met dyserythropoiese (afname onrijp)

MDS Normal control
[Erytropoiése] [Erytropoigse]
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He who is blind to the view of our plots, will not enjoy
and see maturation as it is.




