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Instrument Setup

e Scatterpatronen
o 1BM monster
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Instrument Setup

e Scatter
e 1centrum
o 2 monsters zelfde patient, 2 tijdstippen
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Instrument Setup

e Treshold

Instrument Setup

o Fluorescentie
e PMT instelling
o Sterk signaal
e Lage achtergrond
» Optimaal scheidend vermogen
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« Debris zoveel mogelijk excluderen
« Leukocyten plus kernhoudend rood zoveel mogelijk includeren te hoog te laag correct
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e Stain-Lyse-Wash
e Buis per buis lysis
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Buis tot buisvariaties door:

« Kans op het meepipetteren van een stolsel is groter

« Ongelijke erylysis

* Wegvangen van moabs door niet gelyseerd rood (bv CD235a) .

« Geen constant aantal leucocyten per buis dus detectielimiet ongelijk N"-,!c




Procedure Valkuilen

e Lyse-Stain-Wash
e Bulklysis e Experimenteel
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Antistoffen Antistoffen

e Fluorochromen e Fluorochromen
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« Voor expressie van CD56 op blasten is een voldoende sterke fluorescentie nodig « Lage achtergrondfluorescentie vergemakkelijkt gating en interpretatie
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Antistoffen

Antistoffen
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CD15-FITC BD CD15-FITC Exalpha

I [clone:MMA Isotype:IgM [clone:MCS-1 Isotype:lgG3
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Conclusies:

Kleuren Mono's aan?

1. De geteste BM geven procentueel geen verschil in CD15 aankleuring
2. In50% van de geteste PB geeft de het IgG3 moab een significant hoger %

CD15 positieve events
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Valkuilen Fluorescentiepatronen
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e Fluorescentiepatronen
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e CD45-SSC
* 1Beenmerg
e 3Centra
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Fluorescentiepatronen

e CD11b-CD13
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Fluorescentiepatronen
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Fluorescentiepatronen

e 36-14
* 1Beenmerg
e 3Centra
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Fluorescentiepatronen

e CD71-CD235a
* 1Beenmerg

e 3Centra
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Fluorescentiepatronen

e CD34-CD117
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Conclusies

e Experimenteel
e Instrument Setup
e Correct m.b.t. scatter, treshold en fluorescentie
o Continuiteit waarborgen
o Procedure
o Celsuspensie verkrijgen door bulklysis (zonder fixatief)
* Antistoffen
o Fluorochroomkeuze afhankelijk van het doel
» Reaktiviteit verschillende clonen testen
o Fluorescentiepatronen
« Afhankelijk van apparatuur, setup, procedure en antistoffen

Vergelijkingen in de tijd binnen één centrum maar ook tussen centra:

Richtlijnen voor instrument setup, procedures en antistoffen noodzakelijk.
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Conclusies

e Data interpretatie
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