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Immuundeficiënties: inleiding 

 Primair 
 > 170 gendefecten gekend met variabele kliniek  
 Incidentie geschat op 1:1000 
 UZL: follow-up 300tal patiënten 

 
 Secundair 

 Medicamenteus (chemo, CS) 
 Infectieus (HIV) 
 Chronische ziekten (SLE) 

Presentator
Presentatienotities
ID kunnen zowel primair als secundair in origine zijn.Primaire vormen zijn congenitaalBinnen deze CAT focussen we ons voornamelijk op de primaire PID vormen.PID is een verzamelnaam voor een heterogene groep van aangeboren defecten in het immuunsysteem, Tot op heden zijn er reeds meer dan 200 varianten gekend, sterk varierend in ernst en kliniek.ID kan ook secundair ontstaan door medicatie, infectie of na chronische ziekte



Immuundeficiënties: inleiding 

Presentator
Presentatienotities
Een primaire immuundeficientie kan vermoed worden door een aantal waarschuwingstekens zowel bij het kind, maar ook nog bij de volwassene.Vanuit de JMF werd een overzicht van waarschuwingstekens opgesteld die de clinicus moeten alarmeren voor een mogelijke PID, bij kinderen, en bij volwassenen.



Immuundeficiënties: inleiding 

IUIS: Recente classificatie PI (2011) 
1. predominantly antibody disorders (“humoral” immune   deficiencies) 

2. predominantly T-lymphocyte disorders 
3. other well-defined immune deficiency syndromes 
4. autoimmune and immune dysregulation syndromes 
5. congenital defects of phagocyte number and/or function 
6. defects in innate immunity 
7. auto-inflammatory disorders 
8. complement factor deficiencies 

 

Presentator
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International Union of Immunological Societies: 



Aanleiding CAT 

 Stijging awareness 
 Meer research & literatuur  
 Jeffrey Modell Foundation 

 Bijscholing artsen rond PI 
 Publieke awareness 
 Steun research 
 11 VS staten: neonatale screening SCID 
 52 JMF centra wereldwijd 

 
 Media 

 

 

 HBVL, 08/03/2014 
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Aangezien men de 



Aanleiding CAT 

 Stijging aantal nieuwe diagnoses 
 2000: 64 Belgische patiënten geregistreerd bij ESID 

 
 

 2014: 300 patiënten in UZL in follow-up 
 

 Zeer breed leeftijdsspectrum patiënten 
 Ernstige vormen: jonge leeftijd 
 Milde vormen: latere leeftijd 

   

Presentator
Presentatienotities
Leeftijdsspectrum van de patiënten is ook heel breed . Ongeveer de helft van de patienten krijgt de diagnose na de leeftijd van 30 jaar .



Aanleiding CAT 

Huidige functionele lymfocytentest arbitrair 
 

 Nadelen huidige LTT: 
 

 Nood aan isotopen 
 Arbeidsintensief voor MLT’s 
 Black box: geen identificatie van de geprolifereerde 

lymfocyten 
 

          
 

 nood aan performante test voor 
lymfocytenfunctie 

Presentator
Presentatienotities
De huidige methode maakt gebruik van radioactief thymidine dat verschillende nadelen heeft: gezondheidsrisico’s, afvalbehandeling, Na stimulatie door mitogenen of antigenen gaan normale lymfocyten in blastogenese. Na enkele dagen incubatie hebben zich multipele dochtergeneraties gevormd door de consecutieve mitosen. Radioactief thymidine wordt toegevoegd en bouwt in in het DNA van de lymfocyten. De ratio van de hoeveelheid ingebouwde thymidine in de gestimuleerde wells ten opzichte van deze in een niet gestimuleerde controle well is een maat voor de polyclonale proliferatie van de lymfocyten en dus de lymfocytenfunctie. De hoeveelheid geincorporeerde thymidine in het DNA is een maat voor de proliferatie van de aanwezige lymfocyten.



Questions 

1.   Welke testen zijn aangewezen bij  
      vermoeden van (cellulaire) immuundeficiëntie? 
 
2.   Wat zijn de beschikbare nieuwe methoden voor 

functionele lymfocytentest?  Hoe optimaliseren we 
deze? 

 
3.   Welke parameters berekenen we ? Hoe worden de 

resultaten  geïnterpreteerd? 

Presentator
Presentatienotities
Nu kom ik tot de drieledige vraagstelling van deze CAT
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Diagnostiek Immuundeficiëntie 
 Hematologische celtelling 
 
 Flowcytometrie 

 T/B/NK 
 

 Functionele lymfocytentest 
 

 Kwantificatie Immunoglobulines 
 

 Moleculaire diagnostiek  
 

 Specifieke tests 
 
 
 
 

 
 

 Bonilla FA et al (AAACI). Practice parameter for the diagnosis and management of primary       
immunodeficiency. Ann Allergy Asthma Immunol. 2005 May;94(5 Suppl 1):S1-63. 
 

 IDF Diagnostic & Clinical Care Guidelines for Primary Immunodeficiency Diseases 2nd Edition. (2009) 
p.3-15. 
 

 
 

Presentator
Presentatienotities
Dit is een overzicht van de belangrijkste pijlers van de diagnostiek van ID.



Diagnostiek Immuundeficiëntie 

Hematologische celtelling 
 
 opsporen absolute lymfopenie 

! Leeftijdsspecifieke referentiewaarden 
 
 
 

 neutropenie ↔ neutrofilie (LAD) 
 Leukocyten Adhesie Deficiëntie 

 
 
 
 

 thrombocyten: trombopenie & ↓ MPV (Wiskott-Aldrich syndroom) 

 
 

 
 

Presentator
Presentatienotities
Onmisbare basisbehoefte.Een eenvoudige complet kan al veel informatie geven bij vermoeden immuundeficientie . Bij leukocytenadhesiedeficiëntie zal het aantal neutrofielen verhoogd zijn Neutropenie (cong. Neutropenie, Barth syndroom,..) is steeds een alarmteken, maar ook neutrofilie kan wijzen op een immuunstoornis zoals bij LAD.LAD betekent au fond een afwijking in de integrinen. Deze integrinen spelen een belangrijke rol bij de extravasatie uit de bloedbaan naar de plaats van inflammatie , waardoor de chemotaxis bij dz patiënten verstoord is en de intravasale neutrofielen niet uit de bloedbaan kunnen treden en dus de patient neutrofilie vertoont.



Diagnostiek Immuundeficiëntie 

Flowcytometrie 
 
 Identificatie B/T/NK 
 Specifieke tests: 

 Memory B-cellen 
 CD40 
 CD40ligand 
 T-celrepertoire 

 
 
 

 Lymfocytenfunctie (“cellulair”): ook mogelijk met flowcytometrie 
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ID en kwantificatie van B T en NK cellenMemory B cellen : CVIDCD40, CD40 ligand: hyper IgM syndroom (ptn hebben te laag IgG en IgA omdat ze niet kunnen class switchen



Lymfocytenstimulatietest  (LTT) 

Functionele lymfocytentest 
Thymidine methode (RIA) 
 
 Isolatie PBMC’s 
 Stimulatie met mitogenen-antigenen 
 Incubatie 3-6 dagen (37°C, 5%CO2) 
 Toevoegen isotopen & incorporatie in DNA 
 S.I.= counts gestimuleerde lymfocyten    

        counts controlewell 
 
 >10 = positief 

 

 
 
 
 



Diagnostiek Immuundeficiëntie 

 Kwantificatie Immunoglobulines 
  IgA, IgM, IgG (+ subklassen) 

 

 Moleculaire diagnostiek : 170 genotypes 

 FISH 22q11 deletie (di George) 
 

 Specifieke testen 
 Adenosine deaminase  

 



Questions 

1.   Welke testen zijn aangewezen bij  
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Lymfocytenstimulatietest (LTT) 

 IDF Diagnostic & Clinical Care Guidelines  
 “T cell functional testing is of greatest importance” 

 

 Nood aan nieuwe methode: 
 Literatuurstudie 
 Flowcytometrie 

 CFSE (1994) 
 Recenter: 

 Celltraceviolet 
 CellVue Claret 
 Cell proliferation dye (CPD) 

 

Presentator
Presentatienotities
We hebben een literatuurstudie uitgevoerd waaruit bleek dat de huidige standaard gebeurde met flowcytometrie



CFSE 
 sterke fluorescente intensiteit (FITC) 
 lage celtoxiciteit 

 
 

 CFDA,SE membraanpermeabel 
 deacetylering door esterases  
 CFSE bindt aan intracellulaire proteinen 

 
 

 Per consecutieve mitose:  
    halvering fluorescentie 
 

 

Presentator
Presentatienotities
Wanneer lymfocyten gelabeld worden met het membraanpermeabele carboxyfluoresceine diacetaat succinimidyl ester (CFDA-SE, voorloper van CFSE), zullen de acetaatgroepen van deze stof verwijderd worden door intracellulaire esterases. Het bekomen CFSE bindt covalent aan intracellulaire proteinen met intense fluorescente kleuring tot gevolg door het carboxyfluoresceine.  Na elke consecutieve mitose zal de fluorescentie in de dochtercellen halveren. Zodoende kan gestimuleerde proliferatie van lymfocyten eenvoudig bepaald worden met behulp van flowcytometrie: elke celdeling is traceerbaar door de consecutieve  halverende fluorescentie. Op die manier kunnen tot 8 celdivisies gevisualiseerd worden vooraleer het autofluorescentielevel van niet-gestainde lymfocyten bereikt wordt



CFSE versus recente alternatieven 

Conclusies: 
o CFSE: beste resultaat 
       differentiatie (tot 8) & resolutie  

 
o CTV: zwakke detectie 

celdivisies 
 

o CPD: minste performantie     
qua aantal pieken als resolutie 

 
Quah BJ, Parish CR. New and improved methods for measuring lymphocyte proliferation in 
vitro and in vivo using CFSE-like fluorescent dyes. J Immunol Methods. 2012 May 31;379(1-
2):1-14. 

Presentator
Presentatienotities
Professor Parish was de eerste die in 1994 de proliferatie met CFSE beschreef. Hij evalueerde in 2012 in deze publicatie enkele recente alternatieven.CFSE duidelijke proliferatiepieken kon differentieren, ook  voor voor CD4+ en CD8+ T-cel populaties, met een maximum van 8 pieken detecteerbaar voordat het level van autofluorescentie bereikt werd. Discriminatie van de B-cel populatie was echter zwak in vergelijking met de T-cel populaties. (Fig. 6)Ook CTV was goed in staat om pieken in de  CD4 en CD8 populaties te differentieren, maar toonde zich zwak in de detectie van de celdivisies. Opvallend nadeel van CTV was dat deze minder performant was in het visualiseren van late celdivisies, deze kon 6 celdivisies traceren, terwijl CFSE er 8 vond. Van alle geteste stainings, was CPD veruit de minst performante wat betreft detectie van celdivisies, zowel qua aantal pieken als qua piekresolutie. 



CFSE versus recente alternatieven 

 
Conclusies: 
 
 CFSE, CTV, Cellvue 

Claret 
 Con A stimulatie 5 

dagen 
 ModFit analyse: 

Gelijkwaardige 
Resultaten in ModFit 

Zolnierowicz J, Ambrozek-Latecka M, Kawiak J, Wasilewska D, Hoser G.  
Monitoring cell proliferation in vitro with different cellular fluorescent dyes. 
Folia Histochem Cytobiol. 2013;51(3):193-200. 
 



Lymfocytenstimulatietest (LTT) 

Evaluatie CFSE methode 
 Gebaseerd op gepubliceerd protocol  

 Parish, C. R. et al. Use of the intracellular fluorescent dye CFSE to monitor lymphocyte 
migration and proliferation. Current protocols in immunology / edited by John E. Coligan 
Chapter 4, Unit 4 9 (2009). 

 

 Eigen evaluatie cruciale parameters ter optimalisatie 
 Startconcentratie PBMC (2x10^6/ml) 
 Concentratie CFSE staining (0.5 µM) 
 Incubatietijd CFSE (!Toxiciteit) & mitogenen 
 Specifieke noden kweekmedium (RPMI met 10% FCS) 

 

Presentator
Presentatienotities
Grotendeels gebaseerd op gepubliceerd protocol uit current protocols in immunology,Cruciale parameters die celtoxiciteit en de resultaten negatief zouden kunnen beinvloeden werden zelf geinvestigeerd. 



Immunofenotypering en Flowcytometrie 
Procedure 
o Isolatie PBMC 
o Staining met CFSE  
o Stimulatie van PBMC & incubatie 

o Mitogenen (3-4 dagen): PHA, Con A, Pokeweed Mitogen 
o Antigenen (6-7 dagen) : Candida, Tetanus toxoid, Herpes, .. 

 
o Na stimulatie: harvesting & staining 

o CD3-CD4-CD8-CD45 
 
o Per patiënt: 

o Blanco niet gestimuleerde PBMC  
o CFSE gestainde PBMC 
o gestimuleerde PBMC (‘staal’) 

Presentator
Presentatienotities
Na incubatie worden ze gestaind met lymfocytenmarkers



Immunofenotypering en Flowcytometrie 

 Blanco meting op dag 0 
 Autofluorescentielevel van lymfocyten in rustfase 

 

Presentator
Presentatienotities
Piekfluorescentie van blanoc bevindt zich tussen o en 100.PBMC van de patient, niet gestimuleerd, niet gestaind met CFSE. Deze blanco meting dient als start uitgangspunt en om te weten wanneer de lymfocyten hun autofluorescentielevel bereiken



Immunofenotypering en Flowcytometrie 

 CFSE controle meting 
 

 Nut: 
 parentgeneratie visualiseren 
 Plaatsen cursor voor berekening proliferatie na stimulatie 
 Mitosen na stimulatie verschijnen links van cursor 

 
 Berekend als Divided %CD3/4/8 

Presentator
Presentatienotities
De CFSE controle (CFSE gestaine lymfocyten op dag 0 die niet geincubeerd worden) wordt gebruikt om de parentgeneratie te identificeren op de plotsDe cursor wordt geplaatst zodat minstens 98% van de cellen zich in de parentgeneratie bevindtDeze cut-off zal in de gestimuleerde wells onderscheid maken tussen de startlymfocyten en de geprolifereerde fractie die zich links van de cursor bevindt.



Immunofenotypering en Flowcytometrie 

    Gezonde donor: PHA stimulatie (4 dagen) 
 

Presentator
Presentatienotities
We beginnen vanuit de FSC-SSC plot, hierbinnen kijken we naar de lymfocytengate; hierin zie je duidelijk proliferatie van de lymfocyten terug in de vergroting van zowel FSC als SSCDe cursor wordt geplaatst zodat minstens 99% van de cellen zich in de parentgeneratie bevindt



Immunofenotypering en Flowcytometrie 

    Gezonde donor: PHA stimulatie (4 dagen) 
 

Presentator
Presentatienotities
We beginnen vanuit de FSC-SSC plot, hierbinnen kijken we naar de lymfocytengate; hierin zie je duidelijk proliferatie van de lymfocyten terug in de vergroting van zowel FSC als SSCDe cursor wordt geplaatst zodat minstens 99% van de cellen zich in de parentgeneratie bevindtDeze methode maakt het mogelijk om het aantal mitosen dat optrad oiv stimulatie weer te geven in de plots, en meer nog, deze te typeren als CD4, CD8.Wat willen we nu interpreteren? Dat zijn we hier in de gele kader. De hoeveelheid lymfocyten die geprolifereerd zijn, als % divided cells.



Evaluatie CFSE methode 

 Gebruik gezonde donoren  voor optimalisatie 
cruciale parameters 
 

 Imprecisie 
 Intra-sample (n=10) 1.7% 
 Inter-sample (n=5) 3.5% 

 

 Accuraatheid: niet mogelijk 
 Gebrek aan gold standard 
 Hiaat, ook in literatuur 

 Methodevergelijking 
 Nog lopende 
 Reeds geïncludeerd:11 patiënten waarvan 2 gekende PI 
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Uit dezelfde incubatie+ staining 10x meting op flowcytometrieUit parallelle incubaties en stainings 10x meting op flowcytometrie



Methodevergelijking 

 Correlatie thymidine en CFSE  
 PHA stimulatie (2 concentraties: 1 en 5 µg/ml) 

 Thymidinerespons in c.p.m. (X-as) 
 CFSE respons als division index (Y-as) 

 

DA Fulcher , SWJ Wong Carboxyfluorescein succinimidyl 
ester-based proliferative assays for assessment of T cell 
function in the diagnostic laboratory. Immunology and 
Cell Biology (1999) 77, 559–564 

Presentator
Presentatienotities
In de literatuur werd de correlatie tussen de thymidine en CFSE reeds  beschrevenDivision index als maat voor het aantal celdelingen.De correlatie is zeker niet lineair, echter de patiënten vertonen sterk verlaagde resultaten met beide methoden.



Methodevergelijking 
 Presumptieve resultaten LAG (Ref.waarden CFSE: Mayo Clinic) 
 2 reeds gekende patiënten met primaire immuundeficiëntie 

 Di George syndroom 
 Adenosine deaminasedeficiëntie 
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Vergelijkbaar met de literatuCFSE-based assays are equivalent to traditional measures of mitogen- and antigen-specific T cell responsiveness in the diagnostic laboratory and have significant advantages in terms of decreased labour intensiveness, avoidance of radioactivity, the ability to gate on a specific population of lymphocytes and the concomitant measurement of activation markers.ur



Conclusies CFSE methode 

 CFSE-gebaseerde essays zijn equivalent aan  
traditionele methoden voor mitogeen- en antigen-
specifieke T celreactiviteit  
 

 Significante voordelen o.v.v. 
 Minder arbeidsintensief 
 Mijden van radioactiveit 
 Gaten op specifieke populatie binnen de lymfocyten 
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Interpretatie Resultaten CFSE 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
Roederer M. Interpretation of cellular proliferation data: avoid the panglossian. 
Cytometry A. 2011 Feb;79(2):95-101.  

Presentator
Presentatienotities
Over de interpretatie van de LTT resultaten vloeide reeds veel inkt, echter is het belangrijk om niet het noorden te verliezen  in het aanbod aan soms statistisch complexe opties.



Interpretatie Resultaten CFSE 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
Roederer M. Interpretation of cellular proliferation data: avoid the panglossian. 
Cytometry A. 2011 Feb;79(2):95-101.  

Presentator
Presentatienotities
Meest frequent worden de bovenste drie gebruikt, de gedilueerde fractie is het % divided cells dat we zonder bijkomende software kunnen berekenenVoor de andere twee is het nodig om specifieke software te gebruiken, hiervoor zijn meerdere software programma’s beschikbaara zoals FloJo of ModFitDe precursor frequentie en de proliferatie-index zijn 2 parameters die berekend kunnen worden door software programma’s zoals ModFit of FloJoHet toeval wilt dat de werkpost flowcytometrie reeds ModFit software ter beschikking heeft, en we kunnen dan ook de PF en de proliferatie-index berekenen. Hiervoor bestaan echter geen referentiewaarden, op termijn zullen deze in house berekend worden. 



Resultaten CFSE: ModFit analyse 

•Proliferatie-index: 3.03 

•Precursor frequentie: 30.6% 

ModFit analyse 



Referentiewaarden 

Mayo Clinic: eigen referentiewaarden 
 
 LYMPHOCYTE PROLIFERATION TO ANTIGENS 

 Maximum proliferation of Candida albicans as % CD3:  
    > or =3.0% 
 Maximum proliferation of tetanus toxoid as % CD3: 
    > or =3.3% 

 
  LYMPHOCYTE PROLIFERATION TO MITOGENS 

 Maximum proliferation of phytohemagglutinin as % CD3:  
    > or =58.5% 
 Maximum proliferation of pokeweed mitogen as % CD3:  
    > or =3.5% 

Bron: Mayo Medical Laboratories, Online 
Interpretive Handbook, Search term: 
Lymphocyte Proliferation to Mitogens, 
Blood. 

Presentator
Presentatienotities
Mayo Clinic waren de eerste om eigen referentiewaarden te ontwikkelen, dit zijn de enige referenties die terug te vinden zijn in de literatuur. Voor de methodevergelijking gebruikten we deze waarden. Op termijn zullen we eigen referentiewaarden 



TO DO: 

 Finaliseren methodevergelijking 
 

 Opstellen eigen referentiewaarden 
 Voorstel goedgekeurd door Ethische Commissie 

 

 Opleiding MLT 
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