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CLINICAL BOTTOM LINE 

 

Ondanks het wijdverspreid gebruik in de routine van flowcytometrische immunofenotypering voor 

laboratoriumdiagnostiek van hematologische neoplasieën, zijn er grote verschillen in gebruikte reagentia en in de 

manier van rapporteren van resultaten tussen de verschillende diagnostische centra, waardoor er hedendaags 

een gebrek aan uniformiteit van de resultaten is, zowel in België als in Europa. Gezien deze variabiliteit heeft het 

EuroFlow consortium getracht om deze analytische procedure te innoveren en te standaardiseren met behulp 

van nieuwe technieken.  

Naar aanleiding van deze standaardisatie in de flowcytometrie is er in het Jessa laboratorium besloten om over te 

schakelen op nieuwe antistofpanels gebruik makend van FACSCanto II (BD Biosciences) met de mogelijkheid tot 

8-kleuren flowcytometrie. Gezien enkele beperkingen aan de voorgestelde EuroFlow panels, zoals bijvoorbeeld 

het ontbreken van sommige markers die gebruikt worden bij de Wereldgezondheidsorganisatie classificatie van 

tumoren van hematopoïetische en lymfoïede weefsels 2008 (WHO 2008 classificatie),  is er besloten om 

gemodificeerde antistofpanels op te stellen. Er is tevens, zoals voorgesteld door het EuroFlow consortium, 

overgestapt op het principe van meerfase onderzoek door te starten met een oriënteringsbuis, en enkel indien 

nodig verder te werken met classificatiebuizen, om zo het aantal gebruikte antistoffen te reduceren. Na grondige 

literatuurstudie van de in het Jessa laboratorium eerder ongekende markers, blijkt er na de validatie en invoering 

van de nieuwe mature B-cel neoplasie (B-CLPD) en plasmacel neoplasie/dyscrasie (PCD) antistofpanels voor 

diagnose en follow-up, een eenvoudige en snelle interpretatie van de resultaten mogelijk. Bij een eerste evaluatie 

na een periode van 10 weken zijn er voornamelijk voordelen, zo blijkt er een significante reductie van de 

gebruikte antistoffen, een verkorte hands-on-time tijd op de werkvloer en door meer betrokkenheid van de 

MLT’s een positieve ervaring. 

In de nabije toekomst zal men het mature T- en NK-cel neoplasie (T-CLPD en NK-CLPD) antistofpanel en het 

acute leukemie/myelodysplastisch syndroom (AL/MDS) antistofpanel valideren en invoeren om ook hier meer 

standaardisering te verkrijgen. Vervolgens is het de bedoeling om de nieuwe INFINICYT software te leren 

hanteren om op eenvoudige wijze diepgaande data-analyses te kunnen uitvoeren.  

 

 

CLINICAL/DIAGNOSTIC SCENARIO 

  

Voor de laboratoriumdiagnostiek van hematologische neoplasieën worden verschillende technieken gebruikt 

waaronder de cytomorfologie, flowcytometrische immunofenotypering, anatoompathologie, moleculaire 

technieken en genetisch onderzoek. Er zijn 3 peilers waarop men een antwoord tracht te verkrijgen bij de 

diagnostiek van hematologische neoplasieën, namelijk het vaststellen of bevestigen van de diagnose, het 

classificeren van de pathologie (mede in kader van prognostische diagnostiek) en het opvolgen en evalueren van 

een eventuele opgestarte behandeling. Dit laatste tracht men te doen door het opsporen van kleine aantallen van 

maligne cellen zowel tijdens als na de therapie om zo het succes van de therapie op te kunnen volgen (“Minimal 

Residual Disease”) (MRD). (1-4) 

 

De laatste 20 jaar is er veel aandacht besteed aan de moleculaire diagnostiek en heeft men met meerdere 

Europese netwerken samengewerkt om hierin een belangrijke mate van standaardisatie en kwaliteitscontrole te 

bereiken. Er zijn echter nog verschillende nadelen aan het gebruik van moleculaire technieken voor de 

diagnostiek van hematologische neoplasieën. Moleculaire technieken zijn immers tijdrovend en men kan het 

momenteel nog niet toepassen voor alle verschillende types hematologische neoplasieën. Tevens moet men eerst 

een celuitzuivering uitvoeren alvorens men gerichte analyses op een specifieke subpopulatie kan uitvoeren. (1) 

 

Flowcytometrie daarentegen kent deze voornoemde beperkingen niet. Men bereikt snel resultaten, de techniek 

kan toegepast worden bij de diagnose en eventueel tijdens de follow-up van alle hematologische neoplasieën. 

Eveneens kan men de verschillende subpopulaties heel nauwkeurig van elkaar onderscheiden, zonder dat deze 
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subpopulaties moeten uitgezuiverd worden, door het gebruik van antistoffen gericht tegen populatiespecifieke 

antigenen.  

Desalniettemin kende de flowcytometrie ook vele nadelen. Maar sinds het laatste decennium heeft men door 

verdere technologische vooruitgang reeds veel van de nadelen weten te overkomen. Zo heeft men heden ten 

dage reeds een breed spectrum van antistoffen ter beschikking om zo de vele verschillende clusters of 

differentiation (CD), die reeds langer gekend waren, nuttig te kunnen gebruiken bij de differentiatie van alle 

verschillende subpopulaties. Tevens beschikt men over meer gesofisticeerde instrumenten en bestaat er 

momenteel 8- of meer-kleuren flowcytometrie, waardoor men meerdere antigenen simultaan kan bepalen 

waarmee de specificiteit van het immunofenotype vergroot. De laatste jaren is er, door het ruim aanbod van de 

huidig beschikbare antistoffen, ook steeds meer onderzoek gedaan naar het immunofenotype van de 

verschillende cellijnen, om zo bij elke maligne cellijn een eigen immunofenotypisch karakter te kunnen bepalen. 

Door al deze innovaties is er ook een stijging van de sensitiviteit tot stand gekomen en is men in staat om zeer 

kleine populaties van maligne cellen te herkennen tussen een normale celpopulatie. (1-8) 

 

Via de techniek van de flowcytometrie kan het antigen-expressiepatroon (fenotype) van intacte cellen bepaald 

worden. De preanalytische staalvoorbereiding bestaat uit het binden van met fluorochroom (fluorescerende 

kleurstof) geconjugeerde antistoffen aan de eventueel aanwezige antigenen. Overbodige antistoffen worden 

weggewassen alvorens presentatie van het staal op de flowcytometer. Via hydrodynamische focusing worden de 

verschillende cellen 1 voor 1 gepresenteerd ter hoogte van de focus alwaar de cellen via 1 of meer laserstralen 

passeren. Bij het onderbreken van deze laserstralen ontstaat er een lichtverstrooiing die door detectoren onder 

verschillende hoeken gemeten wordt. Via deze detectoren bepaalt men de forward scatter (FSC) en de side 

scatter (SCC), waarmee men respectievelijk informatie over de celgrootte en de interne celstructuur kan 

bekomen. Tevens gaan de fluorochromen onder invloed van de lasers geëxciteerd worden en het resulterende 

fluorescentie emissiepatroon wordt opgevangen door fluorescentie detectoren. Afhankelijk van het 

emissiespectrum kan men zo weten welke antistoffen gebonden zijn en welke antigenen dus op de cellen 

aanwezig zijn. Al deze gegevens worden omgezet in elektrische signalen en via data-analyse omgezet in handig te 

interpreteren resultaten waarmee men het fenotype van de verschillende cellen in het staal kan bepalen. Ook de 

fluorescentie intensiteit (MFI = mean fluorescense intensity) geeft belangrijke informatie over het 

expressiepatroon. (2,4,8) 

 

Ondertussen wordt flowcytometrie reeds in verschillende laboratoria als standaard onderzoek gebruikt bij de 

diagnostiek en opvolging van verschillende hematologische neoplasieën zoals acute leukemie, lymfomen, 

myelodysplastisch syndroom (MDS), paroxysmale nachtelijke hematurie (PNH), … . 

Echter één van de grootste nadelen aan het gebruik van flowcytometrie bij de evaluatie van hematologische 

maligniteiten vloeit voort uit het feit dat er ondanks het wijdverspreide gebruik in de routine er toch zowel in 

België als in Europa een grote, niet te onderschatten variabiliteit bestaat in de gebruikte reagentia en in de manier 

van rapportering van de resultaten. Elk diagnostisch centrum heeft aan de hand van opzoekwerk op basis van 

evidence based medicine, de beschikbare apparatuur, het aantal en type van simultaan bruikbaar beschikbare 

fluorochromen en na grondige validatie, eigen in-house antistofpanels opgesteld waaruit men na interpretatie 

goede betrouwbare resultaten kan bekomen. Hierdoor is er geen tot weinig sprake van uniformiteit tussen 

verschillende laboratoria, waardoor men moeilijk de hematologische neoplasie kan opvolgen bij een transfer van 

de patiënt naar een ander ziekenhuis. (1-3,5) 

 

Gezien deze tekortkomingen en gezien het succes van de standaardisatie in de moleculaire technieken hebben, 

vergelijkbaar met de Europese Netwerken voor moleculaire diagnostiek, een aantal diagnostische laboratoria 

samen overlegd, en dezen hebben in 2004/2005 een aanvraag ingediend bij de Europese Commissie getiteld 

“Flow cytometry for fast and sensitive diagnosis and follow-up of hematological malignancies” met het acroniem 

EuroFlow consortium om voor de flowcytometrische immunofenotypering ook een gelijkaardige standaardisering 

te kunnen bereiken, om zo meer uniforme resultaten te kunnen bekomen die gemakkelijk geïnterpreteerd 

kunnen worden over verschillende laboratoria heen. (1)  

 

Naar aanleiding van deze standaardisatie in de flowcytometrie heeft de staf hematologie van het Jessa 

laboratorium besloten om over te schakelen op nieuwe antistofpanels gebruik makend van FACSCanto II (BD 

Biosciences) met de mogelijkheid tot 8-kleuren flowcytometrie. Er is beoogd om bij de selectie van de 

antistofpanels een compromis te bereiken tussen het voorstel van het EuroFlow consortium, de WHO 2008 

classificatie en de RIZIV voorwaarden voor terugbetaling (zie ook vraag 2).  

Voorheen werden er in het Jessa laboratorium reeds twee flowcytometers, met mogelijkheid tot 6-kleuren 

flowcytometrie (FACSCanto A en FACSCanto II (BD Biosciences)) gebruikt voor het inzetten van eigenhandig 

opgestelde antistofpanels. Met deze in-house antistofpanels is men goed vertrouwd en behaalt men goede 

resultaten. Afhankelijk van de voorgeschiedenis of van de cytomorfologische bevindingen gaat men de 

desgewenste antistofpanels inzetten die kunnen bijdragen tot de diagnose of opvolging. Onder de oude 

omstandigheden hebben we de keuze uit ongeveer 14 panels met afhankelijk van het panel verschillende 

antistoffen die ingezet worden, gaande van 4 tot 31 antistoffen. Eén van de nadelen van de huidige methode is dat 

deze panels in 1 fase ingezet worden, dat wil zeggen dat alle antistofbuizen uit het geselecteerde panel 

onmiddellijk in 1 tijd ingezet worden om daarna de resultaten te interpreteren. Door het EuroFlow consortium 
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wordt er echter geadviseerd om in 2 fases te werken, namelijk door te starten met een oriënteringsbuis en 

afhankelijk van deze resultaten en indien er een afwijkende populatie aanwezig is, verder te werken met een 

specifiek antistofprotocol. Door het werken met een oriënteringsbuis is het misschien mogelijk om het aantal 

gebruikte antistoffen te doen dalen. (1,9-12) 

 

 

QUESTION(S) 

 

1) Wat zijn de doelen van het EuroFlow consortium? 

2) Welke antistofpanels passen in ons diagnostisch aanbod en wat is de betekenis van de ons ongekende markers? 

3) Hoe verloopt de integratie in het Jessa Ziekenhuis van de gemodificeerde EuroFlowpanels? 

4) Zien we reeds veranderingen, al dan niet positief of negatief van aard? 

 

 

SEARCH TERMS 

 

1) MeSH Database (PubMed): MeSH term: “EuroFlow”, “flowcytomtry”, “INFINICYT”,  “diagnosis hematological 

malignancies”, ”hematological malignancies”, ”MDS”,  “lymphoproliferative neoplasms”, “lymphoma”, “leukemia”,  

“new hematological markers”, “CD35”, “CD43”, “CD64”, “CD65”, “CD71”, “CD79b”, “CD81”, “CD105”, 

“CD200”, “LAIR-1” 

2) PubMed Clinical Queries (from 1966; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi): Systematic Reviews; Clinical 

Queries using Research Methodology Filters (diagnosis + specific, diagnosis + sensitive, prognosis + specific) 

3) Pubmed (Medline; from 1966), SUMSearch (http://sumsearch.uthscsa.edu/), National Guideline Clearinghouse 

(http://www.ngc.org/), Institute for Clinical Systems Improvement (http://www.icsi.org), The National Institute for 

Clinical Excellence (http://www.nice.org.uk/), Cochrane (http://www.update-software.com/cochrane, Health Technology 

Assessment Database (http://www.york.ac.uk/inst/crd/htahp.htm) 

4) National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS; http://www.nccls.org/), International Federation of 

Clinical Chemistry (IFCC; http://www.ifcc.org/ifcc.asp), American Diabetes Association (ADA; 

http://www.diabetes.org/home.jsp), National Diabetes Information Clearinghouse (NDIC; 

http://diabetes.niddk.nih.gov/), Westgard QC (http://www.westgard.com), Clinical Laboratory Improvement 

Amendments (CLIA; http://www.cms.hhs.gov/clia/) 
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APPRAISAL 

 

1) Wat zijn de doelen van het Euroflow consortium? 

 

Bij de aanvang van het nieuwe millennium bestonden er nog verschillende beperkingen binnen de flowcytometrie, 

die deze techniek als routineonderzoek voor de diagnose van hematologische maligniteiten nog belemmerde: 

- PCR was meer sensitief vergeleken met de 4-kleuren flowcytometrie voor MRD diagnostiek 

- Er waren reeds lange tijd geen nieuwe antistoffen op de markt gebracht ondanks de vele nieuwe 

intra- en extracellulaire proteïnen die ondertussen ontdekt waren in verschillende cellijnen. 

- Er was in diezelfde tijd op oncogenetisch vlak een enorme vooruitgang geboekt met de ontdekking 

van vele nieuwe afwijkingen. Hierbij gepaard zijn er ook veel nieuwe oncoproteïnen ontdekt 

(eveneens fusie-proteïnen) waartegen ook nog geen antistoffen waren ontwikkeld. 

- Een andere beperking komt voort uit het feit dat meerkleuren flowcytometrie resulteert in 

complexe resultaten die voor een moeilijke interpretatie en een soms eerder onoverzichtelijk 

eindresultaat leiden.  

- Grote variabiliteit tussen verschillende laboratoria in keuze van antistoffen en rapportering van 

resultaten waardoor moeilijke reproduceerbaarheid en opvolging van resultaten. 

Het voorbije decennium heeft men echter veel van deze beperkingen trachten te verbeteren en met de 

beschikbaarheid tot 8 of meer kleuren flowcytometrie, en door de ontwikkeling van een wijdverspreid breed 

spectrum aan nieuwe antistoffen heeft men de specificiteit en de sensitiviteit van de flowcytometrische 

immunofenotypering reeds enorm kunnen verbeteren. Deze innovaties speelden echter de grote variabiliteit 

tussen verschillende laboratoria net nog meer in de hand, gezien men nu nog meer verschillende antistoffen en 

rapporteringwijzen ter beschikking had. Tevens kregen we nog meer complexe databanken met verschillende 

resultaten. Dus de nood aan een standaardisering en nieuwe software om de verschillende data te analyseren 

werd steeds groter en is heden ten dage nog steeds een aandachtspunt. (1-8,13-15) 

 

In het kader van de Bethesda Consensus conference werd er een comité opgericht bestaande uit verschillende 

ziekenhuizen en grote referentielaboratoria met de bedoeling om een reeks van reagentia voor te stellen die 

geschikt gevonden werden voor algemeen gebruik in de hematologische diagnostiek. Het was niet de bedoeling 

van het comité om specifieke antistofpanels te ontwikkelen, gezien dit ook laboratoriumafhankelijk is 

(beschikbare apparatuur, beschikbare antistoffen, …), maar men heeft een lijst van mogelijks interessante 

antigenen per cellijn naar voor gebracht om zo een eerste stap in standaardisatie te verkrijgen tussen 

verschillende laboratoria. Tevens stelt men dat er een paar basisprincipes zijn die men in acht moet nemen bij 

het opstellen van de verschillende antistofpanelspanels in een laboratorium: 

- Antigenen met een hoge expressie zouden gekoppeld moeten worden aan eerder gedimde 

fluorochromen. 

- Men moet minstens 1 “backbone” marker gebruiken in verschillende buizen om zo correlatie en 

opvolging van populaties in verschillende buizen te kunnen uitvoeren. 

- Bij de selectie van antigenen bedoeld voor de identificatie van subpopulaties binnen een cellijn is het 

belangrijk om deze te combineren met antigenen die populatiespecifiek zijn. 

- Antigenen die verschillend tot expressie komen tijdens de maturatie binnen een cellijn moet men 

zodanig trachten te combineren dat ze de maturatiepatronen het best accentueren, bijvoorbeeld 

door een vroege marker te combineren met een late marker. 

- Het is ook nuttig om antigenen, die verschillend tot expressie komen in cellijnen die relatief dicht 

verwant zijn aan elkaar, te combineren om zo toch een differentiatie te kunnen maken tussen deze 

nauw verwante cellijnen. (3) 

 

In 2004/2005 werd er een “specific targeted research project” aangevraagd bij de Europese Commissie getiteld 

“Flow cytometry for fast and sensitive diagnosis and follow-up of hematological malignancies” met het acroniem: 



 

  pagina 7/23 

EuroFlow. Dit EuroFlow consortium bestaat uit 8 universitaire laboratoia, 4 geaffilieerde deelnemers (deze zijn 

later bijgevoegd) en 2 small-medium Enterprises (SME’s) namelijk Cytognos en Dynomics. Er werden bij de 

aanvang duidelijke doelstellingen gedefinieerd om de flowcytometrische immunofenotypering van hematologische 

neoplasieën te innoveren en te standaardiseren, gebruik makend van de nieuwe technische mogelijkheden. Aan 

de hand van deze doelen heeft men een duidelijke taakverdeling opgesteld. Om de resultaten van het gezamenlijk 

onderzoek te kunnen bespreken en evalueren werd er ongeveer 1 maal om de 4 maanden een EuroFlow 

conferentie georganiseerd. (1) 

De volgende 8 doelen werden vooropgesteld: 

 

1) Ontwikkeling van nieuwe antistoffen, vooral tegen intracellulaire proteïnen zoals oncoproteïnen en 

nieuwe differentiatie-/classificatiemarkers. 

 

2) Ontwikkeling van een nieuwe immunobeadtechniek voor detectie van oncogene fusie-eiwitten. 

 

Ondertussen heeft men met het EuroFlow consortium reeds diverse antistoffen ontwikkeld. Zo 

heeft men ook tegen de beide zijden van de zeven meest bekende fusie-eiwitten antistoffen 

aangemaakt, met de daarbijhorende immunobead assays. Met deze immunobead assays kan men in 1 

stap meerdere fusie-eiwitten evalueren in lysaten. (1) 

 

3) Ontwikkeling van fluorescence resonance energy transfer (FRET) techniek voor de detectie van 

fusie-eiwitten op single cell niveau. 

 

Dit betreft een nieuwe techniek waarbij men de antistoffen tegen beide zijden van een fusie-eiwit 

aan elkaar koppelt, waardoor de 2 fluorochromen zodanig dicht bij elkaar komen te liggen dat ze 

een duochroom vormen en dus een specifiek FRET signaal kunnen geven. (1)  

 

4) Ontwikkeling en verdere verbetering van nieuwe software voor snel en eenvoudig analyseren en 

integreren van databanken van 8-kleurenanalyse en voor automatische patroonherkenning van 

normale, regenererende/reactieve en maligne leukocytenpopulaties. 

 

Aan de oude software van Cytognos heeft men aanpassingen en verbeteringen aangebracht en in 

2008 is deze software onder de naam INFINICYT software beschikbaar gemaakt. Via deze nieuwe 

software wil men aan makkelijke data-analyse kunnen doen waarbij men bijvoorbeeld 

patiëntspecifiek fenotype kan vergelijken met een grote database van gekende fenotypes om zo tot 

een vergelijkbare diagnose te kunnen komen. Men kan via de software, indien men voldoende 

backbone markers gebruikt, alle resultaten van verschillende buizen samenvoegen en berekenen om 

zo nog nauwkeurigere en meer gedetailleerde resultaten per subpopulatie te bekomen. Tevens is 

met INFINICYT mogelijk om nieuwe stalen van eenzelfde patiënt snel te vergelijken om zo op 

eenvoudige wijze de therapie te evalueren. (13-15)  

 

5) Evaluatie en selectie van een betrouwbare combinatie van fluorochromen, geschikt voor 8-kleuren 

flowcytometrie. 

 

Men heeft, rekening houdend met de criteria die vereist zijn voor een goede fluorochroomselectie, 

en na uitgebreid testen van verschillende fluorochroomcombinaties, acht fluorochromen 

geselecteerd die met 3 lasers gedetecteerd kunnen worden. In het bijzonder via de violet laser 

Pacific Blue (of Horizon V450) en Pacific Orange (of Horizon V500), via de Argon laser FITC, PE, 

PerCP en PE-Cy7 en tel slotte via de Helium-Neon laser APC en APC-H7. (1,10-12) 

 

6) Ontwikkeling van gestandaardiseerde procedures voor het instellen van de flowcytometer en voor 

de antistofkleuringen. 

 

Niet alleen de gebruikte antistoffen en interpretatietechnieken behoeven standaardisatie te 

ondergaan maar ook alle technische procedures zoals de instrumentinstellingen, de compensatie-

instellingen en de preanalytische monstervoorbereiding en kleuringen dienen gestandaardiseerd te 

worden (bijlage 1). Dit is essentieel om vergelijkbare resultaten te garanderen tussen verschillende 

laboratoria en om de bekomen resultaten samen te kunnen voegen in 1 database. (1) 

 

7) Ontwikkeling, standaardisatie en klinische evaluatie van 8-kleuren antistofpanels voor diagnose en 

(prognostische) classificatie van hematologische maligniteiten. 

 

Vóór het EuroFlow project heeft men zich vooral beperkt tot het opstellen van 

consensusvoorstellen voor markerkeuzes voor de diagnose en classificatie van hematologische 

neoplasieën. Er werden nooit specifieke antistofpanels voorgesteld en ook geen specifieke 

fluorochromen aan bepaalde antistoffen gekoppeld, zodat er nog steeds een grote variabiliteit 
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mogelijk bleef bij het gebruik van deze consensus voorstellen. Door deze beperking zijn de 

voorgaande (inter)nationale consensusprotocollen nooit verder gegaan dan het globaal beschrijven 

van de immunofenotypische kenmerken van de verschillende normale hematologische cellijnen en 

de verschillende hematologische neoplasieën.  

Het EuroFlow consortium heeft echter zowel voor de diagnose als voor de opvolging getracht om 

een aantal goed gedefinieerde antistofprotocollen op te stellen. Deze zijn opgesteld in 2 fases, 

waarbij de eerste fase telkens uit één screenings- of oriënteringsbuis bestaat, die geselecteerd 

wordt op basis van de reeds aanwezige klinische en/of laboratoriumgegevens. Deze buizen zijn 

zodanig opgesteld dat ze voldoende informatie bekomen om zo in de tweede fase een juiste keuze 

te kunnen maken over welk ziektecategorie specifieke antistofprotocol men verder kan gebruiken. 

Aan de hand van deze antistofprotocollen heeft men een diagnostisch flowdiagram (figuur 1) 

opgesteld. (1-12,16) 

 

 
Figuur 1: Diagnostisch flowdiagram met de voorgestelde EuroFlow classificatieprotocollen (1) 

 

De uiteindelijke antistofprotocollen bestaan uit 4 “singletube” screeningsbuizen en 7 “Multi-tube” 

diagnose- en classificatieprotocollen (bijlage 2). (17) 

 

8) Ontwikkeling, standaardisatie en klinische evaluatie van 8-kleuren antistofpanels voor de evaluatie 

van therapie-effectiviteit via het monitoren van de maligne cellen tijdens en na behandeling (MRD-

diagnostiek). 

 

De EuroFlow MRD buizen en protocollen zijn momenteel nog in de ontwerp-/testfases. Net zoals 

bij de diagnose- en classificatieprotocollen zijn er meerdere testrondes nodig om zo de meest 

optimale protocollen op te kunnen stellen. (1) 

 

 

2) Welke antistofpanels passen in ons diagnostisch aanbod en wat is de betekenis van de ons 

ongekende markers? 

 

In het Jessa laboratorium zijn we onder de huidige omstandigheden voornamelijk in de 5 laatstgenoemde doelen 

van het EuroFlow consortium geïnteresseerd. Na aankoop van de 8-kleuren flowcytometer en de INFINICYT 

software zijn we op zoek gegaan naar wat in het Jessa laboratorium de meest geschikte panels en antistoffen zijn 

voor een optimale diagnostiek, zowel in de diagnosestelling als in de follow-up van de hematologische 

neoplasieën. Het gebruik van de flowcytometrie voor het opzoeken van fusie-eiwitten en oncoproteïnen kan 

mogelijks in de toekomst nog uitgebreid worden aan het diagnostisch gamma. Maar momenteel is er besloten om 

in eerste instantie de aandacht te vestigen op de standaardisatie en de vernieuwing van de antistofpanels. 

Vervolgens wil men in tweede instantie de data-analyse via de INFINICYT-software goed leren gebruiken om zo 

snel tot een goede interpretatie van de resultaten te kunnen komen.  
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Om de antistof- en panelselectie goed te kunnen evalueren is men te rade gegaan bij twee andere laboratoria die 

reeds via 8-kleuren flowcytometrie met een gemodificeerde versie van het EuroFlow programma in de routine 

gestart zijn; met name de klinische laboratoria van Ziekenhuis Netwerk Antwerpen (ZNA) en AZ Turnhout. Op 

deze 2 faciliteiten hebben ze elk een eigen aangepaste versie van de EuroFlow panels opgesteld die, ondanks 

kleine verschillen, ongeveer gelijkaardig zijn. Aan de hand van deze gemodificeerde versies en het volledig aanbod 

van de EuroFlow panels is er in het Jessa laboratorium na grondige evaluatie besloten om onze gemodificeerde 

antistofpanels mede te baseren op de antistofpanels die reeds gebruikt worden zowel in het ZNA als in AZ 

Turnhout. Er zijn verschillende redenen om het Euroflow programma niet volledig over te nemen: 

- Eén van de redenen om het EuroFlow programma niet volledig over te nemen bestaat uit de 

uitgebreidheid van het aantal antistoffen dat voorgesteld is voor het volledige EuroFlow programma. 

Dit jaagt de kosten van de flowcytometrische immunofenotypering meteen de hoogte in, terwijl bij 

de aangepaste versie het aantal antistoffen significant gereduceerd is, waardoor men  minder 

verschillende antistoffen tot beschikking moet hebben in het laboratorium. 

- Bij het opstellen van de EuroFlow panels is er vooral rekening gehouden met de specifieke 

eigenschappen van de verschillende markers om zo een optimale differentiatie van alle verschillende 

subpopulaties te kunnen bekomen, terwijl er minder rekening gehouden is met de markers die 

gebruikt worden bij de WHO 2008 classificatie en bij andere internationale scoresystemen. 

Eveneens zijn er in België bepaalde voorwaarden opgelegd door het RIZIV met betrekking tot 

terugbetaling. Deze terugbetalingsvoorwaarden zijn ook niet door het EuroFlow consortium in acht 

genomen, gezien zij een programma voorstellen dat voor heel Europa van toepassing zou kunnen 

zijn. Bij de opstelling van onze gemodificeerde panels is er bijgevolg getracht om een compromis te 

bekomen tussen het voorstel van het EuroFlow consortium, de WHO classificatie en bepaalde 

RIZIV voorwaarden 

- Een ander aspect dat mee voor de aanpassing van de antistofpanels zorgt, bestaat in het feit dat de 

richtlijn voor de externe kwaliteitscontroles Leukemie/Lymfoomtypering die door het SKML 

(Stichting Kwaliteitsbewaking Medische Laboratoriumdiagnostiek) verspreid worden in België 

momenteel antistoffen bevat die niet worden gebruikt in de EuroFlow panels.  

- Verder is het ook belangrijk dat we tegemoet komen aan de specifieke vraag van de oncologen, 

werkzaam in het Jessa Ziekenhuis, en bijgevolg is er voor de selectie van sommige markers ook 

rekening gehouden met hun wensen. (1,9-12,17) 

 

Zo hebben we in het Jessa laboratorium de volgende panels opgesteld voor diagnose en opvolging van de 

verschillende hematologische neoplasieën (zie bijlage 3).  

 

In deze gemodificeerde antistofpanels worden antistoffen tegen enkele door het Jessa laboratorium nog niet 

eerder gebruikte antigenen, bepaald. Zowel in het B-CLPD panel als in het AL/MDS panel vinden we enkele van 

deze nieuwe antigenen terug. Voor een goede interpretatie van deze nieuwe antigenen zijn we in de literatuur op 

zoek gegaan naar deze antigenen en hun gebruik om deze bevindingen te vergelijken met de resultaten die we 

tijdens onze validatie van de nieuwe antistofpanels bekomen. 

In het B-CLPD panel betreft het de volgende antigenen CD43, CD79b, CD81, CD200 en LAIR-1, terwijl men in 

het AL/MDS panel nog geen ervaring had in het Jessa laboratorium met CD35, CD64, CD65, CD71 en CD105. 

 

CD43 

CD43, ook wel leukosialine genoemd, is een transmembraan sialoglycoproteïne dat een rol speelt bij de 

celactivatie en bij celadhesie tijdens de immuunrespons. (18)  

Volgens Lai et al. (1999) en Deneys et al. (2001) kan CD43 nuttig zijn bij de classificatie van mature B-cel 

neoplasieën. Lai et al. (1999) onderzocht de aanwezigheid van CD43 bij 742 mature B-cel neoplasieën en stelde 

vast dat CD43 expressie op B-cellen suggestief is voor maligniteit. Volgens Lai et al. komt CD43 tot expressie bij 

> 90% van de mantelcellymfomen (MCL), small lymphocytic lymphomas (SLL), chronische lymfatische leukemie 

(CLL), Burkitt lymfoom (BL); bij 20-40% van de nodaal marginale zone lymfomen (NMZL), extranodaal marginale 

zone lymfomen (MALT lymfoom), diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL) en lymfoplasmacytoïd lymfoom (LPL); 

terwijl slechts 0-6 % van de splenisch marginale zone lymfoom (SMZL) en folliculair lymfomen (FL) CD43 tot 

expressie brengen (tabel 1). (19-20) 

 

 

 

 

 

CD43 

expressie bij 

n= 742  

90% +  20-40% +  0-6% +  
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 -  T-cell lymfomen 

-  Mantelcellymfoom  

-  Small lymphocytis   lymphoma  

-  Chronisch lymfatisch leukemie 

-  Burkitt lymfoom 

-  Nodaal en extranodaal marginale 

zone lymfoom 

-  Diffuus large B-cell lymfoom  

- Lymfoplasmacytoid lymfoom 

- splenisch 

marginale zone 

lymfoom 

-  Folliculair 

lymfoom  

 
Tabel 1 naar Lai et al. (1999) (19) 

 

Matutes et al. (2007), Chen et al. (2000) en Contos et al. (1992) hebben ook reeds met vergelijkbare eerder 

kleinschalige studies aangetoond dat een FL CD43 – is terwijl een CLL eerder CD43 + is. (21-23) 

Mitrovic et al. (2009) kwam na een onderzoek bij 119 nieuw gediagnosticeerde DLBCL waarvan er 26% CD43 + 

waren, tot de conclusie dat de patiënten met een CD43 + DLBCL een slechtere overal survival hadden 

vergeleken met de CD43 – DLBCL patiënten (45 versus 76%). (24) 

Ten slotte heeft Jung et al. (2003) geprobeerd om CD43 mee te nemen in het immunologisch scoresysteem voor 

de diagnose van CLL. Door toevoeging van CD43 aan het reeds gebruikte scoresysteem bekwam hij een 

accuraatheid van 98.6% bij het toepassen van het uitgebreide scoresysteem op een groep van 74 CLL patiënten 

en een normale populatie van gezonde vrijwilligers. (25) 

Met de huidige beschikbare onderzoeken kunnen we samengevat stellen dat CD43 een marker is die men kan 

gebruiken bij de differentieel diagnose van een CLL en een FL. Verder kan men CD43 ook gebruiken bij het 

opvolgen van de MRD bij een CLL. CD43 zou ook een eerder negatieve prognostische marker zijn bij een 

DLBCL.  

 

CD79b 

De heterodimeer CD79 bestaat uit CD79a en CD79b. CD79a werd eerder al gebruikt, maar het gebruik van 

CD79b werd in het Jessa laboratorium nog niet eerder toegepast. Dit antigen maakt gebonden aan 

membraanimmuunglobuline van B-cellen deel uit van het antigeen receptor complex. Na binding aan het 

immuunglobuline start een signaaltransductie in de cel die een rol speelt bij de immuniteit. CD79b komt reeds 

vroeg in de uitrijping van de B-cellen tot expressie en blijft ook lang aanwezig, waardoor het als pan-B marker in 

aanmerking komt. (25)  

Zowel Astsaturov et al. (1996) en Chu et al. (2001) toonden aan dat CD79b nuttig kan zijn bij de diagnose van 

een B acute lymfatische leukemie/B lymfoblastisch lymfoom (B-ALL/LBL) type  precursor B-cel acute lymfatische 

leukemie (pre-B-ALL) gezien CD79b bij deze blastaire cellen reeds tot expressie komt in tegenstelling tot de 

expressie van de andere pan-B markers die meestal nog negatief is. (26-27)  

Garcia Vela et al. (1999) toonde in een kleinschalig onderzoek aan, waarbij men de expressie van CD79b op 40 

CLL patiënten is nagegaan, dat de expressie van CD79b bij 92.5% ofwel negatief (42.5%) ofwel gedimd (50%) is. 

Waarmee men aantoont dat bij een CLL CD79b negatief of weak is. Matutes et al. (2002) toonde vergelijkbare 

resultaten aan. (28-29) 

Diezelfde Matutes et al. (2007) en Moreau et al. (1997) testten ook de mogelijkheid uit om CD79b toe te voegen 

aan het immunologisch scoresysteem voor CLL’s (tabel 2). Hierbij paste men het scoresysteem toe op een groep 

van 298 CLL en 166 non-CLL patiënten. Bij het oorspronkelijk scoresysteem, waarbij men een score krijgt voor 

de volgende karakteristieken: CD5 +/ CD23 +/ FMC7 -/ SmIg weak (IgM of IgD)/ CD22 – of weak, bekwam men 

een accuraatheid van 91,8% indien men voldeed aan 4 of meer van de vereiste karakteristieken. Bij toevoeging 

van CD79b – of weak aan de criteria bekwam men een accuraatheid van 96,6%. Echter indien men CD22 verving 

door CD79b verkreeg men blijkbaar een accuraatheid van 96.8% met de voorwaarde dat er maar aan 3 of meer 

criteria voldaan moet zijn. Het betreft ditzelfde scoresysteem waarbij Jung et al. (2003) een accuraatheid van 

98.6% beweert te bekomen door toevoeging van CD43 aan al de criteria. Dit betrof echter een veel 

kleinschaligere studie dan de studie van Matutes et al. (2007) en men vergeleek ook een populatie van CLL 

patiënten met een gezonde populatie. (21,25,30) 
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Tabel 2: immuunfenotypisch scoresysteem voor CLL naar Matutes et al. (2007) (25) 

 

Uiteindelijk kan men besluiten dat CD79b te gebruiken is als een pan-B marker. CD79b kan helpen bij de 

diagnose van B-ALL/LBL type pre-B-ALL en bij de diagnose en MRD van CLL. 

 

CD81 

CD81 is een tetraspanine dat behoort tot een groep van nauw aan elkaar gerelateerde membraan proteïnes 

(CD9, CD37, CD53, CD81). Deze tetraspanines komen vrij aan het oppervlak voor of in interactie met andere 

proteïnes. Ze hebben verschillende functies en spelen bijgevolg een rol bij de celadhesie, de celactivatie, de 

celproliferatie en eveneens bij de celmigratie. Zo blijkt het CD9 en CD81 te dalen wanneer een cel klaar is voor 

migratie van het beenmerg naar het perifeer bloed. (31-32) 

Barrena et al. (2005) deed onderzoek naar het expressiepatroon van de tetraspanines in een gezonde populatie 

leukocyten (figuur 2). (31)  

 

 
 

Figuur 2: Expressiepatroon tetraspanines in gezonde leucocyten (31) 

 

Vervolgens bestudeerde Barrena et al. (2005) het expressiepatroon van CD81 en de andere tetraspanines bij 67 

patiënten met de nieuwe diagnose van een klonale B-cel neoplasie geclassificeerd volgens de WHO classificatie 

op basis van de kliniek, morfologie, immunofenotypering en moleculaire diagnostiek. Hieruit kon men 

concluderen dat CD81 een onderexpressie vertoonde op de CD34+ precursorcellen bij B-ALL/LBL type pre-B-

ALL. Tevens merkte men een onderexpressie van CD81 op bij CLL. Een andere bemerking die opviel is dat een 

lagere expressie of volledig verlies van expressie van CD9 en CD81, zoals eerder reeds aangetoond bij andere 

carcinoma’s ( Miyake et al. (1995)), gepaard gaat met een eerder slechtere prognose door grotere kans op 

metastasen. (31,33) 

Een deel van de studie van Barrena et al. (2005) werd door Muzzafar et al. (2009) herhaald met een grotere 

populatie (n= 98 nieuwe pre-B-ALL patiënten en 139 MRD stalen). Zij stelden de volgende criteria op als 

threshold voor de diagnose van pre-B-ALL: Indien > 10% van de CD19+/CD34+ progenitorcellen een gedaalde 

CD81 expressie hebben of indien er discrete clusters met een onderexpressie van CD81 kunnen aangetoond 

worden kan men de diagnose van pre-B-ALL stellen (figuur 3). Met dit criterium behaalt men een sensitiviteit van 

87% en een specificiteit van > 99%. Voor de MRD diagnostiek adviseert men wel om altijd rekening te houden 

met minstens 2 markers om vals positieve resultaten te vermijden. Hier merkt men ook op dat vooral de CD34+ 

pre-B-ALL cellen een onderexpressie van CD81 kennen vergeleken met de CD34- pre-B-ALL cellen. (34) 
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Figuur 3: CD81 expressie bij normale hematogonen (A,B) en bij pre-B-ALL (C) (33) 

 

Uit een zeer recente studie van Paiva et al. (2012) blijkt dat CD81 ook een prognostische factor is bij een 

plasmacel myeloom (PCM). Zo blijken de CD81- MM een langere progression free survival en een betere overall 

survival te hebben vergeleken met CD81+ PCM (figuur 4). (35) 

  

 
 

Figuur 4: CD81 expressie bij MM (35) 

 

CD81 blijkt dus nuttig te zijn bij de diagnose en opvolging (MRD) van B-ALL/LBL type pre-B-ALL en CLL waarbij 

men telkens een onderexpressie van CD81 zal waarnemen. Verder zal na verder onderzoek CD81 misschien 

ook een rol kunnen spelen bij de prognostische classificatie van PCM.  

 

CD200 

Het membraan glycoproteïne CD200 heeft een inhiberend effect op de myeloïde celactivatie, op de activatie van 

NK-cellen en op de macrofagen.  

Deze marker wordt door Palumbo et al. (2009) voorgedragen als een handige marker voor het onderscheid te 

maken tussen een CLL en een MCL bij een CD5+ B-lymfocytose. Men merkt op dat de huidige criteria die 

konden helpen bij het maken van deze differentiatie, zoals CD23-, FMC7+, Cycline D1+ en de moleculaire 

afwijking t(11;14), allen sporadisch tekortschieten bij de diagnose van een MCL. Terwijl zijzelf in een studie met 

79 B-CLL en 14 MCL patiënten aangetoond hebben dat CD23 bij 43% van de MCL positief bleek te zijn, terwijl 

er slechts 21% CD200+ was (tabel 3). Deze 3 MCL gevallen met CD200+ bleken ook allen een zeer lage MFI te 

hebben. Bijgevolg stelde Palumbo et al. een criterium op voor MCL waarbij expressie van CD200 – of weak is. 

(36) 

 

 CLL (n=79)  MCL (n=14)  

CD23 +  79  6  
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CD200 +  79  3 (lage 

intensiteit)  

 
Tabel 3 naar Palumbo et al. (2009) (36) 

 

Brunetti et al. (2009) en El Desoukey et al. (2012) toonden allebei aan dat CD200 ook een hoge expressie bij 

hairy cell leukemia (HCL) vertoont. (37-38) 

Men kan dus concluderen dat CD200 kan gebruikt worden voor de diagnose van een MCL (CD200 -) en bij een 

HCL (CD200 ++). Ook is CD200 een nuttige marker bij de diagnose en opvolging van CLL patiënten. 

 

LAIR-1 

Leukocyt-associated immunoglobuline-like receptor-1 (LAIR-1) oftewel CD305 komt op bijna alle cellen van het 

immuunsysteem tot expressie en speelt een rol bij verschillende acties van de immuunrespons. (39-40)  

Van der Vuurst de Vries et al. (1999) beschreef de expressie van LAIR-1 op de verschillende subpopulaties van 

de B-cellen in zowel beenmerg, perifeer bloed als kliermateriaal. Hieruit maakt men de suggestie dat de memory 

B-cellen eventueel nog verder onder te verdelen zijn in subpopulaties. Verder onderzocht men de LAIR-1 

expressie bij een groep patiënten met een B-neoplasie waaruit men kon concluderen dat LAIR-1 over het 

algemeen positief is bij B-ALL/LBL en CLL, terwijl deze marker net negatief is bij PCM. (40)  

Böttcher et al. (2010) stelt dat LAIR-1 kan helpen bij de diagnose van HCL waarbij de expressie van LAIR-1 

duidelijk gestegen is (figuur 5). (10) 

 

 
 

Figuur 5: LAIR-1 expressie (10) 

 

Finaal kunnen we stellen dat bij een HCL de expressie van LAIR-1 sterk positief is. 

 

CD35 

CD35 of complement receptor-1 zorgt voor een negatieve regulatie van de complement cascade. In deze 

molecule bevindt zich eveneens het Knops-antigen dat deel uitmaakt van het 25ste bloedgroepsysteem. 

Guc et al. (2000) toonde aan dat CD35 tot expressie komt op alle hematologische neoplasieën (acute myeloïede 

leukemie (AML), chronische myeloïede leukemie (CML), ALL en CLL) maar dat er blijkbaar een iets lagere CD35 

expressie is bij AML, dit verschil was echter niet significant. (41) 

Casasnovas et al. (2003) kon met behulp van 7 markers waaronder CD35 een classificatiesysteem opstellen voor 

AML waarbij hij een onderverdeling van 5 subtypes AML onderscheidde. Uit zijn onderzoek op 909 AML 

patiënten kon hij verder concluderen dat een fenotype met CD35+ of CD36+ in combinatie met CD15+ altijd 

wijst op een AML met een monocytaire component. (42) 

Van der Velden et al. (2010) adviseert CD35 als een marker voor de monocytaire uitrijping die men kan 

gebruiken bij de differentiatie tussen onrijpe monocytaire en myeloïde cellen. 

Ortolani (handboek) beschrijft een gedaalde expressie of helemaal geen expressie van CD35 op de neutrofielen 

bij MDS. (43) 

CD35 kunnen we dus mogelijks gebruiken als monocytaire marker bij AML en als criterium voor de interpretatie 

van MDS.  

 

CD64/CD65 
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CD64, een Fc-gamma-receptor die met hoge affiniteit IgG-type antistoffen bindt en dus een belangrijke rol speelt 

bij zowel de humorale en de cellulaire immunologische respons en CD65, een fucoganglioside dat het ligand voor 

CD62 vormt en via deze wel een rol heeft bij de celadhesie, zijn in de literatuur regelmatig samen bestudeerd in 

kader van MDS diagnostiek via flowcytometrie. 

Mattaraz et al. (2008) vergeleek de flowcytometrische immunofenotypering van 50 MDS patiënten met die van 

29 normale of reactieve beenmergstalen. Hieruit werd de conclusie getrokken dat bij de MDS patiënten de 

CD34+ cellen een hogere expressie van CD117 en CD13 vertonen, terwijl er een lagere expressie van CD64, 

CD65 en CyMPO optreedt. (44) 

In een andere studie toont Mattaraz et al. (2010) aan op een populatie van 59 MDS patiënten dat bij MDS de 

monocyten een gedaalde expressie van CD64 vertonen (16-34%), terwijl de uitrijpende neutrofielen een lagere 

expressie vertonen van CD15, CD65 en CyMPO (39-43%). 

Stetler-Stevenson et al. (2001) vermeldt tevens een gedaalde expressie van CD64 op de neutrofielen bij MDS. 

(45-46) 

Van der Velden et al. (2010) toont dan weer aan dat CD64 reeds vroeg in de monocytaire uitrijping tot 

expressie komt waardoor deze marker kan gebruikt worden bij de differentiatie tussen monocytaire versus 

myeloïde progenitorcellen bij AML. Ortolani suggereert eenzelfde betekenis voor het gebruik van CD64 bij AML. 

(12,43) 

In een onderzoek met 30 AML patiënten waaronder 4 AML patiënten met extravasculaire infiltratie toont 

Noguchi et al. (2001) aan dat de 4 casussen met extravasculaire infiltratie een significante stijging van CD65 

expressie vertoonden. Waardoor ze suggereren dat CD65 een kritisch adhesiemolecule is voor extravasculaire 

AML infiltratie en dus potentieel prognostisch een slechtere outcome geeft. (47) 

Suárez et al. (2011) beschreef 2 casussen van congenitale ALL met een afwijking in het MLL-gen, CD10 – 

expressie en de aanwezigheid van een bifenotypisch karakter (zowel lymfoïede als myeloïde markers (CD65+)) 

op de ALL cellen, met beiden een fatale afloop. Dit fenotypisch en genotypsich karakter blijkt volgens hen een 

slechte prognose te hebben. (48) 

Ondanks de tot nu toe beperkte resultaten kunnen we dus stellen dat CD64 kan gebruikt worden bij AML voor 

te differentiëren tussen monocytaire versus myeloïde cellen. Verder blijkt dat er bij de 

immunoflowcytometrische diagnostiek bepaalde patronen kunnen teruggevonden worden. Zo is er mogelijks een 

gedaalde expressie van CD64 op de monocyten, terwijl er ook een gedaalde expressie van CD65 op de 

uitrijpende neutrofielen kan voorkomen. Tevens kan men bij MDS een gedaalde expressie van zowel CD64 en 

CD65 terugvinden op CD34 + progenitorcellen. Al deze patronen zijn echter niet bij elke MDS aanwezig en bij 

de diagnose van MDS is het dus belangrijk om verschillende factoren (zoals cytomorfologie, kliniek, 

immunofenotype, …) samen te interpreteren. 

 

 

CD71/CD105 

CD71 en CD105 zijn beide erytroïede markers. CD71 is een transferrine receptor proteïne dat een functie heeft 

bij de Fe-homeostase, met name met de Fe-inbouw in de cellen. Terwijl CD105 een endogline is dat een 

onderdeel vormt van het Transforming Growth Factor Beta complex en zo een rol heeft bij de vasculaire 

homeostase. (49-50) 

Beide markers komen reeds vroeg tijdens de erytroïede uitrijping tot expressie en verdwijnen allebei eerder laat 

tijdens de uitrijping zodat beide markers bij de mature erythrocyt terug volledig verdwenen zijn. (Marsee et al. 

(2010) en Van der Velden et al. (2010)). (12,49) 

Lammers et al. (2002) komt tot gelijkaardige resultaten en toont aan dat er bij Ep-CAM, een marker die vroeg 

tijdens de erythropoïese tot expressie komt, bijna altijd een co-expressie optreedt van zowel CD71 als CD105. 

Waardoor men kan concluderen dat beide antigenen een marker zijn voor de vroege erythropoïese en als 

marker voor erythroblasten kunnen dienen bij AML (cf. Bühring et al. (1999)). (51-52) 

Ortolani beschreef ook een CD71+ immunofenotype bij acute erytroïede leukemie (type AML-6 volgens de FAB 

classificatie). (43)  

Tevens bemerkte Della Porta et al. (2006) in een onderzoek waarbij de expressie bij 104 MDS patiënten 

vergeleken werd met deze bij 69 andere pathologieën en 19 gezonde controlestalen, dat er een stijging is van de 

CD105 expressie bij MDS en een daling van CD71 expressie. Ook werd er aangetoond dat er een stijging kan 

zijn van de H-ferritine expressie bij MDS. Deze bemerking leunt aan bij de bevinding dat er bij MDS vaak een Fe-

overbelasting is van de erythroïede cellijn. Op basis van deze 3 markers (CD71, CD105 en H-ferritine) hebben 

Della Porta et al. (2006) een functie gemaakt waarmee de erythroïede dysplasie kan aangetoond worden (figuur 

6). (53) 

 

 
Figuur 6: functie voor erytroïede dysplasie (53) 

 

Bij een score > 0 is er sprake van erythroïede dysplasie terwijl een score van < 0 wijst op afwezigheid van 

erythroïede dysplasie. Deze score zou eventueel nuttig kunnen zijn bij de interpretatie van MDS. (53)  
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Della Porta et al. (2011) beschreef ook in een review enkele kenmerken die kunnen voorkomen bij MDS 

waaronder dus de stijging van CD105 expressie terug komt. Net zoals een gedaalde CD71 expressie in 

combinatie met een gestegen H-ferritine expressie. Ook een aberrante expressie van CD64 wordt beschreven 

(tabel 4). (54) 

 

 
 

Tabel 4 naar Della Porta et al. (2011) (54) 

 

Ondanks de recente innovaties is er over de verschillende nieuwe markers nog niet veel beschreven in de 

recente literatuur meer bepaald over hun gebruik in de flowcytometrische immunofenotypering voor 

hematologische neoplasieën. Uit deze literatuurstudie blijkt toch een zeker voorlopig overzicht over het 

potentieel gebruik voor deze markers. De 5 markers gebruikt in het B-CLPD panel zijn ook door het EuroFlow 

consortium voorgesteld en deze kunnen een mooie bijdrage leveren in de diagnostiek van de mature B-cel 

neoplasieën (tabel 5). (1) 
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Tabel 5: Gemiddelde MFI per ziekte categorie in referentie casussen (1)  

 

Over de nieuwe markers uit het AL-/MDS- panel is er in de literatuur tot op heden een beperkt aantal aan 

artikels verschenen. Het betreft weliswaar een topic waar men de laatste jaren meer onderzoek naar opgestart 

is. Voor de interpretatie van flowcytometrische resultaten van de heterogene groep MDS stelt men tot nu toe 

voornamelijk bepaalde patronen van afwijkingen in het normale expressiepatroon voor, die al dan niet aanwezig 

kunnen zijn in het immunofenotype van een MDS patiënt. Het is dus belangrijk om een overzicht te verkrijgen 

over alle verschillende patronen die op dysplasie in 1 van de 3 cellijnen zouden kunnen wijzen en die zich 

bijgevolg kunnen manifesteren bij MDS. Hiervoor is er nog meer literatuurstudie vereist, waarna men aan de 

hand van de potentiële afwijkende patronen kan nagaan of deze patronen ook terug te vinden zijn in onze 

resultaten. Om vervolgens in het Jessa laboratorium een eigenhandige lijst met mogelijke criteria te creëren die 

een zekere leidraad kunnen vormen bij het interpreteren van de flowcytometrische resultaten bij vermoeden van 

MDS.  

 

 

3) Hoe verloopt de integratie in het Jessa Ziekenhuis van de gemodificeerde EuroFlowpanels op de 

8-kleuren flowcytometer? 
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Na grondige selectie van de verschillende panels hebben we in het Jessa ziekenhuis besloten om te starten met 

de validatie van het B-CLPD panels en het PCD-panel, gezien deze twee pathologiegroepen het meest frequent 

voorkomen.  

 

Eerst zijn we gestart met de instrument set-up, hierbij zo goed mogelijk rekening houdend met de adviezen en 

richtlijnen van het EuroFlow consortium in navolging van de standaardisatie van de instrumentinstellingen. We 

zijn gestart met het instellen van de EuroFlow configuratie. Vervolgens is er een baseline gedefinieerd met behulp 

van CS&T Beads (BD Biosciences). In een volgende fase hebben we een performance check uitgevoerd om de 

stabiliteit en validiteit van de baseline na te gaan. Daarna werden de PMT (photomultipliers tubes) voltages voor 

de doelwitkanalen van lichtverstrooiing ingesteld volgens de EuroFlow procedure. Deze laatste drie stappen 

moet gebeuren bij de installatie van het toestel, bij elk halfjaarlijks onderhoud en na elke dringende interventie.  

Vervolgens stelt men de fluorescentiecompensatie in met compensatiebeads. Dit moet gebeuren om te 

corrigeren voor fluorescentie “Spill over” van fluorochromen in andere detectoren dan deze waar het 

fluorochroom gemeten wordt. Door te compenseren wordt het fluorescentiesignaal van een fluorochroom 

verwijderd uit alle detectoren, behalve de detector waar het fluorochroom gemeten wordt. Een correcte 

compensatie is bijvoorbeeld essentieel om “dim” populaties te onderscheiden van negatieve populaties. Deze 

fluorescentiecompensatie moet uitgevoerd worden na aanpassing van de baseline, of na lotwijziging van 

monoklonalen met tandemfluorochromen PE-Cy7 en APC-H7 gezien dit minder stabiele fluorochromen zijn. 

Er werd besloten om 2 maal per week een controle van de instrumentinstellingen uit te voeren. Dit wordt 

gedaan door halfwekelijks een performance check te doen met CS&T Beads (BD Biosciences). Hierbij worden de 

instellingen automatisch geüpdatet met de FACSDiva software.  

 

Daarna zijn we overgegaan tot de validatie voor het correct uitvoeren van flowcytometrische bepalingen. 

Hiervoor hebben we gebruik gemaakt van immuno-Trol controlecellen (Beckman Coulter) en BD Stem Cell 

Control Kit (BD Biosciences) voor de bepaling van respectievelijk de lymfocytensubsets en de CD34+ 

hematopoïetische stamcellen te valideren. Dit werd gedaan door de within sample precisie, between sample 

precisie of repeteerbaarheid en de between day precisie of reproduceerbaarheid na te gaan. Deze resultaten 

lagen allemaal binnen de vooropgestelde criteria. Hieropvolgend hebben we een correlatie uitgevoerd tussen de 

verschillende flowcytometers. 

 

Vervolgens hebben we de validatie uitgevoerd van de diagnostische juistheid van de nieuwe gemodificeerde 

EuroFlowpanels op de 8-kleuren FACSCanto II (BD Biosciences). Zoals eerder vermeld hebben we dit reeds 

voltooid voor het B-CLPD panel en voor het PCD-panel.  

Voor deze validatie hebben we enkele stalen dubbel geanalyseerd, éénmaal met de huidige in-house panels op de 

“oude” flowcytometers en éénmaal met de nieuwe gemodificeerde EuroFlowpanels op de 8-kleuren FACSCanto 

II (BD), waarbij deze resultaten vergeleken zijn op basis van overeenkomst in diagnose. Er werd steeds dezelfde 

diagnose gesteld met de resultaten bekomen aan de hand van de 2 afzonderlijke analysemethodes. Uit deze 

validatie kon besloten worden dat men voor deze panels de verandering naar de nieuwe techniek kon invoeren 

en er werd besloten om op 02/01/2012 te starten met het gebruik van de gemodificeerde EuroFlowpanels voor 

de diagnostiek en follow-up van mature B-cel en plasmacel neoplasieën. 

 

De volgende stap bestaat uit de validatie van het T-CLPD panel, het NK-CLPD panel en het AL-/MDS-panels.  

Voor de validatie van het acuut-/MDS-panel is eventueel nog meer literatuuronderzoek nodig naar de specifieke 

afwijkingen die zich allemaal kunnen voordoen bij een MDS.  

 

 

 

 

 
4) Zien we reeds veranderingen, al dan niet positief of negatief van aard? 

 

Ondertussen zijn we gestart met het in gebruik nemen van het B-CLPD panel en het PCD-panel in de routine 

sinds 02/01/2012. De resultaten zijn overzichtelijk en gemakkelijk te interpreteren. Na een periode van 2 

maanden kunnen we het gebruik van de nieuwe gemodificeerde panels in de routine aan een eerste evaluatie 

onderwerpen. De volgende bemerkingen kunnen gemaakt worden: 

 

- Bij de evaluatie voor het invoeren van de (gemodificeerde) EuroFlow panels en de standaardisatie is 

er de vraagstelling gerezen of er door de invoering van een oriënteringsbuis (LSTb-buis) een daling 

kan optreden van het aantal markers, die per patiënt geanalyseerd moeten worden. Er wordt 

immers bij vermoeden van een mature B-cel neoplasie op basis van de anamnese en het klinisch 

onderzoek vanuit de kliniek regelmatig flowcytometrie op perifeer bloed, beenmerg of klierweefsel 

aangevraagd om deze pathologie uit te sluiten of te bevestigen. Bij deze aanvragen werd bij de 

vroegere in-house panels in één fase onmiddellijk 27 markers ingezet. Dit in tegenstelling tot de 

nieuwe methode waarbij er gestart wordt met een oriënteringsbuis, die 11 antistoffen bevat. Uit de 

resultaten van deze oriënteringsbuis kan men de aanwezigheid van een monoklonale neoplasie 
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bevestigen of uitsluiten en zo beslissen of er een bijkomend antistofpanel moeten ingezet worden 

voor classificatie. Indien er via de oriënteringsbuis kan aangetoond worden dat er geen 

hematologische neoplasie aanwezig is, heeft men dus slechts 11 antistoffen moeten gebruiken voor 

het specifieke staal. Hierdoor worden de kosten voor de patiënt en voor de maatschappij 

verminderd, wat in deze periode van besparingen in de medische sector zeker als een voordeel kan 

beschouwd worden. Concreet zijn we over een periode van 10 weken (02/01/2012 tem 

09/03/2012) nagegaan welke panels er bij elk staal ingezet zijn. Hieruit bleek dat er bij 46.6% van de 

stalen met vraag naar een mature B-cel neoplasie, geen hematologische neoplasie aangetoond kon 

worden op basis van de LSTb-buis, en is men dus gestopt met de verdere analyse. Daarnaast 

verlaagt de hands-on-time tijd. Want gezien er minder antistoffen ingezet dienen te worden moet 

men ook minder antistoffen pipetteren en duurt de preanalytische fase minder lang. 

- Een bijkomend voordeel van het gebruik van de oriënteringsbuis bestaat in het feit dat men, gezien 

elk staal start met de LSTb-buis, bij aankomst van meerdere stalen een mix van de antistoffen kan 

maken die men vervolgens verdeeld over de verschillende stalen. Dit bespaart ook actieve hands-

on-time tijd op de werkplaats en heeft dus ook een kostenverlagend effect. Gezien het grote 

aanbod van stalen in het Jessa Ziekenhuis kan dit voordelig werken door de werkdruk te verlagen. 

- De medisch laboratorium technoloog is nauwer betrokken bij de interpretatie van de resultaten 

door het gebruik van de oriënteringsbuis. Men moet na de analyse van deze LSTb-buis reeds een 

snelle interpretatie uitvoeren om indien nodig een bijkomend panel in te zetten. Bij twijfel kan men 

altijd een klinisch bioloog contacteren, maar de zelfstandige voorlopige eerste interpretatie wordt 

positief ervaren door de laboranten aangezien ze gestimuleerd worden om meer actief bij het 

proces betrokken te zijn. Bij navraag op de werkvloer blijkt dat de invoer van de nieuwe panels 

positief ervaren worden en dat deze manier van werken de motivatie verhoogt. 

- De LSTb-buis heeft een zeer ruim diagnostisch spectrum. Na de oriëntering heeft men ook reeds 

informatie over een mogelijke plasmacelafwijking en over een mogelijke T- of NK-cel afwijking.  

- Voor de interpretatie van mature B-cel neoplasieën is de aanwezigheid van monoklonaal surface 

kappa of lambda een belangrijke beoordelingsparameter die bij de interpretatie van  de 

flowcytometrische immunofenotypering bekeken wordt. Echter bij mature B-cel neoplasieën is de 

expressie van dit surface kappa of lambda net regelmatig gedaald, dus is het belangrijk dat men 

hiervoor goede antistofmarkers, met een zo goed mogelijke binding, gebruikt. In de nieuwe 

antistofpanels maakt men nu gebruik van reagens met polyklonaal kappa en lambda in de 

oriënteringsbuis, in tegenstelling tot het monoklonaal kappa en lambda dat voorheen gebruikt werd. 

Dit reagens blijkt een betere binding te vertonen dan het eerder gebruikte reagens met 

monoklonaal kappa en lambda. Hierdoor blijken de resultaten meer significant te zijn.  

- Op vlak van kostenefficiëntie moeten we echter nog een grondige evaluatie uitvoeren. Er zijn enkele 

aspecten die we al kunnen aanhalen. Er zijn namelijk regelmatig minder antistoffen nodig door het 

gebruik van een oriënteringsbuis, wat toch een voordeel blijkt van het meerfasen principe in de 

flowcytometrische immunofenotypering  van hematologische neoplasieën. Verder kan men echter 

wel aanhalen dat enkele van de door EuroFlow voorgestelde antistof-fluorochroom combinaties een 

duurdere aankoopprijs hebben. De kostenefficiëntie voor het laboratorium, voor de patiënt en voor 

de maatschappij moet nog verder geëvalueerd worden. Het is hierbij belangrijk dat de andere 

antistofpanels ook bij deze evaluatie mee geëvalueerd kunnen worden.  

 

Na deze eerste evaluatie kan men concluderen dat er vooral positieve opmerkingen zijn bij het gebruik van de 

gemodificeerde EuroFlow panels in de routine. Verdere evaluatie na een langere periode moet zeker nog volgen, 

zeker ook na het invoeren van het T-CLPD en NK-CLPD panel en het AL-/MDS-panel. Tevens zal het opstarten 

van de INFINCYT software nog de nodige opleiding, ervaring en aandacht vereisen in de komende maanden. 

 

TO DO/ACTIONS 

 

1) Opstarten (na validatie) van het AL-/MDS-panel en het T-LPCD en NK-LPCD panel.  

2) Potentiële richtlijnen/criteria ontwikkelen voor de interpretatie van MDS via flowcytometrie.  

3) Data analyse via de INFINICYT software leren gebruiken. 

4) Opstellen en opstarten van PNH op de 8-kleuren flowcytometer volgens de Clinical Cytometry Society 

(CCS) guidelines.  

 

 

ATTACHMENTS 

 

Attachment 1 

 

Zie http://www.euroflow.org/new-protocols.php 

 

- Detailed EuroFlow Standard Operating Procedures (SOPs) for sample preparation and staining 

- EuroFlow Standard Operating Protocol (SOP) for Instrument Setup and Compensation 

http://www.euroflow.org/new-protocols.php
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Attachment 2 

 

EuroFlow Antibody Panels (17) 
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Attachment 3 

 

Nieuwe antistofpanels in het Jessa laboratorium 
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