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Vijfkleurenflowcytometrie: met minder antistoffen meer celpopulaties bepalen

H.H.M. EIDHOF, J. DANNEBERG, W.G.H.J. 't GREFTE, FM. VERHEIJEN en A. MARTENS

Immunofenotypering van cellen met behulp van flow-
cytometrie is een veelgebruikte methode om afwij-
kingen op te sporen in perifeer bloed of beenmerg. De
gebruikte fluorescerende monoklonale antistoffen zijn
in internationale workshops ingeclusterd, zodat er be-
kend is met welke epitopen van de cel ze reageren.
Hierdoor kan na analyse met behulp van de flowcyto-
meter bekeken worden of de cellen een normaal reac-
tiepatroon vertonen, of dat er bijvoorbeeld abnormale
verhoudingen bij de subpopulaties van de lymfocyten
aanwezig zijn (CD4/8-ratio). Met het beschikbaar ko-
men van steeds meer soorten gelabelde antistoffen in
diverse fluorescerende kleuren, wordt het interessant
om te gaan kijken wat bijvoorbeeld vijfkleurenanalyse
oplevert ten opzichte van het gebruik van driekleuren
tegelijkertijd. Bij de lymfocytentypering die in deze
studie gebruikt wordt, is de conclusie dat men meer
informatie krijgt in minder tijd tegen lager verbruik
van monoklonale antistoffen.

Trefwoorden: lymfocytentypering; flowcytometrie; vijf-
kleurenanalyse; monoklonale antistoffen

Op het klinisch laboratorium van de Ziekenhuis Groep
Twente te Almelo wordt dagelijks met behulp van
flowcytometrie onderzoek gedaan naar CD4/8-ratio’s
en lymfocytentyperingen in verband met onderzoek
naar afwijkende immuunstatus of bij onbegrepen
lymfocytose (1). Wij streven hierbij naar het verkrij-
gen van de juiste informatie op een snelle, eenvou-
dige en kosteneffectieve wijze. Voor deze bepalingen
werd eerder gebruik gemaakt van een panel met Fitc-,
PE- of PerCp-direkt-gelabelde monoklonale antistof-
fen (MoAb). Hierbij vond driekleurenfluorescentie-
flowcytometrie plaats van die lymfocytenpopulaties,
die ook in de landelijke SKML-kwaliteitscontrolepro-
gramma’s werden bepaald (2), door onszelf aange-
vuld met HLADr om geactiveerde T-lymfocyten te
kunnen aantonen. Met een nieuwe vijfkleurenflow-
cytometer waarbij gebruik gemaakt wordt van Fitc-,
PE-, ECD-, PerCp- en PC7-gelabelde MoAb’s, is het
nu mogelijk om meer informatie tegelijkertijd te ver-
krijgen. Wij hebben onderzoek verricht naar de meer-
waarde van deze vijfkleurenanalyse. Om dit uit te
zoeken hebben wij een panel bestaande uit twee ana-
lysebuisjes met daarin gelabelde antistoffen in vijf
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verschillende kleuren vergeleken met de gebruike-
lijke driekleurenanalyse met vijf buisjes.

Materialen en methoden

Voor de labeling van de lymfocyten met fluoresce-
rende MoAb’s is gebruik gemaakt van: CD45 PerCp,
CD3PE, CD3 Fitc, CD4 PE, CD5 Fitc, CD8 PE,
CD16 PE, CD19 PE, HLADr PE, allen van Beckton
Dickinson (BD, Woerden, Nederland), en CD19 ECD,
HLADr ECD, CD3 PC7 van Beckman Coulter (BC,
Mijdrecht, Nederland). De volgende flowcytometers
zijn gebruikt: FACSort van BD en de FC500 Cyto-
mics van BC. Als monstermateriaal voor de bepaling
wordt met KsEDTA ontstold volbloed gebruikt, dat
binnen 24 uur na afname werd geanalyseerd.

De gebruikelijke driekleuren-lymfocytenlabeling werd
vergeleken met een vijtkleuren-lymfocytenlabeling (zie
tabel 1 en 2 voor de combinaties). Subpopulaties van
lymfocyten worden vaak op de volgende wijze onder-
scheiden: T-Lymfocyten (CD3-positief); B-Lymfocy-
ten (CD19-pos); T-helper/inducercellen (CD3- ¢én
CD4-positief); T-suppressor/cytotoxische cellen (CD3-
én CD8-positief); NK-cellen (CD3-negatieve, CD16/56-
positieve lymfocyten); CD5-positieve T-lymfocyten en
CD5-positieve B-Lymfocyten. HLADr is naast activa-
tiemarker ook bruikbaar als extra B-lymfocytenmarker.
Zowel bij de drie- als bij de vijfkleurencombinaties
werd alleen gebruik gemaakt van direct gelabelde mo-
noklonale antistoffen. De concentratie van de ge-
bruikte antistoffen is reeds eerder door titratie-experi-
menten geoptimaliseerd. Bij de vijfkleurenlabeling op
de FC500 wordt gebruik gemaakt van een door ons

Tabel 1. Monoklonale antistoffen ingezet bij driekleuren-im-
munofenotypering

Label Buis 1 Buis2 Buis3 Buis4 Buis 5

Fitc CD3 CD3 CDh3 CD3 CD5
PE HLADr CD4 CD 8 CD 16+ 56 CD 19
PerCp CD 45 CDh45 CD45 CD45 CD 45

Tabel 2. Monoklonale antistoffen ingezet bij vijtkleuren-im-
munofenotypering

Label Buis 1 Buis 2

Fitc CDh4 CD5

PE CD 8 CD 16 + 56
ECD HLA Dr CD 19
PerCp CD 45 CD 45

PC7 CD3 CD3
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zelf samengestelde prémix van de 5 betreffende Mo-
Ab’s. Bij de driekleuren-analyse wordt gebruik ge-
maakt van dual en single MoAb’s (meestal 5 pl per
buisje), zoals door de leverancier is aangeleverd.

Zoals blijkt uit tabel 1 en 2, worden er voor het be-
palen van de lymfocytensubpopulaties, bij de drie-
kleurenflowcytometrie 5 buisjes ingezet. Dit aantal is
noodzakelijk omdat in elk buisje CD45-MoAb wordt
toegevoegd om zo een robuuste lymfocyten-‘gating’
te garanderen (CD45 versus zijwaartse lichtverstrooi-
ing, SSC) (2). Deze methode wordt in de inter-
nationale literatuur (3), en ook in de landelijke
SKMI/SKML-protocollen geadviseerd. Bij de vijf-
kleurenanalyse worden twee buisjes ingezet. Bij
beide methoden wordt er per buisje 50 ul bloed ge-
pipetteerd. Na samenvoegen van bloed en MoAb’s
wordt er gemengd en worden de buisjes 12 minuten
bij kamertemperatuur in het donker bewaard. Hierna
wordt er bij de driekleurenanalyse 10 minuten gely-
seerd met 1 ml FACS-lysing (BD), 5 minuten gecen-
trifugeerd bij 400 g en wordt de celpellet geresuspen-
deerd in 1 ml PBS/BSA 0,2%. Bij de vijfkleuren-
analyse wordt er met 1 ml verse, eigen bereide am-
moniumchloride-‘lysing’” gelyseerd. Na mengen en
10-30 minuten incubatie bij kamertemperatuur in het
donker, worden de cellen direct gemeten op de
FC500 met behulp van de aanwezige autosampler.
Dit is de zogenaamde ‘Lyse-No-Wash’-methode.

Resultaten

Met de mogelijkheid van vijfkleurenfluorescentie bij
immunofenotypering van lymfocyten in perifeer bloed,
blijven er naast de verplichte aanwezigheid van CD45
voor een goede ‘gating’ van de lymfocyten en CD3 voor
analyse van T-lymfocyten en LGL-cellen, nog drie mo-
gelijkheden over voor het bepalen van andere lymfo-
cytensubpopulaties. Hierdoor is het dus mogelijk om
met minder buisjes meer te analyseren (zie tabel 3 en
4). Bovendien worden de CD4-positieve lymfocyten
en de CDS8-positieve lymfocyten in hetzelfde buisje
gemeten, zodat eventueel CD4- en CDS-‘dubbelposi-
tieve’ T-lymfocyten ook gezien worden. Dit is bij een
aantal rijpe T-celmaligniteiten van belang (4).

Tabel 4. Vergelijk celpopulaties drie- en vijfkleurenanalyse

Tabel 3. ‘Less is more’

3 kleuren 5 kleuren
‘More’: ‘Less’:
# buisjes nodig 5 2
ul bloed nodig 250 100
ul monoclonalen 75 (€20) 50 (€ 15)
Totale analysetijd 50 30
Analistentijd 25 15
‘Less’: ‘More’:
# lymfocytensubpopulaties 10 14+

Ook is het nu mogelijk om bij beschikking over
goede analysesoftware, via ‘gating’ op subpopulaties,
nog weer verdere onderverdelingen te maken, die
mogelijk interessant zijn bij immunologische afwij-
kingen, maligniteiten of infecties (zie figuur 2). Voor
de algehele interpretatie zijn de gekleurde plotjes heel
geschikt.

Discussie

Met de introductie van de vijfkleurenanalyse, zijn er

ruimere mogelijkheden ontstaan om met weinig on-

derzoeksmateriaal en met minder benodigde antistof-

fen, in kortere tijd meer informatie te verkrijgen. Een

aantal zaken zijn hierbij echter wel van belang:

- de gebruikte apparatuur moet stabiel zijn (vloeistof-
systeem én elektronica)

- de compensatie-instellingen moeten goed afgeregeld
worden en in het hoge en lage gebied lineair zijn

- de gebruikte monoklonale antistoffen moeten getest
zijn op titer en stabiliteit. Men name de tandem-
conjugaten kunnen namelijk uiteenvallen bij ver-
keerd gebruik, hierbij kan bijvoorbeeld een PECY5-
gelabelde antistof CY5 verliezen: het signaal wordt
dan ten onrechte in het PE-kanaal gedetecteerd
waardoor foute interpretaties ontstaan

- instellingen en werking van apparatuur moeten op
relatief eenvoudige wijze te controleren zijn (bij-
voorbeeld met behulp van ‘beads’)

- de te gebruiken analyseprogramma’s moeten de in-
terpretatie eenvoudig maken.

Nr Celpopulatie Selectie op driekleuren- vijtkleuren-
analyse analyse

1 Lymfocyten CD45+, SSC + +

2 T-Lymfocyten Lymfo, CD3+ + +

3 T-helper/inducer T-Lymfo, CD4+ + +

4 T-suppressor/cytotoxisch T-Lymfo, CD8+ + +

5 NK-cellen Lymfo, CD3-,16/56+ + +

6 LGL-cellen Lymfo, CD3+,16/56+ + +

7 CD5-pos T-lymfocyten Lymfo, CD19-,CD5+ + +

8a B-Lymfocyten Lymfo, CD19+ + +

8b B-Lymfocyten Lymfo, CD3-, HLADr+ + +

9 CD5-pos B-Lymfocyten Lymfo, CD19+,CD5+ + +

10 Geactiveerde T-Lymfocyten T-Lymfo, HLADr+ + +

11 CD4+,8+-dubbelpos lymfocyten T-Lymfo, CD4+,CD8+ - +

12 Geactiveerde T-helper/inducer T-Lymfo, CD4+,HLADr+ - +

13 Geactiveerde T-suppr/cytotoxisch T-Lymfo, CD8+,HLADr+ +

14 CD3+,CD5-lymfocyten T-Lymfo, CD5- +

15 LGL-subpopulaties (4) LGL-cellen - +
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Figuur 1. Normaal perifeer bloed.

Natuurlijk zijn bovengenoemde zaken ook voor drie-
kleurenflowcytometrie van belang. De complexiteit
van interpretatie, de instellingen en compensatiepro-
cedures nemen echter toe bij vijfkleurenflowcytome-
trie. Betrouwbaarheid van het systeem is juist in deze
situatie van groot belang; afwijkingen veroorzaakt
door technische problemen zijn vaak niet in een oog-
opslag zichtbaar. Indien men echter de driekleuren-
analyse goed beheerst, is de overstap naar vijfkleuren-
analyse geen groot probleem en in onze ervaring
goed te doen. De vijfkleurenanalyses werden in onze
situatie uitgevoerd op een FC500-flowcytometer. Bij
validatie bleek dit apparaat aan de hiervoor opgege-
ven criteria te voldoen. In de figuren 1 tot en met 4
zijn er voorbeelden weergegeven van de mogelijk-
heden met deze meerkleurenanalyse. Belangrijk is
steeds om de geanalyseerde data op een inzichtelijke
manier middels deze plotjes weer te geven. Zo wordt
er door ons altijd een plotje gemaakt waarin een anti-
stofreactie uitgezet wordt tegen de ‘side scatter’ van
de onderzochte cellen. Dit levert bijvoorbeeld bij de
analyse van de ‘hairy cellen’ (figuur 3) de aanwijzing
op dat er B-cellen aanwezig zijn met een verhoogde
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‘side scatter’, wat karakteristiek is voor villeuze B-
cellen (vergelijk met figuur 1). Tevens biedt deze me-
thode meer mogelijkheden om nieuwe toepassingen
met verdere subsetanalyse te gaan uitvoeren. In figuur
2 zijn bijvoorbeeld een aantal LGL-subsets te zien,
waarvan momenteel de betekenis nog niet geheel dui-
delijk is.

Voor leukemie- en lymfoomdiagnostiek en voor mini-
male restziekte, is de vijfkleurenanalyse ook van
grote waarde omdat hierbij meer specifiek afwij-
kende en relatief kleine aantallen cellen gedetecteerd
kunnen worden.

Conclusie

In vergelijking met de gebruikelijke driekleuren-ana-

lyse, biedt vijfkleuren-analyse een aantal voordelen:

- minder monoklonalenverbruik

- minder patiéntenmateriaal nodig

- meer subpopulaties aantoonbaar

- meer mogelijkheden voor leukemie-/lymfoomdia-
gnostiek en onderzoek naar minimale restziekte

- sneller

- goedkoper
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Verder zijn de eisen die gesteld worden aan de appa-
ratuur wat hoger en vereist de interpretatie van de re-
sultaten bij de analisten wat meer inzicht.
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Summary

Flowcytometrics: detection of more cellpopulations with less
antibodies. Eidhof HHM, Danneberg J, Grefte WGHJ 't, Ver-
heijen FM and Martens A. Ned Tijdschr Klin Chem Labge-
neesk 2004; 29: 317-321

Immunofenotyping of cells by flowcytometry is a widely used
method for screening on abnormalities in blood or bone
marrow. The fluorescent monoclonal antibodies used here,
were assigned in international workshops and CD specificities
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Figuur 4. Lymfocyten gate bij B-CLL.

are known. Therefore we can see if the cells have a normal
staining pattern or weather there are abnormal subpopulations
of lymphocytes present in the tested material (CD 4/8 ratio).
Today a continuous increasing number of diversely labelled
antibodies for immunofenotyping cells by flowcytometry is
available. That’s why it is interesting to see, what are the
advantages of typing with five colour flowcytometry versus
three colour. When typing lymphocytes, like we did in this
study, our conclusion is that we get more information in less
time with use of less antibody.

Key words: Lymphocyte typing; flowcytometry; five colour;
monoclonal antibodies
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