
Region Statistics

Log Data Units: Linear Values
Tube: #1/ISOTYPKONTROLLE 1
Gate: No Gate
Total Events: 100000

Region Events % Gated
R1 43123 43.12
R2 2085 2.08
R3 46204 46.20
R4 47911 47.91
R5 4476 4.48
R6 444 0.44
R7 227 0.23
R8 23448 23.45
R9 5743 5.74

R10 30264 30.26

R1

R2

R3
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SCATTERPLOT

25% aller Events 
dargestellt

Tipp
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25% aller Events dargestellt

MARKER VS. FSC I

Tipp
Die Isotypkontrollen fallen für die verschiedenen Subklassen recht unterschiedlich aus. Es macht also durchaus Sinn, verschiedene IgG-Klassen und verschiedene Farben als Negativkontrolle anzusetzen.
Noch besser wäre, man hätte alle AK in IgG1 zur Verfügung.

Bei größeren Panels hat man natürlich die Möglichkeit, auf Isotypkontrollen zu verzichten und eindeutig negative Marker als Isotypkontrollenersatz zu betrachten.

Tipp
Die linke, FSC große und CD45 starke Population werden wohl Monozyten sein.
Zusätzlich findet man aber auch eine kleinere, CD45 noch stärkere Population.
Das könnten große B-Zellen sein, Doubletten, ev. auch CD14 schwache Monos, denn die sind 45 etwas stärker als normale (aber nicht um so viel wie in dem gezeigten Beispiel).


Tipp
Auch in der HLA-DR Expression kann man bei den größeren Zellen 2 Population unterscheiden.
Wieder wird die schwächere aus Monozyten bestehen. Die stärkere ev. aus großen B-Zellen.
Auch die CD14-schwachen Monos sind HLA-DR stärker als die normalen Monos. Kann man also auch noch nicht gänzlich ausschließen. Was aber gegen diese spricht ist auch , dass CD14-schwache Monos eher kleiner sind als normale Monos.
Also doch große B-Zellen. 
Aber mit dem 20er haben wir keine großen B-Zellen bemerkt.

Tipp
Mit dem 20er werden die B-Zellen gut dargestellt. Große B-Zellen scheint es kaum zu geben.

Tipp
Mit dem 5er zeigen sich vereinzelte große Events. Ich nehme an, das sind eher T-Zell-Doubletten als große T-Zellen.

Tipp
Diese Sprechblase steht auf den kappa-B-Zellen. Die anderen schwächer kappa-positiven Events sind unspezifische Anfärbungen von Monozyten (größere Zellen) und Lymphozyten (kleinere Zellen, vielleicht NK-Zellen).

Tipp
Bei Lambda ist es wie bei kappa.
 Was Ihnen vielleicht auffällt: Die als kappa-B-Lymphozyten bezeichneten Zellen sind etwa gleich stark positiv wie die lambda-B-Lymphozyten. Die als unspezifisch Leichtketten-positiv bezeichneten Haufen sind in der kappa-Färbung aber etwas stärker als in der lambda-Färbung.
Das würde gut zum Konzept der unspezifischen Färbung dieser Haufen durch Anlagerung von Serum-Immunoglobulinen passen, denn im Serum gibt es ja auch meist etwas mehr Kappa als Lambda--Immunoglobuline.

Tipp
Einige CD10-positive kleine bis mittelgroße Zellen.
Ist ja Knochenmark, könnten B-Zellvorstufen sein. Kommt aber auch im Blut häufig vor.
Bei den größeren Zellen könnten es auch ins MNC Gate gerutschte Neutrophile Granulozyten sein (ganz allgemein gesagt, nicht in diesem Fall, wo die MNC gut abgegrenzt sind).

Tipp
Hier finden Sie Zellen, die sich mit Ig2-PE rel. deutlich unspezifisch anfärben. Welche das sind, kann ich auch nicht sicher sagen, vielleicht NK-Zellen.

Tipp
Die Monozyten. Relativ groß und CD14 stark positiv. 

Tipp
Es gibt aber auch noch große Zellen im MNC Gate, die sich nicht mit CD14 anfärben. Könnten prinzipiell CD14-negative Monos sein. Aber wenn die vermehrt sind, gibt es meist eine schmierende Population von den 14 starken bis zu den 14 negativen. 

Tipp
CD5+ kleine Zellen. Meist T-Zellen. NK-Zellen sind meist CD5 negativ.
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25% aller Events dargestellt

MARKER VS. FSC II

Tipp
Bei den monoklonalen, bei denen kappa in FITC und lambda in PE gefärbt wurde, kann man Intensitätsunterschiede zwischen kappa und lambda schwerer interpretieren.
Es hat - auch zur Beurteilung klonaler Veränderungen - Vorteile, die Leichtketten in der gleichen Farbe anzusetzen. Aber natürlich hat auch die Doppelfärbung ihre Vorteile (z.B. leichtere Erkennung doppelt Positiver).

Tipp
Mit dem 103er färben sich oft ein paar Lymphos an. Das ist deswegen noch keine Haarzellleukämie. Das muss man gegen einen B-Zellmarker beurteilen.

Tipp
Bei CD20/FSC haben wir keine große B-Zellpopulation finden können. Mit CD19/FSC sieht man aber auch größere Zellen.
Unserer Erfahrung nach sind diese CD19+/CD20-/FSCgrößeren Zellen aktivierte (manche nennen es auch wahrscheinlich treffender präplasmazytoide) B-Zellen.
Da wir keinen Sorter haben, können wir es nicht beweisen, aber wir halten diese Zellen für die auffällig tiefblauen Lymphos, die man manchmal im Mikroskop sieht. 

Tipp
Normale B-Zellen: sollten CD79 positiv sein und sind es auch.

Tipp
Das sind aktivierte T-Zellen und rechts davon, HLA-DR stärker und im FSC etwas niedriger, die B-Zellen.

Tipp
Da sind die B-Zellen.

Tipp
CD5 in APC. Kommt so stark wie PE (ist ein anderer Antikörper als der in PE verwendete).
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CD19/CD20 VS K/L

25% aller Events dargestellt
Leichtkettenantikoerper polyklonal

Tipp
Wunderschön polyklonale B-Zellpopulation. 
Man sieht aber auch, dass es 20 etwas stärkere B-Zellen gibt.
Auf der nächsten Seite wird man sehen, dass die etwas größer als die anderen B-zellen sind.



Marker Events % Gated % Total
All 4448 100.00 4.45

M1 1658 37.28 1.66

Gate: G5

Marker Events % Gated % Total
All 4327 100.00 4.33

M1 2657 61.41 2.66

Gate: G5

R6

R5

R5

R6

M1

M1
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KAPPA LAMBDA

LEICHTKETTEN AUF ZELLPOPULATIONEN BESTIMMTER GROESSE 
UND CD20 EXPRESSION

K/L AUF B-SUBGR. 20/FSC

25% aller Events dargestellt, Eingangsgate G3 (MNC)
Leichtkettenantikoerper polyklonal

Tipp
Die kleineren (obere Plots) und die größeren, CD20 etwas stärkeren B-Zellen (untere Plots)  sind polyklonal.

Das könnte aber auch anders sein. Die etwas größeren B-Zellen könnten die pathologische Population sein. Das würde man aber durch die vorgestellte Gating-Strategie erkennen.



Marker Events % Gated % Total
All 417 100.00 0.42

M1 195 46.76 0.19

Gate: G7

Marker Events % Gated % Total
All 444 100.00 0.44

M1 216 48.65 0.22

Gate: G7

R8

R7

R7

R8

M1

M1
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KAPPA LAMBDA

LEICHTKETTEN AUF ZELLPOPULATIONEN BESTIMMTER GROESSE 
UND CD19 EXPRESSION

100% aller Events dargestellt, Eingangsgate G3 (MNC)
Leichtkettenantikoerper polyklonal 

K/L AUF B-SUBGR. 19/FSC

Tipp
In den CD19/FSC Plots kommt jetzt auch die schon in den Einzelfarbdarstellungen beschriebene CD19+/FSCgroße aber CD20- Population heraus.
Man sieht, dass auch diese polyklonal ist.

Könnte diese Population nicht auch ein Gemisch aus ca. 50% leichtkettennegativen Zellen und ca. 50% doppelt-positiven sein?
Theoretisch ja, denn wir haben bei diesen Analysen kappa und lambda nicht im selben Röhrchen.
In der Doppelfärbung (3 Seiten weiter, blaue Sprechblase) sieht man aber, dass dem nicht so ist.
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R5 AND 
R3

R6 AND 
R3

R8 AND 
R3

R7 AND 
R3

R5 AND 
R3

R6 AND R3

R7 AND 
R3

R8 AND 
R3

LEICHTKETTEN AUF ZELLPOPULATIONEN BESTIMMTER CD20 
BZW. CD19 EXPRESSION GEGEN CD5 und CD10

K/L AUF B-SUBGR. 5/10

Tipp
Fängt man mit dem Flowen an, dann hört man oft CD19+/CD5+, das sind abnorme B-Zellen, Zeichen der CLL oder des MCL; CD19+/CD10+ darf niemand haben, weil Zeichen des FCL. 
Das kommt aber daher, dass die Flowzytometrie "umgekehrt" eingesetzt wurde: man war aus Klinik und Morpho bereits sicher, ein Lymphom vor sich zu haben und hat bei diesem die Marker bestimmt, um zu wisssen welches.
Wenn man aber primär oder parallel mit dem Flow arbeitet, hat man natürlich sehr viele nicht-Lymphome und viele nicht-hämatologische Krankheitsbilder. Und dann sieht man, dass diese einen beträchtlichen Anteil von CD5 aber auch CD10 positiven B-Zellen haben können. Deren Klonalität zu bestimmen ist daher oft wichtig. Dies ist in den Diagrammen dieser Seite dargestellt.

Tipp
Die 5-positiven B-Zellen sind teilweise oben (also kappa +) und teilweise unten (kappa -), scheinen also polyklonal zu sein.
Warum sage ich B-Zellen? Weil die Zellen aus R5 (CD20+) kommen.

Tipp
Auch die 10-positiven B-Zellen sind teilweise oben (also kappa +) und teilweise unten (kappa -), scheinen also polyklonal zu sein.
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K/L VS. 19/20 (MKL.AK.)

25% aller
Events sind
dargestellt

Tipp
Die monoklonalen AK bestätigen das polyklonale Bild.
Nicht das wir das unbedingt gebraucht hätten, aber kappa/lambda im selben Röhrchen hat für die Erkennung von doppelt positiven seinen Wert.

Übrigens, wenn Sie nur einen Typ von Leichtkettenantikörpern verwenden wollen, würde ich zu polyklonalen raten.
In der Fallsammlung werden irgendwann 2 Beispiele folgen, bei denen die monoklonalen Leichtkettenantikörper ausgelassen haben (der Fall war scheinbar kappa/lambda negativ). Mit den polyklonalen konnte man aber die Leichtkette eindeutig nachweisen.



Quad Events % Gated % Total
UL 414 0.88 0.41
UR 4202 8.96 4.20
LL 41685 88.85 41.69
LR 617 1.32 0.62

R9

R10
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R5
AND
R3
= MNC 20+
POPUL.1

R6
AND
R3
= MNC 20+
POPUL. 2

R7
AND
R3
= MNC19+
POPUL.1

R10
AND

R3
= MNC

19+20-

R9 
AND

R3
= MNC

20+19-

R8
AND
R3
= MNC 19+
POPUL. 2

K/L (MKL.AK) AUF B-SUBGR.

25% aller Events sind 
dargestellt

Tipp
Hier der nachzuliefernde Beweis, dass die CD19+CD20-  Zellen polyklonal sind und keine Mischung aus negativen und doppelt positiven.

Tipp
Die doppelt positiven Zellen (vorwiegend Monozyten).
(In diesen Plot sind MNC gegatet)

Tipp
In den übrigen Plots hier wird die Leichkettenexpression auf verschiedenen B-Zelluntergruppen dargestellt.
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DOTPLOTS 19/20/10/5

25% aller Events sind dargestellt
Gate G3 (MNC)

Tipp
Hier würden typische CLL-Zellen liegen (unter der Sprechblase).

Tipp
Die schmierenden CD5-positiven B-Zellen findet man bei vielen Proben. Einmal mehr, einmal weniger. Ein signifikanter diagnostischer Wert (vielleicht für Autoimmunkrankheiten) dieser Zellen ist mir noch nicht bekannt. Wenn Sie einen kennen, bitte melden.


Tipp
Ähnliches Bild wie bei CD5, ähnliche Aussagekraft. Bei Neugeborenen findet man oft eine ganze Menge CD10+ B-Zellen im peripheren Blut. Da taucht oft die Frage nach Normalwerten auf. Habe aber leider keine. 
ZU NORMALWERTEN:
Letztlich helfen die auch nicht weiter. Stellen Sie sich vor, Sie hätten welche, und die CD10er lägen drüber. Wenn das reaktiv ist, ist es relativ uninteressant, wenn es neoplastisch ist, sind die Zellen wichtig, auch wenn sie zahlenmäßig innerhalb des Normalbereichs sind. Das ist es, was zu unterscheiden ist, nicht wie viele es sind. 
Dann kommt noch dazu, dass es im Knochenmark fast unmöglich ist Referenzwerte für den Flow zu erstellen, weil bei der Knochenmarksentnahme immer eine undefinierte Menge Blut beigemengt wird. Übertrieben gesagt, bekommen wir ja nur ein paar Knochenmarksstückchen in einer Unmenge peripheren Blutes suspendiert. 
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25% aller Events sind dargestellt, Gate G3 (MNC)

DOTPLOTS I

Tipp
B-Zellen dürfen ja CD23 positiv sein. Je nach Aktivierung kann das auch noch stärker ausfallen.



Gate: No Gate

Quad Events % Gated % Total
UL 44893 44.89 44.89
UR 5533 5.53 5.53
LL 49475 49.48 49.48
LR 99 0.10 0.10

Gate: G3

Quad Events % Gated % Total
UL 8027 16.79 8.03
UR 3146 6.58 3.15
LL 3232 6.76 3.23
LR 33402 69.87 33.40
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AKT. T-ZELLEN

B-ZELLEN

DOTPLOTS II

25% aller Events sind dargestellt, Gate G3 (MNC) 
oder kein Gate (bei CD19/CD45)

Tipp
Wir stellen uns CD19 noch einmal ohne irgendein Gate dar. Da bekommt man natürlich etwas Debris  in die Analyse aber man kann (fast) keine B-Zellen übersehen.
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MARKER VS. FSC III

GATE R3 (MNC)

25% aller Events sind 
dargestellt

Tipp
Monozyten
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MARKER VS. FSC IV

Gate R3 (MNC)
25% aller Events sind 
dargestellt

Tipp
T-Zellen plus die Mehrzahl der NK-Zellen

Tipp
T-Zellen, ohne NK-Zellen



Gate: G3

Quad Events % Gated % Total
UL 135 0.29 0.14
UR 661 1.43 0.66
LL 380 0.82 0.38
LR 45135 97.46 45.13

Log Data Units: Linear Values
Gate: G3
Total Events: 100000

Region Events % Gated % Total
LYM 42817 92.46 42.82

MON 2149 4.64 2.15
MNC 46311 100.00 46.31
GRA 0 0.00 0.00
LEU 46042 99.42 46.04
R14 481 1.04 0.48
R15 0 0.00 0.00
R16 0 0.00 0.00

HLp14n 2484 5.36 2.48
34pos 2484 5.36 2.48

R9 5 0.01 0.01
R10 154 0.33 0.15

Gate: No Gate

Quad Events % Gated % Total
UL 29 0.03 0.03
UR 2831 2.83 2.83
LL 1658 1.66 1.66
LR 95482 95.48 95.48

R9
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71-56-45-38

Gate R3 (MNC), 25% 
aller Events sind 
dargestellt

Tipp
Hier könnte man rote Vorstufen sehen. Zum Zählen von NRBC lässt sich der Wert aber nicht verwenden. Man weiß ja nie genau, welcher Anteil von NRBC nach der Lyse noch übrig geblieben ist.

Tipp
Der 56er ist hier eigentlich zur Erkennung von abnormen Plasmazellen dabei. Bringt aber fast nie Erkenntnisgewinn. Könnte man wahrscheinlich auch in ein Folgepanel verlagern.

Tipp
Plasmazellfeld. Meist liegen sie in dem Bereich, man kann sich aber bei den pathologischen nicht wirklich darauf verlassen.
Die pathologischen sind meist CD45 schwächer, also meist links und mehr oder weniger oben. Aber auch darauf kann man sich nicht verlassen. Manchmal sind die pathologischen auch fast so stark 45 wie die Granulozyten. Und manchmal sind sie auch relativ schwach CD38.
Die gesunden Plasmazellen sind meist eine eher schmierende Population. Die pathologischen bilden oft einen Cluster. Aber leider auch nicht immer, es können auch 2 Cluster sein oder sie schmieren auch.
Worauf man sich nach unseren Erfahrungen recht gut verlassen kann: wenn sie CD56+ sind, dann sind sie pathologisch. 
Im Zweifelsfall müssen aber immer cytoplasmatische Leichtketten analysiert werden.

Aber hier gleich die nächste Einschränkung: wer pathologische Plasmazellen hat, hat nicht unbedingt ein Myelom.

Tipp
Diese Population halte ich für die bei den B-Zellmarkern ausführlich besprochenen "präplasmozytoiden" CD19+, CD20- B-Zellen.



Quad Events % Gated % Total
UL 2435 5.81 2.44
UR 31210 74.47 31.21
LL 5732 13.68 5.73
LR 2535 6.05 2.54

Quad Events % Gated % Total
UL 9624 22.96 9.62
UR 24142 57.60 24.14
LL 8020 19.14 8.02
LR 126 0.30 0.13

Quad Events % Gated % Total
UL 2093 4.99 2.09
UR 21823 52.07 21.82
LL 5896 14.07 5.90
LR 12100 28.87 12.10

Quad Events % Gated % Total
UL 7842 18.71 7.84
UR 345 0.82 0.34
LL 9824 23.44 9.82
LR 23901 57.03 23.90

Quad Events % Gated % Total
UL 247 0.59 0.25
UR 8484 20.24 8.48
LL 8615 20.55 8.62
LR 24566 58.61 24.57

Quad Events % Gated % Total
UL 25306 60.38 25.31
UR 8412 20.07 8.41
LL 7655 18.26 7.66
LR 539 1.29 0.54
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7-4-8-3

GATE auf
LYMPHO

25%
aller

Events
darge-

gestellt

Tipp
Hier misst man voller Hoffnung die CD4+/CD7 negativen, weil dieser Immunphänotyp ja bei T-Zelllymphomen z.B. beim Sezarysyndrom vorkommt.
Stimmt auch, nur können auch Patienten ohne Lymphom bis zu 20, 30 oder auch 50% dieser Zellen aufweisen.
Fazit: wenn man nur danach geht, hat man eine relativ geringe Sensitivität, wie durchflusszytometrisch bei T-Zelllymphomen ganz allgemein.

Tipp
Auch hier überprüft man ob ein CD7 Antigenverlust vorliegt. Diesmal der 3+ T-Zellen.

Tipp
Hier wird die CD4/CD8-Koexpression gemessen. Auch die kann bei nicht-Lymphompatienten recht hoch ausfallen (10% finden wir nicht selten obwohl wir in diesen Fällen das Vollblut extra einmal vor der Färbung waschen).


Tipp
Auch hier überprüft man ob ein CD7 Antigenverlust vorliegt. Diesmal der CD8+ T-Zellen.

Tipp
CD4 schwache T-Zellen sieht man nicht immer. CD4 Downregulation kommt aber bei T-Zellaktivierung vor. Ist also nicht wirklich etwas Aufregendes. Wie man diese Information klinisch verwerten kann, weiß ich nicht.  

Tipp
CD8 schwache CD3+ könnten gamma-delta Zellen sein.



Quad Events % Gated % Total
UL 2035 5.40 2.04
UR 616 1.64 0.62
LL 6756 17.93 6.76
LR 28264 75.03 28.26

Quad Events % Gated % Total
UL 2071 5.50 2.07
UR 660 1.75 0.66
LL 6619 17.57 6.62
LR 28321 75.18 28.32

Quad Events % Gated % Total
UL 96 0.25 0.10
UR 28813 76.49 28.81
LL 6981 18.53 6.98
LR 1781 4.73 1.78

Quad Events % Gated % Total
UL 595 1.58 0.60
UR 28818 76.50 28.82
LL 8202 21.77 8.20
LR 56 0.15 0.06

Quad Events % Gated % Total
UL 691 1.83 0.69
UR 2237 5.94 2.24
LL 6592 17.50 6.59
LR 28151 74.73 28.15

Quad Events % Gated % Total
UL 561 1.49 0.56
UR 28732 76.27 28.73
LL 6696 17.77 6.70
LR 1682 4.46 1.68
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2-56-3-5

GATE
AUF

LYMPHO

25%
aller

Events
darge-
stellt

Tipp
T-Zellen

Tipp
NK-Zellen

Tipp
NK-Zellen, leider erfasst man mit dem 56er nicht alle.

Tipp
Auch diese Zellen (CD3er mit "CD5-Verlust") findet man manchmal in relativ hoher Konzentration (5-10% der Lymphozyten), ohne dass es sich um ein T-Lymphom handelt.

Tipp
CD5er ohne CD3. CD3 Verlust könnte natürlich theoretisch Zeichen eines T-Lymphoms sein. In diesem Feld findet man manchmal NK-Zellen. Manche sehen CD5-Expression als Zeichen aktivierter NK-Zellen an. 

Bei der CD5+ B-CLL findet man in diesem Feld die CLL Zellen.



Gate: G14

Region Events % Gated % Total
LYM 169 13.86 0.17

MON 26 2.13 0.03
MNC 378 31.01 0.38
GRA 0 0.00 0.00
LEU 434 35.60 0.43
R14 1219 100.00 1.22
R15 0 0.00 0.00
R16 0 0.00 0.00

HLp14n 79 6.48 0.08
34pos 98 8.04 0.10

R9 4 0.33 0.00
R10 647 53.08 0.65

34pos

HLp14n

R14

R10

LEU
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14-HLADR-45-34

GATE auf G14 "Blastenregion"

Tipp
Die CD45-SSC Darstellung ist zur Erkennung unreifer Zellpopuationen geeignet. Diese liegen meistens in der Region R14. Aber nicht immer: eine M2 oder natürlich eine M3 kann auch einmal SSC stärker sein, manche AMLs können auch CD45 stärker sein und etwa im Monobereich liegen.

Prinzipiell muss man in diesem Feld auch normale Basophile, Plasmazellen, normale Vorstufen und weiter links auch Debris, Thrombozyten oder NRBC erwarten.

Tipp
Man muss natürlich in dieser Region (R14) auch mit Debris rechnen, der dann ev. doppelt positiv wird. Findet man eine abnorme Population kann man im FSC/SSC Dotplot deren Lage überprüfen.
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