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� Материали за изследване

� Основни принципи на флоуцитометричното
изследване в онкохематологията

� Анализ на хемопоетични популации в зависимост
от медицинските индикации

� Основни принципи за конструиране на панели

� Осигуряване на качество

СЪДЪРЖАНИЕСЪДЪРЖАНИЕ



КостенКостен мозъкмозък ((кръвкръв припри бластибласти >30G/L*>80%*>30G/L*>80%*фиброзафиброза))::
предпочита се аспирация от илиачна кост (<кръв)
по-недиференцирани бласти в костния мозък

преди провеждане на лечение (цитостатици, колонио-стимулиращи

фактори, интерферон, кортикостероиди)

ОбемОбем::
2-5 мл (първите 0,2 mL за цитология, следващ 1 mL за

флоуцитометрия ± други изследвания)
ако са няколко епруветки (смесване или броене на клетките и избор)

АнтикоагулантАнтикоагулант::
ЕDTA.K (2 mg/mL)– намалява агрегацията на Gr, Thr, но до 24h
Na Heparin (200 U/mL) – проблеми с морфология, фиксация, 

пермеабилизация, но стабилни до 48h
ACD – най-добра viability до 72h

МАТЕРИАЛИМАТЕРИАЛИ
ЗАЗА ИЗСЛЕДВАНЕИЗСЛЕДВАНЕ НАНА ЛЕВКЕМИИЛЕВКЕМИИ ИИ ЛИМФОМИЛИМФОМИ (1)(1)



ТранспортТранспорт ии съхранениесъхранение::
на стайна температура (10 - 25 °C)
не се замразява, не се държи в хладилник

не се държи на слънчева светлина

няма нужда от среди, нито от стабилизатори (промяна във

физичните свойства, антигенните епитопи)

БроенеБроене::
изброяване на клетките от пробата, която подлежи на анализ

добре е съпоставка с данните от извън-лабораторното броене

МорфологияМорфология::
оценка на морфологията на пробата, която подлежи на анализ

оценка на клетъчния интегритет, степента на хемодилуция, 
клетъчно разрушаване

.
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РаботаРабота сс цялацяла кръвкръв//костенкостен мозъкмозък::
клетъчна концентрация <10 х106/mL 

обем на антителата спрямо обем от 50µL кръв за епруветка

антителата се използват в условия на излишък

Лизиращи процедури

Фиксация

Пермеабилизация за цитоплазмени/ядрени маркери
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РаботаРабота сс цялацяла кръвкръв//костенкостен мозъкмозък::
Лизиращи разтвори

� NH4Cl : <8-10 мин., може да се използва преди имуномаркиране

� При използване на lysed/washed клетки: блокиране на Fc receptors 
с Ig препарати, human AB serum, BSA или животински серум от

същия вид, от който са използваните антитела.

� Комерсиални лизиращи разтвори – фиксират и леко

пермеабилизират → след имуномаркиране

� “lyse & wash” vs “no wash” според избора на лабораторията
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РаботаРабота сс цялацяла кръвкръв//костенкостен мозъкмозък::
Фиксация

� Paraformaldehyde (0.1 - 0.5% в PBS) – предотвратява процесите

на capping и ендоцитоза от живата клетка, в резултат на което

може да доведе до загуба на сигнал. 

� +4°C и/или добавяне на 1‰ sodium azide в промиващия буфер

(запазва флуоресценцията за няколко дни, вирусна инактивация). 

� Фиксацията не е необходима, ако анализираме веднага, но

добавянето на 1‰ Na azide в PBS е добра практика.
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РаботаРабота сс цялацяла кръвкръв//костенкостен мозъкмозък::
Пермеабилизация

� Последователността на процедурите следва да е: фиксацияфиксация ++
пермеабилизацияпермеабилизация + + маркиранемаркиране. . 

� При комбинирано мембранно и цитоплазмено маркиране

последователността на процедурите е: мембранномембранно маркиранемаркиране ++
лизиранелизиране ++ пермеабилизацияпермеабилизация + + цитоплазменоцитоплазмено маркиранемаркиране ++
промиванепромиване ±± фиксацияфиксация. . 

� Еthanol - осигурява както фиксация, така и пермеабилизация

� Комерсиални пермеабилизиращи разтвори

� “in house” 1% saponin 

� Очаква се промяна в FSC/SSC
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РаботаРабота съссъс сепариранисепарирани клеткиклетки::
Ficoll Hypaque, 1.077

� Стайна температура

� Разредена проба (1V/1V) върху 1V Ficoll. 

� Центрофугиране около 20 min при 600g, без спирачка (!).

� Бърза колекция на клетките от пръстена и промиване в голям

обем ~15mL PBS или Hank's или RPMI1640 , центрофугиране при

800g. 

� Ако има еритроцити първото промиване да е с NH4Cl. 

�� СепариранетоСепарирането сс Ficoll Ficoll можеможе дада доведедоведе додо селекцияселекция илиили загубазагуба

нана определениопределени клетъчниклетъчни популациипопулации (!)(!)

� Контрол на морфологията (цитоспин) и FSC/SSC

МАТЕРИАЛИМАТЕРИАЛИ
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ТелесниТелесни течноститечности ((ликворликвор, , плевралнаплеврална, , асцитнаасцитна течносттечност))
не е необходима стъпка на лизиране

възможно най-бърза обработка на материала

изброяване на клетките

ЛимфенЛимфен възелвъзел, , костномозъчнакостномозъчна биопсиябиопсия
ограничения в интерпретацията
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БиобанкиранеБиобанкиране::

валидирани протоколи за замразявани на витални клетки

валидирани протоколи за розмразяване на витални клетки

замразени цитологични и цитоспин препарати
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�� ОсновнатаОсновната целцел нана FCMFCM ее дада отговориотговори нана клиничнитеклиничните индикациииндикации

((отот изпращащияизпращащия лекарлекар) ) –– тт..ее. . изследванетоизследването трябватрябва дада ее

необходимонеобходимо ии подходящоподходящо. . 

�� ПанелътПанелът трябватрябва дада позволявапозволява анализанализ нана всичкивсички основниосновни

клетъчниклетъчни популациипопулации вв пробатапробата, , безбез дада ее задължителнозадължително

идентифициранетоидентифицирането нана всекивсеки единедин хемопоетиченхемопоетичен клетъченклетъчен типтип..

�� FCMFCM изследванеизследване трябватрябва дада ее достатъчнодостатъчно изчерпателноизчерпателно, , заза дада

идентифицираидентифицира основнитеосновните категориикатегории хемопоетичнихемопоетични неоплазиинеоплазии, , 
коитокоито съответстватсъответстват нана клиничнотоклиничното състояниесъстояние. . 

* Това не означава, че първоначалният панел следва да съдържа всички

маркери за пълно характеризиране на диагностичните възможности, 
но трябва да дава възможност за установяването им с адекватна

степен на чувствителност, така че да бъдат предприети допълнителни

тестове за окончателна диагноза, класифициране и оценка на риска.

ОСНОВНИОСНОВНИ ПРИНЦИПИПРИНЦИПИ
НАНА ФЛОУЦИТОМЕТРИЯТАФЛОУЦИТОМЕТРИЯТА ВВ ОНКОХЕМАТОЛОГИЯТАОНКОХЕМАТОЛОГИЯТА



ИзборътИзборът нана първоначаленпървоначален панелпанел зависизависи отот::
�� ВидаВида нана изпратенияизпратения материалматериал ((кръвкръв, , костенкостен мозъкмозък, , другдруг))

�� ДаннитеДанните отот морфологичнатаморфологичната оценкаоценка ((акоако имаима такаватакава))

�� МедицинскитеМедицинските индикациииндикации, , посоченипосочени вв направлениетонаправлението

�� КлиничнатаКлиничната историяистория

НеНе сесе препоръчвапрепоръчва използванеизползване нана ограничениограничени комбинациикомбинации отот

антителаантитела, , освеносвен акоако::
�� ОграниченияОграничения отот странастрана нана пробатапробата ((количествоколичество, , бройброй клеткиклетки))

�� ТясноТясно насоченнасочен отот морфологиятаморфологията въпросвъпрос

�� СъвсемСъвсем наскоронаскоро поставенапоставена диагнозадиагноза нана хематологичнахематологична

неоплазиянеоплазия ((насоченонасочено търсенетърсене нана ангажиранеангажиране))

ИЗБОРИЗБОР НАНА ПАНЕЛПАНЕЛ
ЗАЗА ФЛОУЦИТОМЕТРИЯФЛОУЦИТОМЕТРИЯ ВВ ОНКОХЕМАТОЛОГИЯТАОНКОХЕМАТОЛОГИЯТА



Цитопении (Еr,Thr,Leu, pan) B, T, Mу, Pl

Левкоцитоза (Gr, Mo) Му

Лимфоцитоза B, T, (NK)

Еозинофилия Т, Му, (В)

Бластни клетки в п.кр/к.мозък B, T, Mу

Спленомегалия и/или лимфаденомегалия B, T

Стадиране на В-клетъчен лимфом В

Стадиране на Т-клетъчен лимфом Т

Ходжкинов лимфом FCM не е подходяща

Моноклонална гамапатия В, Pl

Абнормно завишени плазмоцити в к.мозък В, Pl

АНАЛИЗАНАЛИЗ
НАНА КЛЕТЪЧНИКЛЕТЪЧНИ ПОПУЛАЦИИПОПУЛАЦИИ ↔↔ МЕДМЕД. . ИНДИКАЦИИИНДИКАЦИИ



� Антигени с висока експресия – dim флуорохроми и обратно.

� Поне един общ маркер във всички епруветки (проследяване
на анализираната популация) – не винаги е възможно.

� CD45 vs SSC (проследяване на популацията в епруветките, 
“диференциално”, идентифициране на абнормна популация, оценка
на качеството между епруветките)

� Линейно-асоциирани антигени versus side scatter (CD19, CD3)

� Антигени, асоциирани с матурационен стадий (CD34) 
� FSC versus SSC (не е препоръчителен)

� Антигени за идентифициране на субпопулации се комбинират

с линейно-асоцииран антиген

� Антигени от ранни стадии на матурация се комбинират с късни

ОСНОВНИОСНОВНИ ПРИНЦИПИПРИНЦИПИ
ЗАЗА КОНСТРУИРАНЕКОНСТРУИРАНЕ НАНА ПАНЕЛИПАНЕЛИ ВВ ХЕМАТОЛОГИЯТАХЕМАТОЛОГИЯТА



BD Horizon™ V450 (448 nm)
Pacific Blue™ (452 nm)
AmCyan (491 nm) 
Alexa Fluor® 488 (519 nm)
FITC (520 nm)

R-PE (578 nm)
PE-Texas Red® (615 nm)
Texas Red® (620 nm)

APC (660 nm)
PE-Cy™5 (667 nm)

Alexa Fluor® 647 (668 nm)
PerCP (678 nm)
PerCP-Cy™5.5 (695 nm)

Alexa Fluor® 700 (723 nm)
APC-Cy™7 (785 nm)
APC-H7 (785 nm)
PE-Cy™7 (785 nm)

23-10333-00 Cy™ is a trademark of Amersham Biosciences Corp. Alexa Fluor®, Texas Red®, and Pacific Blue™ are trademarks of Molecular Probes, Inc. For Research Use Only. Not for use in diagnostic or therapeutic procedures

ФЛУОРОХРОМИФЛУОРОХРОМИ
СПЕКТРАЛНОСПЕКТРАЛНО РАЗПРЕДЕЛЕНИЕРАЗПРЕДЕЛЕНИЕ СПОРЕДСПОРЕД ЕМИСИИТЕЕМИСИИТЕ



За осигуряване на качеството се изисква сравнение на

флоуцитометричните находки с външни източници на

информация:
�Клинични данни.
�Предходни флоуцитометрични изследвания.
�Морфологична оценка (по време на изследването, корелация
на резултатите и коментар на несъответствията)
�Други изследвания върху същия материал (хематологични
анализатори, цитогенетика, молекулярни, IHC изследвания)
�Клонални имуноглобулини в серум и урина

Всяко разминаване следва да се отрази в резултата, да се
коментира, да се препоръчат начини за изясняването му. 

QAQA
ПРИПРИ ИМУНОФЕНОТИПИЗАЦИЯИМУНОФЕНОТИПИЗАЦИЯ ВВ ХЕМАТОЛОГИЯТАХЕМАТОЛОГИЯТА



� WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, 
IARC, 2008

� Standards / SOP´s of Project 10: Diagnostics. http://www.leukemia-net.org
� ELN - WP10 - Consensual European immunophenotyping panels for leukemia. 

Final version, 2005, http://www.leukemia-net.org
� ELN - WP10 - Consensual recommendations on preanalytical precautions for 

the immunophenotyping of leukemia and immunoproliferative disorders. 
http://www.leukemia-net.org

� 2006 Bethesda International Consensus Recommendations on the 
Immunophenotypic Analysis of Hematolymphoid Neoplasia by FCM: Optimal 
Reagents and Reporting for the Flow Cytometric Diagnosis of Hematopoietic 
Neoplasia. Cytometry Part B (Clinical Cytometry) 72B:S14–S22 (2007)

� Four- and five-color flow cytometry analysis of leukocyte differentiation 
pathways in normal bone marrow: a reference document based on a systematic 
approach by the GTLLF and GEIL, Cytometry B Clin Cytom. 2010;78(1):4-10.
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