
Ανάπτυξη ειδικών δοκιμασιών και 
πρωτοκόλλων

Πολυχρωματική ΚΡ

Μαριάννα Τζανουδάκη
Τμήμα Ανοσολογίας & Ιστοσυμβατότητας

Εξειδικευμένο Κέντρο Πρωτοπαθών  Ανοσοανεπαρκειών-Παιδιατρική Ανοσολογία
Γ.Ν. Παίδων Αθηνών «Η Αγία Σοφία»



Η μετάβαση από τα 5 στα 10…στα 16… 
χρώματα



Θεωρητικά θέματα:
Αλληλεπιδράσεις φθ. χρωστικών…

Ρυθμίσεις μηχανήματος…
Κατάλληλοι συνδυασμοί…

Προτύπωση…
Έλεγχος ποιότητας…

Ανάλυση δεδομένων…



Ερωτήματα που πρέπει να απαντήσουμε:

Ποιους δείκτες θέλουμε να ελέγξουμε;

Πόσους δείκτες θα ελέγξουμε;

Με τι χρώματα θα τους συνδυάσουμε;

Ποια προαναλυτική διαδικασία θα εφαρμόσουμε;

Ποια στρατηγική οριοθέτησης θα έχουμε;

Πώς θα σιγουρευτούμε για την ποιότητα των 
αποτελεσμάτων;

Πως θα αναλύσουμε τα αποτελέσματα;

Πάνελ



Πώς φτιάχνουμε καινούργιο πάνελ;

Συμβουλευόμαστε ήδη δημοσιευμένα
(OMIPs, EuroFLOW, ELN, current protocols, άρθρα)

Αν δεν υπάρχουν παρόμοια;

Αν δεν μπορούμε να τα εφαρμόσουμε;



Αν πρέπει να κάνουμε τα πάντα 
από την αρχή;;;



Ποιους δείκτες θέλουμε να ελέγξουμε;

Χαρακτηριστικοί σειράς (CD3, CD19…)

Διαφοροποίησης / ωρίμανσης (CD10, CD20, CD27…)

Λειτουργικότητας (Igs, CKs)

Αποκλεισμού (dump channel)

Χαρακτηριστικοί συγκεκριμένου υποπληθυσμού 
(Vα24, Vβ11…)

Βιωσιμότητας (7AAD, Syto…)



Πάλι κοιτάμε OMIPs OMIPs, EuroFLOW, ELN,
current protocols, άρθρα!!!

Μπορεί να μην ταιριάζουν απόλυτα, 
αλλά παίρνουμε ιδέες!!



Τι φθορίζουσες χρωστικές για κάθε δείκτη;

Χωρίζουμε τους δείκτες σε:

«Εύκολους»: 
σαφής διάκριση -
/+)
CD3, CD19…

«Ενδιάμεσους»:
όχι σαφής 
διάκριση -/+
Γνωστή έκφραση
HLADR. CD45RA…

«Δύσκολους» 
Ασθενής έκφραση, 
όχι καλά 
μελετημένοι, 
σε σπάνιους 
πληθυσμούς

Τα πιο 
προβληματικά/ 
ασθενή χρώματα
PB, KRO
ECD

Τα χρώματα που 
επηρεάζονται  
λιγότερο από το 
spillover
FITC, PB…

Τα πιο έντονα 
χρώματα
PE, APC, PC7



Επίσης:
ΌΧΙ δείκτες που συνεκφράζονται σε χρώματα με έντονο 
spillover. ΚΑΛΥΤΕΡΑ σε διαφορετική LASER

«Δύσκολο» δείκτη σε χρώμα που ΔΕΝ δέχεται spillover
(untouchable). Έντονο δείκτη σε χρώμα που ΔΕΝ προκαλεί 
spillover (silent) (πχ. αν έντονο δείκτη στο PE/ πρόβλημα στο 
ECD!!!)

Αν δεν γίνεται : 

Σε τέτοια ζεύγη με έντονο μεταξύ τους spillover μπαίνουν
καλύτερα δείκτες που σίγουρα ΔΕΝ συνεκφράζονται
(CD3/CD19)

Στο χρώμα που δέχεται πολύ spillover
μπαίνει ο βασικός (mother) δείκτης (πχ CD3)
Στο χρώμα που δέχεται λίγο spillover μπαίνει ο 
δείκτης του υποπληθυσμού (daughter) (πχ 
CD4)

Δείκτες που σίγουρα ΔΕΝ συνεκφράζονται μπαίνουν και στο ίδιο 
χρώμα !!! (CD19/CD8)



Τι γίνεται στο ECD
όταν μπει έντονος δείκτης στο PE
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Χρειάζονται δοκιμές!!!
Δεν είναι σίγουρο ότι θα πετύχουμε με την 

πρώτη!!!



Προσοχή!!!
ΔΕΝ ξεχνάμε!

Τιτλοποιούμε τα μονοκλωνικά!!!

Ρυθμίζουμε PMTs και compensation!!!

Ελέγχουμε το panel με FMO (fluorescence minus one)

Ελέγχουμε control για δείκτες που δεν γνωρίζουμε

ΔΕΝ 
διορθώνονται 
αργότερα!!!!!

Διορθώνεται 
και αργότερα



Maciorowski 2017

Η σημασία της τιτλοποίησης των αντισωμάτων



Άλλα προαναλυτικά…

Τι είδους δείγμα;;;
Για λειτουργικές δοκιμασίες: ΗΠΑΡΙΝΗ!!!

Πόσο διατηρείται;;;;

Χρειάζεται διέγερση;;;
Με τι (PHA, PMA, CKs;;)

Για πόσο;;
Ποιοι δείκτες μπορεί να επηρεάζονται;; (πχ. CD4 ασθενές σε 

διεγερμένα Τ)

Τι είδους control;;;
Ισοτυπικό;;

Αδιέγερτου δείγματος;;
Φυσιολογικού μάρτυρα;;

Μπορεί να 
χρειάζονται 

ΌΛΑ!!!



Άλλα προαναλυτικά…

Τι είδους λύση;;;
NH4Cl και πλύσιμο, αν δεν είμαστε σίγουροι…

Απομόνωση με φικόλη για δύσκολους δείκτες!!!

Χρειάζεται πλύσιμο;;
Πχ. Επιφανειακές Igs!!!

(σε αμφιβολία, πλένουμε!!!)

Πόση ώρα επώαση;;
Σε τι θερμοκρασία;;;;

Χαμηλότερη θερμοκρασία→ Υψηλότερη ειδικότητα σύνδεσης



Η διαφορά μεταξύ λύσης με NH4Cl (δείγμα σε EDTA) (α) 
και απομόνωσης με φικόλη (δείγμα σε ηπαρίνη) (β)

(α) 

(β) 



Κατά την ανάλυση…

Πόσα events;; 
Σπάνιοι πληθυσμοί;;

Απλή μελέτη έκφρασης σε μεγάλο πληθυσμό;;

Στρατηγική gating…
Κάνουμε αδρή ανάλυση την ώρα που τρέχει το δείγμα

(για να μην ξεφεύγουν λάθη…)

Τι αποτέλεσμα έχουμε;;
Περαιτέρω ανάλυση

Χρήση ειδικών software…





Ευχαριστώ!!!


