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Flowcytometri i klinisk praksis

er en metode som kan

brukes til a telle og se naeermere pa partik-

ler i vaeskefase (1). Dette kan veere celler,

trombocytter, bakterier, nukleinsyrer og

mindre partikler. Figur 1 viser en skjema-
tisk oversikt over prosessen. Prgven med cellelgsnin-
gen tilsettes i et separat kammer med en cellefri vaske,
som har stgrre hastighet enn prgven og sgrger for et
drag. Dette gjor at cellene fortsetter gjennom flowcy-
tometeret én og én (hydrodynamisk fokusering). Hver
enkelt celle blir sd belyst med en laser med en bestemt
belgelengde. Ulike detektorer brukes for a vurdere i
hvor stor grad cellen begyer av lyset (forward scatter
(FSC), Figur 1) og sprer lyset (side scatter (SSC), Figur 1).
Forward scatter males nesten rett pa laserstrélen (0,5-
2 graders vinkel), og sier forst og fremst noe om cel-
lens stgrrelse. Side scatter males i en 90 graders vinkel
pa laseren, og sier noe om cellens kompleksitet eller
granularitet (2).

Itillegg til & undersgke de lysbrytende egenskapene,
undersgkes cellene for uttrykk av ulike antigener (fe-
notype) ved hjelp av monoklonale antistoffer konjugert
til fluorokromer. Fluorokromer er fargestoff som avgir
fluorescens etter at de er blitt belyst. Nar fluorokromet
blir bestralt med laserlys, eksiteres det og emitterer
deretter fluorescerende lys i et bestemt spektrum. De-
teksjon av fluorescens i dette spekteret er et indirekte
mal for graden av antistoffbinding til cellen, og fortel-
ler oss derfor noe om hvilke antigener cellen uttrykker.
Man kan undersgke antigenuttrykk bade pa overfla-
ten av celler, i cytoplasma og i cellekjernen. Prinsip-
pet for deteksjon ved flowcytometri er det samme som
ved fluorescens-immunhistokjemi i vanlig mikroskop,
og noen vil beskrive et flowcytometer som et avansert
fluorescensmikroskop. Fordelen med flowcytometri
er at man har mulighet til 3 male flere markerer sam-
tidig, og at man kan undersgke svaert mange celler pa
kort tid (vanligvis rundt 1000 celler per sekund, i noen
tilfeller over 70 000 celler per sekund) (3). Et flowcyto-
meter krever imidlertid celler i lgsning, mens mikro-
skopet har fordel av a kunne se cellene i deres rette om-
givelser (morfologi).

Bioingenigren er godkjent som vitenskapelig tids-
skrift. Denne artikkelen er fagfellevurdert og god-
kjent etter Bioingenigrens retningslinjer.
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Flowcytometri. Hydrodynamisk fokusering gjor at
cellene fortsetter gjennom flowcytometeret én og én. Laser-
lys sendes mot hver enkelt celle, og ulike detektorer registre-
rer cellens lysbrytende egenskaper og eventuelt lys emittert
fra fluorokromer som er bundet til monoklonale antistoff.

Sammendrag

| Igpet av de siste 20 arene har flowcytometri utviklet seg fra a
veere et forskningsverktoy til & bli en viktig del av det diagnostiske
arsenalet ved hematologiske og immunologiske lidelser. @kt kunn-
skap om det normale cellebildet i blod og benmarg har gjort det
mulig & identifisere unormale populasjoner av celler. Tekniske ny-
vinninger sammen med utvikling av en bredere palett av monoklo-
nale antistoffer og fluorokromer, har gjort metoden mer sensitiv og
skapt nye anvendelsesomrader.

Sammenlignet med andre molekylaermedisinske metoder kan
flowcytometri gi raskere svar ved spgrsmal om maligne blodsyk-
dommer. | tillegg vil man kunne gi utvidet informasjon om bade
normale og maligne celler. Flowcytometri er imidlertid en metode
som krever stor grad av ekspertkompetanse, bade pa den tek-
niske siden og ved fortolkning. Det er ogsa en relativt dyr analyse,
og den skal derfor brukes bare der det er forventet klinisk nytte.
Denne oversiktsartikkelen gir et kort innblikk i teknologien som
brukes, slik at man bedre kan forsta bade metodens potensiale og
begrensninger. Samtidig gir vi noen eksempler pa hvordan flow-
cytometri brukes i diagnostikken ved St. Olavs Hospital i dag, og
vi nevner noen forsknings- og utviklingsprosjekter som peker mot
fremtidig bruk.

Nokkelord: Flowcytometri, lymfom, leukemi, MRD.
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nytter oss av og bplgelengden pa emisjonslyset deres.

lapper, og dette kan fore til vanskeligheter med a si

De ulike emisjonsspektra for hvert fluorokrom over-

hvilket antistoff som er bundet. Dette begrenser antall
fluorokromer vi kan bruke samtidig. I dag er dette den
storste begrensningen ved flowcytometri.

Moderne flowcytometre har flere lasere, slik at man
kan variere energien pa lyset som sendes inn, og der-
med skille bedre mellom ulike fluorokromer (Figur 2).
Ved bruk av flowcytometre med tre lasere, kan man in-
kludere atte - ti fluorokromer i hver reaksjon. I tillegg
utvikles det stadig nye monoklonale antistoff og fluo-

rokromer. Denne utviklingen av teknologien har fort
til en bedre evne til & skille ulike celler fra hverandre,

Abstract

In the past 20 years flow cytometry has developed from being a
research-tool to becoming an important part of the diagnostic ar-
senal of haematological and immunological diseases. Increased
knowledge regarding normal hematopoietic differentiation and
cells in peripheral blood has made identification of abnormal
populations possible. The rapid evolution of modern flow cytom-
eters, as well as new monoclonal antibodies and fluorochromes,
has increased the sensitivity of the method, creating new appli-
cations. Flow cytometry has an advantage over other molecu-

lar methods, in that it is relatively rapid. A broader description of
normal, as well as pathological cells, may also be given. However,
flow cytometry is a specialised analysis, and extensive technical
and analytical competence is required. The analysis is relatively
costly, and should therefore only be used where there is a sound
clinical indication. This review will provide a short introduction to
the technology, elucidating the potential and the limitations of this
method. Some examples of how flow cytometry is used in clinical
practise at St. Olavs Hospital will be given, as well as indicators of
possible future developments.

Key-words: Flow cytometry, lymphoma, leukemia, MRD.
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Ved bruk av tre ulike lasere kan man skille mellom flere fluorokromer i en reaksjon, og dermed undersgke for
flere antigener samtidig. Dette gker metodens sensitivitet og spesifisitet. Figuren viser noen av de fluorokromene vi be-

og har gitt metoden en bedre sensitivitet og spesifisitet
for maligne celler (4). Inmunfenotyping med 10 para-
metere implementeres na for analyser i spinalvaeske og
for lymfom- og leukemiscreening ved St. Olavs Hospi-
tal. Bruksomradet vil utvides etter hvert som det sam-
les erfaring pa omradet.

Flowcytometriske data fremstilles gjerne i todimen-
sjonale plot (Figur 3). I disse plottene kan man karakte-
risere cellene ved hjelp av deres lysbrytende egenska-
per og binding av antistoff. Man kan beskrive utvalgte
cellepopulasjoner for alle de markgrene som er testet i
en reaksjon.

Flowcytometri i diagnostikk av
lymfomer og leukemier

Flowcytometri kan benyttes ved utredning av lymfo-
mer, kroniske (Figur 3) og akutte (Figur 4) leukemi-

er. Metoden er en del av et diagnostisk arsenal som
inkluderer bade klassisk mikroskopi og morfologisk
karakterisering, cytogenetikk, fluorescens in situ hy-
bridisering (FISH), polymerase chain reaction (PCR),
radiologi og hematologisk blodstatus. Flowcytome-

tri kan bidra med a identifisere celletypen: Er det en
myeloid, B-lymfoid eller T-lymfoid malignitet? Er den
moden eller umoden? De maligne cellene kan kvanti-
teres, og vi kan si noe om i hvor stor grad de dominerer
cellebildet. Videre karakterisering av cellene i klonen
kan i noen tilfeller pavise en leukemiassosiert feno-
type. Dette er en fenotype som ikke finnes pa normale
celler, og som kan brukes til neermere bestemmelse av
diagnose og til monitorering av sykdommen under be-
handling. En leukemiassosiert fenotype kan vaere i) en
asynkron markerfordeling (bade markegrer som nor-
malt finnes pd modne og pa umodne celler er uttrykt
samtidig), ii) overekspresjon av et antigen, iii) fraveer
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F1GUR 3. A-D: Perifert blod, normalfunn. E-H: Perifert blod fra en pasient med kronisk lymfatisk leukemi.

A og E: Alle celler vises. Lymfocytter har lavt «side scatter» (SSC) og heyt uttrykk av leukocyte common antigen (CD45).
Disse cellene kan markeres og folges videre i neste plot.

B og F: Kun lymfocytter vises. B-lymfocyttene uttrykker CD19, mens T-lymfocytter og NK celler er negative for CD19.

C og G: Kun B-lymfocytter vises. G: Unormalt mange B-lymfocytter uttrykker lambda lett kjede, noe som kan veere et ut-
trykk for at det er en monoklonal (patologisk) populasjon.

D og H: Kun B-lymfocytter vises. H: B-lymfocyttene med lambda lett kjede uttrykker CD5 og CD23, noe som taler for di-

agnosen kronisk lymfatisk leukemi.

Oransje: B-lymfocytter, rad: T-lymfocytter og NK celler, bla: monocytter, gul: granulocytter.
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F1GUR 4. Eksempel pa A: Normal benmargsprove, B: Akutt lymfatisk leukemi (ALL), og C: Akutt myelogen leukemi
(AML).

Rad: lymfocytter og NK celler, bla: monocytter, gul: granulocytter, gra: forstadier av rade celler, grenn:
umodne celler, lilla: patologiske celler.
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av normale markerer, eller iv) uttrykk av markgrer som
vanligvis ikke sees pa den celletypen som kreftcellene
ligner mest pa (5). En slik karakterisering forutsetter
god kunnskap om hvilke markegrer som uttrykkes pa
normale celler. Kunnskapen om dette har gkt i lopet av
de siste 10 arene (6). En leukemiassosiert fenotype kan
med et moderne flowcytometer identifiseres for over
99 prosent av akutte lymfatiske leukemier (ALL) (4) og
for 85 - 95 prosent av akutte myeloide leukemier (AML)
(7). Figur 4 viser eksempler pd akutte leukemier som er
diagnostisert ved flowcytometri.

Minimal Residual Disease (MRD)

MRD er et begrep som brukes der restsykdom av akutt
leukemi kan pavises med molekylaermedisinske meto-
der, men ikke med vanlig mikroskopering (5). PCR og
flowcytometri er de eneste metodene som har god nok
sensitivitet til slik oppfelging (7). Begge metodene er
avhengige av gode markgrer for d pavise restsykdom.
Det kan variere fra tilfelle til tilfelle hvilken metode som
er best til pavisning av MRD. Flowcytometri er vanligvis
forstevalg ved B-ALL, mens PCR brukes ved T-ALL. Me-
todene har med dagens teknologi like god sensitivitet
(7). Flowcytometri er i mange tilfeller raskere og mindre
arbeidskrevende enn PCR, og vil vanligvis kunne be-
svares samme dag. Man vil ogsa kunne gi informasjon
om normale celler. Det er imidlertid ikke alltid like lett
a skille de maligne cellene fra normale umodne celler i
benmarg som regenererer etter behandling. Lav cellula-
ritet i benmarg etter induksjon er ogsa en begrensning
ved flowcytometri. PCR og flowcytometri vil derfor ut-
fylle hverandre i diagnostikken av MRD.

Mangel pa standardiserte prosedyrer begrenser fort-
satt god utnyttelse av flowcytometri (8). Nordisk Foren-
ing for Pediatrisk Hematologi og Onkologi (NOPHO)
har et nordisk program for kvalitetsovervaking og
standardisering av MRD-analyse: Nordisk flowcytome-
tri gruppe (NFCG). De leverer internasjonalt anerkjent
forskning pa feltet, og har vaert med pa a videreutvikle
de behandlingsprotokollene som brukes for akutte bar-
neleukemier (9). Alle universitetssykehusene i Norge
er med i dette arbeidet. En annen viktig premissleve-
randgr er EUs EuroflowConsortium (www.Euroflow.
Org) (10).

Integrasjon av ulike molekylzerbiologiske metoder
Intensive behandlingsregimer for akutt leukemi gir en
okt risiko for pasienten pa bade kort og lang sikt. Al-
logen stamcelletransplantasjon gir en dgdelighet pd 10
- 30 prosent (11-13) og hgydose kjemoterapi kan skade
indre organer og gi sekundar malignitet (14). Det er
derfor viktig ikke bare 3 unnga underbehandling, men
ogsa a unngd overbehandling av pasientene. Bade ge-
netisk kartlegging og MRD-resultater ved standardiser-
te tidspunkt er med pd & bestemme hvilken behandling
man velger. Inmunfenotypen bestemt ved flowcytome-
tri kan gi en indikasjon pa hvilke genetiske forandrin-

ger som er mest sannsynlige, og som derfor bar veere
med ien genetisk kartlegging. Nye molekylarbiolo-
giske metoder med hgy kapasitet har gitt gkt kunn-
skap om genetikk, noe som brukes i klassifiseringen av
akutte leukemier. Samtidig har man laert at kreftcelle-
nes genetikk er mer kompleks enn det man forst trodde
(15). For eksempel kan man identifisere starre struktu-
relle kromosomforandringer hos om lag halvparten av
alle pasienter med AML. Disse pasientene kan inndeles
ilav- og hgyriskogrupper, og fa ulik behandling. Det er
imidlertid slik at 40 - 50 prosent av de som blir plas-
sert i lavrisikogruppen allikevel far tilbakefall (15). Ved
oppfelging med MRD-diagnostikk tar man sikte pa &
oppdage tilbakefall tidlig, og dermed endre behand-
lingsregimet. For andre tilfeller av AML finnes det et s
stort antall ulike strukturelle og mindre genetiske for-
andringer, at hver enkelt forandring ikke ngdvendig-
vis er hyppig nok forekommende til & kunne si noe om
prognosen (7). Satt pa spissen kan man si at nar hver
enkelt pasient blir sin egen genetiske subgruppe, sa kan
man ikke bruke forlgpet av sykdommen i denne «grup-
pen» til & sinoe om hvordan det kommer til & ga med
neste pasient. Den genetiske kompleksiteten som ligger
bak sykdomsutviklingen gjor at vi kommer til 4 ha bruk
for bdde kartlegging av cellenes genotype, fenotype og
monitorering av behandlingsrespons med MRD ogsa i
fremtiden. Etter hvert som teknologien innen moleky-
leerbiologi utvikler seg, vil begrensningen for utnyttel-
sen av de ulike metodene i stor grad ligge pa tolkning av
data og gode IT lgsninger for databehandling (3, 15, 16).

Lymfom- og leukemiceller i
spinalvaeske

Affeksjon av sentralnervesystemet (CNS) er en sjelden,
men alvorlig komplikasjon ved leukemi og lymfom
(17). Ved CNS affeksjon kan det vaere fa maligne celler,
mens reaktive celler dominerer bildet. Flowcytome-
trisk undersgkelse har da en bedre sensitivitet enn cy-
tomorfologi for a skille de maligne fra de reaktive cel-
lene. Ved inflammatoriske nevrologiske sykdommer,
som MS, kan en ogsa se endringer i cellefordelingen i
spinalvaeske, men dette er ikke diagnostisk og benyttes
ikke klinisk enna (18).

Prgver fra spinalvaeske bestdr av et begrenset volum
som skal brukes til flere typer diagnostikk, cellene dgr
dessuten raskt etter progvetaking. Celletapet i prgven
starter umiddelbart, og man har sett opptil 40 prosent
celletap etter to timer. Dette er utfordrende, fordi flow-
cytometri krever levende celler. Prgvetaking pa glass
med cellepreservasjonslgsninger har langt pa vei lgst
dette problemet, og holdbarhet pa prgvematerialet har
gkt fra to timer til 10 dager (19). Det lave celletallet,
vanligvis mindre enn fem celler pr pl har veert en be-
grensning i forhold til hvor mange reaksjoner man kan
sette opp, og dermed hvor mange markgrer man kan
undersgke. Flerlaserflowcytometre med mulighet for a
undersgke mange markgrer i samme reaksjon, har be-
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dret bade spesifisiteten og sensitiviteten av denne ana-
lysen betraktelig (18,19).

Andre diagnostiske anvendelser

Som vist kan flowcytometri veere et viktig verktoy for
diagnostikk av lymfomer og leukemier. Flowcytome-
trisk teknikk benyttes imidlertid ogsa til en rekke an-
dre laboratorieundersgkelser, for eksempel kvantite-
ring av lymfocytter, pavisning av trombocyttantistoff,
forlik av trombocytter og oppfelging av hiv-pasienter
med telling av CD4 positive og CD8 positive T-lymfo-
cytter. Siden undersgkelsen har sa hgy sensitivitet, er
flowcytometri spesielt viktig ved analyser der det skal
males sveert lave niva av celler, slik som telling av CD34
positive stamceller, leukocytter i blodprodukter, fgtale
celler i mors blod ved fatomaternell blgdning og pavis-
ning av paroxysmal nocturnal hemoglobinuri (PNH) el-
ler immunsvikttilstander. Oppfelging av hiv-pasienter
er kanskje den anvendelsen som har stgrst betydning
internasjonalt, og man har utviklet mobile enheter
som er selvforsynt med strgm, og som kan brukes ogsa
ilavinntektsland (3).

Ulike sykdomsprosesser kan gi en endret cellefor-
deling i bronchealveolzer vaske, og dette kan vaere til
hjelp ved diagnostisering av interstitielle lungesyk-
dommer (20). Lymfocytose sees blant annet ved hyper-
sensitivitetspneumonitt og sarcoidose, og den videre
inndelingen i CD4 positive og CD8 positive T-lymfocyt-
ter kan bidra til a skille disse. Videre kan andel eosino-
file granulocytter over 25 prosent indikere eosinofil
pneumoni. I enkelte tilfeller kan ogsa maligne celler,
som carcinomeceller eller lymfomceller, sees. Ved St.
Olavs hospital er det satt i gang et forskningsprosjekt
i samarbeid med lungeavdelingen, der det blant annet
sees pa utrykk av regulatoriske T-lymfocytter ved ulike
interstitielle lungesykdommer.

Multiplex kuleassay utnytter en kombinasjon av ELI-
SA-teknikk og flowcytometri. Hver kule har sin egen
fargesignatur (kombinasjoner av fluorokromer) og et
spesifikt antistoff eller antigen som gjenkjenner ulike
molekyler. Opp til 100 ulike kuler /fargenyanser kan in-
kluderes i en reaksjon. Kulene blandes med en prove,
for eksempel serum eller et cellelysat, og hver kule re-
gistreres av et flowcytometer. Teknikken har blant an-
net veert brukt til 3 male konsentrasjonen av ulike cyto-
kiner i serum, og til 4 kartlegge metabolske signalveier
(3) T klinikken er systemet i bruk for maling av under-
grupper av antinuklezre antistoffer (ANA) ved positiv
ANA-screening.

Oppsummering

Flowcytometri er en metode under rask utvikling, og
det er ikke lenger teknologien som begrenser utnyt-
telsen. Utfordringen fremover vil veere kunnskap om
normalmateriale, standardisering, databehandling og
gode IT-lgsninger. Deltagelse i et nordisk samarbeid
gir anledning til 3 kvalitetssikre de analysene som gjg-
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res og forbedre teknikken i samspill med kollegaer.
Flowcytometri er, og vil fortsatt veere, et viktig diagnos-
tisk verktgy i sa vel rutineanalyser (som differensialtel-
ling av leukocytter i blod), som i avansert lymfom- og
leukemidiagnostikk. Bruksomradet er i ferd med a bli
utvidet, og dette vil kreve innvesteringer i form av nytt
utstyr og gkt bemanning i fremtiden.

Takk til

Vi vil rette en stor takk til dyktige kollegaer ved enhet
for cytometri for et positivt og utviklende samarbeid,
og for gode innspill til denne artikkelen.

Alle bilder av todimensjonale flowcytometri-plot er
fremstilt ved bruk av Cytognos Infinicyt® programpak-
ke.
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Kjernekompetanse

| Bioingenigren 9 2012 var
det en vitenskapelig ar-
tikkel om bioingenigrenes
kjernekompetanse. | den
ble IFBLS sin definisjon av
kjernekompetanse gjengitt.
Denne definisjonen er nylig
endret. Den nye definisjo-
nen er:

«The Biomedical Laboratory
Scientist/Biomedical Scientist
is in the crossroads between
the health disciplines and a
deep understanding of technol-
ogy for diagnostic purposes.
The Biomedical Laboratory
Scientist/Biomedical Scientist

Fallbeskyttelse

EG VAR HOYGRAVID med mitt andre barn og vagget rundt

pa jobb pa Blodbanken i Moss. Tappestasjonen var plassert i

et langt, smalt rom. En kollega hadde fedselstermin omtrent
samtidig som meg, og det var sveert trangt om plassen der vi begge
stavret rundt med enorme mager, dunket borti alt utstyret og suk-
ket og stgnnet hver gang vi skulle reise oss.

En dag var det en ung mann innom for a gi blod. Etter tappingen
13 han og slappet av en stund, slik alle gjor, men da han skulle rei-
se seg, ble han fgrst gronn, sa hvit, for han ség sammen. Heldigvis
sto jeg rett i naerheten og ilte til for  redde ham. Han landet trygt
og godt med hodet pd den store magen min. Min hgygravide kolle-
ga ogjeg hadde et svare strev med 4 lgfte den fullvoksne mannen
opp pa benken, vi hadde jo nok av kilo a dra pa selv, men til slutt
fikk vi lagt ham med hodet ned og beina opp. Slik laerte jeg at gra-
vide mager fungerer utmerket som fallbeskyttelse.

EVA LISA, Son

education and training make
the profession unique com-
pared to other professions in
the medical laboratory in terms
of: knowledge within quality as-
surance, evaluation of pre-an-
alytical conditions and assess-
ment and validation of medical
laboratory analysis.

The core competences for
Biomedical Laboratory Scien-
tists/Biomedical Scientists in-
clude a thorough understanding
of the fundamentals of biomedi-
cal processes and the proc-
ess of medical decision-making.
This includes: development of
methods, implementation of new

18. de Graaf MT, de Jongste AH, Kraan J, et al. Flow cytometric cha-
racterization of cerebrospinal fluid cells. Cytometry B Clin Cytom. 2011
Sep;80(5):271-81.

19. Sancho JM, Orfao A, Quijano S, et al. Clinical significance of occult
cerebrospinal fluid involvement assessed by flow cytometry in non-
Hodgkin's lymphoma patients at high risk of central nervous system
disease in the rituximab era. Eur ] Haematol. 2010 Oct;85(4):321-8.

20. Heron M, Grutters JC, ten Dam-Molenkamp KM, et al. Bronchoalve-
olar lavage cell pattern from healthy human lung. Clin Exp Immunol.
2012 Mar;167(3):523-31.

methods, quality assurance of bi-
omedical analysis, the analytical
process from when an analyte is
ordered, and the sample collec-
tion through to the validation and
presentation of the result.

The core competences for Bi-
omedical Laboratory Scientists/
Biomedical Scientists are built
on scientific methods (evidence-
based) and the ethics of patient
care.

The Biomedical Laboratory
Scientist/Biomedical Scientist is
the important linkage to health-
care professionals and the pu-
blic for the use of safe and ap-
propriate diagnostic testing.»

lllustrasjon: Sven Tveit

Har du en morsom historie? Send den til bioing@nito.no eller ring Bioingenigren (22 05 35 84).

BIOINGENIGREN 10.2012 | 19




