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Forord 
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Sammendrag 
Kronisk lymfatisk leukemi (KLL) er den vanligste formen for leukemi i den vestlige verden, 

og i Norge diagnostiseres omtrent 300 personer i året med sykdommen. En viktig del av 

utredningen av KLL-pasienter er flowcytometrisk immunfenotyping. Ved laboratoriet ved 

Enhet for Cytometri, Avdeling for Immunologi og Transfusjonsmedisin på St. Olavs Hospital 

i Trondheim var det ønskelig å kartlegge hvor store forskjeller det er mellom prosedyrene som 

blir brukt på laboratoriet i Trondheim, prosedyrer som benyttes ved andre sykehuslaboratorier 

i Norge, og standarder ved prøvehåndtering som er utarbeidet av Euroflow, ved mistanke om 

KLL. 

Metodene som ble brukt for å kartlegge forskjeller var observasjon på laboratoriet, og 

innhenting og gjennomgang av prosedyrer og paneler. Prosedyrene og panelene ble innhentet 

fra EuroFlow og laboratoriene som utfører flowcytometrisk immunfenotyping i Trondheim, 

Oslo, Bergen og Tromsø.  

Det ble utformet tabeller for å presentere resultatene fra sammenlikningen på en strukturert 

måte. EuroFlows anbefalinger for prøvepreparering blir i all hovedsak fulgt av alle 

laboratoriene som er inkludert i denne sammenlikningsstudien. Blant forskjellene som ble 

observert var ulike strategier for panelbruk, ulikt volum prøvemateriale som ble vasket, og 

ulik komposisjon av vaskebuffer. Når det kommer til strategi for panelbruk følger 

laboratoriene i Trondheim, Bergen og Oslo anbefalinger som er gitt av EuroFlow, mens 

laboratoriet i Tromsø benytter seg av et større screeningpanel for så å rette seg inn mot en 

spesifikk diagnose. Ved laboratoriet i Trondheim vaskes alt prøvemateriale tre ganger, hvilket 

er avvikende fra anbefalingen gitt av EuroFlow og fra prosedyrene til de andre laboratoriene. I 

tillegg benytter laboratoriene i Trondheim og Oslo en vaskebuffer uten NaN3, i motsetning til 

vaskebufferen som er anbefalt av EuroFlow.  

Det antas at forskjellene i liten grad har en konsekvens for metodenes diagnostiske sensitivitet 

eller spesifisitet, men at de derimot kan ha en konsekvens for økonomi og tidsbruk på 

sykehuslaboratoriene.  
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Abstract 
Chronic lymphatic leukemia (CLL) is the most common form of leukemia in the western 

world, and about 300 people a year are diagnosed with the disease in Norway. An important 

part in diagnosing CLL patients is flow cytometric immunophenotyping. At the laboratory at 

the Unit for Cytometry, Department of Immunology and Transfusion Medicine at St. Olavs 

Hospital in Trondheim, it was desirable to map the differences between the procedures used in 

the laboratory in Trondheim, procedures used in other laboratories at hospitals in Norway, and 

standards for sample handling by EuroFlow, when there is a suspicion of CLL. 

The methods used to map the differences were observation in the laboratory, and collection 

and review of procedures and panels. The procedures and panels were obtained from 

EuroFlow and the laboratories that perform flow cytometric immunophenotyping in 

Trondheim, Oslo, Bergen and Tromsø. 

Tables were designed to present the results from the comparison in a structured way. 

EuroFlow's sample preparation recommendations are followed by essentially all the 

laboratories included in this comparative study. Among the differences that were observed 

were different strategies for panel use, different volume of specimen that gets washed, and 

different composition of the wash buffer. When it comes to the strategy for panel use, the 

laboratories in Trondheim, Bergen and Oslo follow the recommendations given by EuroFlow, 

while the laboratory in Tromsø uses a larger screening panel before focusing on a specific 

diagnosis. At the laboratory in Trondheim, all specimen is washed three times, which deviates 

from the recommendation given by EuroFlow, and from procedures from the other 

laboratories. Additionally, the laboratories in Trondheim and Oslo use a wash buffer without 

NaN3, in contrast to the wash buffer recommended by EuroFlow.  

It is assumed that the differences have little consequence for the diagnostic sensitivity or 

specificity of the methods, but they may have a consequence for finances and time usage in 

the hospital laboratories. 
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1. Innledning 
Kronisk lymfatisk leukemi (KLL) er en kreftform som rammer rundt 300 personer av den 

norske befolkning i året, og diagnostiseringen av KLL er blant annet avhengig av 

flowcytometrisk immunfenotyping. (1) Immunfenotypingen innebærer at antistoff konjugert 

til fluorokromer bindes til leukocytter i pasientprøven. Hvilken antistoffkombinasjon som er 

mest relevant å bruke ved diagnose av KLL finnes det ingen definitiv konsensus om. 

Euroflow er et europeisk organ som har utformet prosedyrer og antistoffpaneler for å 

standardisere denne delen av diagnostiseringen av KLL.  

1.1.  Kronisk lymfatisk leukemi 
KLL er leukemiformen som har størst insidens i den vestlige verden. Sykdommen er oftest 

diagnostisert hos personer over 65 år, og median alder for diagnosetidspunkt er 72 år. KLL er 

mer utbredt blant menn enn blant kvinner. (1) 

1.1.1. Utvikling av B-lymfocytter  
KLL er en blodsykdom som stammer fra B-lymfocyttenes cellelinje. (2) Under modningen av 

en B-lymfocytt vil cellen ved forskjellige stadier i B-cellelinjen ha karakteristiske trekk. Disse 

blir gjenkjent basert på uttrykk av ulike immunglobuliner, immunglobulin-genuttrykk og 

overflatemarkører. (3) Overflatemarkører kalt Cluster of Differentiation (CD) kommer til 

uttrykk i ulik grad ved forskjellige differensieringssteg hos B-lymfocytter, som vist i figur 1. 

Dette er markører som viser karakteristiske egenskaper hos en celle eller en celletype. (4) CD-

markører benyttes ved flowcytometrisk immunfenotyping til å gjenkjenne leukocytter fra 

ulike cellelinjer og differensieringsstadier i flowcytogram. Eksempler på CD-markører som 

gjenkjenner en spesifikk cellelinje er CD-markørene CD19 og CD20 som kjennetegner B-

lymfocytter. CD45 kjennetegnes som en CD-markør som uttrykkes på alle leukocytter. (2) 

Utvikling av B-lymfocytter starter i beinmargen fra den hematopoetiske stamcellen (HSC), 

som er utgangspunktet for dannelse av alle blodceller. HSC differensieres og danner en 

lymfoid progenitorcelle (pro-B celle), som er cellen som kan gi opphav til alle lymfoide 

cellelinjer (B-, T- og NK-celler). Flere CD-markører er karakteristiske for en pro-B-celle, 

disse er blant andre CD10, CD19, CD20, CD79α og CD38. (3) Under modningen av B-cellen 

i beinmargen skjer det en rearrangering av immunglobulin-genuttrykk i tillegg til at 

forskjellige immunglobuliner og CD-markører kommer til uttrykk på celleoverflaten. CD-

markører som er karakteristiske for en pre-B-celle er de samme som for en pro-B-celle, men 
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de har i tillegg et svakt CD20-uttrykk. I en pre-B-celle finnes tunge kjeder av typen 

immunoglobulin klasse M (IgM), og i tillegg er cytoplasmatisk immunoglobulin (cIg) 

uttrykt.(3) Et immunglobulin er bygd opp av lette og tunge kjeder. (5) De tunge kjedene 

dannes først, og de lette kjedene dannes senere i differensieringen. Ved neste modningstrinn, 

når pre-B-cellen er utviklet til en umoden B-celle, har den i tillegg til cIg også dannet 

overflateimmunglobuliner som er både tunge og lette kjeder av klassen IgM.(3) De lette 

kjedene er enten av typen kappa eller lambda. (4) En B-lymfocytt kan normalt kun utvikle 

enten kappa eller lambda. Fordelingen mellom disse to typene, kalt kappa/lambda-ratio er 

omtrent 50/50 for B-lymfocytter hos friske pasienter. (2) Til forskjell fra tidligere steg har 

ikke en umoden B-celle CD38 eller CD10 uttrykt på overflaten, men de har sterkere uttrykk 

av CD20. Dette er siste trinn ved differensiering i beinmargen, og B-cellen vil gå over til 

perifert blod for å fortsette differensieringen til en moden B-lymfocytt. (3) 

B-cellene vil differensieres videre i perifert blod og i primære lymfoide follikler. Ved 

overgang fra beinmargen utvikles B-cellen til en moden, naiv B-celle. De naive B-cellene har 

utviklet immunoglobulin D (IgD) i tillegg til IgM på celleoverflaten. Karakteristiske CD-

markører for en naiv B-celle er CD19, CD79α og CD20. Når en naiv B-celle støter på et 

antigen som passer deres overflateimmunglobulin-reseptor gjennomgår den naiv B-cellen 

transformasjon, proliferasjon og til slutt blir den en moden antistoffsekrerende plasmacelle 

eller en hukommelsecelle. Naive B-celler kan enten utvikle seg til en plasmacelle med kort 

levetid, via en eksfollikulær B-blast ved en T-celleuavhengig modning, eller gå inn i det 

germinale senteret (GS) i en follikkel. I GS gjennomgår B-cellen en somatisk hypermutasjon 

og klassebytte av immunglobulin tunge kjeder fra IgM og IgD til immunoglobulin G (IgG) og 

immunoglobulin A (IgA). Den transformerte cellen i GS, kalt sentroblast, vil utvikle seg til en 

sentrocytt. Sentroblaster og sentrocytter gjenkjennes på bakgrunn av CD-markørene CD19, 

CD10, CD38 og CD20. Celler som går ut av GS utvikles til plasmaceller med lang levetid 

eller hukommelsesceller. Karakteristisk for hukommelsesceller er uttrykk av CD-markørene 

CD19, CD79α, CD20 og svakt uttrykk av CD38. Plasmacellene karakteriseres ved uttrykk av 

CD-markørene CD19, CD79α og CD38. (3) 
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 Figur 1: Uttrykk av CD-markører ved forskjellige differensieringstrinn under utviklingen av en B-lymfocytt. Sterkere farge 
indikerer sterkere uttrykk av markøren.  

1.1.2. Patogenese 
KLL er en blodsykdom som skyldes uhemmet produksjon av lymfocytter, med celler som 

viser stor heterogenitet. Dette kan sees ved cellenes fenotypiske egenskaper, mutasjon i den 

variable delen av den tunge kjeden i immunoglobulinet, immunoglobulin heavy chain variable 

(IgHV), og ved kromosom- og genforskjeller. Med utgangspunkt i cellenes 

overflatemembranfenotype og genuttrykk er det enighet om at sykdommen stammer fra B-

lymfocyttene. Det er likevel usikkerhet knyttet til patogenesen til KLL. Det uklare ved 

patogenesen er om KLL-cellene stammer fra én enkelt, eller flere B-lymfocyttforløpere og 

ved hvilke stadier i differensieringen av B-lymfocyttene de utvikles. (6)(7)  

For å finne forløpere(n) til KLL-celler har det blitt forsket på ulikheter mellom KLL-celler og 

normale B-lymfocytter. KLL-cellene uttrykker overflate- og cytoplasmatisk IgM og IgD, og 

lavere verdier av IgG og IgA. Dette betyr at de ikke har nådd differensieringstrinnet der de 

gjennomfører et bytte av immunglobulin-klasser. Enzymatisk innhold i KLL-celler hjelper 

også for å forstå dannelsesstadiet. Enzymene terminal deoksynukleotidyltransferase og 

plasmamembranenzymet 5’-nukleotidase plasserer opprinnelsessted for KLL-cellene i et trinn 

mellom en pre-B-celle og en moden B-lymfocytt. (7)  

Det er hos 60% av alle KLL-pasienter påvist en mutasjon i B-cellereseptoren. Disse KLL-

cellene ser ut til å ha gjennomgått modning i GS i en lymfeknute, og fått en somatisk 

hypermutasjon i IgHV. (8) Dette betyr at KLL-cellene i disse tilfellene har vært utsatt for et 
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antigen under differensieringen av B-lymfocyttene. KLL-celler med mutert IgHV stammer fra 

B-celler som har blitt eksponert for antigen, og KLL-celler med umutert IgHV stammer fra 

naive B-celler. Basert på denne informasjonen ble det foreslått at KLL ikke er én sykdom, 

men to separate sykdommer som oppstår ved forskjellige differensieringstrinn av B-

lymfocyttene. I tillegg til å ha KLL-pasienter med B-lymfocytter som ser ut til å stamme fra 

disse to differensieringstrinnene, finnes det KLL-pasienter med B-lymfocytter som ikke 

passer inn i disse subklassene. Det finnes også KLL-pasienter som har likheter med begge to. 

(8)(9) 

Hos omtrent 80% av pasienter diagnostisert med KLL er det funnet kromosomavvik. Det mest 

vanlige kromosomavviket funnet blant KLL-pasienter er defekt i kromosom 13 (del13q14). 

Denne defekten påvirker regulering av apoptose av B-lymfocyttene og cellesyklusen deres. 

Det er blitt funnet flere kromosom- og genmutasjoner som kan føre til KLL, men det er også 

en andel KLL-pasienter som ikke har et påvist gen- eller kromosomavvik. (7)(8) 

Et mulig forstadium til utvikling av KLL er monoklonal gammopati. Dette er en tilstand der 

pasienten har monoklonal B-cellelymfocytose (MBL). (1) Tilstanden har usikker klinisk 

betydning, men er sett på som et forstadium til KLL. MBL utvikler seg ikke til KLL i alle 

tilfeller, men kan utvikle seg videre til andre sykdommer eller ikke ha klinisk betydning for 

pasienten i det hele tatt. (10) MBL vil også kunne observeres hos friske personer. Blant antatt 

friske personer over 50 år er det omtrent 3 % som har fått påvist tilstanden.(1)  

Det er gjort studier for å finne miljøfaktorer som kan gi økt disposisjon for utvikling av KLL 

hos en person. Det er flere mulige miljøfaktorer som kan knyttes til utvikling av KLL, der den 

mest dokumenterte er pasientenes genetiske anlegg for KLL. (2) Pasientenes genetiske anlegg 

er studert i sammenheng med familiær forekomst av lymfoproliferative sykdommer eller 

annen hematologisk malignitet, ved populasjonsregistrering og ved tvillingstudier. (11) 

Studiene av miljøfaktorer viste at familiær forekomst av en hematologisk malignitet gir en økt 

disposisjon for utvikling av KLL. En studie, gjort på et stort antall pasienter med KLL studert 

opp mot kontrollgrupper, har funnet flere miljøfaktorer som er assosiert med tilstedeværelse 

av KLL. Disse var familiær forekomst av hematologisk malignitet, å leve eller jobbe på gård, 

å jobbe som frisør, og infeksjon med hepatitt C. Miljøfaktorer som har vist seg å gi en 

beskyttelse mot utvikling av KLL er blodtransfusjon, eksponering for sol, røyking og dersom 

en person har mange allergier. Resultater fra andre mindre studier viser at kronisk 
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eksponering for elektromagnetiske felt, og eksponering for stråling også kan øke en persons 

disposisjon for KLL. (2)  

1.1.3. Diagnostisering  
Pasienter som får påvist KLL har ofte ingen symptomer ved diagnosetidspunkt. KLL er en 

kronisk sykdom som utvikler seg langsomt over en lengre periode. Mulige symptomer ved 

KLL er forstørrede lymfeknuter, hepatosplenomegali og generelle kreftsymptomer som blant 

annet tretthet, nattesvette og vekttap. (12) Ettersom mange av pasientene ikke har noen 

symptomer er det ikke uvanlig at personer med KLL har utviklet sykdommen lenge før de 

merker noe til den. Mange pasienter blir diagnostisert ved en tilfeldighet, ofte ved 

omstendigheter der det utføres en celletelling av perifert blod på grunn av noe annet. (13) 

Ved mistanke om KLL anbefaler Helsedirektoratet at det skal utføres differensialtelling, 

blodutstryk og kvantitering av hemoglobin, leukocytter, trombocytter, nøytrofile 

granulocytter, kreatinin, bilirubin, alkalisk fosfatase, alanin aminotransferase og laktat 

dehydrogenase (LD) i blodet til pasienten. Dersom funnene fra disse prøvene, og fra klinisk 

undersøkelse av pasienten gir begrunnet mistanke om KLL, blir pasienten henvist til 

pakkeforløp for KLL. (14) 

I pakkeforløpet for KLL blir det ved diagnostisering analysert antall leukocytter, den 

karakteristiske morfologien til leukocyttene ved mikroskopi av blodutstryk, og det blir gjort 

en immunfenotyping av cellene. For å kunne stille diagnosen må det være påvist lymfocytose, 

og det må påvises ≥ 5*109/L B-lymfocytter i perifert blod. Cellenes karakteristiske morfologi 

ved KLL er små, modne lymfocytter med lite cytoplasma og en tett kjerne uten synlig nukleol 

og delvis aggregert kromatin. Det kan også observeres B-lymfocytter med kjerneskygger, kalt 

Gumprechtske kjerneskygger. (15) 15% av pasienter med KLL vil ikke ha disse morfologiske 

kjennetegnene. I disse tilfellene vil en større andel umodne lymfocytter være tilstede, og det 

vil derfor også være viktig med immunfenotyping ved diagnostisering. (13) Ved 

immunfenotyping undersøkes CD-markørene på leukocyttene. Ved KLL kommer 

karakteristiske CD-markører til uttrykk på celleoverflaten til B-lymfocyttene. CD-markørene 

benyttes ved diagnose av KLL og B-lymfocyttene må ha det karakteristiske 

immunfenotypiske uttrykket for at diagnosen skal bli satt.  

Selv om KLL betegnes som én sykdom, er det en heterogen sykdom der flere forskjellige 

molekylære abnormaliteter kan være uttrykt. Det finnes ingen gullstandard for 

immunfenotyping ved mistanke om KLL, men i et prosjekt gjort av The International Clinical 
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Cytometry Society (ICCS) ble det undersøkt hvilke markører som er hensiktsmessige ved 

diagnostisering av KLL.(16) Studien konkluderte med at immunfenotyping minimum bør 

omfatte undersøkelse av markørene CD19, CD5, CD20, CD23, kappa og lambda ved 

diagnose av KLL. Ved differensialdiagnostisering, for å skille KLL fra andre 

lymfoproliferative sykdommer, vil det også være hensiktsmessig å undersøke andre markører. 

Studien anbefalte undersøkelse av CD43, CD79β, CD81, CD200, CD10 og receptor tyrosine 

kinase like orphan receptor 1 (ROR1) ved differensialdiagnostisering. (16)  

Ved diagnose av KLL benyttes immunfenotyping til å gi ut en KLL-skår. KLL-skåren 

inkluderer undersøkelse av markørene CD5, CD23, CD22 eller CD79β, CD200, kappa og 

lambda som minimum ved immunfenotyping ved KLL diagnostisering. Ved å undersøke B-

lymfocyttenes uttrykk av disse markørene utledes det en KLL-skår basert på tallene i tabell 1. 

Hver markør gir en verdi på 1 eller 0 i henhold til om markøren er typisk eller utypisk for 

KLL. Sammenlagt vil disse poengene gi en skår mellom 0 og 5, der 5 er typisk ved KLL og 0 

er utypisk ved KLL. I omtrent 90% av tilfellene der pasienten har KLL får pasienten en skår 

på 4-5. Noen pasienter med KLL har lavere skår, og det er omtrent 6% og 2% av pasientene 

som har en skår på henholdsvis 3 og 1-2. (1)  

Tabell 1: Tabellen viser uttrykk av markører ved immunfenotyping. Hvor sterkt markørene er uttrykt sammenliknes med 
typisk uttrykk ved KLL. Hver markør gir en skår på 0 eller 1 ut fra typisk eller utypisk uttrykk i henhold til KLL. Summering 
av markør-skårene resulterer i en KLL-skår. Tabell hentet fra Nasjonalt handlingsprogram med retningslinjer for 
diagnostikk, behandling og oppfølging av maligne blodsykdommer, utarbeidet av Helsedirektoratet (tabell 7.1). 

Markør Typisk KLL(skår) Andre B-celle leukemier/lymfomer (skår) 

Membran Ig (Kappa/lambda) Svak (1) Moderat/sterk (0) 

CD5 Positiv (1) Negativ (0) 

CD23 Positiv (1) Negativ (0) 

CD79β eller CD22 Svak/negativ (1) Moderat/sterk (0) 

CD200 Positiv (1) Negativ (0) 

 

Ved undersøkelse av immunfenotypisk uttrykk, blir det i tillegg til KLL undersøkt for andre 

lymfoproliferative sykdommer dersom en pasient har lymfocytose. Mantelcellelymfom, 

marginalsonelymfom, follikulært lymfom, lymfoplasmatisk lymfom og hårcelleleukemi er 

andre lymfoproliferative sykdommer som kan være årsak til lymfocytose hos en pasient. 

Forskjellige immunfenotypiske uttrykk gjør seg gjeldende ved forskjellige lymfoproliferative 

sykdommer, og ved bruk av immunfenotyping og KLL-skår kan KLL skilles fra andre 

lymfoproliferative sykdommer. (14) Ved mantelcellelymfom uttrykker pasientens 
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lymfocytter, i likhet med KLL, markøren CD5, men derimot ikke markøren CD23. I tillegg 

har lymfocyttene et høyere uttrykk av CD79β. For pasienter med hårcelleleukemi uttrykker 

lymfocyttene markørene CD11c, CD25 og CD103, som er utypiske hos en typisk KLL-

pasient. Pasienter med follikulært lymfom har lymfocytter som ofte uttrykker markørene 

CD10, CD20, CD22 og CD79α, men ikke CD5 eller CD23 som er vanlig ved KLL. Pasienter 

med marginalsonelymfom og lymfoplasmatisk lymfom har lymfocytter som uttrykker 

markørene CD19 og CD20, men ikke markørene CD5 og CD23. (2) Immunfenotypisk uttrykk 

gitt som en KLL-skår gjør det på denne måten enklere å skille mellom forskjellige 

lymfoproliferative sykdommer.  

Andre undersøkelser som kan benyttes ved diagnostisering av KLL er undersøkelse av 

beinmargsapsirat, full blodcelletelling, proteinelektroforese, direkte antiglobulin test og 

kvantitering av haptoglobin, kreatinin, urinsyre, bilirubin, LD og transaminaser. Ved 

diagnostisering av KLL benyttes også stadieinndeling for å beskrive prognose og 

tumorvolum. I Norge og resten av Europa benyttes Binet-Rai klassifikasjonssystemet. Dette 

ble utviklet på 70-tallet og er basert på kliniske vurderinger av tumorvolum og grad av 

leukemisk beinmargaffeksjon, uttrykt som anemi eller trombocytopeni. (1) (8) 

Det kombineres mange analyser ved mistanke om KLL. Analysering av antall leukocytter, 

undersøkelse av morfologien til cellene, og immunfenotyping av cellene er de viktigste 

analysene, og det er disse som kreves for sikker diagnostisering av KLL i dag. KLL er en 

kompleks sykdom og det er fremdeles usikkerhet knyttet til patogenesen. Dette gjør 

diagnostisering og behandling av KLL-pasienter mer utfordrende. 

1.1.4. Behandling 
Behandling av pasienter diagnostisert med KLL avhenger av kreftutviklingen hos hver enkelt 

pasient. Mange pasienter som får påvist KLL er asymptomatiske fordi diagnosen er blitt stilt 

som følge av at lymfocytose ble påvist ved en tilfeldighet. Asymptomatiske pasienter blir 

sjelden gitt behandling. Indikasjoner på at pasienten trenger behandling er tegn på progressiv 

beinmargssvikt, massiv eller progressiv lymfeknutesvulst, massiv eller progressiv 

splenomegali og progressiv lymfocytose, i tillegg til allmenne symptomer som vekttap og 

feber i mer enn to uker. (1) Behandling av symptomatiske pasienter kan innebære en 

kombinasjon av kjemoterapi og antistoff som er spesifikke for pasientens leukemiceller. (14) 

Førstelinjebehandling for pasienter over 65 år som er i god form er gjerne fludarabin, 

cyklofosfamid og rituximab (FCR). Pasienter som er over 65 år, og samtidig har god 
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funksjonsstatus vil bli gitt bendamustine og rituximab (BR), mens pasienter med dårligere 

funksjonsstatus vil få klorambucil i kombinasjon med anti-CD20 antistoff. (1)  

1.2. Flowcytometri 
Flowcytometri er en metode som i diagnostikken 

benyttes til å kvantitere enkeltceller og diskriminere 

mellom enkeltkomponenter. Dette gjør det mulig å 

identifisere og få informasjon om små undergrupper 

av celler i en heterogen populasjon. (17) Cellene som 

analyseres på et flowcytometer må befinne seg i en 

suspensjon som enkeltpartikler. Ved analysen ledes 

cellene enkeltvis gjennom en flowcelle som vist i figur 

2. Cellesuspensjonen tilsettes i en cellefri væske kalt 

bærevæske som trekker cellene gjennom flowcellen slik 

at cellene legger seg sentralt og enkeltvis i væsken, og 

kan telles én og én. Flowcellen bestråles av en laser. Når en celle passerer laseren, vil lyset 

spres i forskjellige vinkler og registreres av detektorer. Detektorene er plassert slik at det kan 

måles forward scatter (FSC) og side scatter (SSC). FSC gir oss informasjon om cellens 

størrelse, mens SSC gir oss informasjon om cellens granularitet. Informasjonen om 

enkeltcellens størrelse og innhold benyttes til å presentere cellene i et todimensjonalt plot kalt 

flowcytogram, med henholdsvis FSC og SSC på x- og y-aksen. Informasjonen fra dette plotet 

kan brukes til å gruppere ulike typer celler med lik størrelse og granularitet. Det vil dannes 

populasjoner i plotet som vil bestå av samme celletype. (18)  

1.2.1. Immunfenotypisk flowcytometri 
Flowcytometrisk metode kan utvides til andre, mer spesialiserte metoder. Immunfenotyping 

er en slik metode. Ved immunfenotypisk flowcytometri benyttes det monoklonale antistoff 

konjugert med fluorokromer. Antistoffkonjugatene benyttes blant annet i medisinske 

laboratorier for å påvise CD-markører som uttrykkes på leukocytter, og kan benyttes for å 

skille mellom ulike cellelinjer. I tillegg til dette kan det påvises CD-markører som forteller 

noe om hvor stor grad en celle er blitt differensiert. Dette vil være beskrivende for om en 

pasient har normalt utviklede celler. Fluorokromene som er konjugert til antistoffene, er 

stoffer som vil sende ut emisjonslys ved bestråling med eksitasjonslys. (19) Når prøven, hvor 

antistoffkonjugatet er bundet til en markør på en av cellene, sendes gjennom flowcellen, 

bestråles den med laserlys, og elektronene i fluorokromet eksiteres. Energien fra laserlyset 

Figur 2: Flowcelle som viser at cellene trekkes gjennom 
cella enkeltvis og bestråles av laser, slik at lyset som er 
spredt og emittert kan måles av detektorer. 

 



9 

 

absorberes, og elektronene eksiteres til et høyere 

energinivå. Når elektronene i fluorokromet faller 

tilbake til grunntilstand vil energien sendes ut som 

fluoroscerende lys som vist i figur 3. Fluorokromet 

emitterer lys med spesifikke bølgelengder som 

detekteres av detektorer i flowcytometeret. (20) 

Immunfenotypisk flowcytometri har blitt et viktig 

verktøy ved diagnostisering og klassifisering av 

hematologiske sykdommer. Paneler og rør er 

etablerte og benyttes ved mistanke om forskjellige 

hematologiske sykdommer. Et analyserør inneholder 

antistoffkonjugater som vil bindes til markører som befinner seg på celler fra forskjellige 

cellelinjer og underliggende subklasser. Et panel er et eller flere analyserør for screening, eller 

for deteksjon av spesifikke celletyper og hematologiske diagnoser. 

1.2.2. Innstilling av flowcytometeret 

To av flowcytometrene som benyttes ved flowcytometrisk immunfenotyping er FACS Canto 

II eller FACSLyric (BD Biosciences). Dette er flowcytometre som sender laserlys med tre 

forskjellige bølgelengder gjennom flowcellen: 488nm, 633nm og 405 nm på FACSCanto II 

og 488nm, 640nm og 405nm på FACSLyric. Altså sendes det blått, rødt og fiolett laserlys 

gjennom flowcellen. Når prøven er blitt bestrålt med laserlyset vil det sendes ut lys som både 

er blitt spredd av cellene og emittert lys fra fluorokromene. FSC måles ved hjelp av den blå 

laseren og en fotodiode, og de resterende fluorescensparametrene, inkludert SSC måles av 

fotomultiplikatorrør som er ordnet i et oktagon og to trigon. Hvilken detektor som velges til å 

detektere lyset som er sendt ut avhenger av hvilket fluorokrom som benyttes, da hvert 

fluorokrom sender ut emitterende lys med karakteristisk bølgelengde. Informasjonen fra 

detektorene kan benyttes til å sette opp flowcytogram der det er mulig å skille mellom de 

forskjellige cellene basert på hvilke fluorokromkonjugat som har bundet seg til cellen. (21) 

For å sikre at detektorene måler fluorokromenes lys på samme måte ved hver måling, må 

spenningen til detektorene på instrumentet justeres. Denne justeringen sikrer at cellene 

plasserer seg i plotene i områdene som er ønskelige og forventede. Det finnes, og benyttes 

flere forskjellige metoder for innstillingen av spenningen til detektorene. EuroFlow har 

utviklet en Standard Operation Prosedure (SOP), som er basert på bruk av «rainbowbeads» 

Figur 3: Illustrasjon av eksiteringen av et elektron 
som sender ut fluroscerende lys ved fall tilbake til 
grunntilstand 
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med bestemte fasitverdier, for både for FacsCanto II og FACSLyric. Spenningen blir ved 

innstilling justert opp eller ned slik at signalet blir sterkere eller svakere, og 

cellepopulasjonene i flowcytogrammene plasserer seg i ønsket område.   

I dag finnes det mange ulike fluorokromer, og de benyttes i stor grad i kombinasjoner. Ved 

analyse av prøver fra pasienter som skal utredes for lymfoproliferative tilstander, tilsettes det 

gjerne åtte fluorokrom-antistoffkonjugater til én prøve. Hvilke fluorokromer som benyttes 

avhenger blant annet av fluorokromenes intensitet, og hvor sterkt uttrykket av markørene som 

skal påvises er på cellene. En celle som uttrykker flere av markørene som er tilsatt til røret, vil 

emittere lys ved flere bølgelengder. Disse er spesifikke for hvert fluorokromkonjugat som er 

bundet til cellen. Ved immunfenotypisk flowcytometri der det benyttes flere fluorokromer i 

én prøve er det viktig at fluorokromene emitterer lys med spesifikke bølgelengder som 

detekteres av ulike detektorer. Før fluoroscenslys detekteres, sendes det gjennom speil- og 

filtersystemer, hvilket er essensielt for at lys fra flere fluorokromer skal kunne detekteres 

samtidig. (17) Utviklingen av immunfenotypisk flowcytometri, og økningen i bruk av flere 

fluorokromkonjugater hindres av at flere av fluorokromene som er tilgjengelige i dag har 

fluoroscensspekter som overlapper hverandre. Denne spektrale overlappingen kalles 

«spillover». Dersom det ikke blir gjort noe for å kompensere for «spillover» mellom 

fluorokromene, kan en konsekvens være at det blir gitt ut falskt positive svar.   

Ved innstillingen av instrumentet må det sikres at eventuell «spillover» mellom flurokromene 

påvirker resultatene i liten grad. Fra et fluorokrom vil det emitteres lys som måles av den 

tiltenkte detektoren for dette fluorokromet, men noe lys vil også være i samme spektrale 

område til en detektor som er tiltenkt et annet fluorokrom. Dette er vist i figur 4 der 

eksempelvis et signal mellom 550nm og 600nm inneholder emisjonslys fra både phycoerytrin 

(PE), PE-Cyanin7 (PE-Cy7) og fluoresceinisotiocyanat (FITC), selv om det kun er lyset fra 

PE som er ønskelig her. Fordi at det kun er PE som er ønskelig i dette området, vil lyset som 

kommer fra FITC og PE-Cy7 bli trukket fra ved hjelp av kompensering. (22)  For å hindre at 

«spillover» får en konsekvens for resultatet, må det spektrale overlappet mellom 

fluorokromene kalkuleres. Det kalkulerte spektrale overlappet kan benyttes for å matematisk 

kompensere for «spillover» i en detektor ved at dette trekkes fra resultatet. Dersom det blir 

kalkulert et for lavt spektralt overlapp vil det kunne skje en underkompensering der det blir 

gitt ut falskt positive svar, og dersom det blir kalkulert et for høyt spektralt overlapp vil det 

kunne føre til overkompensering, som kan bli gitt ut som falskt negative svar. (17) (23) 
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Figur 4: Spektralt overlapp mellom emisjonslys fra ulike fluorokromer ved bruk av eksitasjonslys på 488nm. Figur er hentet 
fra BD Bioscience Spectrum viewer (21) 

1.2.3. Antistoff og antistofftitrering 
Ved immunfenotyping benyttes polyklonale eller monoklonale antistoff, konjugert med 

forskjellige fluorokromer for å detektere bestemte markører på en celle. Antistoff er proteiner 

som kan gjenkjenne og binde bestemte molekyler som kalles antigener. Polyklonale antistoff 

er spesifikke for flere antigener. Disse fungerer bra ved enkelte immunologiske testsystemer, 

men ved andre immunologiske teknikker vil bruk av polyklonale antistoffreagenser kunne 

medføre en del uspesifikke interaksjoner som fører til maskering av det spesifikke signalet. På 

grunn av dette ble det også utviklet monoklonale antistoff med definert spesifisitet mot ett 

antigen. Denne spesifisiteten gjør at disse er bedre egnet til bruk i flowcytomentrisk 

immunfenotyping der det skal påvises spesifikke antigen på celleoverflaten. Ved 

flowcytometrisk immunfenotyping er det derfor vanligst å benytte monoklonale antistoff.  

(17) 

For å finne ut mengden monoklonale antistoff som skal benyttes ved en flowcytometrisk 

immunfenotyping benyttes antistofftitrering. Antistofftitrering har som formål å finne optimal 

mengde og konsentrasjon av monoklonale antistoff, konjugert med et fluorokrom, som 

benyttes ved merking av antigener uttrykt på overflatemembranen til levende celler. (24) 

Antistofftitrering gjøres ved å titrere antistoffløsninger med stigende konsentrasjon, mot en 

løsning med celler. Optimalt resultat ved en antistofftitrering gir et tydelig skille mellom en 

positiv og en negativ reaksjon. I tillegg innebærer et optimalt resultat at det er så få 

uspesifikke bindinger som mulig. Dersom antistoffkonsentrasjonen er for høy vil det kunne 

oppstå uspesifikke bindinger mellom antistoffene og celler som ikke utrykker tilhørende 

antigen. Altså kan en for høy antistoffkonsentrasjon føre til falskt positive svar. Ved for lav 
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antistoffkonsentrasjon vil det være vanskelig å skille ut de positive cellene i 

flowcytogrammene som benyttes ved gating, fordi mange av antigenene som uttrykkes på 

cellene ikke har antistoffkonjugat bundet til seg. For å få et tydelig skille mellom de positive 

og negative populasjonene i flowcytogram ved flowcytometrisk immunfenotyping er det 

derfor viktig å finne optimal konsentrasjon av antistoffkonjugatene. Antistofftitreringen kan 

utføres av produsenten av antistoffet, eksterne laboratorier, eller lokalt på sykehuslaboratoriet 

som skal benytte seg av antistoffene. (24) 

1.2.4. Gating  

Tolkning av resultatene fra en flowcytometrisk 

immunfenotyping gjøres i flowcytogram ved bruk av en 

teknikk som kalles gating. Gating har som formål å sortere ut 

cellepopulasjoner, og blir gjort basert på målesignaler fra celler 

som har like egenskaper. Cellene som uttrykker de samme 

markørene, plasserer seg samlet i populasjoner i 

flowcytogrammet. I flowcella vil alle celler som passerer 

laserstrålen spre, og eventuelt emittere, lys. Signalene som 

detekteres blir presentert i flere forskjellige flowcytogram. For 

en KLL-diagnose er det interessant å skille ut B-lymfocyttene, og 

for å finne disse cellene benyttes det linjemarkører. For B-

lymfocyttene blir CD19 brukt som en slik markør da denne 

uttrykkes på B-lymfocyttene i alle stadier i utviklingsprosessen. 

Cellene som har et sterkt uttrykk av CD19 vil plassere seg til 

høyre i cytogrammet der CD19-uttrykk står på x-aksen og SSC 

på y-aksen som vist i figur 5. (25) I tillegg til dette 

flowcytogrammet benyttes flere andre flowcytogram med 

markører, som er tilstede i røret og som uttrykkes på cellene, på 

enten x- eller y-aksen. Markører som er relevante ved diagnose 

av KLL, og som det er interessant å se på B-lymfocyttenes 

uttrykk av, er særlig de markørene som inngår i KLL-skåren. 

Etter at B-lymfocyttene er blitt definert, blir markører som er relevante for KLL-diagnostikk 

satt på aksene, og cellene blir definert på bakgrunn av hvilken grad de uttrykker markørene. 

For eksempel undersøkes B-lymfocyttenes uttrykk av CD5 og CD23. Ved sterkt uttrykk av 

begge markørene, som vist i figur 6, forsterkes mistanken om KLL. Informasjonen om 

Figur 5: Flowcytogram som 
viser lymfocytters uttrykk av 
CD19 hos en pasient med KLL. 
Figur tilpasset, og hentet fra 
Fenstad MH, Rø AD. 
Flowcytometri i klinisk praksis.   

Figur 6: Flowcytogram som viser 
B-lymfocytters uttrykk av CD5 og 
CD19 hos en pasient med KLL 
Figur tilpasset, og hentet fra 
Fenstad MH, Rø AD. 
Flowcytometri i klinisk praksis. 
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cellenes uttrykk av forskjellige markører vil være bestemmende for diagnosen som blir gitt til 

pasienten.  

1.3. EuroFlow 
EuroFlow er en internasjonal organisasjon som er støttet av Europakommisjonen som et 

«Specific Targeted Research Project» (STREP).  Organisasjonen har utviklet standardiserte 

prosedyrer og paneler for immunfenotyping ved diagnose av maligne hematologiske 

tilstander. EuroFlow består av mer enn 20 forskergrupper innen hematologi og en mindre 

bedrift. Alle disse regnes som eksperter innen flowcytometri. (26)   

I 2006 startet EuroFlow et prosjekt der målet var å innovere og standardisere 

immunfenotyping av 8-color flowcytometri for å sikre sammenliknbare resultater mellom 

forskjellige laboratorier ved diagnose av maligne, hematologiske tilstander. Dette ble oppnådd 

ved utarbeidelse av standardiserte prosedyrer og antistoffpaneler. Prosjektet ble startet fordi 

det ikke fantes standardiserte prosedyrer fra før av, og fordi at dette var et fagfelt i utvikling 

med økt kvalitet på instrumenter, og økt tilgang på gode fluorokromer og antistoff. 

Utviklingen førte med seg at medisinske laboratorier utarbeidet forskjellige metoder for 

diagnostikk av pasienter med samme problemstilling. Dette gjorde at sammenlikning av 

resultater mellom laboratoriene ble vanskelig. Metodene som ble benyttet var basert på det 

eksperter innen feltet mente var best, men disse hadde derimot aldri blitt validert. En følge av 

dette kunne dermed være at kvaliteten på resultatene varierte mellom ulike laboratorier. At 

EuroFlow utviklet prosedyrer basert på det som allerede var innarbeidede rutiner på flere 

laboratorier, og sikret at disse metodene var reproduserbare, var derfor et viktig steg for å 

sikre kvaliteten på prøvesvar som ble gitt av laboratorier som drev med flowcytometrisk 

immunfenotyping. (27) 

EuroFlow utviklet standardiserte prosedyrer med hensyn til instrumentinnstillinger, 

fluorokromsammensetninger og prøvebehandling. I tillegg fokuserte de på å utvikle en 

programvare som kunne brukes til å evaluere antistoffreagens og antistoffpanel. Videre 

presenterte EuroFlow også paneler som benyttes for å diagnostisere pasienter med 

hematologiske sykdomstilstander. Prosedyrene og panelene til EuroFlow ble utviklet med 

utgangspunkt i erfaringer fra laboratoriene som er en del av EuroFlow. Enkelte punkter ved 

prosedyrene og panelene ble eksperimentelt utprøvd, mens andre ble basert på datamateriale 

som allerede eksisterte.  
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Ved valg av hvilke fluorokromer som var gode nok til å brukes i et 8-color panel var det 

viktig å se på fluorokromenes emisjons- og eksitasjonsspekter, relative lysstyrke, stabilitet og 

fluorokromets «spillover» til andre kanaler. EuroFlow valgte noen av fluorokromene basert på 

tidligere erfaring og kunnskap, mens andre fluorokromer ble utprøvd før disse kunne 

anbefales som gode fluorokromer. I et 8-color panel benyttes det åtte fluorokromer som skal 

sende signaler innenfor satte kanaler. Flowcytometeret har åtte kanaler med detektorer som 

mottar lys fra forskjellige lasere som via speil- og filtersystem kommer fra flowcella. Fire 

detektorer mottar lys fra den blå laseren, to detektorer fra den fiolette og to fra den røde 

laseren. Ved valg av fluorokromene som skal benyttes i panelene som er utarbeidet av 

EuroFlow ble fluorokromer tilhørende de første to detektorene til den blå laseren valgt basert 

på omfattende erfaring om begge fluorokromer. Disse fluorokromene var FITC og PE. På 

samme grunnlag ble Allophycocyanin (APC) valgt for den første detektoren til den røde 

laseren, og enten peridinklorofyllproteinkompleks (PerCP) eller PerCP-Cyanin5.5 

(PerCPCy5.5) ble valgt for den tredje laseren. PE-Cy7 ble valgt for den fjerde detektoren til 

den blå laseren. For den andre detektoren til den røde laseren og de to fiolette laserne var 

erfaringen med fluorokromene ikke like omfattende, og det ble derfor gjort utprøvinger på 

aktuelle fluorokromer til disse kanalene. For den andre detektoren til den røde laseren ble 

APC-Cyanin (APCCy7), Alexa Fluor 700 (AF700) og APC-Hilite7 (APCH7) sammenliknet 

med hverandre. For den første detektoren til den fiolette laseren ble Pacific Blue (PacB), 

Horizon V450 (HV450) sammenliknet, og for den siste detektoren ble Pacific Orange (PacO), 

Anemonia Majano cyan fluorescent protein (AmCyan) og Horizon V500 (HV500) 

sammenliknet. For å sammenlikne fluorkromene, og for å finne det som fungerte best med 

tanke på lysstyrke, samspill med de andre fluorokromene, binding til markører og mengde 

kompensasjon som var nødvendig, ble det brukt mer enn fem blodprøver for alle 

fluorokromene, og prøvene ble analysert ved åtte av EuroFlow sine laboratorier. Som en følge 

av resultatene fra analysene valgte EuroFlow å anbefale PacB (eller HV450), PacO (eller 

HV500), FITC, PE, PerCPCy5.5, PECy7, APC og APCH7 som den beste kombinasjonen av 

fluorokromer i et 8-color panel.(27)  

De standardiserte prosedyrene fra EuroFlow knyttet til prøvebehandling, vasking og merking 

ble utarbeidet basert på tidligere erfaring og forsøksbasert datamateriale som allerede fantes. 

Dette datamaterialet kom både fra litteraturen, og fra analyser gjort av egen organisasjon. 

Euroflow stilte flere krav til prosedyren de utviklet. Disse innebar lav variasjonskoeffisient 

(CV) for FSC og SSC, at forskjellene mellom gjennomsnittlig fluoroscens for FSC og SSC 
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skulle være store mellom viktige leukocyttpopulasjoner, at det var minimalt med celletap og 

at fluorokromenes lysstyrke ble bevart. Det var også viktig at stabiliteten til flurokromene 

ikke ble påvirket av andre fluorokromer, at det var lav grad av bakgrunnsfarging, at 

forskjellene mellom laboratoriene var minimale og at prosedyren la til rette for enkel og 

effektiv gjennomførelse av analyse. Resultatet fra denne utprøvingen var at EuroFlow 

anbefalte å bruke Stain, Lyse, Wash (SLW) som metode for prøvebehandling. SLW 

innebærer at leukocyttene merkes med antistoff, før erytrocyttene lyseres og ubundet antistoff 

og lyserte erytrocytter vaskes bort. Ved lysering anbefales det bruk av FACS Lysing Solution. 

I tillegg anbefales det at prøvene må analyseres innen det har gått en time fra siste steg i 

prøvebehandlingsprosedyren. (27)  

En viktig del av arbeidet som ble gjort av EuroFlow var å utarbeide og validere 8-colorpanel 

som kan benyttes i diagnostikken av pasienter med hematologiske sykdomstilstander. Det har 

tidligere blitt utviklet og foreslått mange paneler, men disse manglet informasjon om «den 

beste kombinasjonen av relevante markører i et flerfarget antistoffpanel.» (25) For de 

diagnostiske laboratoriene var det derfor en viss grad av usikkerhet knyttet til hvordan 

markørene kunne påvises ved bruk av et flerfarget antistoffpanel. Usikkerheten var særlig 

knyttet til hvordan ulike fluorokromkonjugater påvirker, og samspiller med hverandre i et 

større panel fordi at faktorer som fluorescensintensitet kun var utprøvd uten tilstedeværelse av 

andre fluorokromer. Utvelgelsen av panelets markører ble gjort basert på erfaring fra egne 

laboratorier, og fra erfaring i litteratur. Panelene kunne derimot ikke kun baseres på erfaring 

da det fantes en så stor mengde CD-markører, antistoffkloner og fluorokromkonjugater at 

erfaringen om alle komponentene ikke var bred nok. For at panelene skulle anses som gode 

og kvalitetssikrede måtte de gjennom flere evalueringsrunder, og testes i stor skala. I 

evalueringsrundene ble det lagt fokus på om kriterier som fluorescensintensitet også oppnås i 

kombinasjon med de andre fluorokromene. (25) 

Fokuset for de panelene som EuroFlow endte opp med å anbefale var at de skulle passe til 

behovet for de spesifikke diagnosene som settes ved de flowcytometriske laboratoriene. For å 

gjøre dette så enkelt som mulig satte EuroFlow opp stegvise paneler som passer til spesifikke 

diagnoser, se figur 7. 
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Figur 7: Stegvis paneloversikt hentet fra EuroFlow for diagnose av lymfoproliferative tilstander. I boksene merket med grønt 

står det kliniske opplysninger hos pasienten, i de rosa boksene opplyses det om hvilke rør som benyttes, og i de gule boksene 

står det konklusjoner som kan trekkes basert på resultatene fra røret som er analysert. 

Basert på informasjonen som oppgis i figur 7 kan et mulig forløp for en pasientprøve hvor det 

påvises KLL for eksempel være at pasienten har utypiske lymfocytter, splenomegali, 

lymfocytose og forstørrede lymfeknuter. Da blir prøven satt opp i en lymphoid screening tube 

(LST). CD-markørene som er i dette røret vil identifisere lymfocytter som er avvikende fra 

normaltilstand. Ved funn av avvikende eller klonale B-lymfocytter går prøven videre til B-

cell chronic lymphoproliferative disorders (B-CLPD) der det basert på cellenes uttrykk av 

CD-markører er mulig å gi en KLL-diagnose.  

Utvelgelsen av markørene til disse rørene var en prosess som gikk gjennom flere runder med 

design og evaluering. Fokuset for utviklingen av LST var at det skulle være mulig å detektere 

avvikende og klonale fenotyper. Røret måtte bestå av linjemarkører som skilte mellom B-, T- 

og NK-celler, og i tillegg inkludere markører som kunne skille mellom ulike celletyper i disse 

cellelinjene. Det endelige panelet for LST besto av antistoff mot SmCD3, CD4, CD5, CD8, 

CD19, CD20, CD38, CD45, CD56, kappa, lambda og T-cellereseptor γδ (TCRγδ). B-CLPD 

er et panel fra EuroFlow som består av flere rør. Det inneholder fire rør i tillegg til LST. Fra 

EuroFlow ble det anbefalt at ved en klar mistanke om KLL kan LST-røret benyttes i 
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kombinasjon med deler av, eller hele, B-CLPD-panelet. Panelet er altså designet på en måte 

som gjør det mulig å diagnostisere en pasient med KLL på grunnlag av kun de to første rørene 

i B-CLPD-panelet  (25) 

 

1.4. Problemstilling 
KLL er den vanligste formen for leukemi i den vestlige verden, og en viktig del av 

utredningen av KLL-pasienter er flowcytometrisk immunfenotyping. Det finnes i liten grad en 

standardisert metode for diagnostisering av KLL som alle laboratorier er enige om å bruke 

ved rutineanalyser.(16) EuroFlow har utarbeidet prosedyrer og paneler i et forsøk på å skape 

en standardisert metode til bruk ved sykehuslaboratoriene i Europa. Denne prosedyren har 

laboratoriet ved St. Olavs Hospital benyttet for å utarbeide sine prosedyrer og paneler. Det var 

ønskelig å kartlegge forskjeller mellom prosedyrene som blir brukt på laboratoriet i 

Trondheim og standarder ved prøvehåndtering utarbeidet av EuroFlow. Ettersom det ikke 

finnes noen gullstandard for hvordan pasientprøver håndteres ved mistanke om KLL, finnes 

det også forskjeller i rutinene ved ulike sykehuslaboratorier i Norge som analyserer 

prøvemateriale fra samme pasientgruppe. Det var derfor også ønskelig å kartlegge hvor store 

forskjeller det er mellom prosedyrene som blir brukt ved andre sykehuslaboratorier i Norge.  

For å skaffe en oversikt over forskjellene ble det valgt følgende problemstilling:  

- Hvordan håndteres pasientprøver ved mistanke om KLL, og hvilke forskjeller er det 

mellom prosedyrer og paneler som brukes ved sykehuslaboratoriet i Trondheim, andre 

sykehuslaboratorier i Norge, og standarder som er utarbeidet av EuroFlow?  
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2. Materiale og metode 
Denne studien er basert på innhenting, prosessering og organisering av informasjon fra 

skriftlig materiale, og fra observasjoner i laboratoriet. Det ble innhentet informasjon om 

flowcytometrisk immunfenotyping fra EuroFlow og fra sykehuslaboratoriene i Trondheim, 

Bergen, Oslo og Tromsø. Informasjonen ble brukt til å sammenlikne ulike fremgangsmåter 

ved flowcytometrisk immunfenotyping av blod og beinmargsaspirat fra pasienter med 

mistanke om KLL. 

2.1. Innhenting av informasjon om flowcytometrisk immunfenotyping 
Informasjon om prosedyrer og panel som anbefales av EuroFlow er hentet fra EuroFlows 

egen nettside. (28) Prosedyrer og panel som benyttes ved St. Olavs Hospital, Enhet for 

Cytometri ble hentet fra sykehusets kvalitetssystem Extend Quality System (EQS). 

Prosedyrene fra de andre sykehusene i Norge som utfører flowcytometisk immunfenotyping 

ved diagnostisering av KLL ble forespurt og innhentet per e-post fra kontaktpersoner ved 

laboratoriene: seksjonsleder ved Seksjon for flowcytometri på Haukeland 

universitetssjukehus, spesialbioingeniør ved Enhet for flowcytometri på Oslo 

Universitetssykehus og spesialbioingeniør ved Laboratoriemedisin i Tromsø på 

Universitetssykehuset i Nord-Norge. Prosedyrer og paneler som benyttes på disse 

laboratoriene, samt opplysninger om hvordan de benyttes ved diagnostikk av KLL ble mottatt 

fra alle, og ble brukt som grunnlag for å sammenlikne hvordan de ulike laboratoriene går frem 

ved flowcytometrisk immunfenotyping av KLL. Prosedyrene og panelene som benyttes ved 

sammenlikning i denne oppgaven, og e-poster med svar fra kontaktpersoner er lagt som 

vedlegg 1-13. 

I tillegg til gjennomgang av prosedyrer, var observasjon på laboratoriet med 

analysegjennomgang vesentlig for å forstå prosessen en pasientprøve gjennomgår på 

laboratoriet ved mistanke om KLL. Denne ble gjennomført ved St. Olavs Hospital, Avdeling 

for Immunologi og Transfusjonsmedisin, Enhet for Cytometri. Observasjonen ga en praktisk 

innføring i arbeidet som blir gjort på laboratoriet. Informasjonen fra denne innføringen ga 

bedre forståelse av det som blir gjort i praksis med utgangspunkt i prosedyrene og panelene, 

som senere ble brukt i bearbeidelsen av data.  
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2.2.  Utarbeidelse av sammenlikningstabeller 
For sammenlikning av EuroFlows anbefalte prosedyre og paneler, og prosedyrer og paneler 

brukt ved sykehuslaboratoriene i Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø ble det utarbeidet seks 

tabeller for sammenlikning: 

• Tabell 2: Flowcytometer og innstillinger som benyttes 

• Tabell 3: Reagenser som benyttes 

• Tabell 4: Prosessen ved forbehandling av prøver før antistoffmerking 

• Tabell 5: Prosessen ved merking av prøvematerialet 

• Tabell 6: Paneler, rør og fluorokromkonjugater som anbefales av EuroFlow og 

benyttes av sykehuslaboratoriene 

• Tabell 7: Panel, rør og fluorokromkonjugater som benyttes ved utvidet analyse på 

sykehuslaboratoriet i Tromsø.  

I prosedyrene fra de ulike laboratoriene ble det observert små forskjeller i ordvalg og 

formuleringer selv om alle i praksis gjorde det samme. Det ble derfor tatt en avgjørelse om å 

bruke standardiserte formuleringer for det som ble vurdert som likt. For lyseringsbuffer og 

bærevæske ble standardisert ord henholdsvis «BD FACS Lysing Solution (1:10)» og «BD 

FACS Flow». Vaskebuffer som benyttes ved laboratoriet i Bergen er oppgitt som «EuroFlow 

SOP vaskebuffer», denne er derfor oppgitt på samme måte som denne oppgis i prosedyren til 

EuroFlow. Standardisert ord for «blanding» og «fjerning av supernatant» ble henholdsvis 

«Bland godt» og «Suges av»/ «Dekanter». For opplysning om volum av antistoff, og om 

antistoff blir tilsatt i blanding av flere eller enkeltvis, ble formuleringer standardisert til «jfr. 

Panel» og «bruk av antistoffmix» og/eller «bruk av enkeltvise antistoff». For inkubasjonstrinn 

ble formulering tilknyttet lysforhold standardisert til «lysbeskyttet».  

Tabell 6, der panelene sammenliknes, ble utformet med utgangspunkt i panelet til laboratoriet 

i Trondheim, se vedlegg 4. Denne tabellen tydeliggjorde forskjellene i rørtyper som benyttes 

ved screening av prøver fra pasienter med mistanke om KLL på de forskjellige 

sykehuslaboratoriene. Laboratoriet i Tromsø har i tillegg til screeningrør også paneler og rør 

til utvidet analyse dersom lege får mistanke om KLL hos en pasient ved analyse av 

screeningrørene. Disse ble også inkludert i sammenlikningen, men satt i en egen tabell, tabell 

7.  
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3. Resultater  
Hensikten med denne studien var å kartlegge hvordan flowcytometrisk immunfenotying 

gjennomføres som diagnostisk metode ved mistanke om KLL ved fire sykehuslaboratorier i 

Norge. Dette ble gjort ved å sammenlikne prosedyrene for flowcytometrisk immunfenotyping 

fra sykehuslaboratoriene i Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø, mot en standard utarbeidet 

av EuroFlow for prøver fra pasienter der det er mistanke om KLL. Data fra prosedyrer og 

paneler ble satt opp i seks tabeller (tabell 2 – 7). 

Ved alle laboratoriene gjennomgår prøver, som enten er blod eller beinmargsaspirat fra 

pasienter med mistanke om KLL, flere steg. Blod og beinmargsaspirat gjennomgår en 

vaskeprosess før leukocyttene merkes med antistoff og videre analyseres i et flowcytometer. 

Data fra flowcytometrisk analyse behandles av leger ved laboratoriene, det stilles en 

immunfenotypisk diagnose og det gis ut prøvesvar til behandlende lege.  

Stegvis fremgangsmåte ved flowcytometrisk immunfenotyping inkluderer:  

• Forbehandling før antistoffmerking:  

o Filtrering av beinmargsaspirat 

o Telling av leukocytter i blod og beinmargsaspirat 

o Vasking av blod og beinmargsaspirat 

§ Tilsetning av vaskebuffer 

§ Blanding  

§ Sentrifugering 

§ Fjerning av supernatant  

o Resuspensjon 

• Merking med antistoff 

o Tilsetning av antistoffkonjugat 

o Tilsetning av lyseringsbuffer for lysering av erytrocytter 

o Blanding 

o Inkubasjon 

o Sentrifugering 

o Fjerning av supernatant 

o Resuspensjon 

• Flowcytometrisk analyse 

• Gating av analysesvar fra flowcytometrisk analyse 
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3.1. Sammenlikning av flowcytometer og instrumentinnstilling 
Hvilke flowcytometre og instrumentinnstillinger som benyttes ved sykehuslaboratoriene i 

Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø, og hvilke som er anbefalt av EuroFlow, ble satt opp og 

sammenliknet i tabell 2. Innstilling av instrument inkluderer blant annet justering av spenning 

på lasere, og har som hensikt å gi ut best mulig flowcytogram.
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Tabell 2: Oversikt over hvilke(t) flowcytometer og tilhørende EuroFlow SOP for instrumentinnstilling som benyttes ved sykehuslaboratoriene i Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø, og hvilke 
som anbefales av EuroFlow. Innstillinger blir gjort på instrumentene for å få optimale flowcytogram. 

 EuroFlow Trondheim Bergen Oslo Tromsø 
Flowcytometer BD FACSCanto II 

 
BD FACS Lyric 

 
BD LSRFortessa X-20 

 
BC Navios 

BD FACSCanto II og  
 

BD FACS Lyric 

BD FACSCanto II 
 

BD FACS Lyric 

 
 

BD FACS Lyric 

BD FACSCanto II 

Instrumentinnstillinger EuroFlow Standard 
Operating Procedure 
(SOP) for Instrument 

Setup and Compensation 
 

EuroFlow Standard 
Operating Procedure 
(SOP) for Instrument 

Setup and Compensation 
BD FACSLyric 

Instruments Using 8-
Color EuroFlow Assays 

 
EuroFlow Standard 

Operating Protocol (SOP) 
for Instrument Setup and 

Compensation for BD 
LSRFortessa X-20 

 
EuroFlow SOP for 

Instrument setup and 
Compensation for BC 
Navios Instruments 

EuroFlow Standard 
Operating Procedure 
(SOP) for Instrument 

Setup and Compensation 
 

EuroFlow Standard 
Operating Procedure 
(SOP) for Instrument 

Setup and Compensation 
BD FACSLyric 

Instruments Using 8-
Color EuroFlow Assays  

 

EuroFlow Standard 
Operating Procedure 
(SOP) for Instrument 

Setup and Compensation 
 

EuroFlow Standard 
Operating Procedure 
(SOP) for Instrument 

Setup and Compensation 
BD FACSLyric 

Instruments Using 8-
Color EuroFlow Assays 

 
 

 
 
 
 
 

EuroFlow Standard 
Operating Procedure 
(SOP) for Instrument 

Setup and Compensation 
BD FACSLyric 

Instruments Using 8-
Color EuroFlow Assays 

EuroFlow Standard 
Operating Procedure 
(SOP) for Instrument 

Setup and Compensation 
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Alle sykehuslaboratoriene benytter seg av både flowcytometer og instrumentoppsett som er 

anbefalt av EuroFlow. Ved laboratoriene i Oslo og Tromsø benyttes henholdsvis BD FACS 

Lyric og BD FACSCanto II. Ved laboratoriene i Trondheim og Bergen benyttes både BD 

FACSCanto II og BD FACS Lyric. 

3.2. Sammenlikning reagenser og løsninger  
Reagensene og løsningene som blir brukt til vasking og lysering av prøvematerialet, samt 

hvilken bærevæske som benyttes på instrumentene ble sammenliknet, se tabell 3. Reagensene 

og løsningene anbefalt av EuroFlow er hentet fra «EuroFlow Standard Operation Procedure 

(SOP) for Sample preparation and staining». Reagenser og løsninger som benyttes ved de 

forskjellige sykehuslaboratoriene er hentet fra tilsendte prosedyrer laboratoriene selv har 

utarbeidet.  
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Tabell 3: Oversikt over reagenser som er anbefalt av EuroFlow og reagenser som benyttes ved sykehuslaboratoriene i Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø ved immunfenotyping. Reagenser 
benyttet ved vasking og lysering av prøvematerialet, og bærevæske i flowcytometer er inkludert. Forskjeller er farget i blå skrift. 

 EuroFlow Trondheim Bergen Oslo Tromsø 
Vaskebuffer 

 
Filtrert PBS (1X) Na+/K+ 

+ 0,09% NaN3 + 0,2% 
BSA og 2mM EDTA 

pH=7,4 

Filtrert PBS (1X) Na+/K+ 
+ 0,2% BSA og 2mM 

EDTA 
pH=7,4 

PBS pH 7,3 +/-0,2 

Filtrert PBS (1X) Na+/K+ 
+ 0,09% NaN3 + 0,2% 
BSA og 2mM EDTA 

pH=7,4 

Filtrert PBS med 0,2% 
BSA + 2mM EDTA 

 
 
 
 
 

BD FACSFlow 

Lyseringsbuffer BD FACS Lysing 
Solution (1:10) 

BD FACS Lysing 
Solution (1:10) 

 

BD FACS Lysing 
Solution (1:10) 

BD FACS Lysing 
Solution (1:10) 

BD FACS Lysing 
Solution (1:10) 

 
Bærevæske BD FACSFlow 

 
Filtrert PBS + 0,2% BSA 

+ 2mM EDTA 

BD FACSFlow BD FACSFlow BD FACSFlow BD FACSFlow 
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Ved alle laboratoriene brukes BD FACS Lysing Solution som lyseringsbuffer, som også 

anbefales av EuroFlow. Som bærevæske anbefaler EuroFlow enten BD FACSFlow eller 

filtrert PBS uten innhold av NaN3. Alle sykehuslaboratoriene benytter BD FACSFlow. I 

Tromsø benyttes BD FACSFlow også som vaskeløsning. Dette skiller dem fra resterende 

laboratorier som benytter filtrert PBS (1X) Na+/K+ + 0,2% BSA og 2mM EDTA. 

Reagensnavn er videre forkortet som «filtrert PBS». EuroFlow anbefaler bruk av filtrert PBS 

med NaN3, denne anbefalingen følger prosedyren til laboratoriet i Bergen. Laboratoriene i 

Trondheim og Oslo følger ikke anbefalingene til EuroFlow og benytter filtrert PBS uten 

NaN3. 

3.3. Forbehandling av prøver før antistoffmerking 
Prosedyrer ved forbehandling av blod og beinmargsaspirat før merking med antistoff ble 

sammenliknet ved å sette opplysningene opp i tabell 4. Fremgangsmåte anbefalt av EuroFlow 

er hentet fra «EuroFlow Standard Operation Procedure (SOP) for Sample preparation and 

staining», kapittel 2. Fremgangsmåte ved forbehandling av prøver ved sykehuslaboratoriene 

er hentet fra tilsendte prosedyrer som laboratoriene selv har utarbeidet.  
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Tabell 4: Oversikt over fremgangsmåte i kronologisk rekkefølge ved preparering av blod eller beinmargaspirat fra pasienter der det er mistanke om KLL. Oversikten er en sammenlikning av 
prøveprepareringen som er anbefalt av EuroFlow og prøveprepareringen ved sykehuslaboratoriene i Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø. Forkortelse: Leukocytter (WBC). 

 EuroFlow Trondheim Bergen Oslo Tromsø 
Holdbarhet og 
oppbevaring av 

ubehandlet blod og 
beinmargaspirat 

Ikke beskrevet 
 

Romtemp 18-30 ℃ 
24 timer 

Romtemp 
 

Romtemp/kjøleskap  
24 timer 

Filtrere prøvematerialet 
Filtertype 

Ikke beskrevet Beinmarg 
BD Falcon filter 100 µm 

Beinmarg 
BD Falcon filter 30 µm 

 

Ikke beskrevet Beinmarg 
Filcons filter 30/50 µm. 

Telle WBC før vask Ikke beskrevet Blod og beinmarg Ikke beskrevet Blod og beinmarg Blod og beinmarg 
Antall vask 3x ved farging av 

overflateantigen 
Kappa/Lambda 

0x vask ved andre 

3x alt prøvemateriale 3x ved farging av 
overflateantigen 
Kappa/Lambda 

1x vask ved andre 

3x ved farging av 
overflateantigen 
Kappa/Lambda 

2x vask ved andre 

2x ved farging av 
overflateantigen 
Kappa/Lambda 

0x vask ved andre 
Prøvemengde som 

vaskes før 
antistoffmerking 

300 µL Alt materiale 300 µL 2000-3000 µL WBC 5-50: 100 µL 
WBC <5: 200 µL 
WBC >50: 50 µL 

Størrelse og type rør 
benyttet ved vask 

10 mL  
Falcon rør 

50 mL  
Plastrør 

10 mL  
sentrifugerør fra Heger 

15 mL  
Polypropylenrør 

 
 Falcon rør 

Mengde vaskebuffer 
benyttet pr vask 

6 mL Fyll opp til volum er  
50 mL 

9 mL 
 

Fyll opp rør 2-3 mL 

Blanding etter 
vaskebuffer er tilsatt 

Blandes godt Ikke beskrevet Blandes godt Blandes godt Blandes godt 

Sentrifugering: 
hastighet og tid 

540 g 
5 min 

540 g 
5 min, u/brems 

540 g 
5 min 

540 g 
5 min 

1700 rpm (327 g) 
3 min 

Fjerne supernatant Suges av Suges av Suges av Suges av Suges av 
 

Blanding av cellepellet  Blandes godt Blandes godt Blandes godt Ikke beskrevet Ikke beskrevet 
Resuspensjon etter vask 300 µL vaskebuffer Ikke beskrevet 300 µL vaskebuffer 

Mengde vurder ut fra 
antall WBC 

Til opprinnelig volum  
(2-3 mL) 

Ikke beskrevet 

Telle WBC etter vask Ikke beskrevet Blod og beinmarg Ikke beskrevet Ikke beskrevet Ikke beskrevet 



27 
 

Laboratoriene i Tromsø og i Trondheim har oppgitt samme holdbarhetstid for ubehandlet blod 

og beinmargsaspirat. Informasjon om oppbevaringen av ubehandlet blod og beinmargsaspirat 

blir gitt i prosedyrene fra laboratoriene i Trondheim, Bergen og Oslo, der Oslo avviker noe fra 

de andre, da de i tillegg til å oppbevare prøvene i romtemperatur også kan oppbevare dem i 

kjøleskap. EuroFlow kommer ikke med anbefalinger om hverken holdbarhet eller 

oppbevaring av ubehandlede blod- og beinmargsprøver. 

Filter benyttes ved sykehuslaboratoriene i Trondheim, Oslo og Tromsø. Filtrene har ulike 

maskestørrelser. EuroFlow og laboratoriet i Bergen inkluderer ikke filter i sine prosedyrer.  

Laboratoriene i Trondheim, Oslo og Tromsø teller antall leukocytter i blod og 

beinmargsaspirat før prøvematerialet vaskes. EuroFlow og laboratoriet i Bergen inkluderer 

ikke telling av leukocytter i sine prosedyrer.  

Antall vask som blir utført ved laboratoriene er ulikt. Ved laboratoriet i Trondheim blir alle 

prøver vasket tre ganger. Ved de andre laboratoriene blir det tatt hensyn til om det skal 

påvises kappa og lambda i prøven. Ved påvisning av kappa og lambda vasker alle 

laboratoriene blod og beinmargsaspirat tre ganger, med unntak av laboratoriet i Tromsø som 

vasker to ganger. Euroflow har ingen anbefalinger om vask med mindre kappa og lambda skal 

påvises. Laboratoriet i Tromsø vasker heller ikke disse prøvene. Ved laboratoriene i Bergen 

og Oslo vaskes disse prøvene henholdsvis en og to ganger. 

EuroFlow anbefaler vask av 300 µL blod eller beinmargsaspirat, dette følges av laboratoriet i 

Bergen. Ved laboratoriene i Trondheim og Oslo vaskes det et større volum av blod eller 

beinmargsaspirat. Ved laboratoriet i Tromsø velges volum av blod eller beinmargsaspirat ut 

fra antall leukocytter.  

Størrelse og type rør som benyttes ved vasking av blod og beinmargsaspirat er ulike ved alle 

laboratoriene.  

EuroFlow og alle sykehuslaboratoriene benytter ulike volum vaskebuffer ved vasking av blod 

og beinmargsaspirat. 

Blanding etter tilsetning av vaskebuffer er inkludert i prosedyrene til alle laboratoriene, med 

unntak av laboratoriet i Trondheim. 

Sentrifugeringsinnstilling er lik anbefalingen til EuroFlow ved alle laboratoriene, med unntak 

av laboratoriet i Tromsø. Laboratoriet i Tromsø sentrifugerer ved en lavere g og i kortere tid. 

Laboratoriet i Trondheim spesifiserer i tillegg at sentrifuge uten brems benyttes. 
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Fjerning av supernatant blir gjort likt ved alle laboratoriene.  

Blanding av cellepellet er inkludert i prosedyrene til EuroFlow, Trondheim og Bergen, men 

ikke i prosedyrene til Oslo og Tromsø.  

Volum ved resuspensjon anbefalt av EuroFlow og volum benyttet ved laboratoriet i Bergen er 

like. Laboratoriet i Oslo benytter et annet volum ved resuspensjon. Informasjon om 

resuspensjon etter vask er ikke beskrevet i prosedyrene til Trondheim og Tromsø.  

Ved laboratoriet i Trondheim telles leukocytter både før og etter vask. Telling av leukocytter 

etter vask er ikke beskrevet i anbefalingen fra EuroFlow eller i noen av de andre 

laboratorienes prosedyrer. 

3.4. Antistoffmerking 
For å sammenlikne måten sykehuslaboratoriene i Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø merker 

prøver fra pasienter der det er mistanke om KLL med antistoff, og hvordan EuroFlow 

anbefaler å gjøre det, ble det satt opp en oversikt over fremgangsmåte i tabell 5. 

Fremgangsmåte ved antistoffmerking anbefalt av EuroFlow er hentet fra «EuroFlow Standard 

Operation Procedure (SOP) for Sample preparation and staining», kapittel 4.  Fremgangsmåte 

ved antistoffmerking av prøver ved sykehuslaboratoriene er hentet fra tilsendte prosedyrer 

som laboratoriene selv har utarbeidet.  
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Tabell 5: Oversikt over fremgangsmåte i kronologisk rekkefølge ved antistoffmerking av blod og beinmargsaspirat fra pasienter der det er mistanke om KLL. Oversikten er en sammenlikning av 
antistoffmerking som er anbefalt av EuroFlow og antistoffmerkingen ved sykehuslaboratoriene i Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø. Antistoffmix: Blanding av flere antistoffkonjugater i samme 
løsning. 

 Euroflow Trondheim Bergen Oslo Tromsø 
Volum prøvemateriale 

/antall celler 
 
 

Volum: 
50 µL 

 
 

Volum: 
50-80 µL 

 
Antall celler: 

≤1,0*106 celler per rør 

Volum: 
50 µL 

Volum: 
50-150 µL 

 
Antall celler: 

ca.1,0*106 celler 
per rør 

Volum: 
50 – 200 µL, avhengig av 

antall celler 
 

Volum antistoff 
 

Volum jfr. panel  
Bruk av 20µL 

antistoffmix og 
enkeltvise 

antistoffkonjugater 

Volum jfr. panel 
Bruk av 20 µL 

antistoffmix og enkeltvise 
antistoffkonjugater 

Volum jfr. panel 
Bruk av 50 µL 
antistoffmix 

 

Volum jfr. panel 
Bruk av 50µL antistoffmix 

eller enkeltvise 
antistoffkonjugater 

Volum jfr. panel 
Bruk av 7,5 µL 

antistoffmix og enkeltvise 
antistoffkonjugater 

 
Totalvolum 

prøvemateriale + 
antistoff 

100 µL Max 120 µL Ikke beskrevet Ikke beskrevet Ikke beskrevet 

Blanding Blandes godt Blandes godt Blandes godt Blandes godt Blandes godt 

Inkubasjon 30 min 
Romtemperatur 

Lysbeskyttet 

30 min 
Romtemperatur 

Lysbeskyttet 

30 min 
Romtemperatur 

Lysbeskyttet 

15-30 min 
Temperatur ikke oppgitt 

Lysbeskyttet 

15 min 
Romtemperatur 

Lysbeskyttet 
Volum lyseringsbuffer 2 mL 

 
2 mL 2 mL 

 
2 mL 

 
- 100 µL prøve: 2 mL 
- 50 µL prøve: 1 mL 
- 200 µL prøve: 3-4 mL 

Blanding Blandes godt Ikke beskrevet Blandes godt Blandes godt Blandes godt 
 

Inkubasjon 10 min 
Romtemperatur 

Lysbeskyttet 

10 min 
Romtemperatur 

Lysbeskyttet 

10 min 
Romtemperatur 

Lysbeskyttet 

10 min 
Temperatur ikke oppgitt 

Lysbeskyttet 

10 min 
Romtemperatur 

Lysbeskyttet 
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 EuroFlow Trondheim Bergen Oslo Tromsø 

Blanding Ikke beskrevet Ikke beskrevet Ikke beskrevet Blandes godt Ikke beskrevet 

Sentrifugering 540 g 
5 min 

540 g 
5 min, m/brems 

540 g 
5 min 

540 g 
5 min 

1710 rpm (327 g) 
3 min 

Fjerning av 
supernatant 

Suges av 
 

Dekanter eller sug av Suges av Dekanter Dekanter 

Blanding av cellepellet Blandes godt Blandes godt Blandes godt Ikke beskrevet Ikke beskrevet 

Volum vaskebuffer 2 mL 2-3 mL 2 mL 2 mL 2-3 mL 

Blanding Blandes godt Blandes godt Blandes godt Blandes godt Blandes godt 

Sentrifuger 540 g 
5 min 

540 g  
5 min, m/brems 

540 g 
5 min 

540 g 
5 min 

1710 rpm (327 g) 
3 min 

Fjerning av 
supernatant 

Suges av Dekanter eller sug av Suges av Dekanter Dekanter 

Blanding av cellepellet Blandes godt Blandes godt Blandes godt Blandes godt Ikke beskrevet 

Resuspensjon i 
bærevæske 

Volum: 200 µL Volum: 200 µL Volum: 200 µL Volum: 300 µL Volum: 700 µL 

Analyse og 
oppbevaring 

 
 

Analyser på 
flowcytometer med en 

gang eller sett kaldt 
(4oC) i maks 1 time. 

 

Analyser på 
flowcytometer med en 

gang eller sett kaldt 
(4oC) i maks 1 time. 

Analyser på 
flowcytometer med en 

gang eller sett kaldt 
(4oC) i maks 1 time. 

Analyser på 
flowcytometer med en 

gang eller sett kaldt 
(4oC) i maks 1 time. 
Lysbeskyttet boks 

Analyser på 
flowcytometer med en 

gang eller sett kaldt 
(4oC) i maks 1-2 timer 
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Anbefalt volum prøvemateriale benyttet ved antistoffmerking av blod og beinmargaspirat, fra 

EuroFlow følges av laboratoriet i Bergen. Laboratoriene i Trondheim, Oslo og Tromsø velger 

volum basert på antall leukocytter. 

EuroFlow og laboratoriene i Trondheim og Tromsø benytter både antistoffblandinger og 

enkeltvise antistoffkonjugater. Bergen benytter antistoffblanding mens Oslo benytter enten 

enkeltvise antistoffkonjugater eller antistoffmix. 

Totalvolum for prøvemateriale og antistoff er opplyst hos EuroFlow og laboratoriet i 

Trondheim. Laboratoriene i Bergen, Oslo og Tromsø har ikke beskrevet dette. 

Blanding etter tilsetning av antistoff beskrives i alle prosedyrer. 

Anbefalt inkubasjonsforhold etter antistofftilsetning fra EuroFlow følges av laboratoriene i 

Trondheim og Bergen. Laboratoriene i Oslo og Tromsø har en annen inkubasjonstid. 

Laboratoriet i Oslo har ikke beskrevet temperatur ved inkubasjon.  

Alle laboratorier, unntatt laboratoriet i Tromsø, følger EuroFlow sin anbefaling for volum 

lyseringsbuffer. Laboratoriet i Tromsø varierer volum lyseringsbuffer basert på antall 

leukocytter i prøvematerialet. 

Blanding av prøvematerialet etter tilsetning av lyseringsbuffer beskrives i alle prosedyrer, 

med unntak av prosedyre fra laboratoriet i Trondheim. 

Anbefalt inkubasjonsforhold etter tilsetning av lyseringsbuffer fra EuroFlow følges av alle 

laboratoriene. Laboratoriet i Oslo har ikke beskrevet temperatur ved inkubasjon. 

Blanding etter inkubasjon med lyseringsbuffer beskrives kun i prosedyren til laboratoriet i 

Oslo. 

Ved sentrifugering av prøvematerialet etter tilsetning av antistoff og etter tilsetning av 

lyseringsbuffer følger alle laboratoriene EuroFlow sin anbefaling for 

sentrifugeringsinnstilling, med unntak av laboratoriet i Tromsø. Laboratoriet i Tromsø 

sentrifugerer ved en lavere g og i kortere tid. Laboratoriet i Trondheim spesifiserer i tillegg at 

sentrifuge med brems benyttes. 

Fremgangsmåte for fjerning av supernatant anbefalt av EuroFlow, følges av laboratoriet i 

Bergen. Laboratoriene i Oslo og Tromsø benytter en annen metode. Laboratoriet i Trondheim 

benytter en av to metoder ved fjerning av supernatant. 
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Blanding av cellepellet er beskrevet hos alle laboratoriene, med unntak av laboratoriene i 

Tromsø og Oslo. 

Volum vaskebuffer anbefalt av EuroFlow følges av alle laboratoriene. Laboratoriene i 

Trondheim og Tromsø kan også benytte et litt høyere volum enn det anbefalte. 

Ved sentrifugering av prøvematerialet etter tilsetning av vaskebuffer følger alle laboratoriene 

EuroFlow sin anbefaling for sentrifugeringsinnstilling, med unntak av laboratoriet i Tromsø. 

Laboratoriet i Tromsø sentrifugerer ved en lavere g og i kortere tid. Laboratoriet i Trondheim 

spesifiserer i tillegg at sentrifuge med brems benyttes. 

Fremgangsmåte for fjerning av supernatant anbefalt av EuroFlow, følges av laboratoriet i 

Bergen. Laboratoriene i Oslo og Tromsø benytter en annen metode. Laboratoriet i Trondheim 

benytter en av to metoder ved fjerning av supernatant. 

Blanding av cellepellet er beskrevet i prosedyrene til alle laboratoriene, med unntak av 

laboratoriet i Tromsø. 

Anbefalt volum ved resuspensjon av prøvematerialet fra EuroFlow følges av laboratoriene i 

Trondheim og Bergen. Laboratoriene i Oslo og Tromsø benytter et større volum. 

Analysering og oppbevaring er likt ved alle laboratoriene, med noen unntak. Laboratoriet i 

Oslo spesifiserer lysforhold. Ferdigmerkede prøver kan ved laboratoriet i Tromsø oppbevares 

litt lenger. 

3.5. Markører og fluorokromer 
For å sammenlikne bruk av antistoffpaneler, analyserør, fluorokromer og volum 

antistoffkonjugat ved immunfenotyping av prøver fra pasienter der det er mistanke om KLL, 

ble informasjonen om dette satt opp i to tabeller, se tabell 6 og tabell 7. Informasjon om 

analyserørene er hentet fra panelene til EuroFlow og fra tilsendte paneler fra 

sykehuslaboratoriene. Informasjon om analyserør, fluorokromer og volum av 

antistoffkonjugat fra EuroFlow og sykehuslaboratoriene i Trondheim, Bergen og Oslo ble satt 

i tabell 6. Informasjon om analyserør, fluorokromer og volum antistoffkonjugat fra 

screeningrør som benyttes i Tromsø er også inkludert i tabell 6. Anbefalingen fra EuroFlow 

ved en klar mistanke om KLL er å benytte LST-røret og deler av, eller hele, B-CLPD-panelet. 

I denne tabellen har kun B1-røret blitt tatt med som anbefalt fra EuroFlow da det er dette røret 

som er nødvendig for å kunne stille en KLL-diagnose med utgangspunkt i KLL-skår. 
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Informasjon om panel, analyserør og fluorokromer fra utvidet analyse ved laboratoriet i 

Tromsø er satt opp i tabell 7. 
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Tabell 6: Oversikt over hvilke analyserør, flurokromer og volum antistoffblanding som anbefales av EuroFlow og som benyttes ved sykehuslaboratoriene i Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø 
ved immunfenotyping av prøver fra pasienter med mulig KLL. Med utgangspunkt i anbefalinger fra EuroFlow er analyserør og volum som benyttes ved sykehusene og som avviker fra 
anbefalingene, markert i henholdsvis gul og rød tekst. Markører merket i blå tekst er fra screeningrør som benyttes ved laboratoriet i Tromsø, og som tilsvarer markører som LST- og B1-røret 
inneholder. *: Fluorokromkonjugatene oppbevares i antistoffblandinger, volumet er totalvolum for begge fluorokromer. ⁑: Alle antistoffkonjugater for hvert rør blandes sammen til en 
antistoffblanding før tilsetning i analyserør. Forkortelser: Krome Orange (KO), Leukocyttassosiert immunoglobulinlignende reseptor 1 (LAIR1), Human leukocyte antigen DR (HLA DR) 

 Rør FITC µL PE µL PerCP-
Cy5.5 

µL PE-
Cy7 

µL APC µL APC-Cy7/ 
APC-H7/ 

AF750 

µL PacB/ 
HV450 

µL KO/ 
PacO/ 
HV500 

µL 

Euroflow 
 

 

LST CD8, 
Lambda 

20* CD56, 
Kappa 

20* CD5 15 CD19, 
TCRγδ 

5,0 
3,0 

CD3 2,5 CD38 3,0 CD20, 
CD4 

1,0 
0,5 

CD45 5,0 

B1 CD23 2,5 CD10 20 CD79β 10 CD19 5,0 CD200 1,25 CD43 2,5 CD20 1,0 CD45 5,0 

Trondheim LST CD8, 
Lambda 

2,5 
2,5 

CD56, 
kappa 

2,5 
2,5 

CD5 15 CD19, 
TCRγδ 

2,5 CD3 2,5 CD38 2,5 CD20, 
CD4 

2,5 
2,5 

CD45 2,5 

B1 CD23 2,5 CD10 2,5 CD79β 2,5 CD19 2,5 CD200 5 CD43 2,5 CD20 2,5 CD45 2,5 

Bergen (⁑) LST CD8, 
lambda 

20* CD56, 
kappa 

20* CD5 15 CD19, 
TCRγδ 

5,0 
3,0 

CD3 2,5 CD38 3,0 CD20, 
CD4 

1,0 
0,5 

CD45 5,0 

B1 CD23 2,5 CD10 20 CD79β 10 CD19 5,0 CD200 1,25 CD43 2,5 CD20 1,0 CD45 5,0 

B2 CD31 10 LAIR1 10 CD11c 10 CD19 5,0 smIgM 10 CD81 5,0 CD20 1,0 CD45 5,0 

1K Kappa 20* Lambda 20* CD5 15 CD23 5,0 CD10 5,0 CD19 5,0 CD20 1,0 CD45 5,0 

1G CD7 10 CD13 7,0 CD34 10 CD10 5,0 CD117 5,0 CD19 5,0 CD14 4,0 CD45 5,0 

Oslo LST CD8 
Lambda 

5 
5 

CD56, 
Kappa 

10 
5 

CD5 10 CD19, 
TCRγδ 

2,5 
2,5 

CD3 2,5 CD38 5 CD20, 
CD4 

1 
0,5 

CD45 5 

KLL CD23 10 CD10 20 CD79β 5 CD19 2,5 CD200 5 CD43 5 CD20 1 CD45 5 

Tromsø 
screening 

Rør 
1 

Kappa 7,5* Lambda 7,5* CD5 15 CD19 5,0 CD10 2,5 CD34 5,0 CD20 2,5 CD45 3,5 

Rør 
2 

CD5 10 CD7 5,0 CD8 10 CD2 2,5 CD56 2,5 CD4 5,0 CD3 2,5 CD45 3,5 

Rør 
3 

CD13 5,0 CD11b 5,0 CD34 10 CD16 1,0 CD33 2,5 CD14 5,0 HLA 
DR 

2,5 CD45 3,5 
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Tabell 7: Oversikt over antistoffpanel, analyserør og fluorokromer som benyttes ved utvidet analyse ved mistanke om KLL hos en pasient ved sykehuslaboratoriet i Tromsø. Bruk av dette panelet 
innebærer intracellulær merking, og det brukes derfor en annen fremgangsmåtefor merking  enn den som er sammenliknet i tabell 2-5, se fremgangsmåte i vedlegg 9. Analyserør fra panelene B-
KLL/NHL og B-KLL intracellulært benyttes etter analysering med screeningrør 1-3, se tabell 6. Panelet B-KLL/NHL inkluderer farging av overflatemarkører i blod og beinmargsaspirat. 
Panelet B-KLL intracellulært inkluderer farging av både overflatemarkører og intracellulære markører i blod og beinmargsaspirat. Markører merket i rød skrift er fra LST- røret og markører 
merket blå skrift er fra B1-røret. Markører merket i lilla skrift er markører inkludert i både LST- og B1-røret. Forkortelser: Cytoplasmatisk (cy), overflatemembran (sm),  

Panel Rør FITC PE PerCP-
Cy5.5 

PE-Cy7 APC APC-H7/  
AF750 

HV450 HV500 

B-KLL /NHL 
  

1 CD56 CD30 CD5 CD19 CD15 CD3 CD20 CD45 

2  CD103 CD123 CD5 CD25 CD11c CD14 CD20 CD45 

3 CD79β CD52 CD5 CD19 CD200 CD38 CD20 CD45 

4 FMC7 CD23 CD5 CD19 CD3 CD43 CD20 CD45 

5 a-IgM CD22 CD5 CD19 HLA DR CD34 CD20 CD45 

6 Kappa Lambda CD5 CD19 CD10 CD14 CD20 CD45 

B-KLL intracellulært 1 IgG1 IgG2a CD5 CD19 
 

cy-CD3 Sm-CD3 
 

CD20 
 

CD45 
 

2 cy-kappa cy-lambda CD5 
 

CD19 
 

cy-CD22  CD20 
 

CD45 
 

3 cy-kappa  CD5 
 

CD19  
 

  CD20 
 

CD45 
 

4 cy-lamda  CD5 
 

CD19 
 

  CD20 
 

CD45 
 

5 cy-IgM  CD5 
 

CD19  
 

  CD20 
 

CD45 
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Hvilke rør, og hvilke fluorokromkonjugater som benyttes er noe forskjellig mellom 

laboratoriene. Laboratoriene i Trondheim, Bergen og Oslo har tatt utgangspunkt i EuroFlow 

sine anbefalinger ved valg av rør, mens laboratoriet i Tromsø ikke har tatt utgangspunkt i 

disse. 

På laboratoriet i Tromsø benyttes det egne screeningrør for alle pasientprøver som 

immunfenotypes på laboratoriet. Dersom resultatene fra screeningrøret viser tegn på KLL, 

benyttes det et nytt og utvidet panel som er spesifikt for denne diagnosen. Dermed er det flere 

av markørene som er anbefalt fra EuroFlow som ikke er inkludert i screeningpanelet til 

laboratoriet i Tromsø. I LST-røret fra EuroFlow anbefales det bruk av markørene CD38 og 

TCR-γδ. Disse er ikke inkludert blant markørene som benyttes til screening eller utvidet 

analyse ved laboratoriet i Tromsø. Screeningrørene som laboratoriet i Tromsø benytter, 

inneholder to av fem markører fra KLL-skåren (tabell 1), markørene kappa/lambda og CD5. 

Rør 3 og 4 fra utvidet analysering inneholder de tre siste: CD23, CD79β og CD200.  

Laboratoriet i Bergen benytter fem rør for pasientprøver der det er mistanke om KLL. I tillegg 

til LST-røret og B1-røret, har de valgt å inkludere et tredje rør fra B-CLPD-panelet som er 

utviklet av EuroFlow. I tillegg til dette har laboratoriet i Bergen inkludert to «in-house»-rør.  

Laboratoriet i Trondheim avviker fra anbefalingen gitt av EuroFlow når det kommer til volum 

antistoffkonjugat. Volum antistoffkonjugat avviker også fra anbefalingen fra EuroFlow ved 

laboratoriet i Oslo og Tromsø.  
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4. Diskusjon 
Det finnes ingen absolutt måte å utrede pasienter for KLL, og standarden som EuroFlow har 

utformet for flowcytometrisk immunfenotyping er ikke en standard som sykehuslaboratoriene 

er pålagt å følge. I denne studien fant vi ut at de fire sykehuslaboratoriene i Trondheim, 

Bergen, Oslo og Tromsø i ulik grad har tatt utgangspunkt i EuroFlow sine anbefalinger ved 

utforming av prosedyrer og paneler. I de seks tabellene, tabell 2-7, observeres det både 

likheter og forskjeller mellom prosedyrer og paneler ved de fire sykehusene og anbefalingene 

fra EuroFlow. Videre i diskusjonen er det kun forskjellene som blir diskutert, og det blir i 

hovedsak lagt vekt på forskjellene der laboratoriet i Trondheim avviker fra anbefalingen gitt 

av EuroFlow eller prosedyrene til de andre sykehuslaboratoriene. Det antas at ulikhetene ikke 

påvirker sensitivitet eller spesifisitet når diagnosen KLL stilles. For å verifisere dette, kreves 

videre studier og utprøvinger av ulikhetene som ble funnet. 

Panel og analyserør 

Alle sykehuslaboratoriene har samme mål ved immunfenotyping. Det er å analysere et 

tilstrekkelig antall markører for å kunne gi ut en KLL-skår. Sykehuselaboratorienes strategi 

ved valg av analyserør og antistoffpanel varierte noe. Det ble også observert forskjeller i 

mengde antistoffkonjugat som ble brukt. 

I situasjoner der pasienten har kliniske tegn på KLL anbefaler EuroFlow at både LST-røret og 

hele eller deler av B-CLPD-panelet benyttes. EuroFlow spesifiserer ikke hvilke(t) av rørene i 

B-CLPD-panelet som bør inkluderes. Som følge av dette observeres det forskjeller i valg av 

analyserør fra B-CLPD-panelet hos laboratoriene som følger anbefalingene fra EuroFlow. Se 

vedlegg 2, side 2 for B-CLPD-panel.  

Laboratoriene som følger anbefalte analyserør og panel som er utarbeidet av EuroFlow ved 

mistanke om KLL hos en pasient, er laboratoriene i Trondheim, Oslo og Bergen. 

Laboratoriene i Trondheim og Oslo benytter seg av LST-røret og B1-røret. Dette er de to 

første rørene i B-CLPD-panelet, og disse inneholder alle markører som er nødvendige for å 

kunne gi ut en KLL-skår. Ved laboratoriet i Bergen blir det i tillegg til disse to rørene brukt 

tre andre rør, ett fra B-CLPD-panelet, og to in-house panel. De tre siste rørene som benyttes i 

Bergen er ikke nødvendige for å kunne gi ut en KLL-skår. 

Laboratoriet i Tromsø ser ikke ut til å ha tatt utgangspunkt i anbefalingene fra EuroFlow ved 

valg av paneler. Alle prøver, også prøver fra pasienter med kliniske tegn på KLL eller annen 
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lymfoproliferativ sykdom, blir analysert ved bruk av samme screeningpanel. Screeningpanelet 

består av tre rør som har markører som er karakteristiske for cellelinjer som kan være av 

interesse. Dersom resultatene etter screening viser tegn på en malign tilstand, vil det bli gått 

videre med et nytt panel som er spesifikt for den tilstanden som det mistenkes at pasienten 

har. Ved mistanke om KLL blir det tatt utgangspunkt i KLL-skår og brukt rør som inneholder 

markører som er inkludert i denne. Fordelen med denne strategien er at den starter bredt, 

eliminerer bort andre maligne hematologiske tilstander og retter seg deretter mer inn mot en 

spesifikk tilstand. Ulemper ved denne strategien er at det tar lenger tid å stille en diagnose, i 

tillegg til høyere kostnader ettersom det benyttes flere antistoffkonugater.  

Laboratoriet i Bergen setter opp flere analyserør enn de andre laboratoriene som følger 

anbefalinger gitt av EuroFlow. Dette kan gi en tidligere diagnose av andre lymfoproliferative 

tilstander, fordi flere markører blir testet for på et tidligere stadium enn ved laboratoriene i 

Trondheim og Oslo. Ulempen med denne strategien er at antistoffkonjugater er veldig 

kostbare. KLL er den mest vanlige lymfoproliferative sykdommen og analysering av mange 

markører, som går utenfor de som dekker KLL-skåren, kan økonomisk sett være 

uhensiktsmessig å analysere for alle pasienter.  

Laboratoriene i Trondheim og Oslo har en panelstrategi der det settes opp få rør. B1-røret er 

mer spesifikt for KLL, mens LST-røret screener for andre lymfoproliferative sykdommer, slik 

at KLL kan skilles fra disse sykdommene. LST-røret benyttes også som et screeningrør i et 

eget panel, se vedlegg 2, side 1, og inneholder derfor markører som er rettet mot B- og T-

lymfocytter og NK-celler. Strategien med bruk av ett screeningrør og ett rør som er spesifikt 

for B-lymfocytter, kan innebære raskere diagnose av KLL-pasienter, samtidig som det ikke 

brukes mange unødvendige og kostbare antistoffkonjugater. En ulempe ved en slik strategi er 

at det vil ta lenger tid å stille en diagnose dersom en pasient har en annen hematologisk 

tilstand enn KLL, da rør som er spesifikke for hematologiske tilstander i andre cellelinjer ikke 

er inkludert. Dette vil også føre med seg flere runder med utredning av disse pasientene, som 

vil kreve kostbar arbeidstid fra både bioingeniører og leger.  

Om det er mest praktisk, tidsbesparende og økonomisk å 1: sette opp få rør dersom en type 

diagnose mistenkes, slik det blir gjort ved laboratoriene i Trondheim og Oslo, 2: sette opp 

flere rør samtidig slik det blir gjort ved laboratoriet i Bergen eller 3: å starte bredt slik det blir 

gjort ved laboratoriet i Tromsø med tanke på at andre hematologiske sykdommer kan 

oppdages tidligere, kan undersøkes nærmere.  
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Ved flowcytometrisk immunfenotyping av prøver fra pasienter der det er mistanke om KLL 

benyttes det antistoff rettet mot omtrent de samme markørene ved laboratoriene både i 

Trondheim, Oslo og Bergen. Dette gjør det lettere å sammenlikne analysesvar i flowcytogram 

mellom disse sykehusene. I Tromsø benyttes det en annen strategi. Når panel og analyserør 

som benyttes ikke er de samme, vil sammenlikning av flowcytogram på tvers av 

sykehuslaboratorier bli vanskeligere. 

Laboratoriene i Trondheim, Oslo og Tromsø avviker fra anbefalingen som er gitt fra Euroflow 

når det kommer til volum som benyttes av hvert antistoffkonjugat. I denne oppgaven er ikke 

kloner og produsenter av fluorokromkonjugat inkludert i sammenlikningen. Det er antatt og 

tatt utgangspunkt i at laboratoriene som følger EuroFlow, også følger EuroFlow sine 

anbefalinger ved valg av klon og produsent. Laboratoriet i Tromsø har egenproduserte paneler 

og rør for screening og utvidede analyser. Det er derfor ikke relevant å se på volumforskjellen 

fra EuroFlow som observeres her.  

Ved tilsetning av antistoff til prøvematerialet vil konsentrasjonen til antistoffet fortynnes. 

Volumet av antistoff som tilsettes må derfor justeres basert på hvor stort volumet til 

prøvematerialet er. Laboratoriene i Trondheim og Oslo har tatt utgangspunkt i panel fra 

EuroFlow, men benytter andre prøvevolum. Det tilsettes prøvevolum tilsvarende 1,0*106 

celler og volum justeres opp til 50-80 µL i Trondheim og 50-150 µL i Oslo ved tilsetning av 

bærevæske (BD FACSFlow). Dette gjøres for å holde volumet mest mulig konstant. Dersom 

det tilsettes samme volum antistoff til et volum på 50 µL og 150 µL vil antistoffet fortynnes 

tre ganger mer for volumet på 150 µL. Ved laboratoriet i Trondheim kompenseres dette for 

ved at mengde antistoff ganges opp slik at antistoffkonsentrasjonen blir mest mulig lik ved 

forskjellige prøvevolum. Ved laboratoriet i Trondheim har antistoff som har vist seg å ikke ha 

optimal konsentrasjon, blitt titrert lokalt på laboratoriet. Volum antistoff som tilsettes er basert 

på disse titreringene, og avviker derfor fra volum anbefalt av EuroFlow ved mange av 

antistoffkonjugatene som benyttes. (pers. kom. Spesialbioingeniør G.V. Leirvik) Anbefalinger 

om volum kan bli gitt fra både EuroFlow, fra produsentene som lager antistoffkonjugatene og 

fra egne antistofftitreringer. Hvilket volum som gir det mest optimale resultatet kan variere 

mellom laboratorier og instrumenter. 

Vask av prøvemateriale før farging 

Antall ganger prøvematerialet blir vasket er ulikt ved alle laboratoriene. Vasking av 

prøvematerialet blir gjort for å fjerne ubundet kappa og lambda, da store mengder av disse i 
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prøven kan binde opp antistoffkonjugatene som er rettet mot kappa og lambda på cellenes 

overflate. Dette kan resultere i at metningen av antistoff blir for lav, og det vil kunne bli gitt ut 

falskt negativt svar. Å vaske prøver der kappa og lambda ikke skal påvises krever mer tid ved 

prøvepreparering før analyse på flowcytometer. Fordelen med å vaske disse prøvene er i 

situasjoner der det er nødvendig med oppfølgingsrør for at det skal kunne stilles en diagnose. 

Allerede ferdigvasket prøvemateriale vil være klart for merking, og sørge for at prosessen går 

raskere i de situasjonene det er behov for oppfølgingsrør.  

Laboratoriet i Trondheim avviker fra anbefalingen til EuroFlow og fra de andre laboratoriene 

når det kommer til volum prøvemateriale og hvilke rør som benyttes. Fordi at alt 

prøvemateriale vaskes ved laboratoriet i Trondheim, benyttes det 50 mL rør ved vask, i stedet 

for at det blir vasket direkte i analyserøret slik det gjøres ved flere av de andre 

sykehuslaboratoriene. Fordelen med dette er at det kun er ett rør som må håndteres og 

avpipetteres ved hvert av stegene i vaskeprosessen. En ulempe med vasking i 50 mL rør er at 

det må benyttes sentrifuge uten brems for å sikre at prøvematerialet ikke løsner fra bunnen. 

Denne sentrifugen bruker lang tid på å stoppe og dette er derfor et særlig tidkrevende steg i 

vaskeprosessen. 

Om det er mest lønnsomt å vaske alt prøvematerialet på en gang, og dermed slippe å håndtere 

mange rør samtidig og slippe å vaske prøvematerialet fra samme pasient senere dersom det 

trengs oppfølgingsrør, er vanskelig å konkludere med. Innhenting av informasjon som gjelder 

frekvensen for bruk av oppfølgingsrør er nødvendig for å kunne konkludere med om det er 

nødvendig og gunstig å vaske prøver som ikke skal undersøkes for kappa eller lambda. 

Ved laboratoriene i Trondheim, Oslo og Tromsø bestemmes prøvevolum som skal merkes 

med antistoff ut fra antall leukocytter som tilsettes i hvert rør. I Trondheim telles leukocyttene 

både før og etter vasking. Dette er ikke beskrevet i de andre laboratorienes prosedyrer. Etter 

vasking har volum i prøverøret endret seg som følge av at cellene ikke resuspenderes, og 

forholdsmessig celletall er ikke lenger det samme som før vask. Som følge av dette må 

leukocyttene telles på nytt. Telling både før og etter vaskeprosessen vil også fungere som en 

kontroll for å sikre at ikke for mange leukocytter er mistet i løpet av vaskeprosessen. Dette er 

ikke nødvendig ved resuspensjon til opprinnelig volum da det forholdsmessige antallet 

leukocytter vil være det samme som før vask. Altså kan laboratoriet i Trondheim spare både 

tid og reagenser ved å enten resuspendere vasket prøvemateriale, eller ved å vaske kun det 

ønskede antallet leukocytter. Uten utprøvinger kan det ikke konkluderes med om det er best å 

telle cellene etter vask eller å resuspendere dem tilbake til opprinnelig volum. 
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Reagenser 

Hverken vaskeløsningene som benyttes ved sykehuslaboratoriene i Trondheim og Oslo eller 

BD FACSFlow, som benyttes ved laboratoriet i Tromsø, inneholder natriumazid (NaN3). Her 

avviker altså disse laboratoriene fra anbefalingen som blir gitt av Euroflow. 

NaN3 blir tilsatt til vaskebufferen for å hindre bakterievekst. Samtidig er stoffet både giftig og 

miljøfarlig. (27) Stoffet benyttes særlig ved produksjon av store mengder vaskebuffer som 

skal oppbevares i et miljø der bakterievekst er mulig. Ulempen med å ikke følge anbefalingen 

som er gitt av EuroFlow er faren for bakterievekst i vaskebufferen. Fordelen er at personalet 

som er ansvarlig for produksjonen av vaskebufferen slipper å håndtere det giftige stoffet. Av 

helse- miljø- og sikkerhetshensyn (HMS-hensyn) ble det derfor bestemt at NaN3 ikke brukes 

ved sykehuslaboratoriet i Trondheim. 

Det har blitt kompensert for å ikke inkludere NaN3 i vaskebufferen ved laboratoriet i 

Trondheim ved hyppig utskifting av reagenset, ved at den blir oppbevart kaldt og ved 

desinfisering av beholdere og utstyr etter bruk. I tillegg til dette har laboratoriefasilitetene der 

vaskebufferen benyttes stabile temperaturer og høy standard når det kommer til vask og 

hygiene på laboratoriet. (pers. kom. Spesialbioingeniør G. V. Leirvik) Disse tiltakene er alle 

med på å sikre at sannsynligheten for bakterievekst er liten. I situasjoner der vaskebufferen 

derimot blir laget i store mengder, skal oppbevares lenger enn det blir gjort i Trondheim, og 

med færre tiltak knyttet til å hindre bakterievekst, vil bruk av NaN3 i vaskebuffer være 

viktigere. 

Dette er altså et punkt der flere av laboratoriene avviker fra anbefalingen som blir gitt av 

EuroFlow, men om NaN3 likevel bør inkluderes i vaskebufferen som brukes ved laboratoriet i 

Trondheim og i Oslo kan ikke konkluderes med i denne studien. Det kan heller ikke 

konkluderes med om BD FACSFlow, vaskebufferen som benyttes ved laboratoriet i Tromsø, 

kan benyttes på lik linje som anbefalt vaskebuffer fra EuroFlow. Dette foreslås dermed som 

en mulig videre studie. 

Filtrering av beinmargsaspirat 

Ved laboratoriene i Trondheim, Bergen og Tromsø er det oppgitt i prosedyrene at 

maskestørrelse ved bruk av filter er henholdsvis 100, 30 og 30/50 µm. Filter benyttes i 

hovedsak for å fjerne komponenter som fnokker og koagler i beinmargsaspirat da disse kan 

være så store at flowcytometeret kan tettes. Bruk av filter kan derfor være tidsbesparende for 
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laboratoriene med tanke på behovet for vedlikehold. I tillegg til fjerning av større 

komponenter fra beinmargsaspirat kan filtreringen sørge for at cellene i prøven ikke klumper 

seg for mye sammen. 

En risiko ved bruk av filter er at noen av leukocyttene i prøven blir liggende i filteret og ikke i 

røret der de skal merkes og analyseres. Normal leukocyttstørrelse er 9-18µm. (29) Dette betyr 

at alle filtrene som benyttes ved de forskjellige laboratoriene er store nok til å slippe 

leukocyttene gjennom. Et 30µm filter vil la alt av leukocytter passere, og på samme tid fjerne 

flere av de store komponentene enn det blir fjernet ved bruk av 100µm filter. 

100µm filteret har ønsket funksjon, fordi de største komponentene blir filtrert bort samtidig 

som leukocyttene ikke blir det. Maskestørrelsen er likevel større enn 30µm og 50µm, og 

dermed kan det være flere store komponenter som blir med i prøverøret, enn ved bruk av en 

mindre maskestørrelse. Valg av maskestørrelse for filter må undersøkes nærmere for at det 

skal være mulig å si noe om konsekvensene dette kan ha for mengde vedlikehold som må 

utføres på flowcytometeret.  

Blanding av prøvematerialet 

Å blande opp prøvematerialet blir anbefalt av Euroflow ved tilførsel av reagenser og etter 

sentrifugering. Etter tilførsel av lyseringsbuffer anbefaler EuroFlow at prøvematerialet og 

lyseringsbufferen blandes. Denne anbefalingen følger alle sykehuslaboratoriene, med unntak 

av laboratoriet i Trondheim. Blandingen skal sikre at alle erytrocytter kommer i kontakt med 

lyseringsbufferen slik at de går i oppløsning. At det ikke står opplyst i prosedyren til 

Trondheim om blanding etter tilsats av lyseringsbuffer kan derfor ha som konsekvens at noen 

erytrocytter ikke lyseres. Ved laboratoriet i Oslo brukes et ekstra blandingssteg etter tilførsel 

av lyseringsbuffer og inkubasjon. Dette spesifiseres i prosedyren for å sikre at alle erytrocytter 

blir lysert. Blandingsstegene har som formål å få prøvematerialet i kontakt med 

vaskeløsningen, alle erytrocytter i kontakt med lyseringsbufferen og alle leukocytter i kontakt 

med antistoffkonjugatene. Så lenge disse punktene er oppfylt er ikke avvikene av stor 

betydning. 

I denne oppgaven har det blitt tatt utgangspunkt i prosedyrene som benyttes ved 

sykehuslaboratoriene, og ikke i det som blir gjort i praksis. Av den grunn er det mulig at flere 

av laboratoriene i praksis blander prøven ved alle aktuelle steg, men at dette ikke står i 

prosedyren.   
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Inkubering 

Inkubering av prøvematerialet skjer to ganger i løpet av merkingsprosessen. Dette er både 

etter tilførsel av antistoff og etter tilførsel av lyseringsbuffer. EuroFlow anbefaler å inkubere i 

30 minutter, lysbeskyttet og ved romtemperatur etter tilførsel av antistoff. Dette følger 

laboratoriene i Trondheim og Bergen. Laboratoriene i Oslo og Tromsø avviker når det 

kommer til lengde på inkubasjonen. I prosedyren som laboratoriet i Oslo benytter er det ikke 

oppgitt hvilken temperatur inkubasjonen skjer ved, men det er sannsynlig at også denne 

inkubasjonen skjer ved romtemperatur. Dette er de eneste forskjellene som er observert når 

det kommer til inkubering. Inkubasjonen skal sikre at antistoffkonjugater bindes til 

leukocytter med tilhørende antigener.  Forskjellen i inkubasjonstid kan ha noe å si for om 

antistoffene rekker å binde seg til leukocyttene. Dersom antistoffene ikke får nok tid til å 

binde seg til markørene vil de i senere trinn bli vasket bort. Om kortere inkubasjonstid har en 

reell konsekvens for resultatet kan ikke konkluderes med i denne studien. 

Fjerning av supernatant 

Etter hver sentrifugering fjernes supernatant ved bruk av vakuumsystem, Pasteur pipette eller 

dekantering. Anbefalingen som blir gitt fra Euroflow om bruk av vakuumsystem for fjerning 

av supernatant følges av alle laboratoriene i vaskeprosessen. Ved merking av leukocyttene 

avviker de derimot noe fra hverandre og fra anbefalingen gitt av Euroflow. EuroFlow 

anbefaler at fjerningen av supernatant skal skje ved bruk av vakuumsystem også her, mens 

flere av sykehuslaboratoriene velger å dekantere. Ved dekantering etter at erytrocyttene har 

blitt lysert er det usannsynlig at noen av leukocyttene skal forsvinne, da cellepelleten vil sitte 

godt fast i bunnen av røret. Dekantering kan være en mer effektiv måte å fjerne supernatant 

på, som samtidig sørger for et lavere forbruk av pipetter. Det benyttes ulike teknikker for 

fjerning av supernatant, men valg av teknikk vil ha liten innvirkning på sensitiviteten og 

spesifisiteten til resultatet. Det kan derimot påvirke økonomi og tidsbruk. 
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Forslag til videre studier 

I denne oppgaven er det belyst forskjeller mellom EuroFlow og sykehuslaboratoriene i 

Trondheim, Bergen, Oslo og Tromsø. For å kunne si noe om hvilken betydning disse 

forskjellene har, vil videre studier på følgende punkter være aktuelle: 

• Om det er mest praktisk, tidsbesparende og økonomisk lønnsomt å velge en strategi 

for panelbruk som benytter paneler som dekker mange lymfoproliferative tilstander, 

eller en strategi med spesifikke panel som fokuserer på en eller få tilstander. 

• På hvilke måter vaskeprosessen ved laboratoriet i Trondheim kan endres for å spare 

ressurser og tid, med tanke på hvor ofte det er nødvendig med oppfølgingsrør etter 

analyse med bruk av LST- og B1-røret for å kunne stille en diagnose. 

• Behovet for bruk av NaN3 i vaskebuffer. 

• Bruk av filter og valg av maskestørrelse for filter. 
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5. Konklusjon  
Hensikten med oppgaven var å finne ut hvordan pasientprøver ved mistanke om KLL 

håndteres, og hvilke forskjeller det er mellom prosedyrer og paneler ved forskjellige 

sykehuslaboratorier i Norge og standarder utarbeidet av EuroFlow. 

EuroFlows anbefalinger for prøvepreparering blir i hovedsak fulgt av alle laboratoriene som 

er inkludert i denne sammenlikningsstudien. Blant forskjellene som ble observert var ulike 

strategier for panelbruk, ulikt volum prøvemateriale som ble vasket, og ulik komposisjon av 

vaskebuffer. Når det kommer til strategi for panelbruk følger laboratoriene i Trondheim, 

Bergen og Oslo anbefalinger som er gitt av EuroFlow, mens laboratoriet i Tromsø benytter 

seg av et større screeningpanel for så å rette seg inn mot en spesifikk diagnose. Ved 

laboratoriet i Trondheim vaskes alt prøvemateriale tre ganger, hvilket er avvikende fra 

anbefalingen gitt av EuroFlow og fra de andre laboratoriene. I tillegg benytter laboratoriene i 

Trondheim og Oslo en vaskebuffer uten NaN3, i motsetning til vaskebufferen som er anbefalt 

av EuroFlow.  

Det antas at forskjellene som finnes mellom prosedyrene fra sykehuslaboratoriene og 

anbefalingene fra EuroFlow ikke har konsekvenser for den diagnostiske sensitiviteten eller 

spesifisiteten, men at det kan ha konsekvenser for økonomi og tidsbruk. 
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7. Vedlegg 
Vedlegg 1: SOP for forbehandling og merking fra Euroflow 
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Vedlegg 2: Anbefalte paneler fra EuroFlow for diagnose av KLL 
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Vedlegg 3: Prosedyre for forbehandling og merking fra laboratoriet i 

Trondheim    
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Vedlegg 4: Panel med rør som benyttes ved mistanke om KLL ved 

laboratoriet i Trondheim  
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Vedlegg 5: Prosedyre for forbehandling og merking fra laboratoriet i 

Bergen           
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Vedlegg 6: Paneler som benyttes ved mistanke om KLL ved laboratoriet i 

Bergen 



 

85 
 

 



 

86 
 

    



 

87 
 

Vedlegg 7: Prosedyre for forbehandling og merking fra laboratoriet i Oslo     
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Vedlegg 8: Panel med rør som benyttes ved mistanke om KLL ved 

laboratoriet i Oslo  
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Vedlegg 9: Prosedyre for forbehandling og merking fra laboratoriet i 

Tromsø    
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Vedlegg 10: Prosedyre for forbehandling og merking ved utvidet analyse 

fra laboratoriet i Tromsø    
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Vedlegg 11: Screeningpanel som benyttes ved laboratoriet i Tromsø, og 

ekstra rør som kan tilføyes  
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Vedlegg 12: Panel med rør som benyttes ved mistanke om KLL fra 

laboratoriet i Tromsø     
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Vedlegg 13: E-poster sendt til, og mottatt fra kontaktpersoner ved 

laboratoriene i Oslo, Bergen og Tromsø      
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