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Bioanalytikerne
med i hele forlgbet

Fra de fgrste analyser af knoglemarv til flowcytometrisk analyse af behandlingens
virkning har bioanalytikerne en vigtig funktion i hele forlpbet hos bgrn med leukeemi

v S

Lone Jorgensen leerer
op, mens de andre su-
ger til sig af hendes
indgaende kendskab

til flowcytometri. I zgen vil have mistanke til leukaemi, hvis et barn over

leengere tid har haft hyppigt tilbagevendende infektio-

ner uden nogen forklarlig arsag og evt. har andre
symptomer som hezevede lymfeknuder, traethed, bla maerker,
knoglesmerter, hovedpine og kvalme.

Ved mistanke om leukaemi fr barnet taget en knoglemarvs-
prove under narkose. Knoglemarvsprgven bliver analyseret for
cellernes kromosomer og deres ekspression af overfladeprotei-
ner. Prgverne bliver hdndbaret, ndr de ankommer, da de fleste

Af afdelingsbioanalytiker //

Helle Venters prover svares akut, idet klinikerne afventer svaret i forhold til
Vaevstypelaboratoriet, afs. 7631 ; ; ; ; ; a9
Klinisk immunologisk Afdeling evt. justering af behandlingsforlpbet. Arbejdet giver s:tor til
Rigshospitalet fredsstillelse, og det er let at ggre en ekstra indsats, ndr man

ved, at klinikerne og barnets familie venter pd vores svar for at
kunne komme videre med behandlingen.

Den analyse, vi udfprer, kaldes for MRD-flowanalysen, Mini-
mal Residual Disease. Gruppen, som arbejder med MRD-flow-

20 DANSKE BIOANALYTIKERE 09//13



Vi haber, at vores artikel har givet dig interesse for flowcy-
tometri. Hvis du ensker at besgge vores laboratorium eller
netvaerke omkring flowcytometri, kan du henvende dig til

KOM OG

afdelingsbioanalytiker Helle Venters, mobil 35456777.

BESQOG OS

Foto // Sine Fiig

analysen, bestar af 5 bioanalytikere, 3 videnskabelige medar-
bejdere og 1 afdelingsbioanalytiker, som alle braender for
netop dette arbejdsomrade og disse seerlige bgrn.

BO procent helbredes|

I Danmark fér ca. 40 bgrn konstateret leukeemi arligt. Leukee-
mi er den mest almindelige kraeftform hos bgrn, og 80% af
disse bgrn bliver helbredt. Leukeemi er en sygdom, som udgar
fra knoglemarven. Der kan forekomme leukzemi i alle blodets
celleraekker, men den mest almindelige er i forstadierne til den
lymfoide B-celle (Pree-B-ALL).

Akut Lymfatisk Leukeemi i den umodne B-cellelinje (Pree-B-
ALL) udggr ca. 85% af alle leukeemi tilfeeldene. Ved Pree-B-ALL
er kroppen ikke i stand til at producere modne B-celler til blo-
det og det lymfatiske system, men har derimod en overpro-
duktion af umodne B-celler og derved et sveekket immunfor-
svar. Arsagerne til sygdommen er ukendte og uklare.

MRD-analyse med flowcytometri

Ved konstatering af Pree-B-ALL bliver der, jf. NOPHO-vejlednin-
gen, udtaget knoglemarv pa dag o, dag 15, dag 29, dag 79 og
dag 92. Derudover kan det blive npdvendigt med yderligere
prover hos bgrn, som reagerer darligt pa behandlingen. Dette
er npdvendigt for at konstatere en eventuel restsygdom (MRD
= Minimal Residual Disease), som kan bevirke en justering i
behandlingen.

MRD males ved flowcytometri (MRD-flow). Veevstypelabora-
toriet pé Rigshospitalet har landsfunktion for varetagelse af
MRD-analysen og modtager saledes ca. 400-500 prover arligt.

Et flowcytometer er et apparat, hvor en vaeskestrgm sikrer,
at celler i en kuvette passerer enkeltvis forbi en laser. Forud for
korsel pa apparatet er cellerne inkuberet med forskellige anti-
stoffer rettet mod overfladeproteiner. Antistofferne er meerket
med hvert sit forskellige fluorokrom, som, nar det bliver belyst
med en seerlig bplgeleengde fra en laser, udsender lys i en anden
bestemt bglgeleengde. Apparatet omseetter disse lyssignaler og
giver et billede af, hvilke celler marven indeholder og deres mo-
denhedsgrad med meget stor sikkerhed og sensitivitet, idet der
kan analyseres et stort antal celler - ofte op til 1.000.000 celler.

Faenotype er patientens ”fingeraftryk”

Ved Pree-B-ALL sammenlignes tilstedeveerelsen og intensite-
ten af overflademarkgrer med det normale niveau. B-celler er
bla. karakteristiske ved at udtrykke CD45, CD19, CD10, CD20,
CD38, globuliner (alle overfladeproteiner, som forefindes i vari-
erende grad alt efter modenhed).

Ved flowcytometri er det muligt at fa et billede af marvens celle-
fordeling, og om den evt. er domineret af en leukaemisk celleklon.
Ved leukeemi opklares, hvilke overfladeproteiner de maligne leu-
keemiske celler udtrykker. Dette danner grundlag for fastleeggelse
af immunfeenotypen, som varierer mellem de enkelte tilfeelde,
idet der inden for B-ALL findes mange undertyper af sygdommen.

Denne individuelle feenotype er derved en slags "fingeraf-
tryk”, som kan folges for at konstatere evt. rest af sygdom un-
dervejs i behandlingsforlpbet.

Behandling i 3 fase

Intensiteten af behandlingen af akut lymfoblasteer leukaemi
hos bern har traditionelt veeret baseret pa en risikogruppering,
der har afspejlet patientens alder og leukocyttal p& diagnose-
tidspunktet samt den leukaemiske klons immunfaenotype og
forekomsten af visse kromosomforandringer.

Typisk foregdr behandlingen af leukeemibgrnene over en
periode pa 2-3 &r. Behandlingen foregar i tre faser, hvor malet
med 1. fase er at bringe barnet i komplet remission med fjer-
nelse af de leukeemiske celler og genoprettelse af normalt pe-
rifert blod, normal knoglemarv og normal klinisk status. d
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Bioanalytikerne kan felge virkningen af behandlingen pa de far-
vede dotplots. Efter 92 dage skal der helst ingen syge celler veere
tilbage.
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€@ Bioanalytiker Stine Bruun Ma-
thiesen og Sanne Krusaa Mgller
praeparerer knoglemarvsproverne,
efter de er ankommet til veekstty-
pelaboratoriet. Forste skridt er ty-
pisk at teelle antallet af celler i
proven. Derefter vurderer de,
hvordan preven skal praepareres.
Som regel opformeres cellerne
forud for indfarvning. Efter ind-
farvning er de klar til at blive kort
i flowcytometeret.

AKTIV
FORSKNINGSINDSATS
Inden for barneleukaemi
foregar der meget forskning,
0g vaevstypelaboratoriet del-
tager aktivt i arbejdet. Omra-
dets ansvarlige, overlaege
Hanne Marquart, har bl.a.
opnaet fondsmidler til ph.d.
og postdoc og arbejder med
forskellige projekter:

e Forstaelse af leukaemicel-
lens biologi

 Finde nye risikomarkgarer

e Immunstatus under og ef-
ter behandling af leukaemi.

Derudover yder vi flowcyto-
metrisk bistand i projekter
hos klinikerne. Vi maler bl.a.
MRD-flow i spinalvaeske og
cellesortering.

@ﬁ indf . & = Vores ledende bioanalytiker,
m— r indfarvning saettes .

) nnie Gregers, har skr
proven i karussellen pa flovcy- Jannie Gregers, har skrevet

tometeret. Der kares et antal en ph:d. omkring pAharmako
celler op til max 1'mio- Preven genetiske polymorfiers (nor-
kerer fra et par og op til 10 mi- male DNA-variationer) ind-
nutter-afhaengigrafzhvor man- virkning pa behandlingsre-
ge celler den indeholder. spons.

@ Bioanalytikerne kigger pa dotplots fra en prove. Pa de @) Pa afdelingens planleegningstavle, kan de hurtigt fa et over-
farvede billeder kan de bl.a. aflaese, hvilke antistoffer cel- blik over preverne. De bla magneter er de prover, som er kom-
lerne er positive eller negative for, ligesom de kan afgere met ind samme dag, mens de rode er prover, der forventes ind de
dobbeltpositive og —negative. De kan ogsa se, hvor i mod- kommende dage. P4 dagen for fotograferingen var der kommet
ningsprocessen cellerne er. Bioanalytikerne i veekstlabora- hele 10 progver. Det gav stor travlhed, da prevesvar garanteres in-
toriet er i en opleeringsfase, for at overtage forste del af den for 24 timer- og gerne hurtigere, da barn, familie og klini-
datatolkningen, som laegerne ellers har haft som opgave. kerne venter pa svaret. Normalt modtager afdelingen mellem 10-

15 knoglemarvsprever pa en hel uge
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"Arbejdet giver mig stor
tilfredsstillelse, og det er
let at gore en ekstra ind-
sats, nar man ved at klini-
kerne og barnets familie
venter pa vores svar for at
kunne komme videre med
behandlingen”, bioanalyti-
ker Belgin Satan.

De efterfplgende faser er kombinationsbe-
handlinger via cytostatikakure, som skal sik-
re, at barnet forbliver i remission. Der behand-
les med forskellige stoffer, som bevirker celle-
ded. Stofferne gar fx ind og pavirker cellens
metabolisme, DNA-syntese og celledeling.
Nedenstaende stoffer indgar i behandlingen:
» Remissions-induktionsbehandlingen om-
fatter kombinationer af: doxorubicin, vin-
kristin, glukokortikoider og intratekal met-
hotrexate.

« Intensifikations-/konsolideringsfasen til-
passes forekomsten af visse cytogenetiske
risikofaktorer og graden af restsygdom pa
de fgrste 4 ugers behandling. Omfatter fprst
og fremmest behandling med L-asparagina-
se, antimetabolitter, glukokortikosteroider,
vincristin og hgjdosis methotrexat samt
hgjdosis Ara-C (cytosar), cyklofosfamid, eto-
posid og fludarabine til de mest resistente
patienter. Aktive kemoterapeutiske stoffer
til intratekal leukeemiprofylakse er methot-
rexat, Ara-C og et glukokortikoid. Kraniel be-
straling anvendes ikke leengere rutinemaes-
sigt.

« Vedligeholdelsesbehandling indtil 2,5 ar fra
diagnosetidspunktet. Omfatter peroral met-
hotrexat og 6-merkaptopurin.

"Flowcytometri er min passion. :
Det fascinerer mig at folge alle de
forskellige celler og opmodnings-
stadier og nu er jeg ogsa ved at
blive opleert i fortolkning af data,
som ellers har veeret laegernes om-
rade. Resultaterne bliver stadig en-
deligt gennemgaet af en laege, og
det giver en tryghed i overtagelsen
at denne nye arbejdsopgave,” bio-
analytiker Ulla Falt

FZLLES NORDISKE RETNINGSLINJER FOR
BEHANDLING

Behandling af leukaemi fastlaegges af den nordiske samarbejds-
organisation NOPHO, som udstikker fzelles retningslinjer for be-
handling og omfang af de specifikke laboratoriemaessige analy-
ser. De kliniske resultater og laboratorieresultaterne indtastes i
en feelles database, som evalueres hvert 6. ar med formalet at

Hvis et barn far recidiv af akut leukaemi, er
hpjdosisbehandling med allogen stamcelle-

transplantation seedvanligvis den eneste be-
handling, som kan kurere patienten. Trans-
plantation kan ogsa blive aktuel i fprste be-
handlingsfase hos patienter med akut lymfa-
tisk leukeemi, der ikke er i remission efter
induktionsbehandling. &

forbedre behandlingen og @ge overlevelsen.
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@ Lone Jorgensen (tv) er gruppens store stotte og har et
mangearigt "keerligheds" forhold til flowcytometri. Hun
har veeret med helt fra starten til at bygge MRD flow-
cytometri op pa Veevstypelaboratoriet, og Lone opleerer
lebende de gvrige i gruppen ud fra sin store erfaring. Bio-
analytiker Sanne Krusaa Mgller (th.) er ved at blive oplaert
i cellesortering, som benyttes i seerlige tilfeelde ved udred-
ning af leukaemi samt i forskningsejemed.

@ Overleege Hanne Marquart er afdelingens
fagligt ansvarlige person. Hun skal bl.a. serge
for, at alle er opdaterede med den sidste nye
viden, og hun har dialogen med klinikerne.
Efter tolkningen af preverne er det Hanne
Marquart og de to andre videnskabelige med-
arbejdere, som sender det endelig svar af sted.
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