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Abstrakt

For att forbattra biobankning av provmaterial fran individer med hematologiska maligniteter for ett
projekt, Uppsala-Umed Comprehensive Cancer Consortium (U-CAN), behévde proverna delas upp i
fraktioner av maligna och icke maligna celler. Detta kunde géras med Auto Magnetic Activated Cell
Sorting Pro (AutoMACS Pro) som separerade celler automatiskt med magnetism. Separationen
gjordes med antikroppar som hade konjugerade magnetiska kulor (MicroBeads) vilka méarkte in
malceller pa specifika antigen. En méangd olika separationsprogram, vars olikheter var beroende av
malcellsandel i prov och epitopmangd pa malcell, kunde valjas. Syftet med studien var att optimera
den magnetiska separationen av lymfocyter och kontrollera renheten med flédescytometrisk
immunfenotypning. De prover som anvandes var blod, benmaérg, lymfkoértlar och ascites. Blod och
lymfkértlar separerades bast efter en filtrering medan benmarg borde férberedas med lysering och
filtrering infor separation. Separationen fungerade lika bra oavsett vilket separationsprogram som
anvandes s lange tillverkarnas rekommendationer foljdes och adekvata MicroBeads anvéandes.
Konklusionen var att programmet Posselwb, som var designat fér blod och benmarg, borde anvandas.
Allt provmaterial borde filtreras infor separation, dessutom kravde benmérg ytterligare bearbetning.
Provet borde vara sa farskt som mojligt infor fraktionering for att erhalla hogt antal viabla celler.
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Introduktion

Hematologiska maligniteter ar sjukdomar vilka drabbar benmérg och/eller lymfsystemet. Alla
individer oavsett alder kan drabbas och dessa hematologiska sjukdomar orsakar ménga dodsfall. Vid
misstanke om hematologisk sjukdom tas prov som blod, benmarg eller lymfkortel for att undersoka
vilken hematologisk sjukdom det ror sig om och maligniteten manifesterar sig olika beroende pa

vilken celltyp som orsakar maligniteten (1).

Lymfom, vilket ar ett malignt tillstdnd som drabbar lymfocyter, ar den femte vanligaste cancer-
diagnosen hos méan och sjunde vanligaste cancerdiagnosen hos kvinnor och risken for att drabbas 6kas
med aldern. Det finns tva typer av lymfom, Hodgkins och Non-Hodgkins lymfom. Non-Hodgkins
lymfom har 6ver 30 subtyper enligt Varldshalsoorganisationens (WHO) klassifikation 2008 och kan
grovt delas in i B-cellslymfom och T-cellslymfom. Hodgkins lymfom &r en ovanligare cancerform, dock
ar den en av de vanligaste cancerdiagnoserna bland ungdomar och unga vuxna. Hodgkins lymfom
brukar oftast diagnostiseras genom igenkanning av Hodgkin-Reed-Sternberg cellen eller genom
andrat uttryck av ytantigenet CD20 pa B-celler. Det har visats att vissa infektioner, som infektion av
Epstein-Barr virus eller Helicobacter pylori, ar en del i etiologin for utvecklandet av vissa lymfom.
Andra etiologiska faktorer av betydelse ar genmutationer och kroniska immunsuppression behand-
lingar. Orsaken till utvecklandet av lymfom &ar annu oklart och behdver utredas ytterligare (2). Det &r
onskvart att 6ka kunskapen om hematologiska sjukdomar och minska mortaliteten av dem. For att
gora det kravs vidare forskning och undersoékningar pa maligna celler for att ytterligare kartlagga de

hematologiska maligniteternas karaktar.

Uppsala-Umed Comprehensive Cancer Consortium (U-CAN) ar ett forskningsprojekt med malet att
biobanka tumaorprover, blodprover, biomolekyler och information fran patienter med hematologiska
maligniteter, da dven lymfom, fore, under och efter behandling for framtida forskningsprojekt. Dessa
prover finns i nuléget nedfrysta utan en cellsortering vilket gér maligna celler utblandat med icke

maligna celler (3).

Vid separation for att skilja maligna celler fran icke maligna celler anvands cellernas specifika antigen.
B-celler, som &r av intresse vid B-cellslymfom, har antigenet CD19 vilket finns i B-cellens alla
utvecklingsstadier férutom vid utveckling till plasmaceller (4, 5). B-celler har &ven antigenet CD20
som specificerar B-celler fran andra lymfocyter (6). T-celler, ar av intresse som en normal fraktion vid
B-cellslymfom, har antigenet CD3 (4, 7). B-celler ar &ven av intresse vid T-cellslymfom, d& som en
normal fraktion medan T-cellerna blir en malign fraktion. En vanlig leukocytmarkér, CD45, visar
viabla celler bland annat natural killer-celler (NK-celler) och lymfocyter. De viabla cellerna kan man
sedan skilja i subpopulationerna CD19 och CD3 for att sarskilja B- och T-celler (8).

Separation av maligna och icke-maligna celler ar 6nskvérd for vidare forskning dar DNA-analyser och
RNA-expression ar i fokus. Efter separation sa att rena fraktioner erhalls, bestdende maligna och icke

maligna celler kan man sedan undersdka om det finns genetiska skillnader mellan fraktionerna och



hur de uttrycks i cellerna. Aven genexpression kan utvarderas och anvandas vidare for 6kad forstaelse
av maligniteten (9, 10).

Automated Magnetic Activated Cell Sorting Pro (AutoMACS Pro) ar en automatisk cellseparator som
separerar celler med hjélp av antikroppar vilka ar konjugerade till magnetiska kulor (MicroBeads). Det
ar en helautomatisk metod som marker in provet med riktade MicroBeads vilka faster till 6nskat
antigen, inkuberar, och separerar provet till tva fraktioner, en negativ och en positiv (11).

Separationen sker genom att efter inkubering med MicroBeads tas provet upp och passerar en, eller
tva, jarnkolonner som vid separation blir magnetiska. De celler som har blivit inméarkta med
MicroBeads fastnhar i kolonnen medan de omarkta cellerna passerar igenom som en negativ fraktion.
Efter det avmagnetiseras kolonnerna och de inméarkta cellerna elueras ut till en positiv fraktion. Denna
separator har flera olika forinstéllda separationsprogram som lampar sig till olika typer av prov.
Cellerna kan separeras pa olika vis dels genom positiv selektion, dar cellerna som man énskar ha
marks in med MicroBeads, och dels depletion, dar de celler som inte 6nskas marks in med MicroBeads
och de celler som dnskas forblir oinmérkta. | denna studie ska endast positiv selektion anvéandas och
det finns flera separationsprogram lampade for det. For prover med en andel malcell mer an 5%
lampar sig separation genom en kolonn med separationsprogrammet Possel eller Possel_s . Possel ar
avsett for separation av mélceller som uttrycker normal mangd malantigen medan Possel_s lampar sig
for prover dar malcellen uttrycker 1&g mangd malantigen eller dar renhet ar hogsta prioritet. For
prover med en andel malceller langre dn 5% lampar sig separation genom tva kolonner dar tre
program finns. Posseld och Posseld2 separerar prov dar malcellerna uttrycker normal méangd
malantigen, Posseld2 ger endast en mindre volym pa den positiva fraktionen. Posselds ar ett program
med hogre sensitivitet vilket lampar sig vid separation av malceller som finns mindre &n 5% i provet
och uttrycker lag mangd malantigen. Posselwb (whole blood) ar ett separationsprogram dar
separationen sker med positiv selektion och genom tva kolonner, men programmet ar anpassat for
material som blod och benmarg. Det finns MicroBeads anpassade for positiv selektion, depletion och
whole blood separation (11-13). De MicroBeads som faster sig till cellers antigen paverkar inte
cellernas vidare inmarkning med exempelvis fluorokroma antikroppar och cellernas viabilitet
bibehalls for vidare undersokningar, vilket ar 6nskvart inom U-CAN (12).

De fraktioner som erhalls efter separation bor undersokas med avseende pa renhet eftersom
AutoMACS Pro kan visa det (14), vilket gors med flodescytometri. Flédescytometri ar en viktig
analysmetod inom hematologi dar celler undersoks individuellt. Om provmaterialet infor analys
inkuberas med monoklonala antikroppar med fluorokrom konjugerat tills sig kan cellerna ytterligare
identifieras. Antikropparna satter sig pa cellernas specifika antigen som uttrycks pa cellytan och
fluorokromen avger en farg da det stralas med laser (1, 4).

Syftet med detta arbete var att optimera cellsortering av lymfocyter med AutoMACS Pro for
biobankning av prover med hematologiska maligniteter inom U-CAN och underséka resultatet med
flodescytometri.



Material och metoder

Provmaterial

I denna studie anvandes avkodade patientprover som bestod av 27 blodprover (Klinisk kemi,
Norrlands universitetssjukhus, Umea (NUS)), 24 benmargsprover, sju lymfkortlar och ett ascitesprov
(Hematopatologi, NUS).

Forberedning av prover

Blod

Blod lamnades orort eller forbereddes pa tva satt, det filtrerades eller lyserades. Vid filtrering
anvandes Pre-Seperation Filter, 30 um (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Tyskland) dar 500 pl
fosfat-buffrad salin (PBS) (Tekniskbiokemiskfunktion, Klinisk mikrobiologi, laboratoriemedicin, NUS)
tillsattes forst for att blota filtret innan provet applicerades. Vid lysering togs provmaterial i
forhallandet 1:51 med lyseringslosning (Tekniskbiokemiskfunktion, NUS) for att lyseras pa vagga i tio
min. Det centrifugerades vid 400 g i fem min dérefter halldes supernatanten av. Pelleten
resuspenderades med 10 ml PBS. Det centrifugerades vid 400 g i fem min, supernatanten halldes av
och pelleten resuspenderades med PBS till en slutvolym pa 2 ml.

Benmarg

Benmaérg forbereddes genom lysering eller tvatt med RPMI-odlingsmedium
(Tekniskbiokemiskfunktion, NUS) eller PBS. Vid lysering togs provmaterial i forhallandet 1:51 med
lyseringslosning for att lyseras pa vagga i tio min. Det centrifugerades vid 400 g i fem min déarefter
héalldes supernatanten av. Pelleten resuspenderades med 10 ml PBS. Det centrifugerades vid 400 g i
fem min, supernatanten halldes av och pelleten resuspenderades med PBS till en slutvolym pa 2 ml.
Vid tvatt togs RPMI eller PBS i forhallandet 4:1 mot provmaterialet i ett ror, blandades och
centrifugerades vid 218 g i sju min eller vid 400 g i fem min. Supernatanten sogs av och pelleten
resuspenderades med RPMI eller PBS till en slutvolym pa 2 ml. All benmérg filtrerades med MACS
SmartStrainer, 70 um (Miltenyi Biotec) eller genom 70 um filter (Sintab Produkt AB, Malmo, Sverige)
innan applicering pa AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec).

Lymfkortlar/ascites

Lymfkorteln hackades upp och spéddes ut med PBS. Denna suspension filtrerades genom 70 um filter
(Sintab Produkt AB). Ascites centrifugerades vid 400 g i fem min och supernatanten sogs av. Pelleten
resuspenderades och filtrerades genom 70 pm filter. Infor cellseparation kunde
lymfkortelsuspensionen filtreras ytterligare en gang med MACS SmartStrainer, 70 um eller 70 um
filter (Sintab Produkt AB). En lymfkoértel och ascitessuspensionen spaddes i seriespadning med PBS

och koncentrationen kontrollerades med WBC HemoCue med adekvat hantering infor cellseparation.

Flodescytometri

En del av provet, 40 ul, blandades med olika kombinationer av 3 ul anti-human CD45-V500 (H130)
(BD Horizon, BD Biosciences, San Jose, CA, USA), 3 ul anti-CD19-PEcy7 (IM3628) (Beckman Coulter
Company, Marseille, France), 3 pl anti-human CD19-PerCP/Cy5,5 (HIB19) (Bio Legend, San Diego,



CA, USA), 3 ul CD3-APC-Alexa (A94680) (Beckman Coulter Company), 5 ul monoklonal mus anti-
human CD13/FITC (WM-47) (Dako, Glostrup, Danmark), 3 ul APC mus anti-human CD15 (H198) (BD
Pharmingon, BD Biosciences), 5 ul mus anti-human Myeloid cell CD33/RPE (WM-54)
(DakoCytomation), 5 ul CD15-FITC (MMA), 3 ul CD13-PeCy7 (L138), 3ul CD33-APC (P67,6), 5 l
CD19-PE (4G7) och 7 ul CD20-PerCP (L27) (BD Biosciences) i ett 5 ml ror (Falcon). Provet
vortexandes och inkuberades i 15 min i morker. Provmaterialet lyserades med 4 ml lyseringslosning i 5
min, centrifugerades vid 400 g i fem min, supernatanten hélldes av, pelleten skakades upp och
resuspenderades med tre droppar PBS. Provet vortexades strax innan analys med BD FACS Canto Il
flodescytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) som visade lymfocytinnehall. De prover med lagt
B-cellsantal kasserades innan vidare laborerande, vilket gav tio blodprover, 13 benmargsprover, sex
lymfkdrtlar och ett ascitesprov.

Cellseparation

Hanteringen av AutoMACS Pro gjordes enligt tillverkarens rekommendationer samt med adekvata
buffrar (Miltenyi Biotec). Adekvata, humana MicroBeads skannades in, Whole Blood CD19
MicroBeads (Miltenyi Biotec), Whole Blood CD3 MicroBeads (Miltenyi Biotec), CD3 MicroBeads
(Miltenyi Biotec) eller CD19 MicroBeads (Miltenyi Biotec), och placerades utan lock pa avsett rack. P4
AutoMACS Pro stélldes separationsprogram in enligt tillverkarens rekommendationer. Under denna
studie anvandes endast program med separation genom tva kolonner och for positiv selektion darfor
anvandes Posseld, Posseld2, Posselds och Posselwb. Posselwb anvandes i stérre utstrackning. For
varje separation kravdes tre ror, ett originalrér dar provet i vald provvolym pipetterades i, ett
negativfraktionsror och ett positivfraktionsror. Efter separation centrifugerades de negativa och
positiva fraktionerna vid 400 g i fem min, supernatanten hélldes av och pelleten forbereddes infor
analys med flédescytometri som ovan beskrivet.

Etiska dvervaganden
U-CAN-projektet hade ett etiskt godkénnande, EPN dnr 2014/233 vilket utfardades i Uppsala 2014-
12-22. Under denna studie anvandes prover som inkom till laboratorierna, vilket medférde inget

ytterligare obehag fér de individer som deltagit i projektet.



Resultat

Separation av blod

Vid jamforelse och utvardering av separationsprogram som separerade genom tva kolonner, Posseld,
Posseld2, Posselds och Posselwb, sags ingen antydan till skillnad pa den positiva fraktionens renhet
vilket varierade mellan 98,0-99,5 % (data ej visad). En knappt markbar férbattring kunde ses vid
filtrering av blod infér separation, 99,1 mot 98,4 dock gav lysering av blod samre resultat (Fig.1).
Separationen var oberoende pa val av MicroBeads. CD19 Microbeads fick en renhet pa 96,5 % med
posselwb-programmet och Whole Blood CD19 MicroBeads fick en renhet pa 97,6% med posselwb-
programmet (data ej visad). Vid flodescytometri sdgs en nedgang i signalstyrkan av anti-CD19 efter
separation med CD19 MicroBeads eller Whole Blood CD19 MicroBeads, men inmarkning av anti-

CD20 gav ingen skillnad i signalstyrkan innan som efter separering (Fig.2).

Separation av benmarg

Separationsprogrammet Posselwb gav en hdg renhet pa blod. Det ar ett program anpassat for blod och
benmérg och anvéndes darfér genom benmaérgsoptimeringen vid separation av CD19. Val av filter,
Sintab Produkt AB eller MACS SmartStrainer 70um, infor separation var irrelevant, 99,2 respektive
99,2 %, men mer prov erholls vid filtrering med MACS SmartStrainer. Forberedning av prov med tvéatt
eller lysering skiljde sig at. Resultaten var ej konsekventa, men en antydan att tvatt med PBS eller
lysering var ndgot béattre an tvatt med RPMI, den positiva fraktionens renhet var for lysering 90,8%,
PBS-tvatt 91,2% och RPMI-tvatt 87,6 %. Det kunde &ven ses en antydan att forsiktig hantering av prov,
dvs. mjukare centrifugering, gav renare positiva fraktioner, centrifugering vid 400 g gav en renhet pa
95,3% medan centrifugering vid 218 g gav 96,1 % (data ej visad). Prover med hdgre B-cellsinnehall gav
renare positiva fraktioner efter separation (Fig. 3).

Separation av lymfkortel/ ascites

Val av separationsprogram pa AutoMACS Pro var irrelevant, nar tillverkarnas instruktioner foljdes,
och renheten varierade mellan 95,6%-98,8%. Val av filter, Sintab Produkt AB eller MACS
SmartStrainer 70um, infor separation var irrelevant, men mer prov erhélls vid filtrering med MACS
SmartStrainer,. En tendens till forbattring av den positiva fraktionens renhet kunde ses efter
ytterligare en filtrering efter cellsuspensionsframstéallningen (data ej visad). Vid ytterligare separation
av den negativa fraktionen sdgs en samre separation av malcell, och den positiva fraktionens renhet
var gj tillfredsstallande (Fig. 4). Lymfkértel separerades med CD3 och CD19 MicroBeads samt CD3 och
CD19 Whole Blood MicroBeads och renheten varierade med provets férdelning av cellpopulationer
infor separation (data ej visad). En hogre cellkoncentration gav renare separering vilket sags vid
separering av bade en lymfkortelsuspension och ascites dar l1ag koncentration gav hog side scatter
(SSC) med samre bevarade celler medan hdg koncentration gav 1&g SSC med hogt antal viabla celler
(Fig. 5). Daligt bevarade celler i originalprovet separerades samre, den positiva fraktionen var ren men
manga malceller separerades ej och hamnade i den negativa fraktionen (data ej visad).



Diskussion

Denna studie hade som syfte att optimera separering av lymfocyter for forskningsprojektet U-CAN for
att skapa en béttre biobank av prover med hematologiska maligniteter och att optimera renheten i de
positiva fraktionerna. Vidare var det 6nskvért att 6ka antal mélceller i den positiva fraktionen. Oavsett
vilken typ av prov som separerades fungerade alla separationsprogram, under forutsattning att
adekvata MicroBeads anvandes och att tillverkarnas rekommendationer féljdes (12). Dock upptécktes
att ett separationsprogram, Posselwb, hade en ekonomisk férdel dar adekvata MicroBeads, Whole
Blood MicroBeads, kraver mindre volym per volym prov, jamfért med de andra MicroBeads, direkta
MicroBeads, som anvandes under denna studie. Direkta MicroBeads bor anvandas till
cellsuspensioner med hogre koncentration an vad som anvants till stor del i detta forsok, for att det
ska bli ekonomiskt gynnsamt. Programmet Posselwb ar dven ett program som ar mer anpassat fér
blandad och obehandlat provmaterial jamfért med andra separationsprogram (13). Vid de férsék som
gjorts har dOck ingen storre skillnad setts mellan de olika separationsprogrammen férutom méangden
MicroBeads som anvands. Det har noterats att provets alder har en inverkan pa separationen, men
&ven detta var oberoende pa separationsprogram. Detta tros beror pa att cellernas viabilitet minskat
och d& gett en dkad ospecifik bindning av forst MicroBeads vid separation och sedan fluorokroma
antikroppar vid flédescytometri.

Whole Blood MicroBeads ar framtagna for att optimalt separera blod och benmérg med programmet
Posselwb. Det medfor att Whole Blood MicroBeadsen ar optimerad foér vanlig leukocytkoncentration
pé blod och benmarg (13). Férsok gjordes att 6verbelasta Whole Blood MicroBeads med
koncentrationer en och tva tiopotenser hogre an optimal koncentration, men forsoken visade en lika
bra separation som vid optimala cellkoncentrationer. Direkta MicroBeads har utvarderas pa liknande
satt, dar cellkoncentrationer som var optimalt samt maximalt for dessa MicroBeads separerades. Aven
dar sags en béttre separering ju hogre cellkoncentrationen var. Teoretiskt bor hogre koncentrationer
av provet ge samre inmarkning av malceller vid separation da det inte bor finnas tillrackligt med
MicroBeads per malcell och det ger mer malceller i den negativa fraktionen. Detta har inte setts utan i
prover med for hdga cellkoncentrationer, dvs. cellkoncentration vid maxkapaciteten fér AutoMACS
Pro, infor separation erhélls hog renhet i den positiva fraktionen samt en lag andel av malceller i den
negativa fraktionen vid separation. En hogre andel malceller noterats i den negativa fraktionen vid
separation av prover med laga cellkoncentrationer men med hog renhet i den positiva fraktionen (14).
Detta fenomen kan bero pa att for manga MicroBeads per malcell kan dverbelasta cellerna och
medfora lagre viabilitet. Hog SSC vid flodescytometri visar celler med 1&g viabilitet, men denna teori
kan ej sakert faststallas for denna studie. Acitesprovet, som hade daligt bevarade/ icke viabla B-celler
infor separation sags vid separation pd CD19 slappa igenom en hog andel malceller till den negativa
fraktionen, men det hade dven en hog renhet pa den positiva fraktionen. Detta kan forklaras med att
de MicroBeads som anvandes vid separering inte kunde binda in till cellerna pa adekvat sétt da de med
minskad viabilitet tappar de epitop som MicroBeadsen binder till. En manuell bokféring av
MicroBeads maste goras for att undvika att mangden MicroBeads inte racker till, AutoMACS Pro
bokfor ej atgangen.



Vad som kunde utrénas med denna studie var att olika provmaterial bor forberedas pa olika satt. Blod
bor inte lyseras utan endast filtreras for att fa basta resultat. Benmarg bor forberedas och da lyseras
med lyserlsning eller tvéttas med PBS. Resultaten har dock varierat under forsoken och maste
undersokas vidare. Lysering av benmarg, vilket ska anvandas i framtiden, &r ett kliniskt applicerbart
arbetsséatt vid hematopatologiska laboratoriet vid NUS dar framtida forskningsprover ska hanteras.
Benmargen filtrerades alltid for att eventuella benmargskorn eller fett inte skulle stdra separation med
AuUtoMACS Pro. Fettet skulle kunna, som benmaérgskornen, skada AutoMACS Pro genom att fastna i
de slangar som leder provet till separationskolonnerna. Lymfkdrtlar daremot behévde ingen
forberedning forutom eventuellt en extra filtrering efter cellsuspensionsframstélining. Lymfkértlarna
maste bearbetas till en cellsuspension infor separation, vilket ar ett kliniskt applicerbart arbetssétt vid
hematopatologiska laboratoriet, d& lymfkértelsuspensioner analyseras i flodescytometri.

Utvardering av tva olika filter, 70 um, visade att de gav lika renhet i fraktionerna efter separering. En
fordel med MACS SmartStrainer ar att den ar utformad som en kon som fasts vid provrérsmynningen,
vilket ger mindre spill av provet och en storre volym erhélls efter filtreringen jamfort med filtret fran
Sintab Produkt AB.

Forsok gjordes att gora efterfoljande separering pa lymfkortel som redan separerats, detta for att fa en
ren fraktion av CD19- respektive CD3-positiva celler samt en fraktion av 6vriga lymfkdrtelspecifika
celler. Detta gjordes med en separering pa CD3 och den negativa fraktionen som erhélls separerades
igen p& CD19. Den ytterligare separeringen med CD19 gav inte ren positiv fraktion och den negativa
fraktionen innehdll hog andel malcell, vilket ej var 6nskat. Orsaken till att den positiva fraktionen inte
var ren kan bero pa inmarkta CD3-celler fran forsta separationen separerades i den andra
separationen istallet och gav hog andel CD3-positiva celler. Det var aven dalig uppsamling av malcell
vid den efterfoljande separationen, vilket kan bero pa att provet inte klarar av att ga igenom
separationen tva ganger. Det finns separationskit dar man ska kunna separera pa flera epitop vilket
skulle vara intressant att anvanda, men dessa har inte provats under denna studie.

Under denna undersdkning utvecklades anvandningen av olika antikroppar i flodescytometrin. | slutet
av undersdkningen anvandes fler fluorokroma antikroppar och de antikroppar som anvandes i bérjan
av undersokningen utvarderades. Efter separation anvandes till en borjan anti-CD19 antikroppar da
proverna separerades med avseende pa det epitopet med CD19 MicroBeads. Dock sdgs signalstyrkan
fran anti-CD19 i flodescytometri sjunka efter separationen p.g.a. inbindning av CD19 MicroBeads,
vilket inte borde ske (11). Detta undersoktes genom jamférelse mellan anti-CD19 och anti-CD20 efter
separation och dar sdgs en klart starkare signal fran anti-CD20. Vi observerade att CD20-andelen inte
var lika hg som mangden CD19 positiva celler i den negativa fraktionen. Det kan bero pa att gaten
som marker in CD19 &r satt for lagt och aven innesluter NK-celler, men samtidigt maste gaten placeras
dar eftersom CD19-signalen sjunker efter separation. Detta innebar att NK-celler felaktigt markeras
som CD19 positiva och ger forhojd procentandel av CD19, ett mer korrekt varde att utgd ifran ar da
inméarkningen av CD20. Studien som gjorts indikerar att MicroBeads-antikropparna konkurrerar med
andra antikroppar om inbindning till epitop vilket kan ge vilseledande resultat vid analys av denna

epitop efter separation.

10



Konklusionen var att Posselwb ar det program som borde anvéandas med adekvata MicroBeads for att
fa rena fraktioner pa ett kostnadseffektivt satt. Benmaérg var det provmaterial som borde forberedas
med lysering och allt provmaterial som undersdkts fick en béattre separation med en filtrering innan
separation. Provmaterialets cellkoncentration gav varierad renhet efter separation dar en hogre
koncentration av malcell infor separation gav béattre resultat. De MicroBeads som anvéands kan
paverka vidare analyser om samma epitop anvands, vilket bor tas i beaktning vid planerad separation.
Provet borde vara sa farskt som mojligt for att fa en bra separation, detta for att antal celler som ar

viabla ar hogre och det ger renare fraktion.
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