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1. Roviditések jegyzéke

AML

APC

APC-AF750

AUC

CCUS

CHIP

CD

Cl

CMML

ELN IMDSFlow

EDTA

FAB

FITC

FCSS

FISH

acute myeloid leukemia, akut myeloid leukémia
allophycocyanin, allofikocianin

conjugation allophycocyanin-alexa fluor 750, konjugalt allofikocianin-

alexa fluor 750
area under the curve, gorbe alatti teriilet

clonal cytopenia of unknown significance, bizonytalan jelentéségii

klonalis sejtszegénység

clonal hematopoiesis of indeterminate potential, bizonytalan

jelentdségli klondlis vérképzés

cluster of differentiation, differencialodasi klaszter

confidence interval, konfidencia intervallum

chronic myelomonocytic leukemia, kronikus myelomonocytas leukémia

International/European Leukemia Net Working Group for Flow
Cytometry in MDS, a Nemzetkozi/Eurépai Leukémia Halozat Aramlasi

Citometriai MDS munkacsoport

ethylenediamine tetraacetic acid, etilén-diamin-tetraecetsav
French-American-British, Francia-Amerikai-Brit
fluorescein isothiocyanate, fluoreszcein izotiocianat

flow cytometry scoring systems, aramlasi citometriai pontozo

rendszerek

fluorescence in situ hybridization, fluoreszcens in situ hibridizacio



FHR

FLR

FSC

Gran

ICUS

IDUS

IPSS

IQR

IWG of MDS

LB

Ly

MB%

MDS

MDS-EB

MDS-SLD

MDS-MLD

flow high risk, magas rizikoji aramlasi citometriai csoport
flow low risk, alacsony rizik6ju aramlési citometriai csoport
forward scatter, elére szort fény

granulocyte, granulocyta

idiopathic cytopenia of undetermined significance, idopatids

sejtszegénység bizonytalan jelentdséggel

idiopathic dysplasia of undetermined significance, idiopatias dysplasia

bizonytalan jelentséggel

International Prognostic Scoring System, Nemzetkozi Prognosztikai

Pontozo rendszer

interquartile range, interkvartilis tartomany

International Working Group, MDS Nemzetkdzi Munkacsoportja
lymphoblast, lymphoblast

lymphocyte, lymphocyta

myeloblast percentage, myeloblast szazalék

myelodysplastic syndromes, myelodysplasias szindroma

myelodysplastic syndrome with excess blasts, myelodysplasias

szindroma blastszaporulattal

myelodysplastic syndrome with single lineage dysplasia,

myelodysplasias szindroma egy sejtvonalat érintd dysplasiaval

myelodysplastic syndrome with multilineage dysplasia,

myelodysplasias szindroma tobb sejtvonalat érintd dysplasiaval



MDS-RS

MDS-U

MFI

MPN

PE

PC5.5

PC7

PerCP-Cy5.5

PB

PO

RA

RAEB

RAEB-T

RARS

R-1PSS

myelodysplastic syndrome with ring sideroblasts, myelodysplasias

szindroma gyr(s sideroblastokkal

myelodysplastic syndrome-unclassified, myelodysplasias szindroéma

masképpen nem osztalyozhato

mean fluorescence intensity, atlagos fluoreszcencia intenzitas
myeloproliferative neoplasm, myeloproliferativ neoplazia
phycoerythrin, fikoeritrin

phycoerythrin cyanine 5.5, fikoeritrin cianin 5.5
phycoerythrin cyanine 7, fikoeritrin cianin 7

peridinin chlorophyll protein cyanine 5.5, peridinin klorofil fehérje

cianin 5.5

pacific blue, pacific kék

pacific orange, pacific narancs

refractory anemia, refrakter anémia

refractory anemia with excess blast, refrakter anémia blastszaporulattal

refractory anemia with excess blasts in transformation, refrakter anémia

blastszaporulattal, transzformalodo

refractory anemia with ringed sideroblasts, refrakter anémia gytiris

sideroblastokkal

Revised- International Prognostic Scoring System, modositott

Nemzetk6zi Prognosztikai Pontoz6 rendszer



RCMD refractory cytopenia with multilineage dysplasia, refrakter

sejtszegénység tobb sejtvonalat érintd dysplasidval

RCMD-R refractory cytopenia with multilineage dysplasia and ringed
sideroblasts, refrakter sejtszegénység tobb sejtvonalat érintd

dysplasiaval és gytiriis sideroblastokkal

rcv% robust percent coefficient of variation

RN refractory neutropenia, refrakter neutropenia

ROC Receiver Operating Characteristic

RT refractory thrombocytopenia, refrakter thrombocytopenia

SSC side scatter, oldalra szort fény

SNP Single Nucleotide Polymorphism, egy nukleotidot érinté polimorfizmus
WHO World Health Organization, Egészségiigyi Vilagszervezet

WPSS WHO classification-based prognostic scoring system, WHO alapu

prognosztikai rendszer



2. Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1. A myelodysplasias szindroma definicioja, jelentésége

A myelodysplasias szindroma (MDS) egy klonalis hematoldgai megbetegedés, mely a
csontveléi hemopoetikus Ossejteket érinti. MDS esetében a csontvel6i mikrokdrnyezet
megvaltozasa, a vérképzo sejtek differencidlodasanak és érésének karosodasa figyelheté meg.
A csontveldi elégtelenség egy vagy tobb sejtvonalat érintd sejtszegénység formajaban nyilvanul
meg a periférias vérben, mikozben a csontveld sejtdus. [1].

Az MDS éves incidenciaja a vilagon a teljes populaciora 5 eset/100 000 {6. Tekintettel
arra, hogy az atlagos életkor MDS esetében 70 év, ha megvizsgaljuk az incidenciat a 60 év
feletti korosztalyban, akkor az 11j esetek szdma tizszer tobb is lehet (20-50 1) eset/100 000 f6/év)
[1]. Amennyiben figyelembe vessziik, hogy az MDS a kozponti regiszterekben a nem megfeleld
jelentések miatt alulreprezentalt, tovabba, hogy egy sokszor aluldiagnosztizalt betegségrdl van
sz6, az MDS incidencidja valojaban magasabb, inkabb kozeliti, s6t, akar meg is haladja a 100
uj esetet 100 000 fére vonatkoztatva a 60 év feletti korosztalyban [2, 3]. Mivel Eurdpa
tarsadalma Oregedd, az MDS-es betegek szama évrdl évre ndvekedni fog. A betegség
Osszetettségébdl adodoan a kezelési koltségek valtozoak. Az enyhébb lefolyastu eseteknél is
rendszeres kdvetés javasolt a jarobeteg szakellatas keretein beliil. Azoknal a betegeknél, akiknél
akut myeloid leukémidba (AML) transzformélddott a betegség, vagy sulyos sejtszegénység
figyelhet6 meg, rendszeres fekvébeteg ellatasra van sziikség [4, 5]. Napjainkban lehetdség van
célzott, hatékony, ugyanakkor koltséges terapiara is, melynek rendszeres alkalmazésa
jelentdsen javitja a betegek varhato élettartamat, &m a terapia elhagydsa gyors progressziot

eredményez [4-6]. Mindez novekvo terhet ro a tarsadalomra, mely csak azaltal csokkenthetd,



ha minden beteg esetében a legoptimalisabb kezelési stratégia keriil meghatarozasra, melyhez

nélkiilozhetetlen a pontos diagnozis felallitasa és a megfeleld prognosztikai besorolas.

2.2. Klasszifikacios rendszerek

A megfeleld diagnodzis felallitdsa és a prognosztika megitélése érdekében az elmult
évtizedekben klasszifikdciés rendszerek segitették ezen heterogén betegségen beliil
homogénebb alcsoportok kialakitasat. A klasszifikacids rendszereket az 1. tablazat foglalja
Ossze. Az MDS els6 klasszifikacios rendszerét a Francia-Amerikai-Brit Tarsasag (French-
American-British, FAB) alakitotta ki 1982-ben, mely kizarolag morfologiai vizsgalaton alapult.
A betegeket 6t alcsoportba lehetett besorolni a sejtvonalakat érint6 dysplasia és a csontveldben,
valamint periférias vérben latott myeloblastok szazalékos értéke alapjan [7]. A FAB rendszer
hasznalata soran tobb probléma is adodott. Egyrészt tobb olyan beteg volt, akiknél az ajanlas
nem adott egyértelmii utasitasokat: példaul az 5%-nal Kisebb csontvel6i blast szazalékkal
rendelkezd betegek esetében, akiknél nem csak az erythroid sejtvonal mutatott dysplastikus
vonasokat [8-10]. Masrészt az alcsoportok tovabbra is tilsagosan heterogénnek bizonyultak
talélés szempontjabol [11, 12].

Az évek soran Osszegyljtott tapasztalatok alapjan az Egészségiigyi Vilagszervezet
(World Health Organization, WHO) 2002-ben 1j ajanlast adott ki az MDS klasszifikaciojara
vonatkozdan. A kordbban egyik csoportba sem besorolhat6 betegek érdekében 11j alcsoportként
létrehoztak a ,refrakter sejtszegénység tobb sejtvonalat érinté dysplasiaval” kategoriat.
Emellett a csoportok egységesitése céljabol a ,refrakter anémia blast szaporulattal” (RAEB)
kategoriat két részre osztottak (RAEB-1, RAEB-2). Ezaltal a korabbi, tilsdgosan tdgnak
bizonyulo, a besorolas kritériumaként szolgald blastok szazalékos érték tartomanya (5-20%),

5-9% ¢és 10-19%-ra modosult. Tovabba, az Uj rendszer mar nemcsak morfoldgiai, hanem



klinikai és citogenetikai adatokat is figyelembe vett. gy szintén 1j kategoriaként szerepel az
ajanlasban az ,,MDS izolalt 5q delécidval”, mely sajatos klinikai megjelenéssel rendelkezik. Az
izolalt del(5q) esetén a betegeknél nem tapasztaltak emelkedett blast aranyt, a thrombocyta
szamuk normalnak vagy magasabbnak bizonyult és jellemzden hypolobulalt megakariocytak
voltak megfigyelhetok a csontvelében. Specidlis kezelés (lenalidomide) hatdsara a korkép
lefolyasa kedvez6 [11, 13-16]. Talan az egyik legnagyobb valtozas a FAB rendszerhez képest
mégis az AML diagndzisahoz sziikséges blast arany 30%-ro6l 20%-ra torténd csokkentése,
melynek kovetkeztében a ,,RAEB-transzformacioval” Kategoriat torolték az MDS
klasszifikacids rendszerébdl. Az ,,MDS-bdl transzformalodé AML” 6nallé kategdriaként az
AML csoportban szerepel. A 2002-es WHO ajanlas tisztazta a kronikus myelomonocytas
leukémia (CMML) helyét is, mely az MDS/MPN (myeloproliferativ neopldzia) csoportba
kertiilt athelyezésre, mivel a betegek egy részénél inkabb myeloproliferativ korképekre jellemzd
vonasokat lehet megfigyelni. Végiil a granulocytdkat vagy megakarocytakat érintd
dysplasiaval, sejtszegénységgel és 5%-nal kevesebb csontveléi blast arannyal rendelkez6
betegeket az ,,MDS masképpen nem osztalyozhatd” kategériaba soroltak [15]. Ez utdbbi
betegek atsoroldsa egy Gjonnan létrehozott, az ,,egy sejtvonalat érintd refrakter sejtszegényseég”
kategoridba volt az egyik legnagyobb moddositds a 2008-ban megjelent WHO ajanlasban. Az
»MDS masképpen nem osztilyozhatd” kategéria sem sziint meg, ide azon betegek voltak
sorolandok, akiknél sejtszegénység mellett MDS-re utal6 citogenetikai eltérés figyelhetd meg,
de a definitiv morfoldgiai eltérés hianyzik [17]. A 2016-ban kiadott WHO ajanlasban nemcsak
apro finomitasokat, hanem jelentds valtozéasokat figyelhetiink meg az MDS klasszifikacios
rendszerében, melynek hatterében az MDS diagnosztikajat segité modszerek dinamikus
fejlodése allt. Nagyobb szerephez jutott az MDS-ben eldéforduld kiegyensulyozott ¢és
kiegyensulyozatlan transzlokaciok jelenléte, mely dysplasia nélkiil is indikdlja az MDS

diagnozisanak felallitasat [18]. Noha szamos szomatikus mutaciot irtak le az elmult években



[19, 20], melyek MDS-sel tarsultan fordulnak eld, jelenleg két mutacido szerepel a WHO
ajanlasaban. Az egyik, az ,,MDS gyiiris sideroblast szaporulattal” kategéria esetén a
diagnosztikai hatarértéket befolyasolja: ha jelen van az SF3B1 génben a mutaci6, akkor a
diagndzis mar 5% gyiriis sideroblast esetén felallithato, mig hianyaban 15% sziikséges. A
masik eltérés a TP53 mutacio, melynek segitségével az egyébként jo korlefolyassal jard ,,MDS
izolalt del(5q)” kategoridban is azonositani lehet azokat a betegeket, akiknél varhatéan rossz
lesz a terdpias valasz és a progndzis. Ezen valtoztatasok mellett tobb kategoria elnevezésében
is megfigyelhetiink eltéréseket a korabbi ajanlashoz képest. A klasszikus ,,refrakter anémia”,
,refrakter sejtszegénység” elnevezés helyett a myelodysplasids szindréma a hasznalandé (pl.:
,,MDS egy sejtvonalat érint6 dysplasiaval”, ,,MDS blastszaporulattal”), mely modositasnak két
magyarazata van. Az egyik az, hogy a dysplasia és blastszaporulat mellett a sejtszegénységnek
csak kisebb mértékli a jelentésége az MDS alcsoportjainak kialakitdsdban. A masik, hogy
azoknal a betegeknél, akiknél egy sejtvonalat érint6 dysplasia van, nem csak az adott sejtvonalat

érint6 sejtszegénység figyelhetd meg [18].
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FAB Kklasszifikacio

WHO Kklasszifikacio

1982 2002 2008 2016
RCUD MDS-SLD
RA RA RA, RN, RT

-anémia
-erythroid dysplasia
-blastszaporulat nincs!

-anémia
-erythroid dysplasia
-blastszaporulat nincs!

-sejszegénység (=1 sejtvonal)
-dysplasia (1 sejtvonal)
-blastszaporulat nincs!

-sejszegénység (1 vagy 2
sejtvonal)

-dysplasia (1 sejtvonal)/
citogenetikai eltérés
-blastszaporulat nincs!

RARS
-anémia
-erythroid dysplasia
-gyliris sideroblast®
-blastszaporulat nincs!

RARS
-anémia
-erythroid dysplasia
-gyliris sideroblast®
-blastszaporulat nincs!

RARS
-anémia
-erythroid dysplasia
-gylirlis sideroblast®
-blastszaporulat nincs!

MDS-RS-SLD
-sejszegénység (1vagy 2
sejtvonal)

-dysplasia (1 sejtvonal)/
citogenetikai eltérés
-blastszaporulat nincs!
- gyliriis sideroblas®t

RCMD
-sejszegénység (>2 sejtvonal)
-dysplasia (>2 sejtvonal)
-blastszaporulat nincs!

RCMD
-sejszegénység (=1 sejtvonal)
-dysplasia (>2 sejtvonal)
-blastszaporulat nincs!

MDS-MLD
-sejszegénység (1-3 sejtvonal)
-dysplasia (2 vagy 3 sejtvonal)/
citogenetikai eltérés
-blastszaporulat nincs!

RCMD-RS
-sejszegénység (>2 sejtvonal)
-dysplasia (>2 sejtvonal)
-gyliriis sideroblast
-blastszaporulat nincs!

MDS-RS-MLD
-sejszegénység (1-3 sejtvonal)
-dysplasia (2 vagy 3 sejtvonal)/
citogenetikai eltérés
-blastszaporulat nincs!

-gyliriis sideroblast

RAEB
-anémia
-blastszaporulat van?

RAEB-1
-sejszegénység (>1 sejtvonal)
-dysplasia (>1 sejtvonal)
-blastszaporulat van®
-monocytosis nincs

RAEB-1
-sejszegénység (>1 sejtvonal)
-dysplasia (>1 sejtvonal)
-blastszaporulat van’
-monocytosis nincs

MDS-EB-1
-sejszegénység (1-3 sejtvonal)
-dysplasia (0-3 sejtvonal)/
citogenetikai eltérés
-blastszaporulat van®

RAEB-2
-sejszegénység (>1 sejtvonal)
-dysplasia (>1 sejtvonal)
-blastszaporulat van®
-monocytosis nincs

RAEB-2
-sejszegénység (>1 sejtvonal)
-dysplasia (>1 sejtvonal)
-blastszaporulat van®
-monocytosis nincs

MDS-EB-2
-sejszegénység (1-3 sejtvonal)
-dysplasia (0-3 sejtvonal)/
citogenetikai eltérés
-blastszaporulat van®

MDS-U
-sejszegénység (>1 sejtvonal)
-dysplasia (1 sejtvonal)
-blastszaporulat nincs®

MDS-U
-sejszegénység (>1 sejtvonal)
-dysplasia nincs
-blastszaporulat nincs!
-citogenetikai eltérés

MDS-U
MDS-U 1% blasttal
-sejszegénység (1-3 sejtvonal)
-dysplasia (1-3 sejtvonal)/
citogenetikai eltérés
-blastszaporulat nincs!
MDS-U SLD
-sejszegénység (3 sejtvonal)
-dysplasia (1 sejtvonal)/
citogenetikai eltérés
-blastszaporulat nincs!
MDS-U citogenetikai
eltéréssel
-sejszegénység (1-3 sejtvonal)
-dysplasia nincs
- citogenetikai eltérés
-blastszaporulat nincs!

RAEB-T
-anémia
-blastszaporulat van®

CMML
-monocytosis
-blastszaporulat van*

MDS izolalt del(5q)-val
-anémia
-blastszaporulat nincs

MDS izolalt del(5q)-val
-anémia
-blastszaporulat nincs

MDS izolalt del(5q)-val
-anémia
-blastszaporulat nincs
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1. tablazat. MDS Kklasszifikacios rendszerei

A tablazat az MDS klasszifikacios rendszereit foglalja 6ssze. Segitségével nyomon kovethetdk az elmult
évtizedek soran tortént valtozasok.

A tablazatban el6forduld jelolések jelentése: 1: periférias vérben a myeloblast szazalék (MB%) <1%; csontveldi
mintaban <5%; 2: periférias vérben a MB% <5%, csontveldi mintaban 5-20%; 3: periférias vérben a MB% >5%,
csontveldi mintaban 20-30%; 4.: periférias vérben a MB% <5%, csontveldi mintaban <20%; 5: periférias vérben
a MB% <5%, csontvel6i mintdban <5%; 6: periférias vérben a MB% 5-19%, csontvel6i mintaban 10-19%; 7:
periférias vérben a MB% <5%; csontveldi mintaban 5-9%; 8: periférias vérben a MB% 2-4%, csontvel6i mintaban
5-9%; 9.: >15% gytrts sideroblast; 10.: >15% gytrls sideroblast vagy SFRB1 mutaci6 jelenlétekor >5%
sideroblast; 11.: >1 G/L monocyta szam

Téblazatban szerepld roviditések: RA: refractory anemia, RARS: refractory anemia with ringed sideroblasts,
RAEB: refractory anemia with excess blast, RAEB-T: refractory anemia with excess blasts in transformation,
CMML: chronic myelomonocytic leukemia, RN: refractory neutropenia, RT: refractory thrombocytopenia,
RCMD: refractory cytopenia with multilineage dysplasia, RCMD-R: refractory cytopenia with multilineage
dysplasia and ringed sideroblasts, MDS-U: myelodysplastic syndrome, unclassified, MDS-SLD: myelodysplastic
syndrome with single lineage dysplasia, MDS-MLD: myelodysplastic syndrome with multilineage lineage
dysplasia, MDS-RS: myelodysplastic syndrome with ring sideroblasts, MDS-EB: myelodysplastic syndrome with
excess blasts

A tablazat a FAB és WHO ajanlasok alapjan késziilt [7, 15, 17, 18].

2.3. Az MDS diagnosztikai algoritmusa

A WHO Kklasszifikacids rendszere az esetek tobbségében segitséget nyujt az MDS
diagnozisanak felallitasaban. Szdmos esetben azonban nem teljesiilnek maradéktalanul a
diagnozishoz sziikséges feltételek, am kizarni sem lehet teljes bizonyossaggal az MDS-t. llyen
esetek példaul a kovetkezdk: a betegnél csak sejtszegénység figyelhetdé meg, 4m nincs
citogenetikai eltérés vagy jelentds dysplasia; a betegnek van citogenetikai eltérése, de nincs
diagnosztikus mértékli dysplasia, és a sejtszegénység is csak igen enyhe; vagy vannak
dysplasids jelek, de nem lathatd sem sejtszegénység sem jellegzetes citogenetikai eltérés.
Ezekben az helyzetekben, az MDS-t megel6z6 allapotok felismerésében, valamint az MDS

diagnoézisanak  felallitasahoz  sziikséges =~ minimalis  diagnosztikai  kritériumok
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megfogalmazasaban nyujt segitséget az MDS Nemzetkdzi Munkacsoportja (International

Working Group, IWG of MDS) altal kiadott iranyelv [21, 22].

2.3.1. Az MDS-t megel6z6 allapotok

Az elmult évtizedben irtak elészor az MDS-t megel6z6 allapotokrol, a diagnosztikai
technika fejlédése pedig tovabb darnyalta a képet. Noha valoban ezek az allapotok
atalakulhatnak MDS-be, vagy akar AML-be, a betegek egy részénél tartésan fennmaradhatnak
klinikai tiinetek megjelenése nélkiil. Tovabba nemcsak MDS-be transzformaldédhatnak, hanem
egyéb myeloid malignitasba is, s6t akar lymphoproliferativ korkép is kialakulhat [22]. A
valtozé kimenetel szempontjabol fontos definialni ezeket az allapotokat és felismerni az
esetleges progresszio jeleit.

Az idiopatias sejtszegénység bizonytalan jelentdséggel (idiopathic cytopenia of
undetermined significance, ICUS) volt az elsd allapot, melyrdl ugy gondoltak, hogy az MDS
eléhirnoke lehet [21, 23]. Ezekben az esetekben mas hematologiai- vagy egyéb betegséggel
nem magyarazhatd, egy vagy tobb sejtvonalat €rintd tartds sejtszegénység (>4 honapja
fennallo) mellett dysplasia nem lathato. A betegek egy részénél fluoreszcens in situ hibridizacio
(FISH), aramlasi citometriai vagy citogenetikai vizsgalé modszerrel ki lehet mutatni egy kis
klonalis sejtpopulaciot. Amennyiben a betegeknél molekularis genetikai eltérés detektalhato,
ahol a mutans allél eléfordulasi aranya eléri vagy meghaladja a 2%-ot, a betegeket at lehet
sorolni CCUS kategoriaba (clonal cytopenia of unknown significance). Minél t6bb mutacio
detektalhaté egy betegnél, annal nagyobb az esélye az MDS-be torténd transzformacionak [22,
24]. Egy masik MDS-t megel6z6 allapot az idiopatias dysplasia bizonytalan jelent6séggel
(idiopathic dysplasia of undetermined significance, IDUS). Ebben az esetben molekularis

modszerrel detektalhatd eltérés nincs, sejtszegényseég pedig, ha eld is fordul, nem teljesiti az
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ICUS kritériumat, ugyanis csak enyhe, vagy atmeneti a sejtszegénység. A betegeknél ilyenkor
kovetés javasolt, emellett az egyéb, dysplasiat okozo reaktiv folyamatok kizarasa sziikséges
[23, 25, 26]. Végezetiil, ha a betegnél nem lathato sejtszegénység vagy dysplasias morfologiai
vonas, de a periférids vérben 2%-ot meghaladja a mutans allél eléforduldsa, bizonytalan
jelentdségli klonalis vérképzésrél (clonal hematopoiesis of indeterminate potential, CHIP)
beszélhetiink [24, 27, 28]. Az MDS-t megel6z6 allapotok tipusos megjelenési formajat és

kritériumait a 2. tablazat foglalja ossze.

ICUS IDUS CHIP CCUS
csontveldi blast szazalék <5% <5% <5% <5%
monoklonalis/oligoklonalis -[+ +/- + +
dysplasia - + - -
sejtszegénység + - - +
aramlasi citometriai eltérés -/+ -+ -+ -[+
citogenetikai eltérés -+ [+ -I+ -
molekularis genetikai eltérés - - + +

2. tablazat. MDS-t megel6z6 allapotok

A tablazatban el6forduld roviditések, jelolések: ICUS: idiopathic cytopenia of undetermined significance, IDUS:
idiopathic dysplasia of undetermined significance, CHIP: clonal hematopoiesis of indeterminate potential CCUS:
clonal cytopenia of undetermined significance, 1: az esetek egy részénél kisméretli klonban MDS-sel 6sszefiiggd
eltérés detektalhatd

A tablazat 2017-ben megjelent MDS Nemzetkézi Munkacsoportjanak (International Working Group, IWG of
MDS) ajanlasa alapjan késziilt [22].

2.3.2. Minimalis diagnosztikai kritériumok

Az MDS diagndzisanak felallitasahoz sziikséges minimalis diagnosztikai kritériumokat
a Nemzetkozi MDS Munkacsoport 2007-ben irta le [21], majd tiz év tapasztalatait figyelembe
véve 2017-ben praktikus, a rutin diagnosztika lehet6ségeihez jobban illeszkedd finomitasokat
hajtott végre [22]. Az MDS diagnosztikai algoritmusanak elsé 1épcséfoka két eldfeltétel

teljestilése: egyrészt tartds sejtszegénységnek kell fennallnia, masrészt minden egyéb
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sejtszegénységet ¢és dysplasiat okozd betegséget ki kell zarni. A tartds sejtszegénység
definicidja a legijabb ajanlasban megvaltozott. Hat honap helyett elegendé négy honapja
fennallo sejtszegénység, s6t blastszaporulat, vagy MDS-sel 6sszefiiggd citogenetikai eltérés
jelenléte esetén a diagndzis azonnal felallithatd, nem szabad megvarni a négy honapot. A
sejtszegénység megitélését illetden — figyelembe véve az etnikai, a korbol és a nembdl adodo
eltéréseket — a jelenlegi javaslat az, hogy a helyi referenciahatarokat kell figyelembe venni a
sejtszegénység megitélésekor. Amennyiben ez a két feltétel tejesiil, atléphetiink a kovetkezo
Iépcsofokra, ahol harom MDS-sel 6sszefiiggd kritérium van, melybdl, ha egy is teljesiil, a
diagnozis felallithatd. A harom kritérium a kovetkezd: (i). a sejtek tobb mint 10%-at érintd
dysplasias vonas (3. tablazat), mely érinthet egy vagy tobb sejtvonalat vagy 15% feletti (SF3B1
mutacié jelenlétekor 5% feletti) gytriis sideroblast jelenléte; (ii). MDS-sel Gsszefliggd
citogenetikai eltérés (4. tablazat); (iii). 5-19% blast a csontvelében. Az 10j ajanlas a
blastszaporulat tekintetében elfogadja a periférias vérben detektalhaté 2-19% myeloblast
jelenlétét is a kritérium teljesitéséhez. A sideroblastok ¢és myeloblastok morfologiai
megitélésére egyértelmii ajanlasok vannak. A sideroblastok aranyat 100 erythroid prekurzorra
kell megadni. A nemzetk6zi munkacsoport a sideroblastoknak harom tipusat kiiloniti el: 1.
tipus: 5-nél kevesebb sziderotikus granulum van a citoplazmaban; 2. tipus: 5-nél tobb
sziderotikus granulum van a citoplazmaban, de nem perinukledrisan; 3. tipus: legaldbb 5 vagy
annal tobb sziderotikus granulum van perinuklearisan, mely minimum a mag keriiletének
egyharmadat lefedi [29]. Az MDS diagnosztikai algoritmusaban szerepl6 gytiris sideroblastnak
csak a 3. tipus felel meg, tehat a 3. tipust sideroblastok (gytriis sideroblastok) aranyanak 100
erythroid prekurzorra vonatkoztatva kell 15% vagy SFRB1 mutaci6 jelenlétekor 5% felettinek
lennie [22]. A myeloblastok szamat periférias vérmintanal 200, csontveldi mintanal 500 magvas

sejtre vonatkoztatva sziikséges megadni. A myeloblastok nagy mag/citoplazma arannyal, jol
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lathat6 nucleolussal, finom, ,,csipkés” kromatinnal jellemezheték. MDS esetében a citoplazma
lehet agranularis vagy granularis, am ez utobbit el kell kiiloniteni a promyelocytatol [29].

Ha a diagnosztikai algoritmus masodik lépcséfokdnak kritériumai nem teljesiilnek,
tovabbi vizsgaldomodszerek segitik a diagndzis felallitdst, igymint a biopszidaval nyert
csontveldi minta hisztologiai/immunhisztologiai vizsgalata, dramlasi citometriai analizis vagy
szomatikus pontmutici6 jelenléte. A csontveléi miikodés megitélésére szolgald
koloniaképzddést vizsgald mddszert a jelenlegi ajanlasbol kivették, mivel ez a metodika a rutin

diagnosztika szamara kevésbé elérhetd [21, 22].
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periférias kenet csontveldi kenet
dimorf vérdsvérsejtpopulacio e magok, maglebenyek kozotti
ovalomacrocytakkal hidképzddés (bridging)
anisocytosis e sejtmag bimbodszeri lefiiz6dése
— poikilocytosis e maglebenyezettség
g dacryocytak e magfragmentéci6 (karyorrhexis)
é fragmentocytak e  két- vagy tobbmagvu eléalakok
B | o céltabla-(target-)sejtek e nagyobb megaloblastoid
2 eldalakok
g e normoblastok e basophil punctatio
g e  Howell-Jolly-testek e citoplazma inhomogenitas
e  basophil punctatio e  vakuolizicio
e  atipusos mit6zisok
e  gylirils sideroblastok (berlinikék-
reakcid)
¢ hipolobulalt neutrophilek e hasonlok, mint a periférian,
e pseudo-Pelger-Huet-sejtek (a granulacio anomaliak a
e  kerek vagy ovalis magvu promyelocytaktol kezdve valamennyi
neutrophilek fejlodési formaban megjelenhetnek)
e gylrl alakd magva
neutrophilek

S | o  kétmagvu neutrophilek
o Yy . ) ,
2| Orids, hiperlobulalt magva
@' neutrophilek
S | e« durvan tagolt
o . ”
T kromatinszerkezeti magok
£ | » mag/citoplazma érési
aszinkronia
e cgyenetlen eloszlasu
granulacio

e hipogranulalt/agranularis
(granuléci6 nélkiili)
neutrophilek

e  Orias, hipogranulalt vagy .
hipergranulalt thrombocytdk

e megakariocyta fragmentumok | e

kis, egymagvi megakariocyta

kis, két- vagy tobbmagva
megakariocyta

nagy, egymagvu, (hipolobulalt),
érett citoplazmaji megakariocyta

megakariocyta
[ )

3. tablazat. MDS-ben el6fordulé jellegzetes morfologiai eltérések

A tablazat a periférids és csontveldi kenet morfologiai vizsgalata soran MDS-ben leggyakrabban eléfordulo
dysplasias jeleket foglalja 6ssze az erythroid, myeloid és megakariocyta sejtvonalon. A képek a gyakran lathato
morfologiai eltéréseket reprezentaljak.

A tablazat Matolcsy A., Udvardy M., Kopper L. Hematologiai betegségek atlasza és sajat kézlemény, mig a
mikroszkdpos felvételek sajat morfoldgiai képi anyag alapjan késziilt [30, 31].
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MDS t-MDS
kiegyensulyozatlan transzlokacio
+8* 10%
-7 vagy del(7q) 10% 50%
del(5q) 10% 40%
del(20q)* 5-8%
-Y* 5%
1(17q) vagy t(17p) 3-5%
-13 vagy del(13q) 3%
del(11q) 3%
del(12p) vagy t(12p) 3%
del(9q) 1-2%
idic(X)(g13) 1-2%
kiegyensulyozott transzlokacio
t(11,;16)(g23.3;p13.3) 3%
t(3;21)(g26.2;g22.1) 2%
t(1;3)(g26.2;922.1) 1%
t(2;11)(p21;923) 1%
inv(3)(q21.3q;26.2)/ 1%
t(3;3)(921.3;0926.2)
t(6;9)(p23;034.1) 1%

4. tablazat. MDS-ben el6fordulé jellegzetes citogenetikai eltérések

A tablazat az MDS-sel tarsultan detektalhatdo kiegyensulyozott és kiegyensulyozatlan transzlokaciokat (elsé
oszlop) és azok eléfordulasat mutatja be altalanossagban MDS-ben (masodik oszlop) és terapiaval Gsszefiiggd
MDS-ben (t-MDS, harmadik oszlop).

A tablazatban el6fordulo roviditések és jelolések: t-MDS: therapy-related MDS; *Morfologiai eltérés nélkiil ezek
az eltérések onmagukban nem indikaljak az MDS diagnodzisanak felallitasat

A tablazat a 2016-0s WHO ajanlas alapjan késziilt [18].

2.4. Az MDS prognosztikaja

Az MDS esetében megkiilonboztethetiink a beteggel és a betegséggel 0sszefliggd
prognosztikai faktorokat. A betegek kora, fizikai allapota, mentalis statusza és a tarsbetegségek
nagyban befolyasoljak a korlefolyast [11, 32-35]. A betegekkel kapcsolatos tényezok, ezen
beliil is a tarsbetegségek fennallasanak jelent6ségét hangsulyozza a 2011-ben megjelent, Della
Porta és munkatarsai altal kialakitott pontozo6 rendszer. Tanulméanyuk sordn el6szor felmértek,

hogy mely betegségek fordulnak el leggyakrabban MDS-ben, majd tobbvaltozos analizis
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segitségével megnézték, hogy ezek koziil melyek fiiggetlen prognosztikai tényezéi a nem
leukémiaval kapcsolatos haldlozasnak. Végil a pontozd rendszerilket a kovetkezo
tarsbetegségek jelenléte alapjan alakitottak ki: kardiovaszkularis betegségek, a majat, tiidot és
vesét érintd korképek, valamint MDS mellett el6forduld szolid tumorok. Az alacsony, kdzepes
¢s magas rizikoju csoportok kdzott nemcsak a nem leukémidval kapcsolatos talélésben, hanem
a teljes tulélésben is szignifikans kiilonbséget talaltak [36].

Tekintettel arra, hogy az MDS egy igen heterogén megbetegedés, szamos betegséggel
Osszefiiggd tényez6t azonositottak, mely hozzajarul a korkép prognosztikai megitéléséhez [19,
20, 33, 37-44]. Eppen ezért a WHO klasszifikacios rendszernél, mely leginkdbb morfologian
alapul és egyéb hasznos paramétercket csak kismértékben vesz figyelembe, az egyes
alcsoportba tartozd betegek esetében a korlefolyas elég heterogénnek bizonyult [44]. Ezért a
rutin diagnosztikdban ¢és a terapidra vonatkozo irdnyelveknél széles korben hasznalt a
Nemzetkozi Prognosztikai Pontozo rendszer (International Prognostic Scoring System, IPSS)
illetve annak modositott valtozata, az R-IPSS (Revised IPSS) [11, 38]. Mindkét pontozod
rendszer a blastok szazalékat, a kariotipust és a sejtszegénység mélységét vizsgalja. Az R-IPSS
elénye, hogy nagy esetszdmu tanulmanyon alapul (IPSS n=816, R-IPSS n=7012), igy a
ritkabban eléfordulo citogenetikai eltérések és azok prognosztikai jelentdsége is vizsgalhatova
valt. Ezéltal a betegeket nem négy, hanem 6t csoportba lehet sorolni, igy sokkal homogénebbek
a prognosztikai kategoridk. Az R-IPSS mellett gyakran feltiintetik a betegek WHO alapt
prognosztikai rendszerének (WHO classification-based prognostic scoring system, WPSS)
kategoriajat is [33]. A WPSS tobbletinformaciot nyujt a betegség természetérdl azaltal, hogy
nem egy adott idépontban mért sejtszegénység mértékét vizsgalja, hanem egy tadgabb
id6intervallumban tanulmanyozza a transzfuzidigényt, mely 6nallo fiiggetlen prognosztikai
tényezd. Transzfuzio igényrdl definicio szerint akkor beszélhetiink, ha a beteg négy hénapos

periodus soran legalabb egy alkalommal transzfuziéra szorul nyolc hetente. A prognosztikai
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rendszereket az 5. tablazat foglalja Ossze. A diagnosztikai algoritmushoz hasonléan a
prognosztikanal is pontosabb megitélést tesznek lehetdvé az olyan Uj mddszerek, mint a
szomatikus mutacio vizsgalata és az dramlasi citometria eredményei, melyek kiegészitik a
klasszikus modszerek segitségével kapott informaciokat. Mindkét ujabb modszerre igaz, hogy
minél tobb eltérés detektalhatd ezekkel a modszerekkel, annal rosszabb a betegség kimenetele

[19, 20, 45-48].

20



IPSS WPSS R-1PSS
csontveldi blast (%) pont WHO kategéria pont csontveldi blast (%) pont
o <5 0 e RA, RARS, del(5g-) 0 <2 0
¢ 5-10 0,5 e RCMD, RCMD-RS 1 ® >2-<5 1
*11-20 15 o RAEB-1 2 ¢ 5-10 2
* 21-30 2 o RAEB-2 3 e >10 3
kariotipus™ pont kariotipus™ pont kariotipus* pont
e jo 0 ° jo 0 e nagyon jo 0
o kozepes 0,5 e kbzepes 1 ®jo 1
® 10SSz 1 o rossz 2 e kdzepes 2
® 10SSz 3
prognosztikus e nagyon rossz 4
valtozok cytopenia pont | transgfiiziés igény pont hemoglobin (g/l) pont
e 0/1 0 e nincs 0 ¢ >100 0
*2/3 0,5 e rendszeresen 1 e 80-<100 1
szlikséges
e <80 1,5
thrombocyta (G/I) pont
e >100 0
e 50-<100 0,5
e <50 1
ANC (G/I) pont
®>0,8 0
e <0,8 0,5
riziko riziko rigiko
pontok pontok pontok
P alacsony 0 nagyon alacsony 0 nagyon alacsony <L5
riziko ..
csoportok quepes-l 0,5-1 alfalcsony 1 alfacsony >1,5-3
kézepes-2 1,5-2 kizepes 2 kézepes >3-4,5
magas >2 magas 3-4 magas >4,5-6
nagyon magas 5-6 nagyon magas >6
nagyon jo e izolalt-Y
e izolalt del(11q)
jo e normal jo e normal jo e normal
e izoldlt -Y o izoldlt -Y e izolalt del(5q)
e izolalt del(5q) e izolalt del(5q) e izolalt del(20q)
e izolalt del(20q) e izolalt del(20q) e izolalt del(12p)
o kettds eltérés
del(5q)-val
kozepes o +8 kozepes * 48 kozepes o del(7q)
e egyéb izolalt e egyéb izolalt * +8
eltérés eltérés e +19
kariotipus* o kettds . o kettds . ¢ i(17q)
abnormitas abnormitas o egyéb
izolalt/kett6s
fliggetlen klénok
rossz >3 rossz >3 rossz -7
abnormitas abnormitas o inv(3)/t(3q)/
e 7. kromoszéma o 7. kromoszéma del(3q)
anomalidk anomalidk o kettds eltérés
-7/del(7q)-val
o komplex 3
abnormitas
nagyon o komplex >3
rossz abnormitas
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5. tablazat. Nemzetkozi prognosztikai pontozo6 rendszerek MDS-ben

A tablazat az MDS-ben hasznalt prognosztikai pontozo rendszereket foglalja dssze. A tablazatban eléfordulod
roviditések: IPSS: International Prognostic Scoring System, R-IPSS: Revised- International Prognostic Scoring
System, WPSS: WHO classification-based prognostic scoring system, RA: refractory anemia, RARS: refractory
anemia with ringed sideroblasts, RAEB: refractory anemia with excess blast, RCMD: refractory cytopenia with
multilineage dysplasia. A tablazat az IPSS, R-IPSS, WPSS ajanlasok alapjan késziilt [11, 33, 38].

2.5. Az MDS diagnézisanak felallitasat és prognosztikai besorolasat segité tovabbi

modszerek

Az MDS diagnozisanak felallitasaban és a prognosztika megitélésében a morfologiai és
citogentikai vizsgéalatok klasszikus moddszerekként alapvetd jelentdséggel birnak, minden
diagnosztikai és prognosztikai klasszifikacids rendszer alapjat képezik. Azonban napjainkban
egyre nagyobb figyelmet kapnak egyéb modszerek is, mint a szomatikus mutaci6 vizsgalata és
az aramlasi citometriai analizis, melyek egyre nagyobb szerephez jutnak a normal, reaktiv és
klonalis hematopoesis differenciadlasdban, ezaltal az MDS diagnoézisanak felallitdsdban és

prognosztikai besorolasanak pontositasaban [4, 5, 22].

2.5.1. Szomatikus mutacio vizsgalata

Az elsé pontmutaciot MDS-ben, mely az NRAS onkogént érintette, 1987-ben irtak le
[49]. Az ezt kovet6 években szamos szomatikus mutaciot irtak le, melyek az MDS-sel tarsultan
fordultak el6. Az MDS-hez kapcsolodd szomatikus mutécio vizsgalata tekintetében a kdvetkezd
mérfoldk6 2014-ben volt, amikor egymastol fiiggetleniil két munkacsoport kozolte
eredményeit. Mindkét vizsgéalat célja az volt, hogy nagy esetszdmi betegmintan
(Papaemmanuil és munkatarsai tanulmanyanal n=738; Haferlach és munkatarsai tanulmanyanal

n = 944) 01j generacios szekvenalassal felmérjék az MDS-ben eléforduld szomatikus mutéciokat
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[19, 20]. Az altaluk leirt 15 leggyakrabban detektalhatdé mutaciod koziil tizennégy ugyanaz a
mutacio volt a két tanulmanyban, ezek el6fordulasi sorrendje is nagyban megegyezett (1. abra).
Az elsé négy génmutacid a betegek tobb mint 10%-anal fordult el és elsésorban az RNS
splicing-ot vagy DNS metilaciés Gtvonalakat érintik. A jelenlegi ajanlasok szerint mig CHIP
esetében a diagnozishoz a mutans allél eléfordulasi aranyanak 2%-nak kellett lennie, MDS
esetében inkabb 10% feletti az elfogadott hatarérték [22]. Ma mar tobb mint 40 mutécid ismert,
melyek nemcsak a klonalitds megitélést, az MDS ¢és az azt megel6z6 allapotok azonositasat

segitik, hanem eldrevetithetik a korkép lefolyasat és a terapiara adott valaszkészséget [19, 20].
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A B

TET2 —__ 1. _— SFRBI
SF3B1 — 2. —— TET2
ASLX1 —__ 3. _— SRF2
SRSF2 — 4. —— ASXLI
DNMT3A 5. DNMT3A
RUNX1 6. RUNX1
U2AF1 7, U2AFI1
ZRSR2 8. TP53
STAG2 9, EZH2

CBL —__ 12. ZRSR2
JAK2 CBL
BCOR NRAS
IDH2 BCOR

/
/
TP53 10. IDH2
gzH2 — 11 % STAG2
\

1. abra Két nemzetkozi tanulmany alapjan a tizenot leggyakrabban el6fordulo szomatikus

mutaciéo MDS-ben

Az abra két, egymastol fiiggetlen nemzetk6zi tanulmanyban talalt tizent MDS-ben leggyakrabban el6fordulo
szomatikus mutaciét és azok sorrendjét mutatja. Az A oszlop a Haferlach T. és munkatarsainak, a B oszlop
eléfordulasi rangsorban a piros vonalak jelolik. Piros szaggatott vonal mutatja azt a mutaciot, mely csak az egyik
tanulmanyban kertiilt a tizenot leggyakoribb mutacié kozé.

Késziilt Papaemmanuil E. és munkatarsai, valamint Rose D. és munkatarsainak kozleménye alapjan [19, 20, 50].
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2.5.2. Aramlasi ciometriai analizis

Az aramlasi citometriai vizsgalat az MDS diagnosztikai iranyelve alapjan a kdételezo,

ajanlott és javasolt kategoriak koziil az ajanlott modszerek kozott szerepel (6. tablazat) [22].

jatsz6 szomatikus mutdciok azonositasara

vizsgalo modszer diagnosztikai értéke aJ:Zlilnz,ISI
periférias kenetértékelés | “OySPlasia kételezd
-blast szazalék
o .. | -dysplasia
aspiracioval nyert csontveldi ysp P . p
minta kenetértekelés -blast szazalék kotelezo
-gylrls sideroblast szazalék
. . .. | -cellularita itélé
biopsziaval nyert csontveldi cellu a‘lrltas n}e’g}te ese i ,,
minta lenyomata -fibrosis megitélése kotelezd
-CD34+ sejtek szazaléka
. o MDS-sel ialt tikai eltérések . .
citogentikai vizsgalat © as3ZOC1all genclikal clietese kotelezo
meghatarozasa
ismételt sikertelen kariotipus meghatarozas utan .
FISH . iy 1A anlott
célzott eltérések detektalasa jan
. L. . immunfenotipus eltérések detektalasa az érett s .
aramlasi citometria . . ajanlott
¢retlen sejteken
SNP arra nagy felbontasu detektalasa a szubkromoszoma avasolt
y eltéréseknek metafazis analizis mellett )
célzott génpanel vizsgalata az MDS
mutécid analizis diagnosztikdjaban és prognosztikajaban szerepet javasolt

6. tablazat. Az MDS Nemzetkozi Munkacsoportja (International Working Group, IWG

of MDS) diagnosztikai kivizsgalas ajanlasa

A tablazat az MDS Nemzetk6zi Munkacsoportja (International Working Group, IWG of MDS) iranyelvében

felsorolt diagnosztikai mdédszerek és azok MDS diagnozisaban betoltott szerepét, valamint a modszer ajanlasanak

szintjét foglalja Ossze.

A tablazatban el6forduld roviditések: FISH: Fluorescent in situ hybridization, SNP: Single Nucleotide

Polymorphism

Késziilt az MDS Nemzetkdzi Munkacsoportja (International Working Group, IWG of MDS) ajanlésa alapjan [22].
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soran jol ismert (2. abra) [51, 52].

A felszini és intracellularis antigének expresszidjanak valtozasa a normal hematopoiesis

myeloblast promyelocyta myelocyta metamyelocyta szegment
64
CcD13
CD33
CD11
CD16
co117 |Ii D54

Neutrophil granulocyta érése soran bekovetkezé immunfenotipus valtozasok

monoblast promonocyta monocyta

CD14

CD11c

HLA-DR

D3
CD34 CD64

CD11b

CD117

Monocyta érése soran bekdvetkez6 immunfenotipus valtozasok

2. abra. Normal hemopoesis soran latott immunfenotipus eltérések

Az abran a kiilonbozé antigéneket jelold CD markerek expresszidjanak intenzitas-valtozasai lathatoak a normal
érés soran neutrophil granulocytakon és monocytakon.

Az abran el6fordulo roviditések CD: cluster of differentiation

Késziilt Orfao A, ELNet Flow MDS 2008 eléadasa alapjan
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Az elmult évtizedekben szamos tanulmany irt le a normal expresszios mintazattol eltérd
immunfenotipust, mely MDS-ben gyakran fordult eld és segiteni tudta az MDS diagnézisat és
prognosztikai besorolasat [53, 54]. A 7. tablazat foglalja Ossze azon immunfenotipus-
eltéréseket, melyeket a jelenlegi ajanlasok szerint kotelezé vizsgalni [55]. Jollehet, nincs
egyetlen olyan immunfenotipus jel sem, amely 6nmagaban elegendd a diagnézishoz, azonban
a gyakran el6forduld eltérések alapjan ki lehet alakitani aramldsi citometriai pontozo
rendszereket (Flow cytometry scoring system, FCSS), melyek akar még szenzitivebbek is
lehetnek a dysplasia megitélésében a morfologiai vizsgalatnal [39, 45-48, 56-61]. Ezen pontozd
rendszerekkel nemcsak az elérehaladott, jelents dysplasiaval, blastszaporulattal rendelkez6
esetek azonosithatoak, hanem segitséget tudnak nytjtani az enyhe dysplasiaval jellemezhet
MDS azonositasaban is. Kifejezetten az alacsony rizikoju esetek elkiilonitésére alakitotta ki
Ogata és munkatarsai az tgynevezett ,,mini-panelt”, mely mindéssze négy paraméterbol all: 1.
myeloblast szazalék (MB%), 2. granulocyta és lymphocyta oldalra szort fényének (side scatter,
SSC) aranya, 3. lymphoblastok (LB) aranya a CD34 pozitiv sejteken beliil, 4. lymphocytak és
a myeloblastok CD45 expresszidjanak atlagos fluoreszcencia intenzitasa (mean fluorescence
intensity, MFI) hanyadosa [47]. A sziir6 panel reprodukalhatosagat, magas szenzitivitasat és jo
specificitdsat tobb nemzetkézi tanulmany bizonyitotta magas esetszamu populacid
vizsgalataval [61, 62]. Az évtizedek alatt Osszegylijtott tapasztalatok alapjan a
Nemzetkozi/Eurépai Leukémia Halozat Aramlasi Citometriai MDS munkacsoportja
(International/European Leukemia Net Working Group for Flow Cytometry in MDS, ELN
IMDSFlow) célul tlizte ki, hogy az dramlasi citometriai vizsgalat a WHO 4ltal is elismerten,
még nagyobb hangsulyt kapjon az MDS diagnozisanak felallitdsaban €s a betegek prognosztikai
besorolasaban [55]. Ennek a célnak eléréséhez nélkiilozhetetlen az MDS iranya aramlasi
citometriai modszer standardizaldsa, harmonizalasa és az ELN ajanldsainak szigoru betartisa

[63, 64]. A jelenleg érvényben 1év6 ajanlas szerint az MDS-ben eléfordulé immunfenotipus
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eltérések analizisének a mintavételt kovetden 24 o6ran beliil meg kell torténnie. A vizsgalatra a
legalkalmasabb a natrium (Na)-heparinnal alvadasgatolt csontveldi aspiracioval nyert minta,
alternativaként etilén-diamin-tetraecetsav (Ks-EDTA)-val alvadasgatolt minta is hasznalhato
[64]. Ennek hatterében két dolog all. Egyrészt az nyilvanvalo, hogy a megkésett
mintafeldolgozéas a sejtek apoptdzisahoz, majd nekrdzisdhoz vezet, masrészt az is ismert
jelenség, hogy a K3-EDTA és Na-heparin eltéré modon hat a sejtek életképességére. Tobb
tanulmany bebizonyitotta, hogy az EDTA gyorsitja a sejtek elhalasat [65-67]. Apoptosis soran
a sejtek magja, a citoszkeletalis rendszer és a sejtek membranja jellegzetes valtozason megy
keresztiil [68, 69]. Ezen valtozasok a markerek expresszidos mintdzataban olyan eltérést
okozhatnak, melyek utanozhatjak a dysplasiara jellemezo jeleket és tévesen MDS diagndzisat
tamogat6 jelenségként lehet értelmezni. Az ELN ajanlés betartasaval ki lehet kiiszobolni vagy
minimalizalni lehet ezen in vitro 1étrejott valtozasokat, igy csokkenthetd a hibas interpretacio
lehetdsége. Ugyanakkor szamos helyzetben elkeriilhetetlen a minta szallitasa, és ezaltal a késoi
mintafeldolgozas. Az aramlasi citometriai vizsgalathoz sziikséges eszkdzoket és az eredmények
interpretalasahoz a munkaer6t az orszagos centrumok tudjak biztositani, igy a centrumt6l tavoli

helyeken miikodd szakellatasrol a mintak szallitasa elkeriilhetetlen.
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. myeloid neutrophil lymphoid erythroid
paraméterek . monocyta -
progenitor granulocyta progenitor prekurzor
SSC nagyobb SSC csokkent SSC | csokkent SSC
CD45 csokkent csokkent csokkent
expresszio expressziod expressziod
csokkent fokozott fokozott
CD117 expresszio expressziod expresszio
CD34 atipusos aszinkron érési | aszinkron érési atipusos
aranyok jel jel aranyok
atipusos fokozott csokkent
HLA-DR aranyok expressziod expressziod
fokozott csokkent
CD11b expresszio expresszio
) atipusos atipusos
HLA-DR/CD11b mintazat mintazat
atipusos atipusos
CD11b/CD16 mintazat mintazat
atipusos érési
CD13/CD11b mintazat
atipusos érési
CD13/CD16 mintazat
atipusos atipusos atipusos
CD13/CD33 aranyok aranyok aranyok
csokkent
CDl14 expressziod
aszinkron érési | aszinkron érési
CD15 jel jel
CD15/CD10 atipusos
mintazat
aberrans csokkent
CD19 expressziod expresszio
CD19/CD10 csokkent arany
inhomogén
CD36 fokozott aberrans expresszio,
expresszio expresszio csokkent
expresszio
CD36/CD14 AtIpUSos
mintazat
CD5 aberrans aberrans aberrans
eXpresszio expresszio expresszio
CD56 aberrans aberrans aberrans
eXpresszio eXpresszio expresszio
cD7 aberrans aberrans aberrans
expresszio expresszio expresszio
inhomogén
expresszio,
corl csokkent
expresszio
CD71/CD235 atpusos
mintazat
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7. tablazat. A Nemzetkozi/Eurépai Leukémia Halézat Aramlasi Citometriai MDS

munkacsoport ajanlasa

A tablazat a Nemzetkozi/Eurépai Leukémia Halozat Aramlési Citometriai MDS munkacsoport ajanlasat foglalja
0ssze a myeloid-, lymphoid progenitor sejteken, valamint az erythroid prekurzorokon, érett granulocytakon és
monocytakon vizsgaland6é markerek expresszidjanak, illetve azok kombinacidjanak mintazatara vonatkozoan.
Abran elfordulé roviditések: CD: cluster of differentiation, SSC: side scatter.

Késziilt a Nemzetkozi/Eurdpai Leukémia Haldzat Aramlasi Citometriai MDS munkacsoport ajanlasa alapjan [55]

2.6. Mastocytak biologiaja

A csontveld pluripotens 0Jssejtjeibdl szarmazd mastocyta irdnyaba elkotelezett
progenitor sejtek a véraram Utjan jutnak el a szervezet kiillonbozd szoveteibe, ahol bekdvetkezik
az érésilk. A mastocytak végleges jellege — milyen ingerek hatisara képes aktivalodni és
aktivacio soran milyen anyagokat szekretdl — szdvetspesifikus, igy a mastocytdk egy igen
heterogén populacionak tekinthetok. Ebb6l adodoan eltéré élettani folyamatokban vesznek
részt, mint példaul az Oroklott és szerzett immunvalaszban, a szdvetkarosodas esetén a
helyreallito folyamatokban (sebgyogyulas, fibrosis, angiogenesis) [70, 71]. Azonban, ha a
mastocytak tartdés stimulacidja kovetkezik be, akkor a normal funkciok hatdsa fokozottan
jelentkezik, igy a mastocytdk szerepet jatszanak szdmos megbetegedés kialakuldsdban. Ezek
egy része kronikus gyulladashoz, autoimmun folyamatokhoz [72], mig masik része fokozott
fibrosishoz kothet6 [73], mely érintheti példaul a tiidot [74], emészt6 rendszert [75], kozponti
idegrendszert [76]. Emellett a mastocytak emelkedett szamat talaltak kiilonboz6 malignus
folyamatokban is. A mastocytdk nemcsak kozvetleniil a tumoros sejtek novekedésének
fokozasa altal, hanem a megnodvekedett angiogenesis €s a felszabaduld proteazok hatasara
bekdvetkezd invazioval is hozzajarulnak a tumor progressziohoz [77, 78].

Morfologiai vizsgalattal a mastocytak emelkedett csontvel6i szazalékat talaltak MDS esetében
iS. Azt is kimutattak, hogy a triptazt expresszald mastocytak aranya emelkedett [79, 80]. Ezzel

Osszhangban a szérum triptdz szintjének meghatdrozasat, mint nem invaziv, ) biomarkert, a
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myeloproliferativ korképek diagnosztikajaban ajanljak [81, 82]. A mastocytak szerepe az

MDS-ben tisztazatlan.

3. Célkituzések

Munkank sordn a rutinszertien alkalmazott aramlasi citometriai vizsgalat hasznalatakor
felmeriild gyakorlati kérdésekre kerestiikk a valaszt. Célunk az volt, hogy az MDS iranyu
aramlési citometriai vizsgalat eredményének helyes interpretdldsat segitsiik, és a modszer
nyUjtotta lehetdségeket a lehetd legjobban kihasznélva javitsuk felhasznéalhatosagat az MDS

rutin kivizsgaladsa és prognosztikai besoroldsa soran.

1. A kozponti, specidlis hematoldgiai laboratériumokba vald szallitasbol adodo késoi
mintafeldolgozés a rutin diagnosztikaban gyakran eléfordul, ezért munkénk soran
célul tztiik ki, hogy a markerek széles spektrumat felhasznalva megvizsgéljuk a
késd1 mintafeldolgozas okozta immunfenotipus eltéréseket. Tekintettel arra, hogy
az aramlasi citometridval rutinszertien 100.000 sejt is vizsgalhato, igy nemcsak a
myeloid, hanem az alacsony szdzalékban eléforduld sejteken bekovetkezd
valtozasokat is elemeztiik.

2. Mivel az aramlasi citometriai vizsgalatot Na-heparinnal és Kz-EDTA-val
alvadasgatolt mintabol is el lehet végezni, igy arra a kérdésre is kerestiik a valaszt,
hogy az alvadasgatlo tipusa hogyan befolyasolja a vizsgalt sejtek immunfenotipusat.

3. A nemzetkozi irodalomban eltérd informacio van a sejtek elhaldsa soran
bekovetkezd CDI11b expressziojanak valtozasarol. Ezért kiilon figyelmet

forditottunk arra, hogy az antikoagulans tipusa és a CDI11b expresszidjanak
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vizsgalatara szolgalo antitest klonja hogyan befolyéasolja a CD11b expressziojanak
intenzitasat a myeloid populacidba tartozé sejteken.

Az MDS sziirésére szolgald ,,mini-panel” elsésorban a myeloid populaciot érintd
eltérések vizsgalatan alapul. A hipotézisiink az volt, hogy ha az MDS-ben gyakran
érintett erythroid sejtvonalrdl és a mastocytakrdl informéciot add paramétereket is
belevesziink a ,,mini-panelbe”, akkor egy MDS vizsgalatara szenzitivebb pontozo
rendszert alakithatunk ki.

Tovabbi célunk volt, hogy a CD71 expresszidjanak variacids koefficiensével (CD71
rCV%) és a mastocytak szazalékaval (MC%) kiegészitett ,,mini-panel” MDS
szlrésére vald alkalmazhatosagat egy masodik vizsgalati csoporton is elemezziik
nyolcszint jel6lési technikaval.

Végezetiil célunk volt annak vizsgalata, hogy milyen koriilmények kozott lehet
legpontosabban meghatarozni a mastocytak szazalékat aramlasi citometriai

vizsgalattal.
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4. Anyagok és modszerek

A tanulmany a hazai és nemzetkozi eloirasoknak megfeleléen késziilt az Egészségiigyi
Tudomanyos Tanacs jovahagyasaval (az engedély szama: 20582-2/2017/EKU).

A munkank soran felhasznalt vegyszerek, miiszerek, szoftverek:

anti-CD4 Pacific Blue Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-CD7 Pacific Blue Beckman Coulter, Marseille, France
anti-CD10 APC Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-CD11b FITC Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA
anti-CD11b PE Dako, Glostrup, Denmark
anti-CD11b PE Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-CD13 PC7 Beckman Coulter, Marseille, France
anti-CD14 FITC Becton Dickinson , San Jose, CA
anti-CD15 FITC Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-CD16 APC-AF750 Beckman Coulter, Marseille, France
anti-CD33 PC5.5 Beckman Coulter, Marseille, France
anti-CD34 PerCPCy5.5 Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-CD34 APC Beckman Coulter, Marseille, France
anti-CD38 APC-H7 Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-CD45 APC Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-CD45 Pacific Orange Exbio, Praha, Czeh Republic
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anti-CD56 PC7 Beckman Coulter, Marseille, France

anti-CD64 APC-AF750 Beckman Coulter, Marseille, France
anti-CD71 FITC Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-CD117 PE Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-CD123 PE Beckman Coulter, Marseille, France
anti-CD300e APC Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-HLA-DR PerCPCy5.5 Becton Dickinson, San Jose, CA
anti-HLA-DR Pacific Blue BioLegend, San Diego, CA
FacsLysing Solution Becton Dickinson, San Jose, CA
FACSDiva CS&T IVD Beads Becton Dickinson, San Jose, CA
NaCL VWR Chemicals, Leuven, Belgium
Na;HPO4X2H20 VWR Chemicals, Leuven, Belgium
KCI VWR Chemicals, Leuven, Belgium
KH2POq4 VWR Chemicals, Leuven, Belgium
Paraformaldehid Sigma, St. Louis, MO

Ks-EDTA-val alvadasgatolt vérvételi cs

3,0 mL, mlianyag cs0, referencia szam: 368857, Becton Dickinson and Company, BD

Franklin Lakes, NJ, USA

Na-heparinnal alvadasgatolt vérvételi csd

6,0 mL, mlianyag cs6, referencia szam: 367876, Becton Dickinson and Company, BD

Franklin Lakes, NJ, USA
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FACS Calibur aramlasi citométer  Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA

FACS Canto Il aramlasi citométer Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA

FACS Diva 6.1.3 analizal6 szoftver Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA

Kaluza 1.2 analizal6 szoftver Beckman Coulter, Brea, CA, USA
SPPS 20.0 Chicago, IL, USA
GraphPad Prism 6.0 San Diego, CA, USA

4.1. A preanalitikai faktorok dysplasias jelek értelmezésére gyakorolt hatasat vizsgalo

tanulmany felépitése

Ebben a prospektiv tanulményban két betegcsoportot alakitottunk ki. Az els6
betegcsoportba 23 MDS-re vagy MPN-re utal6 klinikai képpel rendelkez6 beteget soroltunk be,
akiknek a mintait 2014. januar és 2015. februar kozott kiildték a Debreceni Egyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Laboratériumi Medicina Intézetébe (DE AOK LMI). A betegek klinikai
¢s laboratoriumi adatait foglalja 6ssze a 8. tablazat. Minden betegt6l harom csd csontveldi
mintat vettek diagnosztikus célbol. Egy Ks3-EDTA-val alvadasgatolt csovet a morfoldgiai,
aramlasi citometriai ¢s molekularis onkoldgiai vizsgalatok elvégzésére, és két csO Na-
heparinnal alvadasgatolt csovet, melybdl kariotipus meghatarozas tortént. Munkank soran a
diagnosztikai vizsgalatok elvégzése utdn megmaradt mintdkat hasznaltuk. A vizsgalatsorozat
elvégzésére mind a 23 betegnek maradt K3-EDTA-val alvadasgatolt csontveldi mintaja, mig
Na-heparinnal alvadasgatolt minta 16 esetben volt elegendd. Annak érdekében, hogy felmérjiik
az alvadasgatld immunfenotipusra gyakorolt hatasat a Ks-EDTA-val és Na-heparinnal
alvadasgatolt mintakbol d&ramlasi citometriai vizsgalatot végeztiink a beérkezés napjan (de novo

minta). Ezutan két egymast kovetd napon ujra megjeldltiikk és analizaltuk a mintdkat, hogy
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nyomon kovessiik a kés6éi mintafeldolgozas soran bekdvetkezd valtozasokat. A mintdk a
vizsgalat teljes ideje alatt szobahdémérsékleten voltak tarolva.

A masodik betegcsoportba nyolc olyan beteget valogattunk be, akiknél a hematologai
betegség fennallasa kizarasra keriilt. Minden betegnek volt K3-EDTA-val és Na-heparinnal is
alvadasgatolt periférids vérmintaja, melyeket parhuzamosan vizsgaltunk a beérkezés napjan és
két egymast kovetd napon. Ennél a betegcsoportndl a myeloid populdcio6 CDI11b
expresszidjanak valtozasat vizsgaltuk. A jelolések két kiilonboz6 klonnal rendelkezd

monoklondlis antitesttel torténtek.

MDS-re vagy MPN-re utalo
klinikummal rendelkezé betegek
(n=23)

betegek szama 23
végso diagnozis

MDS 6

MPN 4

AML 3
vas, B12 vagy folsav hiany 6
egyéb (lymphoma, szepszis) 4
kor (év) 60 (23-87)
nem (né/férfi) 11/12
fehérvérsejtszam (G/L) 5.2 (0.74-14.4)
haemoglobin-koncentracié (g/L) 103 (64-171)
thrombocytaszam (G/L) 206 (11-568)
abszolit neutrophil szam (G/L) 3.3(0.59-9.16)

8. tablazat A preanalitikai faktorok dysplasias jelek értelmezésére gyakorolt hatasat

vizsgalo tanulmanyba bevalogatott betegek klinikai és laboratoriumi paraméterei

A tablazat a betegek klinikai és laboratoriumi adatait foglalja dssze. A tablazatban el6fordulo roviditések: MDS:

myelodysplasias szindroma, MPN: myeloproliferativ neopldzia, AML: akut myeloid leukémia.
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4.2. Az MDS sziirésére szolgalo aramlasi citometriai pontozo rendszer hatékonysaganak

novelésére iranyuld tanulmany kialakitasa

Ennél a tanulmanynal is két vizsgélati csoport volt, egy az 0j aramlasi citometriai
pontozé rendszer kialakitasat szolgalta, mig egy masikon teszteltiik a rendszer hatékonysagat.
Mivel az elmult években az MDS iranyu dramlési citometriai vizsgalatnal 4tallas tortént négyrol
nyolcszint jelolési technikéara, igy mig az elsd csoportban a pontozéd rendszer kialakitasat
négyszini jeloléssel végeztiik, addig a masodik csoportnal a rendszer paramétereit nyolcszini
jeloléssel detektaltuk, igy azt is vizsgaltuk, hogy a technika valtoztatasanak van-e hatdsa az
aramlési citometriai pontozo rendszer hasznalatara. A betegek bevalogatdsa az anamnesztikus
adatok, a morfologiai, citogenetikai és dramlasi citometriai vizsgalatok eredményei alapjan
torténtek. Az els6 csoportba tartozé mintakat 2009 decembere €s 2014 januarja kozott kiildték
a DE AOK LMI-be. A masodik csoport esetében a diagnosztikai kivizsgalas 2014 méjusa és
2015 majusa kozott tortént. Az adatokat retrospektiven elemeztiik. A kontroll csoportba 25 {6
tartozott (18 n6 és 7 férfi), akiknél a végsé diagnozisok a kovetkezOk voltak: szisztémas
autoommun korkép (n=3), immunthrombocytopenia (n=7), terapiaval 0Osszefliggd
megbetegedés (sejtszegénység) (n=9), vashiany (n=2), kronikus veseelégtelenség (n=2) és
infekcio (n=2). A kontroll alcsoportban az atlagéletkor 53 év volt (23-80 ¢év). Az MDS-es
betegek klinikai ¢és laboratdériumi paramétereit a 9. tablazat foglalja Ossze. Az aramlasi
citometriai vizsgalatok minden esetben Ks3-EDTA-val alvadéasgatolt csontveléi mintabol

torténtek a mintavételt kovetd 1-2 éraban.
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MDS vizsgalata négyszinii jelolési

MDS vizsgalata nyolcszinii jelolési

anemia
thrombocytopenia
koéros kariotipus

31/51 (61%)
17/51 (33%)
10/51 (19.6%)

technikaval technikaval
betegek szama 51 36
kor (év) 68 (30-98) 68 (43-84)
nem (né/férfi) 24/27 21/15
neutropenia 5/51 (9.8%) 18/36 (50%)

26136 (72%)
7/36 (19%)
10/36 (28%)

WHO klasszifikdacio

MDS egy sejtvonal

érintettségével 22 (43%) 18 (50%)
MDS tébb sejtvonal

érintettségével 8 (16%) 11 (31%)
MDS blastszaporulattal 20 (39%) 5 (14%)
MDS izolalt del(5q) 1 (2%) 2 (5%)

9. tablazat. Az MDS sziirésére szolgalo aramlasi citometriai pontozé rendszer
hatékonysaganak novelésére iranyulé tanulmanyba bevalogatott MDS-es betegek klinikai

és laboratoriumi adatai

A tablazat a betegek klinikai és laboratoriumi adatait foglalja 6ssze. A neutropéniat, anémiat, és thrombocytopéniat
a modositott Nemzetkozi Prognosztikai Pontozé Rendszer (R-IPSS) alapjan definialtuk. Neutropénia: az abszolut
neutrophil szam: <0,8 G/L; anémia: hemoglobin-koncentracié <100 g/L; thrombocytopenia: a thrombocyta szam
<100 G/L. A betegeket a WHO ajanlasa (2016) alapjan soroltuk be. A tablazatban el6fordulé roviditések: MDS:

myelodysplasias szindroma

4.3. Immunfenotipus vizsgalata

A preanalitikai iranyu vizsgalatokhoz, valamint az MDS sziirésére szolgaldo pontozé
rendszer paramétereinek detektalasahoz sziikséges marker kombinaciokat a 10. tablazat foglalja
Ossze. A preanalitikai faktorok immunfenotipusra gyakorolt hatdsanak tanulméanyozésa soran a
mintdkat részletesen vizsgaltuk MDS irdnydba. A sejteket harom csé felhasznalasaval
nyolcszinli jelolési technikdval analizaltuk. Az elsé cs6 a monocytdk, a masodik csé a
granulocytdk, a harmadik csd pedig elsésorban a myeloblastok vizsgalatahoz sziikséges
tartalmazzdk (10/A A CDI11b expresszidjanak megkésett

markereket tablazat).
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mintafeldolgozas kovetkeztében 1étrejott valtozasat két cso segitségével vizsgaltuk, melyek a
granulocytak és monocytak azonositasat szolgalé markeren kiviil kiilonboz6 fluoreszcens
festékkel jelolt és klonnal rendelkez6 CD11b antitesteket tartalmaznak (10/B tablazat). A hat
paraméterbdl alloé aramlasi citometriai pontozo rendszer paramétereinek meghatarozéasa egy-
egy csovel tortént, nyolc- (10/A tablazat) illetve négyszinli (10/C tablazat) jelolési technika
felhasznalasaval. Mindhdrom panel esetében a jeldlés menete hasonl6 volt. Egy csé esetében
négy vagy nyolc marker egyiittes vizsgalata tortént. Az antitesteket minden cs6nél 50 mikroliter
aspiracioval nyert csontveli mintahoz adtuk, melynek sejtszamat elézetesen 1x10°-ra allitottuk
be. Ezt kovetden sotétben 15 percig inkubaltuk a mintdkat, majd a vorOsvértestek lizalasa
érdekében 1 mL FacsLysing oldatot adtunk minden cséhdz és ismét inkubaltuk a mintakat 8
percig. Végiil 1 mL foszfat-puffer oldattal tortént mosas utan 500 mikroliter 1%-0S
paraformaldehiddel fixaltuk a sejteket. A mintakat négyszinii jelolés esetén FACS Calibur,
nyolcszint jeldlésnél FACS Canto II 4dramlési citométeren mértiikk. Minden csénél 100 000
eseményt gyujtottiink be. Annak érdekében, hogy az eredmények Osszevethetoek legyenek
egymassal, az aramlasi citométereket a gyartd utasitdsainak megfeleléen minden nap
fluoreszcens mikrogyongyokkel kalibraltuk. Az adatok analizisét FACS Diva 6.1.3. és Kaluza

1.2 szoftverrel végeztiik.
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A MDS iranyu részletes immunfenotipus vizsgalat nyolcszinii jelolési technikaval
1. cs6 2.cs6 3.cs6
fluorec:s 2ens marker klén ul marker klén pl marker klén pl
festék
FITC CD71 (16x) (LOL.1) 5  CD15 (20X) (MMA) 6  CD14 (30%) (MoP9) 6
PE CD117 (104D2) 5 123 (SSDCLY107D2) 6 CD11b (D12) 6
Cy:esr/(;’FC’ZS o | cpssaey  (O3HLe0251) s D34 (8612) 5  HLADR (L243) 5
PC7 CD56 (N901) 5 cD13 (Immu 103.4) 5 cD13 (Immu 103.4) 5
APC CD34 (UPH2) 2,5 CD10 (H110a) 2,5 CD300e (UP H2) 2,5
APC-AF750 CD38 (HB7) 2,5 CD16 (30x) (3G8) 5 CD64 (2x) (22) 2,5
PB CD7 (8H8.1) 2,5 HLA-DR (L243) 1 CD4 (16x) (RPA-T4) 5
PO CD45 (4x) (HI30) 2,5 CD45 (4x) (HI130) 2,5 CD45 (4x) (HI130) 2,5
B CD11b expresszid vizsgalata
FITC - CD11b (ICRF44) 6
PE CD11b (D12) 6 -
PerCP- CD33(16x) (D3HL60.251) 5  CD33(16x) (D3HL60.251) 5
Cy5.5/PC5.5
PC7 CD13 (Immu 103.4) 5 CD13 (Immu 103.4) 5
APC CD10 (H110a) 2,5 CD10 (H110a) 2,5
APC-AF750 CD64 (2x) (22) 25 CD64 (2x) (22) 2,5
PB HLA-DR (L243) 1 HLA-DR (L243) 1
PO CD45 (4x) (HI30) 25 CD45 (4x) (HI130) 2,5
C Aramlasi citometriai pontozo rendszer paramétereinek megallapitasa négyszinii jelolési technikaval
FITC CD71 (16x) (LO1.1) 5
PE CD117 (104D2) 5
PerCP-Cy5.5 CD34 (8Gl12) 5
APC CD45 (4x) (2D1) 5

10. tablazat. A preanalitikai iranyu vizsgalatokhoz, valamint az MDS sziirésére szolgalo
pontozo rendszer paramétereinek detektalasahoz sziikséges panelek

Az els6 panel a nyolcszinl jelolési technikaval tortént MDS iranyu részletes immunfenotipus vizsgalathoz
(B). A hat paraméterbdl all6 aramlasi citometriai pontozo6 rendszer paramétereinek meghatarozasa egy-egy csovel
tortént, markerei, melyek a nyolc- (A) illetve négyszinli (C) jeloléshez sziikségesek, dolt betltipussal vannak
kiemelve. A tablazatban hasznalt roviditések: FITC: fluorescein isothiocyanate, PE: phycoerythrin, PerCP-Cy5.5:
peridinin chlorophyll protein cyanine 5.5, PC5.5: phycoerythrin cyanine 5.5, PC7: phycoerythrin cyanine 7, APC:
allophycocyanin, APC-AF750: conjugation allophycocyanin-alexa fluor 750, PB: pacific blue, PO: pacific orange.
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4.4. A preanalitkai faktorok immunfenotipusra gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz

sziikséges paraméterek azonositasa

Részletes MDS iranyu aramlasi citometriai vizsgalat esetén a sejtek azonositdsa a

kovetkezO kapuzas szerint tortént: ElsO 1épésként az elére (FSC) és oldalra (SSC) szort fényt
abrazolo kétvaltozos dot-plot-on kizartuk azon eseményeket, melyek a fényszorasi karakteriik
alapjan nem tekinthet6k valosnak. A myeloblastokat (MB) és lymphoblastokat (LB) az SSC,
valamint a CDI117 és CD34 expressziojanak intenzitdsa alapjan azonositottuk (MB:
CD117+/CD34+/ kozepes oldalszéras; LB: CDI117-/CD34+/alacsony oldalszéras), majd a
CD45 ¢és SSC kétvaltozos dot-ploton visszakapuztunk, hogy biztosan csak a MB és LB
populaciot jeloljik ki. A lymphocytakat, monocytakat és granulocytakat az SSC és CD45,
CD33, CD64 vagy HLA-DR expressziojanak intenzitasa alapjan kapuztuk (granulocyta: nagy
oldalszérasti, = CD45+/CD33+/CD64-/HLA-DR-;  monocyta:  kozepes  oldalszorasu,
CD33++/CD64+/HLA-DR+/CD45+; lymphocyta: kis oldalszorasa, CD45+/CD33-/CD64-
/HLA-DR-+). Az erythroid prekurzorok a CD45-/CD71+ immunfenotipussal jellemezhetok. A
plazmasejtek az élénk CD38 expressziojuk alapjan kiiloniilnek el a tobbi sejttipustol.
Miutén a sejttipusokat minden csé esetében azonositottuk, 37 kiillonbdz6 paramétert vizsgaltunk
mind az K3-EDTA-val mind a Na-heparinnal alvadasgatolt mintak esetében. A beérkezés
napjan mért paramétereket, melyek magukban foglaltdk szamos marker atlagos fluoreszcencia
intenzitdsanak (MFI), a CD71 marker variacidés koefficiensének ¢€s tobb sejtpopulacio
szazalékanak vizsgalatat, az elsé ¢és mdasodik napon Ujrajelolés utan mért paraméterekhez
hasonlitottuk.

A tanulmany maéasodik felében a granulocytak €s monocytak CD11b expresszidjat
vizsgaltuk. Nemcsak dnmagaban az alvadasgatlonak és a kés6i mintafeldolgozasnak a hatasat

akartuk feltarni, hanem arra is kerestiik a valaszt, hogy a monoklondlis antitest klonja hogyan
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befolyasolja a preanalitikai faktorok okozta valtozasokat. A fluoreszcein isotiocianat (FITC)
festékkel jelolt CD11b antitest klonja ICRF44 , mig a fikoeritrin (PE) festékkel jelzett antitest
klonja D12. A fényszorasi karakteriik alapjan nem valos események kizarasa utan a monocytak
¢s granulocytdk kapuzéasa az elsé tanulmanyhoz hasonloan SSC és CD33, CD64, CD45 ¢s

HLA-DR expresszidjanak intenzitasa alapjan tortént.

4.5. MDS sziirésére szolgalo aramlasi citometriai pontozo rendszer kialakitasa

A 10. tablazatban lathat6 az a négy- és nyolcszinii csO, melynek segitségével nemcsak
az Ogata és munkatarsai altal kialakitott ,,mini-panel” négy paramétere hatarozhaté meg [47],
hanem informaciét kaphatunk az erythroid prekurzorokrél és mastocytak szazalékos aranyarol
is. A valds eseményeket itt is a fényszorasi karakterek alapjan azonositottuk, majd kijeloltiik a
vizsgalni kivant populaciokat: MB (CD34+/CD117+/CD45dim/kozepes oldalszoras), LB
(CD34+/CD117-/alacsony oldalszoras), granulocyta (CD45+/nagy oldalszoras), lymphocyta
(CD45+/alacsony oldalszoras), erythroid prekurzor (CD71+/CD45-), mastocyta (CD117++) (3.
abra). A ,mini-panel” négy paraméterénél az eredeti, a panel kidolgozasanal hasznalt
hatarértékeket vettiik figyelembe, mig az erythroidok CD71 rCV és a mastocytak szézalékanal
Uj hatarértékeket allapitottuk meg a kontroll csoport adatai alapjan (CD71 rCV: 85,8%, MC%:
0.039%). Amennyiben egy adott mintanal a vizsgalt paraméterek eltértek a hatarértéktol, egy
pontot adtunk. Ezt kovetéen az igy kialakult hat paraméterbdl allo pontozd rendszer

diagnosztikai és prognosztikai hatékonysagat vizsgaltuk két betegcsoporton.
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3. abra. Myeloblast, mastocyta és erythroid prekurzor azonositasat szolgalo reprezentativ
dot-plotok

A myeloblastokat, az erythroid prekurzorokat és mastocytakat reprezentalo dot-plot-ok. Zold szin jeloli a
myelobasztokat, kék a promyelocytakat, piros az erythroblastokat, fekete a mastocytakat (A, B, C). Az erythroid
prekurzorok CD71 rCV% értékére utalé mintazatot a CD45/CD71 kétvaltozos dot-ploton lehet megfigyelni (D).

4.6. A mastocytak detektalasa aramlasi citometriaval

Mivel korabban a mastocytak szazalékat nem vették bele aramlasi citometriai pontozo
rendszerbe, igy ezt a paramétert részletesebben is megvizsgaltuk. A mastocytak élénk CD117
expresszidjuk alapjan jol elkiiloniilnek a tobbi sejttipustdl. Egyrészt vizsgaltuk a preanalitikai
faktorok hatasat a CD117 expressziojanak intenzitasara €s a mastocytak szazalékara 7 beteg
Ks3-EDTA-val és Na-heparinnal alvadasgatolt csontvel6i mintdjanak vizsgalataval. Mésrészt, az

MDS szilirésére szolgald dramlasi citometriai pontozd rendszer hatékonysaganak novelésére
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iranyuld tanulméany betegcsoportjainak részletesebb vizsgalataval ellendriztiik, hogy a
mastocytak emelkedett aranya az MDS-es betegeknél sszefiiggést mutat-e reaktiv folyamatra
utald jelekkel (periférias fehérvérsejtszam, csontvel6i plazmasejt szazalék), ugyanis a
mastocytak ardnya reaktiv folyamatoknal emelkedhet. Tovabba megnéztiik, hogy az emelkedett

mastocyta szam ¢€s az aspiracioval nyert csontveldi magvas sejtek szama kozott van-e kapcsolat.

4.7. Statisztikai analizis

A preanalitikai faktorok immunfenotipusra gyakorolt hatasat vizsgald tanulmanynal az
alacsony esetszamra vald tekintettel nem parametrikus teszteket hasznaltunk. Két 6sszetartozo
csoport esetében az elemzéseket Wilcoxon-teszttel, mig tobb Osszetartozd csoportnal a
Friedman-teszttel végeztiikk, post-hoc tesztként a Dunn-tesztet alkalmaztuk. Az aramlasi
citometriai pontozéd rendszerrél szo6l6 tanulmanyban az adatok megoszlasat Shapiro-Wilk-
teszttel ellendriztiik. Két fliiggetlen csoport adtainak vizsgalatakor normal eloszlasnal a Student-
féle t teszttel, mig nem normal eloszlasnal a Mann-Withney U teszttel végeztiik a szdmitasokat.
Szignifikdnsnak tekintettiink egy kiilonbséget, ha a p értéke kisebb, mint 0,05. Az aramlési
citometriai pontozd rendszer specificitasanak és szenzitivitasinak meghatarozasa a ROC
(Receiver Operating Characteristic) analizissel tortént, az IPSS-el vald korrelaciot pedig
Spearman-teszttel végeztiik. Khi négyzet-probat hasznaltunk a diszkrét valtozok kozotti
Osszefliggés vizsgalatara. Az eseménymentes tulélés becslését Kaplan-Meier-féle analizissel
végeztilkk, a kiilonbséget log-rank teszttel vizsgaltuk. A szamitasokhoz ¢s az dbrak

elkészitéséhez SPPS 20.0 és GraphPad Prism 6.3 statisztikai programokat hasznaltunk.
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5. Eredmények

5.1. Preanalitikai faktorok hatasa az immunfenotipusra

5.1.1. Vizsgalt sejtek immunfenotipusanak oOsszehasonlitaisa Ks3-EDTA-val és Na-

heparinnal alvadasgatolt de novo mintaknal

Amikor 0nmagaban az alvadasgatld tipusanak immunfenotipusra gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk a mintavételt kovetéen 1-2 oran belill, a Kz-EDTA-val és Na-heparinnal
alvadasgatolt mintdknal 14 paraméternél talaltunk szignifikdns kiilonbséget, melyeket a 11.
tablazat foglal 6ssze. A Na-heparinnal alvadasgatolt mintaknal mérthez képest hat paraméter
szignifikdnsan magasabb a Ks3-EDTA-val alvadasgatolt mintdknal: a CD4 MFI érték a
monocytakon, a CD117 MFI érték a myeloblastokon, a CD45 MFI érték a lymphocytakon,
CD71 rCV%e-a az erythroid prekurzorokon és a plazmasejtek szazalé¢ka és CD38 MFI értéke.
Nyolc paraméter szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a Ks3-EDTA-val alvadasgatolt
mintdknal: az SSC és a CD45, CD11b, valamint CD33 expressziojanak atlagos intenzitasa a
granulocytdkon, a CD11b, CDI13 MFI érték a monocytdkon, a CD34 MFI érték a
myeloblastokon és a CD71 MFI érték az erythroid prekurzorokon. Annak ellenére, hogy a
CD34, CDI117 és CD71 markerek expresszidjanak intenzitasa szignifikans kiilonbséget
mutatott a Ks-EDTA ¢és Na-heparinnal alvadasgatolt mintdk kozott, az ezen markerek
segitségével kijelolt myeloblast, lymphoblast és erythroid prekurzorok szazaléka nem tért el

szignifikansan a kétféle modon alvadasgatolt mintakban.
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Na-heparin Ks-EDTA

median 1IQR median IQR P érték

SSC 160346 | 133356 | 177111 | 146635 | 129971 | 153327 | 0.003

CD45 MFI 3964 3271 | 4569 3113 2696 4324 | 0.013

CD15 MFI 5743 4329 | 6828 6803 4177 7924 | 0.134

HLA-DR MFI | 179 93 390 243 197 286 | 0.155

| CD11b MFI | 10389 | 7208 | 14936 | 1990 1593 3299 | <0.001
grarr‘]‘ifé’yta CD13 MFI 1754 1398 | 2576 1786 1102 2288 | 0.079
CD16 MFI 1764 1342 | 2119 1755 1395 2878 | 0.836

CD10 MFI 1215 977 | 1641 931 801 1692 | 0179

CD33 MFI 1334 992 | 1670 1194 878 1705 | 0.044

CD16% 455 401 | 613 475 38.0 589 | 0.641

CD10% 345 292 | 495 34.9 315 543 | 0.733

SSC 75758 | 68211 | 80506 | 73891 | 67578 | 80301 | 0.125

CD64 MFI 1330 1140 | 2051 1584 1105 2368 | 0.776

CD4 MFI 455 369 543 496 323 753 | 0.036

CD15 MFI 1072 799 | 1502 1114 987 1528 | 0433

HLA-DR MFI | 7178 4578 | 7955 6165 4420 7139 | 0.078

monocyta | CD1lb MFI | 13545 | 11385 | 20306 | 4001 3453 5080 | 0.001
n=16 CD13 MFI 3522 1339 | 7092 3322 1106 4792 | 0.031
CD14 MFI 889 812 | 1482 971 720 1254 | 0078

CD300e MFI | 1052 724 | 1914 1070 789 1804 | 0.955

CD33 MFI 7086 5827 | 9495 6790 5119 8390 | 0.078

CD14% 554 413 | 625 573 478 628 | 0842

CD300e% 39.1 242 | 588 415 26.0 59.0 | 0.272

szazalék 0.88 062 | 230 1.06 0.73 208 | 0451

myeloblast | CD45 MFI 3571 3019 | 3951 3581 2820 3938 | 0.877
n=16 CD34 MFI 3017 2276 | 4231 2495 1959 3125 | 0.008
CD117 MFI | 2599 2178 | 5455 3321 2805 5956 | 0.001

'ympnh_‘;b'a“ szazalék 0.10 006 | 0.20 0.08 0.06 016 | 0.061
prenEise” CD10% 0.50 025 | 095 0.90 0.40 111 | 0172
szazalek 9.70 625 | 1545 | 1030 6.03 1488 | 082

'ymr‘]’_hfgyta SSC 20777 | 19017 | 21783 | 20427 18451 | 21907 | 0.352
- CD45 MFI | 15833 | 12913 | 18175 | 16742 | 13839 | 21026 | 0.004
erythroid szhzalék 18.80 | 1033 | 3125 | 19.40 11.83 | 3125 | 0.776
prekurzor | CD71 MFI 6158 3767 | 8283 3564 2201 5261 | 0.003
n=16 CD71rCV 795 538 | 1123 | 102.7 81.0 117.7 | 0.049
plazmasejt szazalék 0.2 0.2 0.5 0.5 0.3 0.9 0.005
n=15 CD38MFI | 29173 | 25738 | 32208 | 35393 | 29221 | 38793 | 0.002

11. tablazat. Az alvadasgatlo tipusanak hatasa az immunfenotipusra de novo mintanal

A tablazatban az egyes markerek atlagos fluoreszcencia intenzitasa és a diagnosztikai szempontbdl relevans

sejtpopulaciok szazalékanak atlaga és interkvartilis tartomanya van feltiintetve. A P értékeknél félkovér

betiitipussal a szignifikans kiilonbségek (P<0,05) vannak kiemelve. Az egyes sejtpopulaciok eltéré szamossaganak

hatterében az all, hogy bizonyos esetekben a ritkan el6forduld sejtpopulaciok szazaléka a detektalhatosag aléd esik

(érzékenység 0,03%). A tablazatban hasznalt roviditések: MFI: mean fluorescence intensity, SSC: side scatter,

IQR: interquartile range.
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5.1.2. A késleltetett mintafeldolgozas okozta immunfenotipus-eltérések

A késleltetett mintafeldolgozds okozta immunfenotipus-eltéréseket Ks-EDTA
alvadasgatl6 hasznalatanal a 12/A, mig Na-heparin alvadasgatlo alkalmazéasakor a 12/B tablazat
Osszegzi. Egy nappal kés6bb tortént mintafeldolgozas kovetkeztében a Ksz-EDTA-val
alvadasgatolt mintdknal tiz, mig a Na-heparinnal alvadasgatolt mintdknal csak négy
paraméternél figyeltiink meg szignifikans valtozast. Ezen paraméterek koziil kett bizonyult a
legérzékenyebbnek: a myeloblastok CD117 ¢és a plazmasejtek CD38 expressziojanak
intenzitasa. Mindkét markernél az alvadasgatld tipusatol fiiggetlentil jelentdsen csokkent az
expresszio intenzitasa a kés6i mintafeldolgozas okozta valtozasok kovetkeztében.

Ujabb egy nap eltelte utan, a masodik napra, ugyanolyan mértékii immunfenotipus
eltérést lattunk a Ks-EDTA-val és Na-heparinnal alvadasgatolt mintdknal. A megvizsgalt
paraméterek koziil tizenot esetben tapasztaltunk szignifikdns csokkenést a Kz-EDTA
alvadasgatld hasznalatakor. A Na-heparinnal alvadasgatolt mintaknal harom paraméter
esetében szignifikdns emelkedést, mig tizenkettonél szignifikdns csokkenést detektaltunk.
Kilenc paraméter valtozott szignifikansan az alvadasgatlo tipusatél fliggetleniil: a granulocytak
oldalra szort fényének karaktere, a monocytak CD4, CD64, CD33 expressziojanak intenzitasa
¢s a CD14 pozitiv monocytak ardnya, a preB karakterli sejtek és lymphocytak szézaléka, a
lymphocytdk CD45 és erythroid prekurzorok CD71 MFI értéke.

A mintavételtdl szamitott két nappal késobb elvégzett aramlési citometriai vizsgalatkor
a Ks-EDTA-val tortént alvadasgatld hasznalatakor tizenkettd, Na-heparinnal tizennyolc
paraméter volt valtozatlan a mintavétel utan 1-2 6ran beliil, friss mintabdl tértént analizis
eredményeihez képest.

A kovetkezO tizenegy paraméternél sem a kés6i mintafeldolgozasnak sem az

alvadasgatl6 tipusanak nincs hatésa: a granulocytak CD10, CD16 és CD33 MFI értéke; a CD10
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pozitiv granulocytak szazal¢ka, a monocytak HLA-DR MFI értéke; a myeloblastok CD45 és
CD34 MFI értéke; a lymphoblastok, erythroid prekurzorok és plazmasejtek szazaléka, valamint

az erythroidok CD71 rCV% értéke.
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0. nap 1. nap 2. nap p! p2

median 1QR median 1QR median 1IQR 0.nap-1.nap | 0.nap-2.nap
SSC 153327 138520 176341 149831 134405 172463 124668 110787 148576 >0.999 <0.001
CD45 3000 2739 3753 4141 3313 4472 3610 2787 3972 0.037 >0.999
CD15 3900 2199 7126 4681 2203 6913 3734 2473 6290 >0.999 0.554
HLA-DR 235 185 285 269 233 341 324 261 452 0.037 <0.001
CD11b 2795 1709 3613 1566 887 2406 642 436 1082 0.117 <0.001
gragt_"z‘)?’“yta CD13 1845 1185 2308 2538 1875 3073 2607 2162 3296 0.006 0.001
B CD16 2179 1491 2930 2102 1750 3000 1780 1003 2727 0.554 0.554
CD10 1183 847 1627 1178 1001 1768 976 807 1285 0.231 0.231
CD33 1212 815 1717 1349 917 1773 1188 754 1678 0.055 >0.999
CD16% 49.0 42.0 60.8 51.0 43.0 56.2 50.0 407 59.0 0.029 0.715
CD10% 38.1 31.0 47.0 41.0 34.4 495 384 317 45.0 0.081 >0.999
SSC 79000 71934 83805 68674 64864 75911 62401 60160 67200 0.117 <0.001
CD64 1506 1107 1886 1441 1052 1757 973 732 1544 0.117 <0.001
CD4 579 422 691 512 341 712 418 324 552 >0.999 0.024
CD15 967 280 1290 632 281 836 564 309 924 0.081 0.024
HLA-DR 6320 5487 7790 5779 4291 10731 5100 3969 7598 >0.999 0.315
monocyta CD11b 4700 3712 6538 716 342 1026 325 200 406 <0.001 <0.001
n=23 CD13 4190 1403 6409 2873 1156 5090 2928 2035 4448 0.006 0.024
CD14 1121 777 1571 777 627 1023 556 377 718 0.037 <0.001
CD300e 1423 1055 1787 767 556 1263 523 379 925 0.081 <0.001
CD33 6747 5015 8633 5270 3750 8869 4045 3101 5355 >0.999 <0.001
CD14% 60.0 50.0 65.8 53.0 40.0 59.0 25.0 17.0 44.0 0.231 <0.001
CD300e% 434 26.5 56.0 313 25.0 47.0 277 131 36.0 0.037 <0.001
szazalek 0.92 0.73 147 0.81 0.54 1.35 0.76 057 0.97 0.196 0.008
myeloblast CD45 3555 2383 3838 3242 2286 3992 3034 2636 4113 0.421 0.315
n=23 CD34 3023 2262 3709 2976 1087 3484 2318 1829 3860 0.554 0.231
CD117 3148 2781 3745 2411 2128 3523 1876 1532 2592 0.006 <0.001
'ymﬁﬁi’g'aﬁ szazalék 0.17 0.06 0.23 0.15 0.05 0.17 0.09 0.06 0.16 0.554 0.459
prﬁfff” CD10% 0.90 0.23 1.64 0.50 0.19 1.02 0.40 0.16 0.70 0.215 <0.001
szazalék 10.9 6.6 16.2 10.0 5.7 14.7 8.3 4.9 12.8 0.554 <0.001
'ymrﬁ’fzc’;yta SSC 21410 19704 20477 19611 17655 20994 18366 16682 10817 0.055 <0.001
B CD45 15062 14646 19342 14898 12197 17206 13087 9894 16167 0.081 <0.001
erythroid szazalek 14.3 9.2 27.7 4.1 10.0 29.0 13.9 94 28.0 0.715 >0.999
prekurzor CD71 4896 2448 6486 3164 1888 4449 2486 1792 3552 0.315 0.015
n=23 CD71rCV 95 80 108.9 88.9 68.7 113.2 84.4 63 103.4 >0.999 >0.999
plazmasejt szazalék 0.50 032 0.70 0.50 0.30 0.63 0.46 0.30 0.74 0.457 >0.999
n=22 CD38 36019 31070 39660 28946 24769 33504 25467 21210 31042 0.001 <0.001
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12/A tablazat. A késleltetett mintafeldolgozas okozta immunfenotipus-eltérések Ks-

EDTA alvadasgatlo hasznalatanal

A tablazatban az egyes markerek atlagos fluoreszcencia intenzitasa és a diagnosztikai szempontbdl relevans
sejtpopulaciok szazalékanak atlaga és interkvartilis tartomanya van feltiintetve. A P értékeknél félkovér
betlitipussal a szignifikans kiilonbségek (P<0,05) vannak kiemelve. P* A mintavételt kdvetden azonnal és egy nap
eltelte utdn mért eredmények 6sszehasonlitdsa. P> A mintavételt kdvetden azonnal és két nap eltelte utdn mért
eredmények Osszehasonlitdsa. Az egyes sejtpopulaciok eltérd szamossaganak hatterében az all, hogy bizonyos
esetekben a ritkan elé6forduld sejtpopulaciok szazaléka a detektalhatosag ala esik (érzékenység 0,03%). A

tablazatban hasznalt roviditések: MFI: mean fluorescence intensity, SSC: side scatter, IQR: interquartile range.
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0. nap 1. nap 2. nap p! p2
median | mediin | mediin | 0.nap-1.nap 0.nap-2.nap
SSC 160346 133356 177111 146104 125819 176537 129252 109198 163244 >0.999 0.004
CD45 3964 3271 4569 4680 3576 5277 4039 3437 4859 0.335 >0.999
CD15 5743 4329 6828 5245 3720 6371 4398 2832 5335 0.867 0.024
HLA-DR 179 93 390 197 118 302 290 171 492 >0.999 0.024
CD11lb 10389 7208 14936 11877 9311 16119 10517 7569 13451 0.867 >0.999
gragﬂ'l‘)gyta CD13 1754 1398 2576 2218 1641 2680 2111 1869 3250 0.648 0.008
- CD16 1764 1342 2119 1939 1229 2618 1467 643 2142 >0.999 0.102
CD10 1215 977 1641 1222 924 1805 997 667 1341 0.867 0.335
CD33 1334 992 1670 1531 1071 1891 1403 932 1827 0.472 >0.999
CD16% 46 40 61 47 38 59 40 31 52 >0.999 0.014
CD10% 35 29 50 37 30 49 36 25 46 >0.999 0.752
SSC 75758 68211 80506 76178 70576 81870 72624 66219 81805 >0.999 >0.999
CD64 1330 1140 2051 1434 893 1966 1369 808 1803 0.156 <0.001
CD4 455 369 543 344 276 590 261 208 421 0.335 <0.001
CD15 1072 799 1502 751 503 1249 681 496 829 0.024 <0.001
HLA-DR 7178 4578 7955 8003 4743 11516 7402 5690 8140 0472 >0.999
monocyta CD11b 13545 11385 20306 10174 7165 12797 7428 4317 12032 0.232 <0.001
n=16 CD13 3522 1339 7002 2859 1105 5494 2559 1530 4105 0.335 0.867
CD14 889 812 1482 878 650 1008 637 545 907 >0.999 0.014
CD300e 1052 724 1914 1116 708 1528 783 644 1273 0.867 >0.999
CD33 7086 5827 9495 5658 4675 8438 4443 3817 5897 0.232 <0.001
CD14% 55.4 413 62.5 50.5 38.8 50.8 36.5 223 455 >0.999 <0.001
CD3006% 39.1 24.2 58.8 41.9 245 50.8 32.0 24.0 523 >0.999 >0.999
szhzalék 0.88 0.62 2.30 0.74 0.50 1.95 0.73 0.42 2.12 0.279 0.065
myeloblast CD45 3571 3019 3951 3554 2504 4571 3484 2780 4096 >0.999 >0.999
n=16 CD34 3017 2276 4231 2624 1535 3053 2137 1680 2812 0.335 0.102
CD117 2599 2178 5455 1973 1355 3308 1524 1186 2572 0.004 <0.001
'ymg‘fg'aﬁ szazalék 0.09 0.05 0.18 0.07 0.03 0.14 0.07 0.02 0.10 >0.999 0.508
pre8 sejt CD10% 0.50 0.25 0.95 0.52 0.25 0.85 0.30 0.17 0.70 >0.999 0.001
szazalék 9.7 6.3 155 77 45 13.2 6.9 3.3 10.0 0.279 0.001
'ymﬁflogyta SSC 20777 19017 21783 17295 15546 20467 17232 15318 18176 0.024 <0.001
- CD45 15833 12913 18175 12204 9853 17172 9948 8465 14071 0.472 0.002
erythroid szhzalék 18.8 10.3 313 20.1 10.8 315 19.2 10.4 338 >0.999 0.867
prekurzor CD71 6158 3767 8283 4367 2268 7238 3479 2233 7007 0.156 0.002
n=16 CD7LrCV 795 53.75 112.3 82.05 67.5 1143 80.9 61.3 107.3 >0.999 >0.999
plazmasejt szhzalék 0.20 0.20 0.50 0.20 0.10 0.50 0.30 0.10 0.50 0.166 >0.999
n=15 CD38 29173 25738 32208 19312 17781 27495 17022 14953 18877 0.032 <0.001
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12/B tablazat. A Kkésleltetett mintafeldolgozas okozta immunfenotipus-eltérések Na-

heparin alvadasgatlé hasznalatanal

A tablazatban az egyes markerek atlagos fluoreszcencia intenzitasa és a diagnosztikai szempontbol relevans
sejtpopulaciok szazalékanak atlaga és interkvartilis tartomanya van feltiintetve. A P értékeknél félkovér
betlitipussal a szignifikans kiilonbségek (P<0,05) vannak kiemelve. P! A mintavételt kdvetden azonnal és egy nap
eltelte utdan mért eredmények Osszehasonlitdsa. P2 A mintavételt kdvetden azonnal és két nap eltelte utan mért
eredmények Osszehasonlitdsa. Az egyes sejtpopulaciok eltérd szamossaganak hatterében az all, hogy bizonyos
esetekben a ritkdn eléforduld sejtpopulaciok szazaléka a detektalhatosag ald esik (érzékenység 0,03%). A

tablazatban hasznalt roviditések: MFI: mean fluorescence intensity, SSC: side scatter, IQR: interquartile range.
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5.1.3. Preanalitikai faktorok hatasa a myeloidok CD11b expresszidjara

A mintavétel utan azonnal €s a mintavétel utan két nappal tortént analizis eredményeit
Osszehasonlitva eltérd jelenséget figyeltink meg a CDI11b expresszidja tekintetében a
kiilonboz6 tipust alvadasgatlok hasznélatakor. Ks-EDTA-val alvadasgatolt mintaknal a CD11b
expresszid MFI értéke naprol napra csokkent a myeloidokon, mig Na-heparinnal emelkedd
tendenciat mutatott. D12 klonnal rendelkezd, phycoerythrin (PE) fluoreszcens festékkel
konjugalt CD11b monoklonalis antitest hasznalatakor a granulocytakon szignifikans valtozast
figyeltink meg a két nappal késobb tortént mintafeldolgozas esetében fliggetleniil az
alvadasgatlo tipusatol. Mig a fluorescein isothiocyanate (FITC) fluoreszcens festékkel jelolt,
ICRF44 kloénnal rendelkezd monoklonalis antitest esetén a Ksz-EDTA-val alvadasgatolt
mintaknal a CD11b expresszidjanak intenzitasa stabil maradt (4. abra). Monocytaknal ennek az
ellenkez6jét talaltuk (5. abra): ennél a sejtpopulacional a D12 klon hasznélatakor a Na-

heparinnal alvadasgatolt minta esetében nem volt hatasa a kés6i mintafeldolgozasnak.
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4, abra. A CDI11b expresszidjanak valtozasa granulocytikon a megkésett

mintafeldolgozas kovetkeztében

Az ébra a késleltetett mintafeldolgozas kovetkeztében a CD11b expresszidjanak intenzitasanal detektalhatod
eltéréseket mutatja be a granulocytdkon teljes periférias vér analizisekor. Az abra A és B része a Na-heparinnal, C
és D része a K3-EDTA-val alvadasgatolt mintdk eredményeit mutatjdk. Nemcsak azt vizsgaltuk, hogy az
alvadasgatl6 tipusa hogyan befolydsolja a megkésett mintafeldolgozas soran 1étrejovo valtozasokat, hanem azt is,
hogy a monoklonalis antitestek klonjanak milyen hatasa van. Az abra A és C része a FITC-el konjugalt CD11b
(klon: ICRF44) a B és D abra a PE-konjugalt CD11b (klon: D12) hasznalatakor 1étrejovo valtozasokat abrazolja.
Az abran lathato roviditések: FITC: fluorescein isothiocyanate, PE: phycoerythrin.
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5. abra. A CD11b expressziéjanak valtozasa monocytakon a megkésett mintafeldolgozas

kovetkeztében

Az abra a késleltetett mintafeldolgozas kovetkeztében a CD11b expressziojanak intenzitasanal detektalhato
eltéréseket mutatja be a monocytdkon teljes periférias vér analizisekor. Az abra A és B része a Na-heparinnal, C

é¢s D része a Ks-EDTA-val alvadasgatolt mintdk eredményeit mutatjdk. Nemcsak azt vizsgaltuk, hogy az
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alvadasgatl6 tipusa hogyan befolyasolja a megkésett mintafeldolgozas soran l1étrejovo valtozasokat, hanem azt is,
hogy a monoklondlis antitestek klénjanak milyen hatdsa van. Az abra A és C része a FITC-el konjugalt CD11b
(klon: ICRF44) a B és D abra a PE-konjugalt CD11b (klon: D12) hasznalatakor 1étrejove valtozasokat abrazolja.

Az 4bran lathato roviditések: FITC: fluorescein isothiocyanate, PE: phycoerythrin.

5.2. MDS sziirésére alkalmas aramlasi citometriai pontozé rendszer diagnosztikai és

prognosztikai ereje

5.2.1. Az aramlasi citometriai pontozo rendszer Kialakitasat célzo tanulmany eredményei

Az aramlasi citometriai pontoz6 rendszer kialakitasat segitd kontroll és MDS-es
betegcsoport  laboratoriumi  eredményei  koziil a  hemoglobin-koncentraciondl, a
fehérvérsejtszamnal és az abszolut neutrophil szamnal talaltunk szignifikans kiilonbséget. A
thrombocyta szam nem tért el egymastdl jelentdsen, melynek magyardzata az lehet, hogy a

kontroll csoportba hét ITP-s beteget is bevalogattunk.

5.2.1.1. A négyszini jelolési technikaval kialakitott hat paraméterb6l allo aramlasi

citometriai pontozo rendszer diagnosztikai hatékonysaga

Els6 1épésként az dramlasi citometriai pontoz6 rendszer hat paraméterének alakulasat
vizsgaltuk meg a kontroll és az MDS-es betegcsoport kozott. Szignifikéans kiilonbséget talaltunk
a kovetkezd paramétereknél: MB%-nal (p<0,001), a granulocyta és lymphocyta SSC
hanyadosanal (p=0,003), a CD34 pozitiv sejteken beliil a LB%-nal (p<0,001), az erythroid
prekurzorok CD71 rCV%-anal (p=0,004), és a mastocytak szazalékanal (p=0,001). Egy
paraméternél, a lymphocytak és myeloblastok CD45 MFI értékének hanyadosanal, nem volt

szignifikans kiilonbség a két csoport kozott (6. abra). Ennek hatterében az allhat, hogy MDS-
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nél, dysplastikus jelként, a CD45 expresszidjanak intenzitdsa ndéhet és csokkenhet is a

myeloblastokon.
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6. abra. MDS-es betegek négy- és nyolcszinii jelolési technikaval meghatarozott aramlasi

citometriai paramétereinek ésszehasonlitasa kontroll mintaval

Az aramlasi citometriai pontoz6 rendszer hat paraméterének Osszehasonlitasa: 1. myeloblast szazalék (A), 2.
granulocyta és lymphocyta oldalra szort fényének hanyadosa (B), 3. lymphoblastok aranya a CD34 pozitiv
sejteken beliil (C), 4. lymphocytak és a myeloblastok CD45 expressziojanak atlagos fluoreszcencia intenzitasanak
hanyadosa (D), 5.: erythroid prekurzorok CD71 rCV%-a (E), 6.: mastocytak szazaléka (F). Kor jel6li a négyszindi,
haromszog a nyolcszini jel6lési technikaval vizsgalt MDS-es betegek mintainak eredményét. Haromszog mutatja
a kontroll csoport eredményeit. Az abran lathato roviditések: MFI: mean fluorescence intensity, SSC: side scatter,

MB: myelobast, LB: lymphoblast, Gran: granulocyta, Ly: lymphocyta, MC: mastocyta.

Masodik 1épésként Osszehasonlitottuk az eredetileg négy paraméterbdl allo és a

modositott, hat paraméter alapjan kialakitott aramléasi citometriai pontoz6 rendszer ROC
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gorbéit. Azt taldltuk, hogy ha a kardinalis négy paramétert kiegészitjilk a mastocytak
szazalékéaval és az erythroid populaciordl informaciot adé CD71 rCV% értékkel, akkor a
szenzitivitds 65%-rol 84%-ra emelkedett, mikdzben a specificitds magas (80%) maradt. A
gorbe alatti teriilet ennek megfeleléen 0,789-rol (95% CI: 0,689-0,889) 0,87-re (95% CI: 0,785-

0,948) novekedett (7. abra).
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7. abra. Aramlasi citometriai pontozé rendszerek ROC gorbéi

Az abra A része a négyszinll jelolési technikaval a B része a nyolcszinl jeldlési technikaval meghatarozott
paraméterekbdl felépiilé aramlasi citometriai pontozd rendszer ROC gorbéit mutatja. Folytonos vonal a hat
paraméterbdl allo, szaggatott a négy paraméterbdl allo pontozorendszer gorbéje. Az abran hasznalt roviditések:

FCSS: flow cytometry scoring systems, AUC: area under the curve, 95% CI: 95% confidence interval
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5.2.1.2. A négyszini jelolési technikaval kialakitott hat paraméterbé6l allo aramlasi

citometriai pontozo rendszer prognosztikai jelentésége

A morfologiai vizsgalat, citogenetikai analizis és az anamnesztikus adatok alapjan MDS
csoportba sorolt betegeket az aramlasi citometriai pontozorendszer alapjan tovabbi két
rizikocsoportba soroltuk. A betegek 37%-a (n=19), akik 0, 1, vagy 2 pontot értek el a hat
paraméterbdl 4ll6 dramlasi citometriai pontozd rendszer alapjan, az alacsony rizikéju (flow low
risk, FLR) csoportba kertilt. A t6bbi beteget (n=32), akiknek tobb mint 2 pontjuk volt, a magas
rizikocsoportba (flow high risk, FHR) soroltuk. Az éltalanos laboratériumi paraméterek koziil
szignifikansan alacsonyabb hemoglobin-koncentracio lathatdé a FHR csoportban. Ezzel
Osszhangban azt talaltuk, hogy az FHR csoportba tartozd betegek szignifikdnsan nagyobb
eséllyel kaptak transzftziot (OR=3,51, 95% CI. 1,07-11,59, p=0,036). A myeloblastok
szazaléka, mely nemcsak az aramlasi citometriai pontozo6 rendszerek, hanem minden az MDS
prognosztikajanak vizsgalatara kialakitott rendszer alapeleme, szignifikdnsan kiillonbozott a két
rizikdcsoportnal (p=0,009). Habar a citogenetikai eltérések tekintetében nem volt statisztikailag
jelentds eltérés a két rizikdcsoport kozott, a legsulyosabb, komplex kariotipus eltéréssel
rendelkezd betegek az FHR csoportba tartoztak. Az esemény-mentes tulélés vizsgalatdhoz 46
betegnek az adatai alltak rendelkezésiinkre, koziiliik ketté csontvel6-transzplantacion atesett
beteg keriilt kizarasra. Igy a 44 betegnél a hat paraméterbdl 4ll6 aramlasi citometriai pontozd
rendszer alapjan felallitott két rizikdcsoport kozott vizsgaltuk az esemény-mentes és teljes

tulélést, mely szignifikans kiilonbséget mutatott (p=0,001, p=0.008, 8. abra).
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8. abra. Aramlisi citometriai pontozé rendszer alapjan felallitott két rizikécsoport kozotti

esemény-mentes tilélés

Az abran a hat paraméterbdl allo6 aramlasi citometriai pontozérendszer eredménye alapjan felallitott két
rizikocsoport eseménymentes tulélése kozotti szignifikans (p=0,001) kiilonbség lathatd. Abran lathaté roviditések:

FLR: flow low risk, FHR: flow high risk.

5.2.2. A hat paraméterb6l Kialakitott aAramlasi citometriai pontozé rendszer

alkalmazhatosagat bizonyito tanulmany eredményei

Amennyiben Osszehasonlitjuk a hat paraméterbdl all6 pontozoérendszer kialakitasat
szolgdld négyszinli jelolési technikaval vizsgalt MDS-es csoport és a rendszer
alkalmazhatdsaganak vizsgalatara létrehozott nyolcszinli jelolési technikat hasznalé MDS
csoport kozott a hat paramétert, kettd esetben lattunk szignifikans kiilonbséget: MB% (p=0,011)
¢és a lymphocyta/MB CD45 MFI értékének hanyadosa esetén (p=0,021) (6. abra). A nyolcszinii
jelolési technikaval analizalt MDS csoportba tobb alacsonyabb rizikoji beteg kertilt
besorolasra, ez okozza a szignifikdnsan alacsonyabb MB%-ot. Amikor részletesebben
vizsgéaltuk a lymphocyta/MB CD45 MFI értékének hanyadosat, azt talaltuk, hogy a

lymphocytédk esetében, melyek jol hasznalhatéak az MDS-nél belsé kontroll populacionak,
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nincs szignifikdns kiillonbség a csoportok kozott, mig az MB CD45 MFI értéke szignifikdnsan
alacsonyabb a nyolcszinli jeldléssel vizsgalt MDS csoportndl (9. dbra). Tehat a magasabb
lymphocyta/MB CD45 MFI hdnyados leginkdbb az MDS heterogenitdsabol adodik, nem az
eltérd fluoreszcens festék tipusa vagy az aramlasi citométer beallitdsa okozza. A granulocyta és
lymphocyta SSC hanyadosanal (p=0,002), a CD34 pozitiv sejteken beliil a LB%-nal (p<0,001),
az erythroid prekurzorok CD71 rCV%-anal (p=0,001), és a mastocytak szazalé¢kanal (p=0,023)
ennél a csoportnal is szignifikans kiilonbséget talaltunk a kontrollhoz képest (6. abra).

Az aramlasi citometriai pontozd rendszer diagnosztikai hatékonysaganak vizsgalata érdekében
ROC analizis segitségével dsszehasonlitottuk a két MDS csoportnal a négy és hat paraméterbol
allo aramlasi citometriai pontozd rendszer specificitasat és szenzitivitasat. A négy paraméterbol
allo pontozo rendszer esetében a tobb alacsony riziko6ju beteget tartalmazé nyolcszini jelolési
technikaval vizsgalt MDS-es csoportnal a szenzitivitds alacsonyabbnak (42%) bizonyult, mint
a masik MDS csoportnal (65%). Ezzel szemben a hat paraméteren alapuld pontozorendszernél
az érzékenység nem tért el jelentéen a két MDS csoportnal (84%-négyszinii jelolési technikan
alapulo, 81%- nyolcszinti jelolési technikat alkalmazo MDS csoport). Hat paraméter hasznalata
esetén nemcsak az ¢érzékenység, hanem a gorbe alatti teriilet is ndvekedett, 0,917-r61 (95% CI:
0,837-0,996) 0,957-re (95% CI: 0,902-1,00) (7. abra). Ez alapjan megallapithat6, hogy a hat
paraméterbdl allo dramlasi citometriai pontozo rendszer jobban el tudja kiiloniteni az egyéb
hematoldgiai betegségben szenvedd betegeket az MDS-es betegektdl még az alacsony rizikdval

rendelkez6 MDS-es eseteknél is.
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9. abra. CD45 MFI értékének vizsgalata myeloblastokon és lymphocytiakon

Az abran a myeloblastok (A) és lymphocytak (B) CD45 MFI értékének Osszehasonlitasa lathatd a négyszinii-,
nyolcszint jeldlési technikdval vizsgalt MDS-es betegcsoport és a kontroll csoport kdzott. Az abran lathatd

roviditések: MFI: mean fluorescence intensity, MB: myeloblast.

Az 0j aramlasi citometriai pontozod rendszer eredménye alapjdn a masodik MDS
csoportot is két részre osztottuk, hogy megvizsgalhassuk a rendszer prognosztikai jelentdségét.
Az el6zd tanulmanyhoz hasonldan itt is szignifikans kiillonbséget taldltunk a hemoglobin-
koncentracio és az MB% esetében az FLR és FHR rizikdcsoportok kozott. A hemoglobinszint
szignifikansan alacsonyabb (p=0,021) az MB% magasabb (p=0,02) volt. A transzfizidigény is
az el6z6 tanulmanynal latottakhoz hasonldan alakult. Az FLR rizikdcsoportban a betegek 38%-
anal, mig az FHR csoportndl a betegek 58%-andl volt sziikség rendszeres transzfiziora.
Citogenetikai eltérés szempontjabol ennél az MDS csoportndl sem talaltunk szignifikans
kiilonbséget a rizikocsoportok kozott.

Végezetiil megnéztiik a korrelaciot a hat paraméterbdl allo dramlasi citometriai pontozo
rendszer és az R-IPSS kozott. A négyszini jeldlési technika alkalmazasakor r=0,32, p=0,02,

mig nyolcszinii jeldlési technikdval meghatarozva a paramétereket r=0,507, p=0,02.
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5.3. A mastocytak vizsgalata aramlasi citometriaval

Hét aspirdcioval nyert csontveldi mintanal tudtunk mastocytakat azonositani, melynek
szdzaléka nagyban fliggott az alvadasgatlo tipusatol. A Ks-EDTA-val alvadasgatolt mintaknal
szignifikdnsan magasabb mastocyta szazalékot mértiink a Na-heparinnal alvadasgatolt
mintakhoz képest, mind a mintavételt kdvetd azonnali, mind az egy, illetve két nappal késobb
mért mintdk esetében. Megvizsgdlva a CD117 expresszidjanak intenzitasat a kétféle
alvadasgatld esetében, nem lathaté szignifikans eltérés. Habar a CD117 expresszidjanak
intenzitdsa a masodik napra az alvadasgatlod tipusatol fiiggetleniil csokkent, a mastocytak
szazalékat nem befolyasolta, ugyanis a kései mintafeldolgozas nem volt hatassal a mastocytak
szazalékara (10. abra). Tehat nem a mastocytak azonositasat szolgaldé marker expresszidjanak
valtozasa okozza a kiillonbozé szazalékos értéket a Ks-EDTA-val és Na-heparinnal

alvadasgatolt mintaknal.

B
A P=0.005
P=0.03 P=0.016 P=0.047 T p=o.01 "
«—> — «—> “« >
' ' = 1 '
0,251 ' ' 150000 1 ) '
] 1 1 1
0.20 ' 1 @ 2 . ' '
. 1 o | < ] 1
0.154 ] ] < 100000+ ] |
< o ' o = ' '
T 0104 ! ! = ' '
= ] ' £ _L Oy ! '
] 1 ' = oo | l'tl % I e
0.05 ' ' %‘ E 500004 o -r M ' %
0.00- it . o = " o e
] ] ] |
-0.05 1 1 0 t 1
0. nap 1. nap 2. nap 0. nap 1. nap 2. nap

10. abra. Preanalitikai faktorok hatisa a mastocyta detektalasara

Az abra A részén a mastocytak szazaléka , B részén a mastocytak CD117 MFI értékének valtozasa lathato a késoi
mintafeldolgozas soran. Fekete pontok jelolik a Ks-EDTA-val, fehér pontok a Na-heparinnal alvadasgatolt mintak

eredményeit. Az abran lathato roviditések: MC: mastocyta, MFI: mean fluorescence intensity.

62



A mastocytdk MDS-es betegeknél detektalt magasabb szazalékanak vizsgalata
érdekében a hat paraméterbdl 4ll6 dramlasi citometriai pontozé rendszer kialakitasat szolgalod
MDS csoportot két részre osztottuk az alapjan, hogy a mastocytak aranya hatarérték (0,039%)
alatt vagy felett volt. Ezt kovetéen megvizsgaltuk a két csoport betegeinek periférias
fehérvérsejtszamat, az aspiracioval nyert csontveldi minta magvas sejtjeinek szamat és a
csontveldi plazmasejtek szazalékat. Egyik esetben sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a

magas (n=21) €s az alacsony (n=30) mastocyta sz4zalékkal rendelkez0 betegek kozott.

6. Megbeszélés

6.1. A késleltetett mintafeldolgozas és az alvadasgatl6 tipusanak hatasa az aramlasi

citometriaval detektalt dysplasias jelek értelmezésére

A preanalitikai faktorok immunfenotipusra gyakorolt hatasat vizsgalé tanulmany
legfontosabb megallapitasa, hogy az alvadasgatld tipusa jelentésen befolyasolja a késoi
mintafeldolgozas kovetkeztében kialakult immunfenotipus-eltérések szamat és azok mértekét.
Tovabba az alvadéasgatlé tipusa mar a kiindulasi antigén expresszios mintazatra is hatassal van,
amikor még nincs, vagy csak minimalis mennyiségben van jelen apoptotizal6 sejt. Az ELN
alvadasgatld tipusara tett ajanlasanak megfeleléen azt tapasztaltuk, hogy a Na-heparin
hasznalata esetén a kiilonboz6 sejttipusok antigénjeinek expresszids intenzitasa stabilabb [63,
64]. Jollehet, még Na-heparin alkalmazasakor is detektaltunk néhany esetben szignifikans
eltérést akar csak egy nappal késobb tortént mintafeldolgozéas esetén is. Amennyiben az
aramlasi citometriai eredmény interpretalasat végz0 személy nincs tisztdban azzal, hogy az
alvadasgatl6 tipusa vagy a kés6i mintafeldolgozas mely markerek expresszidjanak intenzitasat,

milyen iranyban és mértékben képes megvaltoztatni, akkor ezeket az eltéréseket konnyen
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dysplastikus jelként értelmezheti. Ezéltal tévesen MDS-re utalé eredményt adhat ki, vagy
sokkal elérehaladottabb stadiumba val6 besorolast indikalhat.

Legjobb tuddsunk szerint most eldszor tortént a preanalitikai faktorok hatdsanak
vizsgalata a markerek széles spektruman, kiilonb6z6 sejttipusokon, nyolcszint jelolési technika
alkalmazasaval. Korabbi nemzetkdzi tanulmanyokban altaldban a myeloid populéciora
koncentraltak és csak egy vagy néhdny marker valtozasat vizsgéltdk. Ezen tanulmanyok
eredményei alapjan néhany paraméter esetében egyértelmi, hogy a késéi mintafeldolgozas
hogyan fogja megvaltoztatni az adott paramétert fiiggetleniil a mintanal hasznalt alvadasgatlo
tipusatol. Ilyen paraméter a granulocytak oldalra szort fényének karaktere, melynek intenzitasa
apoptozis hatasara konzekvensen csokkent. Ezt morfologiai vizsgalattal is igazolhatjuk, hisz
példaul jol ismert jelenség az apoptdzis soran kialakuld piknotikus mag [67]. Citrattal,
heparinnal vagy EDTA-val alvadasgatolt teljes vér, illetve izolalt fehérvérsejtek esetén is az
apoptotizal6 myeloidokon csokkent intenzitasi CD16, CD43 és ¢élénkebb CD45 expressziot
detektaltak [83-85]. Ugyanakkor a kés6i mintafeldolgozas kdvetkeztében apoptotizald sejteknél
a CD11b expresszidjanak intenzitas valtozasarol ellentmondasos informacidkat olvashatunk a
nemzetkdzi irodalomban: néhany tanulmany fokozott, mig masok csokkent CD11b expressziot
irtak le a megkésett mintafeldolgozas kovetkezményeként [84, 86, 87]. Az eredmény a
tanulmanyokban hasznalt minta tipusatol, a mintafeldolgozastol, €s a vizsgalat kivitelezésétdl
fliggdtt. A CD11b fehérje a neutrophil granulocytdk granulumaiban tarolodik, igy az expresszio
intenzitasa nagymértékben fiigg a granulocyta aktivaciojatol [88]. A neutrophilek aktivacidja
bekovetkezhet a mintafeldolgozas sordn (pl.: fehérvérsejtek szeparaldsa) vagy a vizsgalat
kivitelezésekor is, példaul ha nem spontan apoptdzist, hanem mesterségesen kivaltott
apoptozist vagy apoptozis eldsegitd technikakat alkalmaznak [89]. Azonban, ahogy azt a
Saxton €s munkatarsai altal végzett tanulmany eredményei is sugalljak az aktivacié kivaltd oka

nem mindig egyértelmli. Vizsgalatuk sordn hat EDTA-val alvadasgatolt teljes periférias
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vérmintat analizaltak sejtstabilizalo oldat jelenlétében (Cyto-Chexe) és anélkiil. Azt talaltak,
hogy négy ora eltelte utdn vizsgalva a szobahOmérsékleten tartott, stabilizalé oldatot nem
tartalmaz6 mintaknal a granulocytak CD11b expresszidjanak intenzitasa nétt [90]. Ugyanakkor
Hodge és munkatérsai azt talaltak, hogy a fehérvérsejteken az Annexin V jelolddés, mely az
apoptdzis sordn a sejtfelszinre athelyez6do foszfatidil-szerinhez kotddik, hat ora eltelte utan
detektalhat6 [67]. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a Saxton és munkatarsai altal a nem
stabilizalt, de nyugalomban hagyott mintadkon detektalt fokozott CD11b expresszi6 hatterében
nem apoptozis, hanem inkabb az intracellularisan elhelyezked6 CDI11b fehérjének a
sejtmembran kiilsé felszinére torténd spontan kihelyezddése allhat. Tehat az apoptdzis elott és
alatt bekovetkezd aktivacié kovetkezményeit mindig figyelembe kell venni.

Munkank sordn azt lattuk, hogy a CD11b expressziojanak intenzitasa az alvadasgatld
tipusanak fliggvényében valtozott a megkésett mintafeldolgozas soran: Na-heparin
hasznalatakor fokozodott, mig Ksz-EDTA esetében csokkent az antigén expresszioja.
Eredményeink aldtdmasztjak azt, hogy a minta tipusa megszabja a CD11b expresszidjanak
viselkedését. Az alvadasgatlo tipusa nemcsak a sejtek ¢€letképességére hat, hanem az antigén-
antitest kozott 1étrejovo kotés kialakulasat is meghatarozza. Repo €s munkatarsai altal végzett
tanulmany ramutatott arra, hogy hogyan tudja az alvadasgatlo befolyasolni a myeloidokon
detektalt CD11b expresszidjanak intenzitdsat. Kimutattak ugyanis, hogy a D12 klonnal
rendelkez6 monoklondlis antitest antigénhez kotddéséhez kétértékli kation sziikséges, melyet
az EDTA megkoét, igy akadalyozza az antigén-antitest kozotti kotés kialakulasat [91]. Repo és
munkatdrsai vizsgalatdnak eredményét tamogatjdk a mi eredményeink is, hiszen a D12
monoklondlis antitest hasznalatakor kation kelator, EDTA, jelenlétében a CDI11b
expresszidjanak intenzitdsa mar a kiindulasi mintan csékkentnek bizonyult a Na-heparinnal
alvadasgatolt mintdkhoz képest. A CD11b csokkent expresszidja markansan tovabb csokkent

egy nap eltelte utdn. Amikor egy masik klont, az ICRF44-t hasznaltuk, az EDTA-val
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alvadasgatolt mintdkban nem véltozott a CD11b expresszidjanak intenzitasa a granulocytakon
a késoi mintafeldolgozéas hatdsara. Emellett vizsgalataink eredménye a CD11b expresszidjat
befolyasold ujabb aspektusra mutatott ra. A csontvel6i mintdknal a Na-heparinnal alvadasgatolt
mintak esetében a késéi mintafeldolgozas kovetkeztében csokkent a CD11b expresszidja a
monocytakon, mig a granulocytdkon nem valtozott. Ezzel szemben a Na-heparinnal
alvadasgatolt teljes periférids vérminta vizsgéalatakor szignifikdnsan fokozott CDI11b
expressziot detektaltunk a monocytédkon és granulocytakon a napok mulasaval. A csontveldi és
periférids vérminta vizsgélata sordn latott eltérd jelenség hatterében az allhat, hogy a két
mintatipus esetében eltérd sejtpopulacidkat vizsgaltunk, melyeknek kiilonb6z6 lehet az
intracellularis CD11b tartalékuk. A periférias vérmintanadl egyrészt normal mintak voltak,
masrészt csak érett granulocyta €s monocyta alakok voltak jelen. Ezzel ellentétben a csontveldi
mintaknal pathologias mintdkat vizsgaltunk, melyben a minta természetébdl adéddéan myeloid
eldalakok (promyelocyta, myelocyta, promonocyta) is voltak.

A legtobb altalunk vizsgalt markernél korabban nem vizsgaltak a preanalitkai faktorok
hatasat. Ezek koziil talan a legfontosabb a CD117 expressziojanak valtozdsa a késoi
mintafeldolgozas soran, mely mindkét tipusu alvadasgatlo esetén eléfordult. A CD117,a CD34
¢s CD45 mellett, az egyik legfontosabb marker, amelynek segitségével a myeloblastokat
azonositani lehet. A myeloblastok szazalékanak megallapitisara az aramlasi citometriai
vizsgalat a WHO altal ajanlott mddszerek kozott szerepel [18]. Ezért megnéztiik, hogy a
myeloblastok szazalékat befolyasolta-e a CD117 markans valtozasa. Az MB% egy nap eltelte
utan stabil maradt és csak a masodik napra valtozott szignifikinsan a Kz-EDTA-val
alvadasgatolt mintaban.

Jelen tanulmanynak tobb korlatja van. Noha homogén betegcsoportot szerettiink volna
megvizsgalni, az MDS heterogenitasabol adéddéan az MDS/MPN gyanuval kiildott betegeknél

a végsod diagnodzis tobb esetnél sem MDS volt. Ugyanakkor a dysplastikus jelek detektalasa

66



nemcsak az MDS-es betegeknél kardinalis - akiknél a diagnozis felallitdisa mellet a
prognosztikai besorolast is befolyasoljak - hanem a normal, MPN vagy AML eseténél is
kulcskérdés. MDS-bdl transzformalédott AML a WHO ajanlasban kiilon entitasként szerepel,
és rossz prognozissal tarsul [18]. Igy a preanalitikai hibdbél adodé elvaltozasok helytelen
értelmezése nemcsak téves diagnézishoz, hanem helytelen prognosztikai megitéléshez, ezéltal
nem megfeleld kezelési stratégia meghatarozasahoz is vezethetnek. Végezetiil tanulmanyunkba
csak korlatozott szamban tudtunk betegeket bevalogatni, igy az eredményeink igazolasara egy
nagyobb esetszdmu tanulmany sziikséges.

Osszefoglalva elmondhat6, hogy dsszesen 37 paramétert vizsgaltunk meg a myeloid,
erythroid és lymphoid sejtvonalakon, érett és éretlen sejteken egyarant. Az alvadasgatlo
tipusatol fiiggben, mar a kiindulasi immunfenotipusnal eltéréseket detektaltunk. Mivel aramlasi
citometriai vizsgalat soran dysplastikus jelként értékeliink mindent, ami a normal mintazattol
eltér, ezért minden esetben figyelembe kell venni a vizsgalatra kiildott minta alvadasgatlojanak
tipusat, amikor a normal mintazathoz hasonlitunk. Ezt legegyszeriibben ugy lehet kivitelezni,
ha egy laboratorium csak egyféle alvadasgatolt mintat fogad el vizsgalatra. Tekintettel arra,
hogy a preanalitikai hibak, mint megkésett mintafeldolgozas, jelentds immunfenotipus eltérést
tudnak okozni, ¢€s ezaltal postanalitikai hibahoz, vagyis az eredmények helytelen
interpretalasahoz vezethetnek, igy az ajanlasok szigoru betartasat javasoljuk. Amennyiben a
regionalis ellatd helyekrdl a minta szallitdsa elkeriilhetetlen, ugy egyrészt a Na-heparinnal
alvadasgatolt mintat sziikséges eldnyben részesiteni, masrészt az altalunk végzett vizsgalat
alapjan stabilnak bizonyult markerek valtozasat kell jobban figyelembe venni az 4ramlési

citometriai eredmény értékelése soran.
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6.2. A hat paraméterbdol allo aramlasi citometriai pontozo rendszer alkalmazasa az MDS

sziirésében ¢és prognosztikai megitélésében

Az altalunk kialakitott és vizsgalt &ramldsi citometriai pontozd rendszer hasznalatanak
legnagyobb eldnye, hogy minddssze hat, célzottan kivalasztott paraméter segitségével képes
differencidlni a normal, reaktiv és az akar csak egy sejtvonalat érintd, alacsony rizik6ju MDS-
es betegek kozott. Informéciot kapunk nemcsak a myeloid, hanem a lymphoid ¢és erythroid
sejtvonalrdl is. A négyszinii jelolési technikaval kapott eredmények jol reprodukalhatoak a
nyolcszint jel6lési technika hasznélatakor is, tehat az eredményeket a fluoreszcens festék
tipusa, az aramlasi citométer beallitdsai nem befolyasoltak. A kialakitott pontoz6 rendszer
nemcsak a diagnosztikdban, hanem a prognosztikéban is alkalmazhat6. Minél tobb pontot értek
el a betegek, anndl elérehaladottabbnak bizonyult a betegségiik. A hat paraméterbol allo
aramlasi citometriai pontozd rendszer ¢és az R-IPSS kozotti korrelacio a korabbi
tanulmanyokban 0Osszehasonlitott aramlasi citometriai pontozé rendszerek és R-IPSS
R-IPSS kozotti kiilonbségek Osszevetésekor két dolgot azonban fontos figyelembe venni:
Egyrészt azt, hogy az R-IPSS esetén a myeloblastok szazalékanak meghatarozasa morfologia
vizsgalat alapjan torténik, mely a dysplastikus csontvelé bizonyos eseteinél, ahol a
myeloblastok, monocytak morfologidja és immunfenotiusa jelentésen atipusos, az aramlasi
citometriai vizsgalattal objektivebb mddon lehetséges. Masrészt az R-IPSS egyik kardinalis
paramétere a sejtszegénység mértéke [4]. Ugyanakkor jelen tanulmanyunkban ¢és altalaban a
rutin diagnosztikaba is sokszor érkezik olyan betegektdl minta aramlasi citometriai vizsgalatra,
akik kordbban, akar a vizsgélatot megel6zd hetekben, transzfuzidban részesiiltek. Ez hatdssal
lehet a terapia megkezdése utan szamitott R-IPSS pontszamra, mig az aramlasi citometriai

pontozd rendszer eredményére nincs hatéssal.
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Az elmult évtizedekben szdmos MDS-re jellegzetes immunfenotipus eltérést irtak le,
azonban az MDS heterogenitasdbdl adoéddan nincs egy olyan eltérés sem, amely dnmagaban
egyértelmien MDS-re utalna. Emiatt kiilonb6zé marker kombinaciokbol felépiild
pontozérendszereket dolgoztak ki. Ezek a pontozérendszerek tobb szempontbol is eltértek
egymastol. A pontozorendszereknél kiilonbozott a vizsgalt sejtpopulacio. Altalaban a myeloid
populacidra fokuszaltak, mig egy-egy tanulmany kifejezetten az erythroid prekurzorokat vette
gorcsO ala, ugyanakkor csak elvétve volt olyan vizsgélat, amely a megakariocyta vonalat
elemezte. A paraméterek szamanak tekintetében is nagy kiilonbségeket lathatunk, vannak olyan
rendszerek, melyek minddssze 3-4 paraméterbdl allnak, mig masok az aramlasi citometria
nyujtotta lehetéségeket felhasznalva 83 paraméter alapjan alakitottak ki pontozo rendszertiket.
Eltéré a rendszerek kialakitasat szolgaldo betegcsoport szamossaga és Osszetétele is. A
rendszerek specificitdsa altaladban magas (90-100%), mig a szenzitivitdsa 50-100% kozott
mozog [39, 45-48, 56-61]. Az ELN IMDSFlow iranyelve az aramlési citometriai pontozo
rendszerek koziil az Ogata és munkatarsai altal kialakitott ,,mini-panel”-t emeli ki, mely jol
alkalmazhatd a koltségek csokkentése érdekében MDS sziirésére [55] . Ha részletesebben
megnézziik az Ogata és munkatarsai altal kialakitott pontozorendszer elemeit, megfigyelhetjik,
hogy miben rejlik ennek a rendszernek az egyedisége, hogy mi alapjan emelkedik ki ez a
pontozo rendszer a tobbi koziil. Ogata és munkatdrsai szamos paraméter vizsgalata utan
valasztotta ki azt a négyet, amely alapjan a ,,mini-panel” felépiil. Amikor tiz csontveldi mintat
harom részre osztottak és azokat kilonboz6 laboratoriumokban, ezaltal kiilonb6z6 minta-
feldolgozasi koriilmények és dramlési citometriai beallitasok alkalmazéasaval, megvizsgaltak,
azt talaltdk, hogy a ,mini-panel” négy paraméterénél nem volt szamottevd kiilonbség a
laboratoriumok altal mért eredmények kozott [47]. Ha alaposabban megvizsgaljuk a négy
paramétert, abbdl egy, a myeloblast szazalék az, melynek meghatarozasat a WHO ajanlasban

1s aramlasi citometriaval javasoljak. Két paraméter esetében pedig (granulocyta €s lymphocyta
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oldalra szort fényének aranya, lymphocytak és a myeloblastok CD45 expressziojanak MFI
hanyadosa) a mintan beliili bels6 kontrollként lymphocytakat hasznaltak, mellyel csokkenthetd
az eltér6 koriilmények hatasa. A negyedik paraméter (LB aranya a CD34 pozitiv sejteken beliil)
a myeloblastok vizsgalatahoz hasonldan, szintén egy progenitor szazalékanak meghatarozasa.
Ennek kdszonhetden a pontozo rendszerhez felallitott hatarértékeket minden laboratdriumban
biztonsaggal lehet haszndlni, az eredmények fliggetlenek a vizsgalati koriilményektdl.
Tanulmanyunkban ezt a jol reprodukéalhaté rendszert egészitettiik ki minddssze két
paraméterrel, mely a szenzitivitast jelentésen megndvelte. Mindkét paraméter tovabbi
informaciot nyujt a csontveld miikdodésének eltérésérdl, melyek segitségével a heterogén
betegségcsoport tagjainak nagyobb része valik azonosithatova.

Ha csak azt vessziik figyelembe, hogy a refrakter anémia az MDS definidlasa ota
klasszikus és népes alcsoportjat alkotta az MDS-nek [7, 15, 17, 18], belathato, hogy az erythroid
vonal gyakran érintett az MDS esetében. Igy az erythroid prekurzorok CD71 rCV% értéke
kivaloan alkalmas ezen betegek szlirésére [46], még olyan aron is, hogy ennél a paraméternél
nem lehet allando hatarértéket felallitani, hanem minden laboratoriumnak kiilon sziikséges ezt
meghatarozni. Ez egyben a tanulmanyunk egyik korlatja is, mivel nem lehet az altalunk hasznalt
hatarértéket eldzetes vizsgalat nélkiil barhol hasznalni, hiszen a négy- és nyolcszinii jelolési
technikanal lathattuk, hogy ennek moddositasara volt sziikség (négyszinli analizis: 85,8%,
nyolcszinii analizis: 115,5%). A masik ) paraméteriinknek, a mastocytak szazalékanak,
korabbi aramlasi citometriai pontoz6 rendszerek nem tulajdonitottak kiilondsebb jelentdséget,
annak ellenére nem, hogy az emelkedett mastocyta aranyt MDS-ben mas metodikakkal is
bizonyitottak, és hasznos diagnosztikai paraméternek tartottak [79-82]. A mastocytak
szazalékanak aramlasi citometriai vizsgalata nem igényel a ,mini panel”-nél hasznalt
markereken kiviil egyéb CD markert, tehat nem jelent plusz vizsgalati koltséget, és a vizsgalati

kortiilmények, eltérd beallitdsok sem befolyasoltdk az altalunk bedllitott hatarértéket sem.

70



Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy a minddssze egyetlen csével, néhany markerrel
vizsgalhato hat paraméterbdl 4llo aramlési citometriai vizsgalat hasznos segitséget nyujthat az
MDS diagnosztikajaban és prognosztikai megitélésben. Alkalmas az MDS-es betegek szlirésére
azaltal, hogy informacidt nyujt nemcsak a myeloid, de a lymphoid és erythroid vonalrdl is, sot
a mastocytak altal kozvetett modon informécidhoz juthatunk a csontveldben torténd

patholdgias folyamatokrol is.

6.3. A preanalitkai faktorok hatasa az aramlasi citometriai pontozo rendszer hat

paraméterére

Az alvadasgatlo tipusa szignifikdnsan befolyasolta a granulocytak oldalra szort fény
karakterét, az erythroid prekurzorok CD71 rCV% értékét és a mastocytak szazalékat. Ezen
paraméterek koziil az alvadasgatld tipusdnak leginkdbb a mastocytak szazalékanak
megitélésénél van jelentosége. Az Ksz-EDTA-val alvadéasgatolt mintanal szignifikansan
magasabb értéket mértiink, igy — mivel a mastocyta ritka eseménynek szamit — eléfordulhat
olyan eset, hogy a Na-heparinnal alvadasgatolt mintaban nem detektalhatdé mastocyta mig Kas-
EDTA alvadasgatlé hasznalatkor igen.

A mastocytak szazalékat, az erythroid prekurzorok CD71 rCV% értékét és a
lymphoblastok szazalékat nem befolyasolta a késleltetett mintafeldolgozas. Az MB% két
nappal késobb tortént mintafeldolgozas esetén szignifikansan csokkent a Ksz-EDTA-val
alvadasgatolt mintdban. A granulocytdk és lymphocytak SSC karaktere, valamint a
lymphocytdk CD45 MFI értéke az alvadasgatlo tipusatdl fiiggetleniil csokkent két nap eltelte

utan.
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Osszességében tehat megallapithatd, hogy a hat paraméterbdl all6 aramlési citometriai
vizsgalatra a Kz-EDTA-val alvadéasgatolt minta a legalkalmasabb és az egy nappal késobb

tortént mintafeldolgozas még nem befolyéasolja ezen paraméterek megitélését.

6.4. Az aramlasi citometria felhasznalasanak optimalizacioja az MDS diagnosztikajaban

és prognosztikajaban

Az MDS egy heterogén betegségcsoport, ezért a korlefolyas valtozatos lehet [18].
Napjainkban lehetdség van célzott kezelésre, példaul hipometildld szerek alkalmazasaval,
melyek nemcsak az eseménymentes, hanem a teljes talélést is javitani tudjak. Az igen koltséges,
de hatékony hipometilal6 kezelésnél két dolgot azonban érdemes figyelembe venni: Egyrészt a
terapias valaszt biztonsdggal hat honap eltelte utan lehet megitélni, igy a betegek szempontjabol
egy rossz terapias valasz idéveszteséget okoz. Masrészt a hipometilald szerek nem pusztitjak el
a betegségért felelés malignus klont, igy a terapia befejezésekor gyors relapszus varhato [4-6,
92-99].

Ezekbdl az okokbdl kifolyolag az MDS esetében a pontos diagnozis feléllitasa, a
kezelési stratégia alapjat képezd prognosztikai megitélés, és a terapids valaszkészség
eldrevetitése a legfontosabb mind a beteg, mind pedig a tarsadalom szempontjabol. Ezen harom
elvaras teljesitéséhez a klasszikus modszerek mellett két metodika tud hasznos informécidkat
szolgaltatni, a szomatikus mutaci6 vizsgalata és az aramlasi citomertia [4-6, 40, 55, 92-102]. A
szomatikus mutacido modszertananak dinamikus fejlddését mutatja az, hogy mig 2013-ban az
ELN ajanlasban ez a modszer a javasolt, ajanlott €s kotelezé kategoéridk koziil a javasoltak
kozott szerepelt [5], addig 2016-ban a WHO ajanlas mar kiemelt két mutaciot, melyet
mindenképp érdemes vizsgalni [18]. Tovabba 2017-ben a Nemzetk6zi MDS Munkacsoport

iranyelvében mar szdmos szomatikus mutéacio emlitésre kertilt, €s azok vizsgalata szerves részét
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képezi az MDS-t megeldz6 allapotok és az MDS diagnozisa felallitasanak [22]. A metodika
fejlddésének hatterében az all, hogy nemcsak objektiv vizsgalatrol van sz6, hanem egy konnyen
standardizalhatd modszerr6l is. Ilyen mértékii fejlodést az elmult években az aramlasi
citometriai analizisnél nem lathattunk. Az aramlasi citometria mar 2006-ban mint MDS-t
tamogato kritérium szerepelt a Nemzetk6zi MDS munkacsoport ajanlasaban [25], és ez a 2017-
es Uj ajanlasban sem valtozott [22]. A 2016-ban megjelent WHO ajanlasban az aramlasi
citometriai vizsgalat hasznos, de még a részletes immunfenotipus-vizsgalat sem elegendd
onmagaban az MDS diagnozisanak felallitasahoz, az eredmények csak MDS-re jellegzetes
morfologiai vagy citogenetikai eltéréssel egyiitt indikalhatjak a diagnézis felallitasat [18]. Ha
megvizsgaljuk, hogy mi all annak hatterében, hogy az igen magas specificitassal ¢és
szenzitivitassal rendelkezé pontoz6 rendszerek sem jutottak nagyobb szerephez a nemzetkozi
ajanlasokban, a kovetkez0 megallapitdsokat tehetjiik. Noha komoly torekvések voltak az
aramlasi citometriai vizsgalatok standardizalasara és harmonizalasara [55, 63, 64], feltehetéen
gazdasagi okokbol nem sziiletett konszenzus a mintatipus, mintakezelés, jelolés, mérés ¢€s
analizis szempontjabol, melyet széleskoriien szerte a vildgban egységesen hasznalnanak.
Masrészt, habar egy objektiv modszerrdl van sz6, az eredmények helyes interpretaldsa hosszu
betanulasi 1d6t igényel, melyet mi sem bizonyit jobban, mint a jelenlegi d&ramlasi citometriai
ajanlas. MDS esetében 58 immunfenotipus eltérést sziikséges vizsgalni, ahol pozitiv
eredménynek nem egy adott marker expresszidja vagy hidnya, hanem a csokkent vagy
emelkedett intenzitasa, vagy az atipusos mintazat szamit [55]. Ezen nehézségek athidalasara 1j
iranyvonal az analizalo szoftverek fejlesztése, melyek képesek arra, hogy tobb normal minta
immunfenotipusat rogzitsék €s azok egyesitett adataihoz hasonlitani tudjdk egy adott beteg
adatat, s6t konkrét szamértékként meg tudjak mondani, hogy az atlagtol hany SD-vel tér el egy
marker expresszidja. Ezaltal egyszerlibbé és egyértelmiive valik az analizis, tovabba ha minden

laboratdrium a sajat beallitasai szerint mért normal mintakat hasznal referencianak, akkor még
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eltérd mintafeldolgozds esetén is létrejohet egy standard interpretalasi protokoll.
Tanulmanyainkkal az 4ramlési citometria széleskorii haszndlatat szerettiik volna segiteni,
eredményeinkkel tdmogatni a Nemzetkézi MDS Munkacsoport torekvéseit. A preanalitikai
faktorok kovetkeztében kialakult immunfenotipus-eltérések részletes vizsgalataval és a
nemzetkozi irodalomban a CD11b tekintetében lathato ellentmondas tisztazasaval szerettiink
volna egyrészt ravilagitani a standardizalas fontossadgara, masrészt az ajanlasok kialakitasat
segiteni. Tovabba felvetddik annak a lehetésége, hogy ha az 1) analizalo szoftverek tarolni
tudjak a normdl minta adatait, akkor arra is képesek lehetnek iddvel, hogy a felhasznald
megvalassza az analizdlni kivant minta alvadasgatlojanak tipusat, vagy a mintavételtol
szamitott mintafeldolgozas idopontjat. Az aramlasi citometriai pontozd rendszerek koziil
jelenleg a ,,mini-panel” az egyetlen, amely standardnak tekinthetd, hiszen eredményére nincs
hatassal a vizsgalat kivitelezésének koriilménye. Tanulmanyunk bebizonyitotta, hogy ha
tovabbi két paramétert hozzatesziink ehhez a panelhez, akkor a tobbletkoltségek novelése

nélkil tudjuk fokozni a pontoz6 rendszer szenzitivitasat.
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7. Osszefoglalas

Az MDS egy heterogén megbetegedés, mely természetébol adodoan valtozatos klinikai
kimenetellel tarsul. Az aramlasi citometriai vizsgalat hasznos segitséget tud nyujtani a
diagnozis feléllitasaban, a prognozis megitélésben, sot a terapiara adott valasz eldrejelzésében
is. Munkank célja egyrészt az volt, hogy a preanalitikai faktorok immunfenotipusra gyakorolt
hatasat felmérjiik, masrészt javitsuk az MDS szlirésére kialakitott ,,mini-panel” érzékenységét.

A preanalitikai faktorok koziil vizsgaltuk az alvadéasgatld tipusatol fliggd
immunfenotipus eltéréseket a kiindulasi és késleltetett mintafeldolgozés soran. Az analiziskor
a markerek széles spektrumat felhasznalva nemcsak a myeloid, hanem a lymphoid, erythroid
sejtvonalat, s6t a ritka eseményeket is vizsgaltuk. Az ELN ajanlasnak megfeleléen a Na-
heparinnal alvaddsgatolt mintdkndl kevesebb immunfenotipus eltérés adodott a késleltetett
mintafeldolgozés kovetkeztében. Emellett kimutattuk, hogy az antitest klonja is befolyasolhatja
az immunfenotipust és annak valtozasat.

A, mini-panel”-t két tovabbi paraméterrel kiegészitve (CD71 rCV%, mastocytak
szazaléka) egy érzékenyebb &ramldsi citometriai pontoz6 rendszert kapunk, melynek
segitségével az alacsony rizikdju MDS-es betegek is hatékonyan azonosithatéak. A rendszer
paramétereinek négy- vagy nyolcszinii jel6lési technikaval torténd vizsgalata nem befolyasolja
a rendszer hasznalhatosagat. Tovabba a paraméterek detektalasa egy nappal késébb tortént
mintafeldolgozas soran is megbizhatoak fliggetleniil az alvadasgatlo tipusatol. Ugyanakkor,
mivel a mastocytak detektalasara a Kz-EDTA-val alvadédsgatolt vér az optimalisabb, igy a hat
paraméterbdl allo ,,mini-panel” hasznalatakor a Kz-EDTA alvadasgatlo valasztasa javasolt. A
kialakitott rendszer nemcsak a diagndzis felallitasdhoz, hanem a progndzis megitéléshez is

hozzéjarulhat.
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Munkénkkal szerettiink volna tdmogatni a Nemzetkdzi Aramlédsi Citometriai
Munkacsoport d&ramlési citometriai vizsgalat standardizalaséra és széleskorti hasznalhatosagéara

vonatkozo torekvéseit.

8. Summary

MDS is a heterogeneous disease with understandably variable clinical outcomes. Flow
cytometric examination can provide useful contributions to the diagnosis, prognostic
assessment, and the anticipation of the therapy’s effectiveness. Our objectives were assessing
the impact of preanalytical factors on immunophenotype and improving the sensitivity of the
“mini-panel” applied for the screening of MDS.

Of preanalytical factors, we examined the immunophenotypic alterations dependent on
the type of anticoagulant by immediate and delayed sample handling. Applying a wide spectrum
of markers, we analyzed not only the myeloid but also the lymphoid and erythroid cell lineages
and even rare events. In accordance with the recommendations of ELN, samples anticoagulated
with Na-heparin showed fewer immunophenotypic alterations as a consequence of delayed
sample handling. We also demonstrated that the clone of the antibody can influence the
immunophenotype and its alterations.

Complementing the ,,mini-panel” with two additional parameters (CD71 rCV%,
mastocytes %) resulted in a more sensitive flow cytometric scoring system that can identify
even low-risk MDS patients efficiently. Examining the system’s parameters with either 4- or 8-
color staining method does not influence the applicability of the system. Furthermore, detecting
the parameters remains reliable even with a 1-day delay in sample processing, regardless of the
type of anticoagulant. Nevertheless, the bone marrow samples collected in K3-EDTA proved to

be the most applicable to detection of mast cells, therefore it is recommended to collect samples
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in K3-EDTA for the determination of the “mini-panel” based on six parameters. Our amended
system can contribute not only to the diagnosis but also the prognostic assessment of MDS

cases.

With our study, we intended to support the International Flow Cytometric Working
Group in their efforts to standardize and promote flow cytometric examination in the diagnosis

of MDS.

9. A disszertacio uj eredményei, megallapitasai, klinikai jelentésége

1. Legjobb tuddsunk szerint most eldszor tortént a preanalitikai faktorok hatdsanak vizsgalata
a markerek széles spektrumén (37 paraméter), kiilonb6z6 sejttipusokon, nyolcszinti jel6lési
technika alkalmazasaval. Azt talaltuk, hogy az alvadasgatlo tipusa jelentésen befolyasolja
a késoi mintafeldolgozas kovetkeztében kialakult immunfenotipus-eltérések szamat és azok
mértékét. Azonositottuk a stabil és érzékeny markereket.

2. Az alvadasgatld tipusa mar a kiindulasi antigén expresszids mintazatra is hatdssal van,
amikor még nincs, vagy csak minimalis mennyiségben van jelen apoptotizalo sejt.

3. Tisztaztuk a sejtek elhaldsa soran bekovetkezé6 CDI11b expresszidjanak valtozasardl a
nemzetkdzi irodalomban talalt eltéré informacidk okat: Eredményeink alatdmasztjak azt,
hogy az alvadasgatlo tipusa, a minta szarmazasi helye (periférids, csontvel6i minta) és a
vizsgalathoz hasznalt antitest klonja megszabja a CD11b expresszidjanak viselkedését késoi
mintafeldolgozas soran.

4. Hipotézisinknek megfelelden azt talaltuk, hogy ha a ,mini-panel”-t tovabbi két
paraméterrel kiegészitettilk - a CD71 expresszidjanak variacios koefficiensével (CD71
rCV%) és a mastocytak szazalékaval (MC%) — egy szenzitivebb pontozorendszert tudtunk

kialakitani, mik6zben a specificitas magas maradt.
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A négyszinli jelolési technikdaval meghatarozott hat paraméterbdl allo ,,mini-panel”
eredményei jol reprodukalhatéak a nyolcszinii jeldlési technika hasznalatakor is, tehat az
eredményeket a fluoreszcens festék tipusa, az aramlasi citométer bedllitasai nem
befolyasoltak.

Bizonyitani tudtuk, hogy a kialakitott pontoz6 rendszer nemcsak az MDS diagnosztikajat,
de a prognosztikai besorolast is segiteni tudta.

A négy paraméterbdl allé ,,mini-panel” elemeit az antikoagulans tipusa és az egy nappal
késobb tortént mintafeldolgozas nem befolyasolta.

Eredményeink ravilagitottak arra, hogy a mastocytdk aramléasi citometriaval torténd
meghatérozasara a Ks-EDTA-val alvadasgatolt csontveléi minta a legalkalmasabb. igy a
hat paraméterb6l allo ,,mini-panel” vizsgalatara a Kz-EDTA-val alvadasgatolt csontveldi

minta a legmegfelelobb, melynek paraméterei egy napig stabilak.
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