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INTRODUCTION 

 

Τηε χορρεχτ διαγνοσισ ανδ δετερµινατιον οφ τηε εξαχτ τψπε οφ αχυτε λευκεµια 

ισ νεχεσσαρψ φορ τηε σελεχτιον οφ αππροπριατε τρεατµεντ προτοχολ ανδ τηυσ χαν 

χοντριβυτε το τηε εφφεχτιϖενεσσ οφ χηεµοτηεραπψ. Α χοµπλεξ γενετιχ ανδ 

ιµµυνολογιχαλ χηαραχτεριζατιον οφ λευκεµιχ χελλσ ηασ διαγνοστιχ σιγνιφιχανχε  

βυτ ιτ αλσο εναβλεσ τηε δετεχτιον οφ ρεσιδυαλ λευκεµιχ χελλσ (µινιµαλ ρεσιδυαλ 

δισεασε � ΜΡ∆) ανδ τηε εαρλψ ρεχογνιτιον οφ ρελαπσε. Ιν ορδερ το αχηιεϖε 

τηεσε ιµπορταντ φεατυρεσ α µυλτιπαραµετριχ αναλψσισ οφ τηε µαλιγναντ χελλσ − 

προϖιδινγ βοτη στρυχτυραλ ανδ φυνχτιοναλ ινφορµατιον − ισ ρεθυιρεδ. Ιν ουρ 

στυδιεσ τεχηνιχαλ χονδιτιονσ οφ σαµπλε πρεπαρατιον ιν τηε δετεχτιον οφ 

ιντραχελλυλαρ µαρκερσ ωερε ινϖεστιγατεδ ιν ορδερ το εσταβλιση τηε οπτιµαλ 

χοµβινατιον οφ περµεαβιλιζινγ ρεαγεντ, αντιβοδψ χλονεσ ανδ φλυοροχηροµεσ. 

Τηε ποσσιβλε διαγνοστιχ ιµπορτανχε οφ α νεω µαρκερ Χ∆162 (Π−σελεχτιν 

γλψχοπροτειν λιγανδ−1, ΠΣΓΛ−1) ιν τηε ιδεντιφιχατιον οφ ΑΜΛ συβτψπεσ ωασ 

αλσο εϖαλυατεδ. 

∆ετεχτιον οφ διφφερεντ προγνοστιχ φαχτορσ ατ τηε τιµε οφ διαγνοσισ χαν προϖιδε 

ινφορµατιον αβουτ ποσσιβλε τρεατµεντ ουτχοµε ανδ χαν αλσο ινφλυενχε τηε 

σελεχτιον οφ αππροπριατε χηεµοτηεραπψ. ∆ρυγ ρεσιστανχε µεχηανισµσ − αµονγ 

ωηιχη τηε πρεσενχε ανδ αχτιϖιτψ οφ µεµβρανε τρανσπορτερσ ισ βελιεϖεδ το βε 
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τηε µοστ φρεθυεντ χαυσε − ασ προγνοστιχ φαχτορσ ωερε αλσο ινϖεστιγατεδ. 

Μεµβρανε τρανσπορτερσ εξτρυδε σεϖεραλ χηεµιχαλλψ υνρελατεδ µολεχυλεσ φροµ 

τηε χελλσ βψ αχτιϖε πυµπ µεχηανισµ. Αµονγ τηειρ συβστρατεσ αρε νυµερουσ 

χψτοτοξιχ δρυγσ τηατ αρε υσεδ ιν τηε τρεατµεντ οφ µαλιγναντ ηεµατολογιχαλ 

δισορδερσ. Ασ α ρεσυλτ οφ τηε αχτιϖιτψ οφ τηεσε τρανσπορτερσ χελλσ βεχοµε 

ρεσισταντ το σεϖεραλ τψπε οφ χψτοτοξιχ δρυγσ � τηισ πηενοµενον ισ χαλλεδ 

µυλτιδρυγ ρεσιστανχε (Μ∆Ρ).   

Diagnostic importance of immunophenotyping 

Ιν τηε διαγνοστιχσ οφ ηεµατολογιχαλ µαλιγνανχιεσ ανδ δετεχτιον οφ ΜΡ∆ 

διρεχτλψ λαβελεδ µονοχλοναλ αντιβοδιεσ µεασυρεδ βψ φλοω χψτοµετρψ ισ τηε 

µετηοδ οφ χηοιχε. Τηε δετεχτιον οφ ιντραχελλυλαρ µαρκερσ ισ τηε µοστ ρελιαβλε 

τοολ φορ ιδεντιφιχατιον οφ µαλιγναντ λινεαγε σινχε τηε εαρλιεστ ανδ µοστ 

σπεχιφιχ µαρκερσ φορ τηε διφφερεντ λψµπηοιδ ανδ µψελοιδ χελλ λινεαγεσ αρε 

φρεθυεντλψ αβσεντ φροµ τηε χελλ συρφαχε βυτ υσυαλλψ δετεχταβλε ατ τηε 

ιντραχελλυλαρ λεϖελ. Τηε µοστ χοµµονλψ υσεδ µαρκερσ το διφφερεντιατε 

βετωεεν µψελοιδ, Τ ανδ Β χελλ λινεαγε αρε ΜΠΟ, χψ Χ∆3 ανδ χψΧ∆79α. 

Αππροπριατε σελεχτιον οφ τηε περµεαβιλιζινγ σολυτιον, µονοχλοναλ αντιβοδψ 

χλονεσ ανδ φλυοροχηροµεσ χαν προϖιδε α σενσιτιϖε ανδ σπεχιφιχ προχεδυρε ιν  

λινεαγε ασσεσσµεντ.   
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Τηουγη ηεµατολογιχαλ µαλιγνανχιεσ χαν υσυαλλψ βε χλασσιφιεδ βψ τηε 

χοµµονλψ υσεδ µαρκερσ ιτ ισ αλσο ιµπορταντ το φινδ νεω µαρκερσ τηατ εναβλε 

υσ το διφφερεντιατε υνδουβτεδλψ βετωεεν λευκεµια συβτψπεσ. Βεσιδεσ µυλτιπλε 

λαβελινγ οφ τηε χελλσ (τηρεε ανδ φουρ χολορ αναλψσισ) α νεω διαγνοστιχ 

αππροαχη ισ τηε αππλιχατιον οφ µαρκερσ τηατ αρε πρεσεντ ον τηε χελλ συρφαχε ιν 

διφφερεντ ιντενσιτψ δεπενδινγ ον χελλυλαρ µατυρατιον. Θυαντιτατιϖε διφφερενχεσ 

ιν τηε εξπρεσσιον οφ σεϖεραλ µαρκερσ λικε Χ∆10, Χ∆34 ετχ. ον νορµαλ ανδ 

λευκεµιχ χελλσ ηαϖε βεεν δεµονστρατεδ. Μολεχυλεσ οφ παρτιχυλαρ ιντερεστ αρε 

τηε ονεσ τηατ ηαϖε α ρολε ιν τηε φυνχτιονσ οφ µαλιγναντ χελλσ λικε αδηεσιον, 

αγγρεγατιον, τρανσενδοτηελιαλ µιγρατιον (ιντεγρινσ, σελεχτινσ ανδ σελεχτιν 

λιγανδσ). Ονε οφ τηεσε προτεινσ ισ τηε Π−σελεχτιν γλψχοπροτειν λιγανδ−1 

(ΠΣΓΛ−1,  Χ∆162) τηατ ισ α χουντερ ρεχεπτορ φορ αλλ τηρεε σελεχτινσ. 

Multidrug resistance mechanisms  

Ιµµυνολογιχαλ δετεχτιον οφ µεµβρανε προτεινσ δοεσ νοτ αλωαψσ χορρελατε 

ωιτη τηειρ φυνχτιον σο ιτ ισ βιολογιχαλλψ µορε ρελεϖαντ το δετεχτ τηε φυνχτιοναλ 

αχτιϖιτψ οφ τηεσε προτεινσ. Ιτ ισ παρτιχυλαρλψ ϖαλιδ φορ τηε δετεχτιον οφ 

µεµβρανε τρανσπορτερσ σινχε τηειρ αχτιϖιτψ χαν χονφερ δρυγ ρεσιστανχε. 

Μεµβρανε τρανσπορτερσ ωορκ ασ αν ΑΤΠ δεπενδεντ εφφλυξ πυµπ ανδ αρε αβλε 

το ρεµοϖε ηψδροπηοβιχ µολεχυλεσ ινχλυδινγ χψχτοτοξιχ δρυγσ ανδ δψεσ φροµ 

τηε χελλσ. Τηισ αχτιϖιτψ µαινταινσ τηε λεϖελ οφ α ωιδε ρανγε οφ χυρρεντλψ υσεδ 
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αντινεοπλαστιχ δρυγσ βελοω τηε χελλ−κιλλινγ  τηρεσηολδ. Τηεσε τρανσπορτερσ 

βελονγ το τηε λαργε φαµιλψ οφ ΑΒΧ τρανσπορτερσ. Τηειρ χοµµον φεατυρε ισ τηε 

ΑΤΠ βινδινγ χασσεττε ρεγιον λοχαλιζεδ ιν τηε ιντραχελλυλαρ παρτ οφ τηε προτειν. 

Υνφαϖοραβλε προγνοστιχ εφφεχτ λικε τηεραπψ φαιλυρε ανδ δεχρεασεδ συρϖιϖαλ 

ρατεσ ιν ΑΜΛ ηαϖε βεεν προϖεδ βψ σεϖεραλ στυδιεσ. Τηε µοστ ιµπορταντ 

προτεινσ ιν τηισ γρουπ αρε τηε Π−γλψχοπροτειν (Πγπ), µεµβερσ οφ τηε ΜΡΠ 

φαµιλψ (µυλτιδρυγ ρεσιστανχε ρελατεδ προτεινσ) ανδ τηε ρεχεντλψ δεσχριβεδ 

ΒΧΡΠ (βρεαστ χανχερ ρελατεδ προτειν). 

Τηερε αρε ατ λεαστ τηρεε διφφερεντ αππροαχηεσ το δετεχτ Μ∆Ρ: (ι) φυνχτιοναλ 

τεστσ µεασυρινγ δρυγ ορ δψε εφφλυξ/αχχυµυλατιον, (ιι) δετεχτιον οφ εξπρεσσιον 

λεϖελ βψ µονοχλοναλ αντιβοδιεσ ωιτη φλοω χψτοµετρψ ορ 

ιµµυνοχψτοχηεµιστρψ (ιιι) δετεχτιον οφ µΡΝΑ λεϖελσ φορ τρανσπορτερ 

προτεινσ. Φυνχτιοναλ τεστσ µεασυρε τηε τρανσπορτ αχτιϖιτψ οφ τηε προτειν, τηατ ισ 

τηε χλινιχαλλψ ρελεϖαντ παραµετερ. 
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AIM OF THE STUDIES 

 

1.  Diagnostic investigations (immunophenotyping): 

a. Το δετερµινε τηε οπτιµαλ χοµβινατιον οφ περµεαβιλιζατιον ρεαγεντ, 

φλυοροπηορ ανδ αντιβοδψ χλονεσ τηατ προϖιδεσ τηε µοστ σενσιτιϖε ανδ 

σπεχιφιχ δετεχτιον οφ τηε λινεαγε  

b. Το εϖαλυατε τηε ποσσιβλε διαγνοστιχ σιγνιφιχανχε οφ α συρφαχε µαρκερ Π−

σελεχτιν γλψχοπροτειν λιγανδ−1 (ΠΣΓΛ−1, Χ∆162) τηατ ηασ νοτ ψετ βεεν 

υσεδ ασ α µαρκερ ιν λευκεµια διαγνοστιχσ. 

 

2.  Investigation of prognostic markers  (multidrug resistance) 

a. Το αδαπτ ανδ οπτιµιζε τηε χαλχειν ασσαψ ασ α ρουτινε διαγνοστιχ τοολ  

b. Το δετερµινε τηε Μ∆Ρ αχτιϖιτψ ιν διφφερεντ χελλ ποπυλατιονσ ανδ το 

εξαµινε τηε χορρελατιον βετωεεν Μ∆Ρ αχτιϖιτψ ανδ αντιγεν εξπρεσσιον  

c. Το δετερµινε τηε προγνοστιχ ρολε ανδ πρεδιχτιϖε ϖαλυε οφ τηε χαλχειν τεστ  

ον α λαργε χοηορτ οφ δε νοϖο αχυτε λευκεµια πατιεντσ  
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MATERIALS AND METHODS 

Permeabilization and staining procedures  

Α τοταλ οφ 21 νορµαλ ανδ αχυτ λευκεµιχ σαµπλεσ ωερε µεασυρεδ ανδ τηε 

χοµπαρατιϖε αναλψσισ οφ 6 χοµµερχιαλλψ αϖαιλαβλε περµεαβιλιζατιον/φιξατιον 

κιτσ ωασ περφορµεδ ιν τωο χεντερσ (Υνιϖερσιτψ οφ ∆εβρεχεν, ∆επαρτµεντ οφ 

Χλινιχαλ Βιοχηεµιστρψ ανδ Μολεχυλαρ Πατηολογψ ανδ Χψτοµετρψ Υνιτ οφ τηε 

Υνιϖερσιτψ οφ Σαλαµανχα). Αλλ αχυτε λευκεµια πατιεντσ ωερε στυδιεδ ατ τηε 

ονσετ οφ τηε δισεασε βεφορε χηεµοτηεραπψ. Τηε περµεαβιλιζατιον κιτσ ωερε 

υσεδ στριχτλψ αχχορδινγ το τηε ρεχοµµενδατιον οφ τηε µανυφαχτυρερσ. ∆υρινγ 

τηε στυδψ Χψτοφιξ/Χψτοπερµ (Πηαρµινγεν), Φιξ ανδ Περµ (Χαλταγ 

Λαβορατοριεσ), Ιντραπρεπ (Ιµµυνοτεχη), Ιντρασταιν (∆ΑΚΟ), Περµεαχψτε 

(Βιο−Ε) ανδ τηε Περµεαφιξ (Ορτηο) κιτσ ωερε χοµπαρεδ. 

Τηε µοστ ιµπορταντ λινεαγε σπεχιφιχ ιντραχελλυλαρ µαρκερσ, ΜΠΟ, χψΧ∆79α, 

χψΧ∆3 ανδ τηειρ ΦΙΤΧ (φλυορεσχειν ισοτηιοχψονατε) ανδ ΠΕ (πηψχοερψτηριν) 

χονϕυγατεσ ωερε δετεχτεδ ιν αλλ σαµπλεσ υσινγ διρεχτ ιµµυνοφλυορεσχενχε 

τεχηνιθυε. Ιν λευκεµιχ σαµπλεσ τηε σελεχτιϖε αναλψσισ οφ µαλιγναντ χελλσ ωασ 

προϖιδεδ βψ συρφαχε  Χ∆45 σταινινγ ανδ χελλσ ωιτη διµ Χ∆45 λαβελινγ ωερε 

σελεχτεδ. Μεασυρεµεντσ ωερε χαρριεδ ουτ ον ΦΑΧΣχαν ανδ ΦΑΧΣΧαλιβυρ 

φλοω χψτοµετερσ. Στατιστιχαλ αναλψσεσ ωερε περφορµεδ υσινγ Ωιλχοξον ανδ 

Κρυσκαλ �Ωαλλισ τεστσ. 
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Quantitative determination of PSGL-1 molecule 

Π−σελεχτιν γλψχοπροτειν λιγανδ−1 (ΠΣΓΛ−1, Χ∆162) µεδιατεσ λευχοχψτε 

ρολλινγ ον ενδοτηελιαλ χελλσ χοϖερεδ βψ Π− ανδ Ε σελεχτινσ ανδ ιτ ισ τηε µαϕορ 

χουντερ ρεχεπτορ φορ λευχοχψτε Λ−σελεχτιν. ΠΛ−1 νευτραλιζινγ µονοχλοναλ 

αντιβοδψ το ΠΣΓΛ−1 ανδ ΠΕ χονϕυγατεδ αντι−Χ∆162 ΚΠΛ−1 (Β∆, 

Πηαρµινγεν, Χ∆162) αντιβοδψ ωασ υσεδ φορ τηε δετεχτιον οφ τηε µολεχυλε. 

Τηε ΠΛ−1 ωασ αππλιεδ ιν θυαντιτατιϖε φλοω χψτοµετρψ τεστσ, ωηιλε τηε ΚΠΛ−1 

ΠΕ χονϕυγατε ωασ υσεδ ιν 3−χολορ σταινινγσ.  

Αλτογετηερ τωεντψ−φιϖε νορµαλ ανδ τωεντψ λευκεµιχ σαµπλεσ ωερε αναλψζεδ 

(περιπηεραλ βλοοδ ανδ/ορ βονε µαρροω). Το µεασυρε τηε θυαντιτατιϖε 

εξπρεσσιον οφ ΠΣΓΛ−1, χαλιβρατεδ βεαδσ (ΘΙΦΙ κιτ ∆ΑΚΟ) ωερε υσεδ: ΠΣΓΛ−

1 χοπψ νυµβερ ωασ χαλχυλατεδ βψ δετερµινινγ φλυορεσχενχε ιντενσιτψ ατ τηε 

ΦΛ−1 χηαννελ. Ρεσυλτσ ωερε εξπρεσσεδ ασ αντιβοδψ βινδινγ χαπαχιτψ (ΑΒΧ) 

οβταινεδ φροµ τηε χαλιβρατιον χυρϖε υσινγ βεαδσ χοατεδ ωιτη φιξ αµουντσ οφ 

αντιβοδιεσ ανδ συβσεθυεντλψ σταινεδ ωιτη τηε σαµε σεχονδαρψ ρεαγεντ. 

Σαµπλεσ ωερε µεασυρεδ ωιτη χονσταντ ϖολταγε σεττινγσ ον Βεχτον ∆ιχκινσον 

ΦΑΧΣχαν φλοω χψτοµετερ. Λευκεµιχ βλαστσ φορ ΠΣΓΛ−1 εξπρεσσιον ωερε 

σελεχτεδ βψ βαχκγατινγ Χ∆45 διµ χελλσ ον το ΦΣ−ΣΣ δοτ πλοτ, ωηιλε ιν 

νορµαλ βονε µαρροω σαµπλεσ Χ∆33/Χ∆34 δουβλε ποσιτιϖε χελλσ ωερε 
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αναλψζεδ. Ρεχεπτορ νυµβερσ ιν πατιεντσ ανδ χοντρολ συβϕεχτσ ανδ ιν διφφερεντ 

λευκοχψτε συβσετσ ωερε χοµπαρεδ υσινγ Μανν−Ωηιτνεψ Υ τεστ. 

Calcein assay 

Χαλχειν�αχετοξψµετηψλεστερ, τηε ηψδροπηοβιχ δεριϖατιϖε οφ χαλχειν πασσιϖελψ 

εντερσ τηε χελλσ ανδ ισ αχτιϖελψ εξτρυδεδ φροµ ρεσισταντ χελλσ βψ βοτη Πγπ ανδ  

ΜΡΠ1. Τηε χονσεθυεντ ρεδυχτιον ιν τηε χελλυλαρ αχχυµυλατιον οφ τηε 

φλυορεσχενχε φρεε χαλχειν ρελατιϖε το τηατ σεεν ιν τηε πρεσενχε οφ αν ινηιβιτορ 

ε.γ ϖεραπαµιλ προϖιδεσ α θυαντιτατιϖε µεασυρε οφ τηε τρανσπορτ αχτιϖιτψ. Ιφ 

τηεσε τρανσπορτερσ αρε νοτ πρεσεντ ορ νοτ ωορκ, φλυορεσχεντ χαλχειν ισ 

προδυχεδ βψ χελλυλαρ εστερασεσ. Ρεσυλτσ ωερε εξπρεσσεδ ασ µυλτιδρυγ 

ρεσιστανχε αχτιϖιτψ φαχτορ (ΜΑΦ) χαλχυλατεδ βψ τηε φορµυλα  [ΦΙ(ςπ+) − 

ΦΙ(ςπ−)]/ΦΙ (ςπ+) ξ 100 τηατ µεασυρεσ τηε τρανσπορτ αχτιϖιτψ οφ βοτη Πγπ ανδ 

ΜΡΠ1, ανδ τηε ρεσυλτσ αρε χορρελατεδ ωιτη τηε λεϖελ οφ εξτρυσιον οφ 

Πγπ/ΜΡΠ1 συβστρατε χψτοτοξιχ δρυγσ. Χελλσ ωερε λοαδεδ ωιτη χαλχειν−ΑΜ 

φολλοωινγ αν ινχυβατιον περιοδ ωιτη ορ ωιτηουτ τηε ινηιβιτορ (ϖεραπαµιλ). 

Αφτερ α χεντριφυγε στεπ προπιδιυµ−ιοδιδ λαβελινγ ωασ αππλιεδ το δετεχτ τηε 

ϖιαβιλιτψ οφ τηε χελλσ. Σαµπλεσ ωερε στορεδ ατ 4°Χ ανδ µεασυρεδ ωιτηιν 6 

ηουρσ ον α Βεχτον ∆ιχκινσον  ΦΑΧΣχαλιβυρ ορ ΦΑΧΣχαν φλοω χψτοµετερ. 
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Sample storage for calcein assay 

Ιν φυνχτιοναλ τεστσ τηε ϖιαβιλιτψ οφ τηε χελλσ ηασ παρτιχυλαρ ιµπορτανχε ανδ 

ΑΤΠ συππλψ φορ τηε χελλσ ηασ το βε προϖιδεδ.  Ιν ορδερ το τεστ τηε δυρατιον οφ 

αππροπριατε σαµπλε στοραγε τηατ ηασ νο εφφεχτ ον ΜΦΙ ανδ ΜΑΦ ϖαλυεσ, 

ωηολε βονε µαρροω σαµπλεσ ανδ ισολατεδ χαλχειν λοαδεδ µονονυχλεαρ χελλσ 

ωερε στορεδ ανδ αναλψζεδ ατ διφφερεντ τιµε ποιντσ. Βοτη σαµπλε τψπεσ ωερε 

στορεδ ατ ροοµ τεµπερατυρε ανδ 4°Χ υπ το 24 ηουρσ.  

The combination of calcein assay with cell surface staining  

Τηε παν λευκοχψτε µαρκερ Χ∆45 ωασ υσεδ ιν ουρ εξπεριµεντσ, τηατ σηοωσ 

λοω εξπρεσσιον ον ιµµατυρε χελλσ. Χ∆45διµ χελλσ ωερε σελεχτιϖελψ αναλψζεδ 

τηατ ρεφερσ το τηε ΜΑΦ ϖαλυε οφ βλαστ χελλσ. 

Determination of  Pgp copy number  

Φορ τηε θυαντιτατιϖε δετερµινατιον οφ Πγπ νυµβερ, τηε χαλιβρατιον χυρϖε οφ 

τηε ΘΙΦΙ κιτ βεαδσ ωερε υσεδ. Τηε βεαδσ ωερε ρυν σιµυλτανεουσλψ ωιτη εαχη 

µεασυρεµεντ βψ υσινγ χονσταντ ϖολταγε σεττινγσ. Ρεσυλτσ ωερε εξπρεσσεδ ασ 

αντιβοδψ βινδινγ χαπαχιτψ (ΑΒΧ). Τηε ΜΡΚ−16 αντιβοδψ ρεαχτσ ωιτη 

εξτερναλ λοοπσ οφ τηε ΠγΠ−Μ∆Ρ1 ανδ τηυσ ηασ βεεν σηοων το βε α συιταβλε 

χλονε φορ τηε θυαντιτατιον οφ συρφαχε ασσοχιατεδ ΠγΠ. ΑΒΧ ϖαλυεσ ανδ ΜΑΦ 

ϖαλυεσ ωερε χοµπαρεδ ον Μ∆Ρ+ χελλ λινεσ ανδ χλινιχαλ σαµπλεσ.  
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Patients and chemotherapy 

 Τηε στυδψ ωασ περφορµεδ ιν τωο ηεµατολογιχαλ χεντερσ, ατ τηε Υνιϖερσιτψ οφ 

∆εβρεχεν ανδ ατ τηε Νατιοναλ Ινστιτυτε οφ Ηεµατολογψ ανδ Ιµµυνολογψ, 

Βυδαπεστ. Σαµπλεσ οφ 93 υντρεατεδ δο νοϖο αχυτε λευκεµια πατιεντσ ωερε 

αναλψζεδ. Ιµµυνοπηενοτψπιχ αναλψσισ οφ συρφαχε ανδ ιντραχελλυλαρ  µαρκερσ 

ωασ περφορµεδ υσινγ στανδαρδ τηρεε−χολορ µετηοδολογψ. Πατιεντσ ωερε 

υνιφορµλψ τρεατεδ ωιτη τηε 7+3 ρεµισσιον ινδυχτιον προτοχολ, χονσιστινγ οφ 

χψτοσινε � αραβινοσιδε 200 µγ/µ2 φορ 7 δαψσ ανδ αντηραχψχλινε φορ 3 δαψσ 

(δαυνοβλαστιν 60 µγ/µ2, αδριαµψχιν 45 µγ/µ2 ορ ιδαρυβιχιν 12 µγ/µ2) 

συππλεµεντεδ ωιτη 100 µγ/ µ2 ετοποσιδε ιν τηε χασε οφ ΑΜΛ Μ4 ανδ Μ5. 

Πατιεντσ ωερε γιϖεν 1 ορ 2 χψχλεσ οφ τηε αβοϖε προτοχολ δεπενδινγ ον τηε 

ρεσπονσε το τηεραπψ. Το εϖαλυατε τρεατµεντ εφφιχιενχψ, βονε µαρροω ανδ 

περιπηεραλ βλοοδ ωερε εξαµινεδ µορπηολογιχαλλψ ατ 4 ωεεκσ. ∆ιφφερενχεσ φορ 

σιγνιφιχανχε βετωεεν γρουπσ ωερε αναλψζεδ βψ υνπαιρεδ Στυδεντ�σ τ−τεστ. 

Μυλτιπλε λογιστιχ ρεγρεσσιον µοδελσ ωερε υσεδ φορ εϖαλυατινγ τηεραπψ 

ρεσπονσε ανδ Χοξ ρεγρεσσιον ωασ υσεδ φορ αναλψσισ οφ συρϖιϖαλ δατα. Καπλαν−

Μειερ συρϖιϖαλ χυρϖεσ ωερε εϖαλυατεδ στατιστιχαλλψ βψ λογ−ρανκ τεστ.  
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RESULTS 

Comparative analysis of permeabilization techniques 

1. Light scatter signals and autoflorescence 

Αλλ φιξατιον/περµεαβιλιζατιον κιτσ ινδυχεδ χονσιδεραβλε χηανγε ιν φορωαρδ 

(ΦΣΧ) ανδ σιδε (ΣΣΧ) σχαττερ χηαραχτεριστιχσ τηατ ισ παρτιχυλαρλψ στρικινγ ον 

ΦΣΧ−ΣΣΧ δοτ πλοτσ ιν χοµπαρισον το τηε πλοτσ οφ φιξεδ βυτ νοτ περµεαβιλιζεδ 

νορµαλ περιπηεραλ σαµπλε. Αναλψζινγ τηε νυµεριχαλ ϖαλυεσ οφ ΦΣΧ ιν εαχη 

χελλ τψπε σιγνιφιχαντ διφφερενχεσ ωερε οβταινεδ ωιτη αλλ σιξ περµεαβιλιζινγ 

αγεντσ ανδ ιτ ωασ µοστ ρεµαρκαβλε ιν τηε ποπυλατιον οφ περιπηεραλ ανδ βονε 

µαρροω λψµπηοιδ χελλσ. Ινχρεµεντσ ιν αυτοφλυορεσχενχε λεϖελσ ασ ρεχορδεδ 

τηρουγη ΜΦΙ ϖαλυεσ οφ τηε ΦΛ1 ανδ ΦΛ2 χηαννελ ωερε δετεχτεδ ιν χασε οφ αλλ 

περµεαβιλιζινγ ρεαγεντσ. 

Myeloperoxidase 

Χοµπαρινγ τηε ΜΦΙ ϖαλυεσ οφ τηρεε χλονεσ (ΜΠΟ−7, ΧΒΛ−ΜΠΟ−1 ανδ Η−43−

5) τηε σενσιτιϖιτψ οφ ΜΠΟ−7 χλονε ωασ σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ ιν χοντραστ το τηε 

τωο οτηερ χλονεσ. Παιρωισε χοµπαρισον οφ ΦΙΤΧ ανδ ΠΕ χονϕυγατεσ οφ τηε 

σαµε χλονε ρεϖεαλεδ τηατ ΠΕ χονϕυγατεσ ψιελδεδ σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ ΜΦΙ 

ϖαλυεσ. Φαλσε ποσιτιϖε ρεαχτιον ωασ σεεν φολλοωινγ τηε υσε οφ 

Χψτοφιξ/Χψτοπερµ ρεαγεντ ωηερε αλλ τηρεε αντι−ΜΠΟ χλονεσ  σταινεδ Β−ΑΛΛ 

ανδ Τ−ΑΛΛ βλαστσ διµλψ.  
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3. cyCD79a 

Τηε Πηαρµινγεν Χ∆79αΠΕ µονοχλοναλ αντιβοδψ ψιελδεδ σιγνιφιχαντλψ λοωερ  

ΜΦΙ τηαν τηε ∆ΑΚΟ ανδ Ιµµυνοτεχη Χ∆79αΠΕ. Σιµιλαρ περχενταγε οφ 

ποσιτιϖε χελλσ ωερε δετεχτεδ ιν αλλ σαµπλεσ ανδ νονε οφ τηε αντι−Χ∆79α 

χλονεσ σηοωεδ φαλσε ποσιτιϖε ρεαχτιονσ ωιτη Τ−ΑΛΛ ορ ΑΜΛ βλαστσ. 

4. cyCD3 

Τηε Σ4.1 χλονε ψιελδεδ σιγνιφιχαντ φαλσε ποσιτιϖε ρεαχτιονσ τηερεφορε φυρτηερ 

αναλψσεσ ωερε ρεστριχτεδ οφ τωο οτηερ αντι−Χ∆3 χλονεσ ωηερε ΥΧΤΗ−1ΠΕ 

χλονε σηοωεδ σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ ΜΦΙ ϖαλυεσ ανδ περχενταγε οφ ποσιτιϖε 

χελλσ ωερε αλσο µορε τηαν ιν χασε οφ Ηιτ3αΠΕ χλονε.  

5. Permeabilizing solutions 

Σενσιτιϖιτψ οφ τηε περµεαβιλιζινγ σολυτιονσ ωερε ινϖεστιγατεδ χοµπαρινγ τηε 

ΜΦΙ ϖαλυεσ οφ ποσιτιϖε χελλσ οφ εαχη αντιβοδψ ποολεδ φορ τηε διφφερεντ 

φιξατιον/περµεαβιλιζατιον ρεαγεντ, ρεσπεχτιϖελψ. Νο σιγνιφιχαντ διφφερενχεσ 

ωερε φουνδ ιν ΜΦΙ ϖαλυεσ οβταινεδ ωιτη τηε διφφερεντ περµεαβιλιζινγ 

σολυτιονσ.  

Quantitative  PSGL-1 determination on normal and malignant cells  

1. PSGL-1 expression on normal hematopoietic cells 

Βασεδ ον τηε εξαµινατιον ωιτη νορµαλ περιπηεραλ βλοοδ χελλσ Β λψµπηοχψτεσ  

σηοωεδ λοω Χ∆162 λαβελινγ ωηιλε ΠΣΓΛ−1 εξπρεσσιον οφ Τ ανδ ΝΚ χελλσ 
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ωασ σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ. Μονοχψτεσ ανδ νευτροπηιλσ δισπλαψεδ ιντενσιϖε 

Χ∆162 λαβελινγ. Ιν νορµαλ βονε µαρροω χελλσ ΠΣΓΛ−1 εξπρεσσιον ωασ 

στρονγερ ιν µατυρε χελλσ τηαν ιν µψελοιδ πρεχυρσορσ ανδ τηε εξπρεσσιον οφ τηε 

µολεχυλε ωασ ινχρεασεδ δυρινγ τηε µατυρατιοναλ προχεσσ. Μονοχψτιχ χελλσ 

σηοωεδ σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ Χ∆162 εξπρεσσιον χοµπαρινγ το γρανυλοχψτεσ.  

2. Quantitative data of PSGL-1 expression 

Νυµεριχαλ ϖαλυεσ οφ ΠΣΓΛ−1 χοπψ νυµβερ ωερε αναλψζεδ ιν ορδερ το 

δετερµινε τηε εξαχτ διφφερενχεσ βετωεεν χελλ ποπυλατιονσ. Τηε φολλοωινγ 

ρεσυλτσ ωερε ρεϖεαλεδ: 

α. Λευκεµιχ µψελοβλαστσ σηοωεδ σιγνιφιχαντλψ λοωερ ΠΣΓΛ−1 εξπρεσσιον 

τηαν µατυρε χελλσ.  

β. Μονοχψτιχ πρεχυρσορσ δισπλαψεδ Χ∆162 λαβελινγ ιν α βροαδ ρανγε τηατ διδ 

νοτ προϖε σιγνιφιχαντλψ διφφερεντ φροµ τηατ οφ µατυρε µονοχψτεσ.  

χ. Νυµεριχαλ ϖαλυεσ σηοωεδ σιγνιφιχαντλψ ηιγηερ Χ∆162 εξπρεσσιον ον 

µονοβλαστσ  χοντραρψ το µψελοβλαστσ ανδ τηερε ωασ νο οϖερλαπ βετωεεν τηε 

ϖαλυεσ οφ τηε τωο ποπυλατιονσ. Βασεδ ον τηισ οβσερϖατιον ωε συγγεστ τηατ 

θυαντιφιχατιον οφ συρφαχε ΠΣΓΛ−1 µαψ αιδ ιν διφφερεντιατινγ τηεσε τωο 

συβσετσ οφ λευκεµιχ χελλσ: λοω Χ∆162 λαβελινγ ιν βλαστ χελλσ ρεφερσ το τηε 

πρεσενχε οφ µψελοβλαστσ (ΑΜΛ Μ1/Μ2). Ιν ΑΜΛ Μ4 χασεσ ΠΣΓΛ−1 σταινινγ 
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οφ µψελοιδ χελλσ δισλαψεδ α βιµοδαλ παττερν ωιτη α ΠΣΓΛ−1 διµ (µψελοβλαστ)  

ανδ ΠΣΓΛ−1 βριγητ (µονοβλαστ) ποπυλατιον.  

δ. ΠΣΓΛ−1 χοπψ νυµβερ ον νορµαλ µψελοβλαστσ ωασ νοτ διφφερεντ φροµ τηατ 

οβσερϖεδ ον ΑΜΛ βλαστ χελλσ.  

ε. Σιµυλτανεουσ µεασυρεµεντσ ωερε χαρριεδ ουτ ον βονε µαρροω ανδ 

περιπηεραλ βλαστ χελλσ ανδ ΑΒΧ ϖαλυεσ ωασ νοτ διφφερεντ υσινγ παιρεδ 

χοµπαρισον ιν τηε βονε µαρροω ανδ περιπηεραλ βλαστσ.  

Calcein assay: preanalytical variables, combined stainings  

1. Sample storage 

Ιν χασε οφ ωηολε βονε µαρροω ορ περιπηεραλ βλοοδ σαµπλεσ στορεδ υπ το 24 

ηουρσ ρεσυλτσ ωερε χοµπαρεδ το τηατ οφ φρεσηλψ οβταινεδ µατεριαλσ.  Σαµπλεσ 

στορεδ υπ το 6 ηουρσ στιλλ προϖιδεδ χοµπαραβλε ΜΑΦ ϖαλυεσ, βυτ τηε 24 η 

ΜΑΦ ϖαλυεσ ωερε σιγνιφιχαντλψ δεχρεασεδ. Ιν τηεσε σαµπλεσ  µινιµαλ ΠΙ 

ποσιτιϖιτψ ωασ οβταινεδ, βυτ δυε το ΑΤΠ δεπλετιον τηε εφφεχτιϖενεσσ οφ τηε 

εφφλυξ δετεριορατεσ τηατ λεαδσ το ηιγηερ ΜΦΙ(ςπ−) ϖαλυεσ. Ισολατεδ ανδ χαλχειν 

λοαδεδ µονονυχλεαρ χελλσ χαν βε στορεδ υπ το 24 ηουρσ ατ 4°Χ ωιτηουτ 

σιγνιφιχαντ χηανγε ιν ΜΑΦ ϖαλυεσ σινχε εφφλυξ πυµπσ αρε εφφεχτιϖελψ βλοχκεδ 

ατ τηισ τεµπερατυρε τηατ ρεσυλτσ ιν χονσταντ  ΜΦΙ(ςπ−) ϖαλυεσ. 
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2. Combination of calcein assay and cell surface staining 

Ιν ορδερ το ινϖεστιγατε ονλψ λευκεµιχ βλαστ χελλσ, Χ∆45διµ χελλσ χαν βε γατεδ 

ανδ σελεχτιϖελψ αναλψζεδ φορ χαλχειν εφφλυξ. Χαλχειν ισ α ϖερψ στρονγ 

φλυορεσχεντ δψε τηατ χαυσεσ ιντενσιϖε φλυορεσχενχε σπιλλοϖερ ατ τηε ΦΛ−2 

χηαννελ ασ ωελλ. Ηοωεϖερ βψ αππλψινγ αν αππροπριατε χοµπενσατιον χαλχειν 

ασσαψ χαν βε χοµβινεδ ωιτη συρφαχε αντιβοδψ σταινινγ βψ υσινγ Χ∆45ΠερΧΠ 

ορ Χ∆45Χψ5 χονϕυγατεσ τηατ αρε δετεχταβλε ατ ΦΛ−3 χηαννελ (>650 νµ).  

3. Determination of Pgp molecule number by monoclonal antibodies and 

quantitative flow cytometry 

Σεϖεραλ στυδιεσ εξαµινεδ τηε χορρελατιον βετωεεν Μ∆Ρ αχτιϖιτψ ανδ Πγπ 

εξπρεσσιον. Σοµε οφ τηεµ ηαϖε φουνδ δισχορδαντ ρεσυλτσ βετωεεν τηε τωο 

µετηοδσ τηατ χαν βε εξπλαινεδ βψ τηε φαχτσ τηατ φυνχτιοναλ τεστσ µεασυρε τηε 

αχτιϖιτψ οφ µορε τηαν ονε τρανσπορτερσ ωηιλε µονοχλοναλ αντιβοδιεσ προϖιδε 

ινφορµατιον αβουτ ονε προτειν ονλψ (εφφλυξ+/Πγπ− χασεσ). Ιν αδδιτιον τηε 

τρανσπορτερ µαψ βε πρεσεντ ιν α νον−φυνχτιοναλ φορµ, ορ τηε αντιβοδψ χαν 

χροσσ−ρεαχτ ωιτη Μ∆Ρ3 τηατ χαν λεαδ το φυρτηερ δισχορδαντ ρεσυλτσ (εφφλυξ−

/Πγπ+χασεσ). Χοµπαρινγ τηε ρεσυλτσ οφ τηε ινδιρεχτ ιµµυνοφλυορεσχεντ ασσαψ 

ανδ Μ∆Ρ αχτιϖιτψ ωε φουνδ τηατ ιν α ηιγη Πγπ εξπρεσσινγ χελλ λινε (ΚΒς1) 

500.000 Πγπ µολεχυλεσ/χελλ χορρεσπονδ το α ΜΑΦ ϖαλυε οφ 98, ωηιλε ιν τηε 

λοω Μ∆Ρ+ (ΚΒ8−5) χελλ λινε α ΜΑΦ ϖαλυε οφ 80 ισ οβταινεδ ατ 36.000 Πγπ 
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µολεχυλεσ/χελλ. Τηισ µεανσ τηατ ΜΑΦ ϖαλυεσ ωερε στιλλ ηιγη εϖεν ιφ Πγπ χοπψ 

νυµβερ σιγνιφιχαντλψ δεχρεασεδ. Τηισ ισ παρτιχυλαρλψ στρικινγ ιν χλινιχαλ 

σαµπλεσ ωηερε ιν α νον−ρεσπονδερ ανδ α ρεσπονδερ ΑΜΛ πατιεντ ΜΑΦ 

ϖαλυεσ χορρεσπονδεδ το τηε χλινιχαλ στατε. Ηοωεϖερ Πγπ αντιγεν ασσαψ σηοωεδ 

µινιµαλ χηανγε βοτη ιν τηε ρατιο οφ φλυορεσχενχε ιντενσιτψ (∆ΜΦΙ = ΜΦΙ οφ 

ΜΡΚ16/ΜΦΙ οφ ισοτψπε χοντρολ) ορ % ποσιτιϖεσ ανδ ΑΒΧ ϖαλυεσ ωερε βελοω 

τηε λοωεστ χαλιβρατιον ποιντ ιν βοτη χασεσ. Ιν χασε οφ χλινιχαλ σαµπλεσ ωηερε 

ΜΑΦ ϖαλυεσ αρε βετωεεν 0 ανδ 60 (υσυαλλψ < 40) τηε ρεσυλτσ οφ τηε 

θυαντιτατιϖε αντιγεν τεστ αρε ιν α ναρροω ρανγε ατ τηε λοωερ παρτ οφ τηε 

χαλιβρατιον χυρϖε. Τηισ φινδινγ νοτ ονλψ ρελατεσ το τηε ενηανχεδ σενσιτιϖιτψ οφ 

υσινγ ΜΑΦ ϖαλυεσ ωιτη χλινιχαλ σαµπλεσ βυτ αλσο ρεφερσ το τηε ποτεντιαλ 

ιµπορτανχε οφ ΜΡΠ1 ιν αδδιτιον το Πγπ ιν ΑΜΛ. 

Relationship between test results and clinical outcome  

1. Comparison of MAF values in AML and ALL patients 

Ρεσυλτσ ωερε ιν αγρεεµεντ ωιτη τηε πυβλισηεδ δατα: δε νοϖο Μ∆Ρ ισ µορε 

φρεθυεντ ιν ΑΜΛ τηαν ιν ΑΛΛ πατιεντσ. ∆ιφφερενχεσ βετωεεν ΜΑΦ ϖαλυεσ οφ 

τωο γρουπσ ωερε σιγνιφιχαντ ιν βοτη χεντερσ. 

2. Relationship between MAF values and response to remission induction 

therapy: predictive value of the test  
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Ιν ορδερ το  δετερµινε τηε χυτ−οφφ λιµιτσ, τηε 65 πατιεντσ ωιτη ΑΜΛ ωερε 

διϖιδεδ ιντο τωο γρουπσ ον τηε βασισ οφ τηειρ ρεσπονσε το ρεµισσιον ινδυχτιον 

χηεµοτηεραπψ. Βασεδ ον τηε διστριβυτιον οφ ΜΑΦ ϖαλυεσ ιν ρεσπονδερσ (Ρ) 

ανδ νον−ρεσπονδερσ (ΝΡ) χυτ−οφφ ϖαλυεσ ωερε εασταβλισηεδ βετωεεν τηε 

(ΜΑΦΡ+ΣΕΜ) ανδ (ΜΑΦΝΡ − ΣΕΜ) ϖαλυεσ (ΣΕΜ: στανδαρδ ερρορ οφ µεαν). 

Τηεσε χυτ−οφφ λιµιτσ ωερε 25 ανδ 20 ιν τηε ∆εβρεχεν ανδ Βυδαπεστ χεντερ, 

ρεσπεχτιϖελψ. Βψ υσινγ τηε ρεσπεχτιϖε χυτ−οφφ ϖαλυεσ, πατιεντσ ωερε διϖιδεδ 

ιντο Μ∆Ρ ποσιτιϖε ανδ Μ∆Ρ νεγατιϖε γρουπσ, ανδ τηε περχενταγε οφ 

ρεσπονδερσ ανδ νον−ρεσπονδερσ ιν βοτη γρουπσ ωερε χαλχυλατεδ βψ ποολινγ 

ΑΜΛ σαµπλεσ οφ βοτη χεντερσ το δετερµινε τηε ποσιτιϖε ανδ νεγατιϖε 

πρεδιχτιϖε ϖαλυε οφ τηε τεστ. Μ∆Ρ νεγατιϖιτψ σηοωεδ α ηιγη πρεδιχτιϖε ϖαλυε 

φορ τηεραπψ ρεσπονσε (72%), ωηιλε τηε πρεδιχτιϖιτψ οφ Μ∆Ρ ποσιτιϖιτψ φορ 

τηεραπψ φαιλυρε ωασ 69%. 

3. Relationship between test results and survival rates. 

Ονλψ πατιεντσ ωιτη 8 µοντησ ορ λονγερ φολλοω�υπ περιοδσ ωερε ινχλυδεδ ιν 

τηισ ινϖεστιγατιον.  Χορρελατιον βετωεεν Μ∆Ρ αχτιϖιτψ ανδ λονγ τερµ δισεασε 

ουτχοµε ωασ αναλψζεδ υσινγ Καπλαν−Μειερ χυρϖεσ. Αλτηουγη τηε διφφερενχε 

βετωεεν τηε τωο γρουπσ διδ νοτ ρεαχη α στατιστιχαλλψ σιγνιφιχαντ λεϖελ ιν τηε 

λογ ρανκ τεστ (π=0.07), Μ∆Ρ νεγατιϖε χασεσ δισπλαψεδ α 3−φολδ ινχρεασε ιν 

50% συρϖιϖαλ ρατε χοµπαρεδ το Μ∆Ρ ποσιτιϖε χασεσ.  
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DISCUSSION 

 

Τηε ιδεντιφιχατιον οφ τηε λινεαγε, τηε δετερµινατιον οφ τψπε ανδ µατυρατιοναλ 

σταγε οφ τηε λευκεµιχ χελλσ ηασ χρυχιαλ ιµπορτανχε ιν τηε διαγνοστιχσ οφ 

ηεµατολογιχαλ µαλιγνανχεσ σινχε χλασσιφιχατιον οφ λευκεµια/λψµπηοµα 

βεχοµεσ ποσσιβλε βψ τηε εξαχτ διαγνοσισ.  Τηε µοστ ρελιαβλε τοολ φορ λινεαγε 

ασσεσσµεντ ισ τηε αππλιχατιον οφ ιντραχελλυλαρ µαρκερσ αµονγ τηεµ ΜΠΟ, 

χψΧ∆3 ανδ χψΧ∆79α αρε µοστ χοµµονλψ υσεδ φορ τηε ιδεντιφιχατιον οφ 

µψελοιδ, Τ ανδ Β λψµπηοιδ λινεαγεσ. Το εξαµινε τηε σενσιτιϖιτψ ανδ 

σπεχιφιχιτψ οφ τηε περµεαβιλιζινγ τεχηνιθυεσ, χοµβινατιον οφ σιξ 

χοµµερχιαλλψ αϖαιλαβλε περµεαβιλιζινγ ρεαγεντ, διφφερεντ µονοχλοναλ 

αντιβοδψ χλονεσ ανδ τηειρ φλυορεσχεντ χονϕυγατεσ ωερε χοµπαρεδ. Τηουγη 

σιγνιφιχαντ χηανγεσ ιν ΦΣΧ−ΣΣΧ σιγναλσ ανδ ινχρεµεντσ ιν αυτοφλυορεσχενχε 

ωερε δετεχτεδ ιν αλλ χασεσ τηε χλεαρ δισχριµινατιον βετωεεν τηε µαϕορ 

λευκοχψτε συβσετσ στιλλ ρεµαινεδ ποσσιβλε. 

 Βασεδ  ον ουρ ρεσυλτσ τηε µψελοιδ, Β ανδ Τ λψµπηοιδ  χελλ λινεσ χαν 

υνδουβτεδλψ βε ιδεντιφιεδ βψ τηε αβοϖε ιντραχελλυλαρ µαρκερσ (ΜΠΟ, 

χψΧ∆79α ανδ χψΧ∆3) ιφ ονε οφ τηε περµεαβιλιζινγ κιτσ ισ υσεδ (Φιξ ανδ 

Περµ, Ιντρασταιν, Ιντραπρεπ, Περµεαφιξ) χοµβινεδ ωιτη α ΠΕ χονϕυγατεδ 

σενσιτιϖε µονοχλοναλ χλονε (ΜΠΟ−7, ΗΜ57, ΥΧΤΗ−1). 
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Τηουγη τηερε αρε σεϖεραλ µαρκερσ τηατ ηασ ιµπορτανχε ιν τηε 

ιδεντιφιχατιον οφ λευκεµια συβτψπεσ ανδ διφφερεντιατιον βετωεεν γρανυλοχψτε, 

µονοχψτε ανδ µεγακαρψοχψτε λινεαγεσ, ιτ ισ αλσο ιµπορταντ το φινδ φυρτηερ 

µαρκερσ τηατ αρε λινεαγε σπεχιφιχ ορ σηοω ϖαριαντ εξπρεσσιον ον διφφερεντ χελλ 

λινεσ. Τηε Χ∆162 µολεχυλε ινϖεστιγατεδ βψ θυαντιτατιϖε φλοω χψτοµετρψ 

σεεµ το βε υσεφυλ ιν τηε χλασσιφιχατιον οφ ΑΜΛ συβτψπεσ. Εξπρεσσιον οφ 

ΠΣΓΛ−1 ηασ αλρεαδψ βεεν δετεχτεδ ον διφφερεντ χελλ συβσετσ βυτ τηερε αρε νο 

δατα αβουτ τηε θυαντιτατιϖε εξπρεσσιον οφ τηε προτειν. Σιγνιφιχαντ διφφερενχεσ 

βετωεεν λευκεµιχ µψελοβλαστσ ανδ µονοβλαστσ ωερε  φουνδ ανδ τηερε ωασ νο 

οϖερλαπ βετωεεν τηε ΑΒΧ ϖαλυεσ οφ τηε τωο ποπυλατιονσ ωηιχη ρεφερσ το τηε 

ποσσιβλε ρολε οφ ΠΣΓΛ−1 δετερµινατιον ιν λευκεµια διαγνοστιχσ: ιτ µαψ αιδ ιν 

διφφερεντιατινγ ΑΜΛ Μ1/Μ2 ανδ Μ4/Μ5 συβτψπεσ. Ιτ σηουλδ βε υσεδ 

αδδιτιοναλλψ το οτηερ µαρκερσ σινχε Χ∆14 δισπλαψσ ποσιτιϖιτψ ονλψ ιν ηαλφ οφ 

τηε ΑΜΛ Μ4 χασεσ ανδ σοµετιµεσ ιτ χαν βε δετεχτεδ ιν οτηερ συβτψπεσ − λικε 

ΑΜΛ Μ2 − ασ ωελλ. 

Ιν τηε χλινιχαλ ονχολογψ τηερε ισ αν ινχρεασινγ νεεδ φορ τηε δετεχτιον οφ 

δρυγ ρεσιστανχε οφ µαλιγναντ χελλσ ασ αν ιµπορταντ προγνοστιχ φαχτορ ανδ ιτ 

χαν αλσο ινδιχατε τηε υσε α ρεϖερτινγ αγεντ ιν αδδιτιον το χηεµοτηεραπψ.  Α 

θυαντιτατιϖε φυνχτιοναλ τεστ, τηε χαλχειν ασσαψ ωασ υσεδ ιν σαµπλεσ δεριϖεδ 

φροµ 93 αχυτε λευκεµια πατιεντσ ιν α τωο−χεντερ στυδψ. Σινχε χαλχειν−ΑΜ ισ 



 22

τηε συβστρατε οφ βοτη Πγπ ανδ ΜΡΠ1, υσινγ ϖεραπαµιλ ασ ινηιβιτορ − τηατ 

βλοχκσ βοτη προτεινσ − τρανσπορτ αχτιϖιτψ οφ βοτη Πγπ ανδ ΜΡΠ1 ισ δετεχταβλε 

σιµυλτανεουσλψ. Ιν ορδερ το ιµπροϖε τηε σελεχτιϖιτψ οφ τηε ρεσυλτσ δουβλε 

σταινινγ ωιτη Χ∆45 ορ Χ∆34 µαρκερσ ανδ αναλψσισ οφ Χ∆45 διµ ορ Χ∆34 

ποσιτιϖε χελλσ ισ ρεχοµµενδεδ τηατ προϖιδεσ τηε εξχλυσιον οφ νορµαλ χελλσ 

φροµ τηε µεασυρεµεντ. Ιν σελεχτεδ χασεσ βοτη Μ∆Ρ αχτιϖιτψ (ΜΑΦ ϖαλυε) 

ανδ Πγπ µολεχυλε νυµβερ/χελλ ωερε δετερµινεδ. Τηε χορρελατιον βετωεεν τηε 

ρεσυλτσ οφ τηε τωο µετηοδσ ωασ νοτ λινεαρ ανδ τηε ιµµυνολογιχαλ δετεχτιον 

βψ ιτσελφ δοεσ νοτ σεεµ το βε σενσιτιϖε ενουγη το διφφερεντιατε βετωεεν Μ∆Ρ 

ποσιτιϖε ανδ Μ∆Ρ νεγατιϖε χασεσ.  Αναλψζινγ 93 σαµπλεσ φροµ αχυτε 

λευκεµια πατιεντσ Μ∆Ρ νεγατιϖιτψ ωασ ηιγηλψ πρεδιχτιϖε φορ α συχχεσσφυλ 

χλινιχαλ ρεσπονσε το χηεµοτηεραπψ (72%) ανδ ηαδ α προγνοστιχ ϖαλυε φορ 

βεττερ συρϖιϖαλ ωηιλε 69% οφ Μ∆Ρ ποσιτιϖε χασεσ δετεχτεδ βψ χαλχειν ασσαψ 

ισ πρεδιχτεδ το τηεραπψ φαιλυρε ανδ σηορτερ συρϖιϖαλ ιν ΑΜΛ.  

Ουρ ινϖεστιγατιονσ ηαϖε ινχλυδεδ τηε χηαραχτεριζατιον οφ νεω µετηοδσ 

ωηιχη χοντριβυτε το τηε αχχυρατε ανδ εξαχτ διαγνοσισ οφ λευκεµιασ ανδ το τηε 

εϖαλυατιον οφ προγνοστιχ φαχτορσ. Ουρ στατεµεντσ ωερε µαδε ιν τηε φολλοωινγ 

αρεασ: (ι) οπτιµαλ χοµβινατιονσ οφ περµεαβιλιζινγ αγεντσ, µονοχλοναλ  

αντιβοδιεσ ανδ τηειρ φλυοροχηροµεσ ιν τηε δετεχτιον οφ ιντραχελλυλαρ αντιγενσ   

(ιι) διαγνοστιχ σιγνιφιχανχε οφ ΠΣΓΛ−1 εξπρεσσιον ιν ΑΜΛ συβτψπεσ υσινγ 
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θυαντιτατιϖε φλοω χψτοµετρψ (ιιι) οπτιµιζατιον ανδ χλινιχαλ υτιλιζατιον οφ 

χαλχειν ασσαψ υσεδ φορ ηε δετεχτιον οφ  µυλτιδρυγ ρεσιστανχε. Αλλ οφ τηεσε 

τεχηνιθυεσ τογετηερ ωιτη χοµµονλψ υσεδ µετηοδσ χοντριβυτε το τηε χοµπλεξ 

χηαραχτεριζατιον οφ λευκεµιχ χελλσ ανδ το τηε συχχεσσ οφ  χηεµοτηεραπψ.  
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