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1. Roviditések jegyzéke

AFP
AIEOP-BFM

ALL
ALL-1IC BFM

APC
APC-AF750

AUC
BCP-ALL

CLL
CD
CSF
CTC
CV%
DNS
DTC
EDTA
ELISA

EpCAM
FITC
FISH
FHR
FLR
FMR
FSC
FVS
GD2

alpha feto-protein; alfa-fetoprotein

Associazone Italiana Ematologia Oncologia Pediatrica — Berlin-
Frankfurt-Miinster

acute lymphoid leukemia; akut limfoblasztos leukémia

Acute Lymphoblastic Leukemia InterContinental Berlin-Frankfurt-
Miinster

allophycocyanin; allofikocianin

conjugation allophycocyanin-alexa fluor 750; konjugalt allofikocianin-
alexa fluor 750

area under the curve; gorbe alatti teriilet

B cell precursor acute lymphoblastic leukemia; prekurzor B-sejtes akut
limfoblasztos leukémia

chronic lymphocytic leukemia; kronikus limfocitas leukémia
cluster of differentiation, differencialodasi klaszter

cerebrospinal fluid; agy-gerincvel6i folyadék

circulating tumor cell; keringd tumorsejt

percent coefficient of variation, variacios koefficiens
dezoxi-ribonukleinsav

disseminated tumor cell; disszeminalt tumorsejt

ethylenediamine tetraacetic acid; etilén-diamin-tetraecetsav
enzyme-linked immunosorbent assay; enzimmel-kotott
immunoszorbens esszé

epithelial cell adhesion molecule; epithelsejt adhéziés molekula
fluorescein isothiocyanate; fluoreszcein izotiocianat

fluorescence in situ hybridization; fluoreszcens in situ hibridizacio
Flow High Risk, magas rizik6ju aramlasi citometriai csoport

Flow Low Risk, alacsony rizik6ju aramlasi citometriai csoport
Flow Medium Risk, kdzepes rizikoju aramlasi citometriai csoport
forward scatter; elére szort fény

fehérvérsejt

di-szialo-gangliozid 2



hCG

IGHV

IHC
INSS

MDACC
MFC
MFI
MRD
nMYOD

PB

PC5.5

PC7

PE
PerCP-Cy5.5

PNET
PO
PSA
QC
ROC

SOP
SSC
T-ALL

TK
VVT

human chorio-gonadotropin; human méhlepény-eredetli gonadserkentd
hormon

immunoglobulin heavy chain variable region; immunglobulin nehézlanc
gén variabilis régid

immunohistochemistry; immunhisztokémia

International Neuroblastoma Scoring System; Nemzetkozi
Neuroblasztoma Pontozé Rendszer

MD Anderson Cancer Center; MD Anderson Rakkdzpont

multicolor flow cytometry; sokszinii aramlasi citometria

mean fluorescence intensity, atlagos fluoreszcencia intenzitas

minimal residual disease; minimalis rezidudlis betegség

nuclear myoblast determination protein; magban talalhaté mioblaszt
determinal¢ fehérje

pacific blue, pacific kék

phycoerythrin cyanine 5.5, fikoeritrin cianin 5.5

phycoerythrin cyanine 7, fikoeritrin cianin 7

phycoerythrin, fikoeritrin

peridinin chlorophyll protein cyanine 5.5, peridinin klorofil fehérje cia-
nin 5.5

primitive neuroectodermal tumor, primitiv neuroektodermalis tumor
pacific orange, pacific narancs

prostate specific antigen; prosztata-specifikus antigén

quality control, min6éségi kontroll

Receiver Operating Characteristic; vevé miitkodési karakterisztika
grafikus médszer

Standard Operating Procedure; szabvanyos miikodési eljaras

side scatter, oldalra szort fény

T cell acute lymphoblastic leukemia; T-sejtes akut limfoblasztos
leukémia

timidin-kinaz

vOrosvértest



2. Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1. Immun-alapti médszerek definicidja, torténete

Az €16 szervezetek miikodését molekulak kozotti kdlesonhatasok hatarozzak meg. Ezek
egyik formaja az antigén-antitest reakcid. Antigén lehet minden olyan anyag, melynek egyes
részeivel (Gn. epitdpjaival) specifikusan reagalni képes antitestek képzédhetnek. Az antitesteket
az antigén-stimulus hatdsara az immunrendszer sejtjei termelik (McPherson, R. A., & Pincus,
M. R. (2011). Henry's Clinical Diagnosis and Management by Laborathory Methods 22nd ed.
Philadelphia, PA: Elsevier Saunders (tovabbiakban: Henry’s), 851. oldal).

Az antigén-antitest reakciok specificitasa immunanalitikai eljarasok kifejlesztését is le-
hetdvé tette. Ennek gyokerei egészen 1896-ig nytlnak vissza, amikor Gruber és Durham leirtak,
hogy koleraban és tifuszban szenvedo betegek széruma a betegséget okozd baktériumok tenyé-
szetét agglutinalja (Gruber, 1896), megteremtve a precipitaciés immunesszék alapjait. A ha-
sonldan nagyméretii antigén-antitest komplexek (immunkomplexek) mennyiségi meghataroza-
sdra napjainkban a turbidimetrias és nefelometrids immunanalitikai médszereket alkalmazzak,
melyek fejlesztése az 1930-as évektdl kezdddott. Ezen metddusok az immunkomplex mennyi-
ségét kozvetleniil hatarozzak meg, igy direkt immunanalitikai eljarasoknak is nevezziik dket
(Henry’s, 855. oldal). A latex-szemcséket tartalmazo turbidimetria az automatizalt klinikai ké-
miai laboratoriumokban széles kdrben hasznalt eljaras kiilonféle plazmafehérjék kimutatasara
(Henry’s, 858. oldal).

A turbidimetrias és nefelometrias eljarasok érzékenysége korlatozott; 1-5 mg/L-nél ala-
csonyabb koncentracioban jelen 1év6é anyagok kimutatasa indirekt immunanalitikai modszerek-
kel torténhet, melyekben az analit kimutatasahoz valamilyen nyomjelzé anyag is sziikséges
(Henry’s, 854. oldal). Berson és Yalow az 1950-es években kidolgozott, allati és human inzulin
kimutatéasara képes, 131-izotopot alkalmazé analitikai eljarasa az elsd, kompetitiv immunesszé

131|

volt. A vizsgalt mintahoz ismert mennyiségii, ~>*1-jelolt, kristalyositott szarvasmarha inzulint

adva papirkromatografias elektroforézis segitségével meg tudtak hatarozni a minta inzulin-kon-
zulin antitesteket hasznaltak, melyek erés keresztreakciot mutattak a human inzulinnal (Yalow,

1959).



Berson és Yalow munkéja nyoman (Yalow, 1960) az 1960-as években a kutatok egy sor
ujabb analit kimutatasara dolgoztak ki radio-immunoesszéket, €s a mddszert is tovabb fejlesz-
tették: 1968-ban Miles ¢és Hales a human inzulin kimutatidsara nem az antigént, hanem az anti-
testeket jelolték radioaktiv izotoppal (radio-immunometria) (Miles, 1968).

A radioaktiv izotopok alkalmazasa azonban szamos problémat is felvetett (pl. a labora-
toriumi személyzet biztonsaga, a radioaktiv hulladék kezelése), igy az 1970-es évektdl kezdo-
dden a kutatok az immunanalitikai modszerek fejlesztésében ezek lehetd kivaltasara torekedtek;
radioaktiv izotopok helyett inkabb enzimek alkalmazasat helyezték el6térbe. 1971-ben Engvall
¢s Perlmann irtak le el6szor az enzim-kotott immunoszorbens esszét (enzyme-linked immu-
nosorbent assay, ELISA) (Engvall, 1971); amely a mai napig széles korben alkalmazott mod-
SZer.

Az enzimek mellett fluoreszcens és kemilumineszcens anyagok is egyre gyakrabban
keriiltek nyomjelz6ként az immunanalitikai reakciokban a radioaktiv izotopok helyére. A fluo-
reszcens anyagokat (fluoroférokat) a rajuk jellemzd, meghatarozott hullamhosszisagu fénnyel
torténd megvilagitas gerjesztett allapotba hozza, melybdl fény (foton) kibocsatasaval térnek
vissza alapallapotba. A fluoreszcens anyagot alkalmaz6 immunanalitikai eljarasok esetében a
fluorofor altal kibocsatott fényt detektalja a késziilék (Henry s, 853. oldal).

Az immunanalitikai eljarasokhoz sziikséges specifikus antitestek eldallitasa a kezdeti
iddszakban kiilonféle allatfajokban tortént; az antitestek poliklondlisak voltak, és korlatozott
mennyiségben alltak csak rendelkezésre. 1975-ben Kohler és Milstein 0j eljarasrol szamoltak
be: egereket immunizaltak antigénnel, majd a 1épiikbdl izolalt B-sejteket szintén egérbdl szar-
maz6 myeloma-sejtvonal sejtjeivel fuzionaltattdk, hybridomakat hozva létre, melyek koziil a
megfeleld antitestet termelé hybridomat felszaporitottak (Kohler, 1975). Ilyen médon monok-

lonalis antitesteket nyertek, melyek az adott antigén egy-egy epitopjara specifikusak.

2.1.1. Immunkémiai médszerek

Az in vitro ligand (kotés) tipusu eljarasokkal kiilondsen a kis molekuldak mérése valt
lehetdvé. Ma mar az igy meghatarozhat6 anyagok szama 1000 f616tt van, ezek legtobbszor fe-
hérjék, peptid hormonok, szteroid hormonok, gydgyszerek, keringd antitestek, tumormarkerek,
vitaminok, virus antigének.

A modszerben a detektalhatosdgot egy jol mérhetd jelet hordozo reagens (tracer) bizto-

sitja. Az eljaras jellemzdje a nagy érzékenység (10710 - 102! mol/L), specificitas és automati-



zalhatosag. Az immunoassay-k alapelve az immunkomplex-képzédés folyamata. A meghata-
rozandd anyag (antigén) és specifikus kotéagense (antitest) kozott egyensulyi vagy kinetikus
kotddési reakcio jatszodik le.

Az immunoesszék lehetnek kompetitiv vagy nem kompetitiv jellegiiek. A kompetitiv
esszEk jellemzoje a korlatozott mennyiségli specifikus antitestkotéhely. Ide tartozik a radioim-
munoesszé, az enzimimmunoesszé, a fluoreszcens immunoesszé és a lumineszcens immuno-
esszé. A nem kompetitiv esszék jellemzdje, hogy a reagens (antitest) feleslegben van a rend-
szerben, nincs vetélkedés, a jelzett komponens az antitest. Ezeket a mdodszereket immunomet-
rikusnak nevezik. Ide tartozik az immunoradiometrikus, enzimimmunometrikus, immunofluo-
rometrikus €s az immunoluminometrikus esszé. A leggyakrabban hasznalt valtozat az u.n.
»szendvics-technika”, amelyben két, az antigén kiilonb6z6 epitopjaira specifikus antitest: el-
fogd6 és jelold reagal az antigénnel, ezért a modszer specifikusabb, mint az egy antitestes mod-
szerek (Lequin, 2005).

Az immunoesszék osztalyozhatok homogén és heterogén eljarasokra. A homogén elja-
rasok sordn az immunreakcié minden komponense folyadékfazisban van, szeparalas nem sziik-
séges. Enzim- vagy fluoreszcens jelzéseknél az antitesthez kotddve megvaltozik a jelzett anti-
gén vagy enzim aktivitasa, vagy fluoreszkald, lumineszkalo képessége, ennek alapjan a kotddés
mértéke, illetve a vizsgalt antigén koncentracidja meghatarozhat6. Kis molekuldk mérésében
hasznalt kisebb érzékenységii (1071° mol/L), de gyors, kdnnyen automatizalhato, koltségkimélé
modszerek. A heterogén eljardsok sordn a reakcio kdzege nem egynemi, a folyadékkdzegben
az ellenanyag legtobbszor valamilyen szilard fazisu hordozohoz kotott. A keletkezd antigén-
antitest komplexet (kotott frakci0) a szabad frakciotol mérés elott szeparalni kell. Néhany pre-
cipitacios eljarastol eltekintve jelenleg szinte kizardlagosak a szilard fazisu elvalasztd modsze-
rek. A szilard fazisok lehetnek: polisztirén cséfal-, mikroplate tireg belsé feliilete, latex parti-
kulak-, papirkorong-, liveggyongy-, paramagneses részecskék felszine, stb. (Wu, 2006;
Henry’s, 851. és 875. oldal).

2.1.2. Az aramlasi citometria elve és alkalmazasa a klinikai gyakorlatban

Az aramlasi citometria szuszpenzidban 1€v0 sejtek vizsgalatara alkalmas analitikai mod-
szer. Az aramlasi rendszerben a mintafolyadékot tin. kopenyfolyadék oleli kortil. A két folyadék
laminarisan aramlik, vagyis nem keveredik egymassal.

A mai dramlasi citométerek kifejlesztése felé az elso jelentds 1€pést Andrew Moldavan
tette 1934-ben: mikroszkop és ahhoz csatlakoztatott fotoelektronikus apparatus segitségével

kapillariscs6ben aramlo vorosvértesteket szamolt meg (Moldavan, 1934). Wallace H. Coulter



1953-ban nyert szabadalmat impedancia-elven miikodo sejt- és részecskeanalizatorara. Készii-
1ékében a sejtek egy néhany mikrométer atméréji nyilason haladtak at, mikozben a nyilas két
sz¢le kozott a vezetOképességet mérte. Amikor a nyiladson egy sejt vagy egyéb részecske haladt
at, megvaltoztatta a vezetoképességet, €s elektromos impulzust generalt, melyek szama a sejtek
szamaval, nagysaguk a sejt térfogataval volt aranyos. A napjainkban hasznalt hematoldgiai au-
tomata analizatorok jelentds része miikodik tovabbra is ezen az elven. Louis Kamentsky 1965-
ben j tipusu spektrofotométer kifejlesztésérdl szamolt be, mellyel szuszpenzidban 1évo sejtek
egyes alkotoit tudta mérni, €s az adatokat szamitogép segitségével kétdimenzids formaban meg-
jeleniteni (Kamentsky, 1965).

Az dramlési citométerek fobb részei: a) a 1ézer fényforras, mely lehet 1, 2 vagy 3 1ézer;
b) az optika, mely sziir6kbdl és dikroikus tiikrokbdl all, célja, hogy az emittalt fényt a detekto-
rokhoz tovabbitsa; c) a detektorok, melyek az emittalt fényt érzékelik, és elektromos jellé ala-
kitjak, amit tovabbitanak a szamitogép felé, ahol az adatok u.n. list mode file-okban tarolodnak.
Annak érdekében, hogy a 1ézer elbtt a sejtek egyesével haladjanak el, a hidrodinamikus vagy
az ultrahangos fokuszalas technikat alkalmazzak a miiszerekben. Egy sejtrdl a fényszorasi tu-
lajdonsagok (eldre és oldalra szort fény) mellett a fluoreszcens csatornék jelei keriilnek regiszt-
ralasra. A mai aramlasi citométerek alkalmasak 8-10 fluoreszcens szignal egyidejii vizsgalatara
IS, €s nem csak a fehérvérsejtek, vordsvértestek és vérlemezkék analizalhatoak, hanem a nagy-
szamu esemény begytijtése miatt olyan ritka sejttipusok is, mint a keringd endothelsejt vagy a
kering6 tumorsejt (Tanqgri, 2013).

A sejtfelszini €s citoplazmatikus markerek detektalasa gyors €s objektiv vizsgalat, mely-
nek alkalmazasa ma mar elengedhetetlen a leukémia-diagnosztikdban. Lényege a sejtvonalakra
¢és a sejt érési fazisara specifikus CD markerek (CD=cluster of differentiation) azonositasa a
patologias sejteken, fluoreszcens festékkel jelolt monoklonalis antitestekkel (van Dongen,
2012). Mivel ezek az antigének mar az éretlen sejteken is jelen vannak, a modszer lehet6vé
teszi a differencialatlan sejtek pontos analizisét és a vizsgalt populacion beliil alcsoportok meg-
hatarozasat (de Haas, 2018). A CD marker analizis soran informaciot kapunk a lymphoid po-
pulacion belill a T-, B- és NK-sejtek aranyarol, a CD4+/CD8+ T-sejt aranyrol, a monocyta- és
granulocyta-aranyrol, tovabba hogy vannak-e blastok a periférian vagy a csontveldben, és ha
igen, milyen aranyban (Craig, 2008). Az akut leukémiak diagnosztikajaban az elsddleges cél a
blastok jellemzése sejtvonal €s €rettség szempontjabol, ill. koros marker-expressziok kimuta-
tasa a blastokon (pl. lymphoid és myeloid markerek egyiittes expresszidja egy sejten) (Dwor-

zak, 2018). Ez a karakterizalas lehetdvé teszi a leukémias sejtek célzott keresését kezelést ko-
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vetden (minimalis rezidualis betegség, MRD). A koros mintdzat felismeréséhez elengedhetet-
len, hogy a normal csontveldi sejtvonalak érését ismerjiik, az azokra jellemzé CD markerek

intenzitasahoz hasonlitsuk a vizsgalt mintaban kapott eredményt. (Stewart, 2000)

2.2. Folyadékbiopszias mdédszerek malignus betegségekben

A tumoros betegségek diagnosztizalasanak alapveté modszere a (szolid) tumorbol (ill.
a betegség terjedésének megitélésére a tumor kdrnyéki nyirokcsomokbol) vett minta szovettani
elemzése. Malignus betegség fennallasa esetén tumorsejtek megjelenhetnek a kiilonféle testfo-
lyadékokban is: a periférias vérben, a csontvelében, a cerebrospinalis folyadékban, hasi, mell-
kasi, perikardialis folyadékgylilemekben, vitrealis vagy iziileti folyadékban, melyekbdl vagy
maguk a tumorsejtek, vagy orokitéanyaguk kimutathato (1. abra). A folyadékbiopszias eljara-
sok a nem szolid biologiai mintdbol torténd anyagvétel és analizis lehetdségeit foglaljadk ma-
gukba. Eldnylik, hogy tobbségiik non-invaziv, a beteg szdmara kisebb traumat jelent a minta

nyerése, mint a szolid biopszids vagy mitéti modszerek esetében.

vitrealis __—»

folyadék perikardialis <«— likvor
folyadek
csontvelé | /
‘DIra T mellkas-
aspiratum periférias e S
+“— s punktatum
‘\R_'—‘
1 3 ——— -'_d’ \_—_—_~_-_ ‘
ascites likvor
csontveld

iziileti _»

folyadék aspiratum

1. abra: A folyadékbiopszias mintavétel lehetséges lokalizacioi

Munkank soran a piros szinnel jeldlt mintakat vizsgaltuk, célunk a malignus sejtek jelenlétének kimutatasa, kvan-

titalasuk és jellemzésiik volt. Az abra sajat szerkesztési.
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Tumorsejteket vérbdl (post mortem) elészor Thomas Ashworth mutatott ki 1869-ben
mikroszkoppal (Asworth, 1869), azonban kozel szaz évnek kellett eltelnie, mire a keringd tu-
morsejtek (circulating tumor cells, CTC) detektalasaban komolyabb eredmények is sziilettek.
Racila és munkatdrsai 1998-ban irtdk le a napjainkban is gyakran alkalmazott immunoldgiai
alaptl magneses szeparalas modszerét a kering6 tumorsejtek elkiilonitésére (Racila, 1998). Mi-
vel a keringd tumorsejtek a periférias vérben igen kis mennyiségben vannak jelen, esetenként
1 tumorsejt a tobb millid normal vérsejt kozott, ezért dusitasukra kiilonbozo eljarasokat dolgoz-
tak ki: fizikai tulajdonsadgok (méret, toltés, denzitas, deformabilitas) vagy a specifikus sejtfel-
szini marker expresszioé alapjan. Az elkiilonités és dusitds modszere pozitiv vagy negativ sze-
lekci6 lehet; negativ szelekcio soran eltavolitjak a CD45+ hemopoietikus sejteket. Ezen maod-
szer elénye, hogy a szeparalas soran a keringé tumorsejtekre nem keriil antitest, hatranya, hogy
az igy kapott sejtszuszpenzio joval kevésbé tiszta, mint a pozitiv szelekcid soran nyert. A pozi-
tiv szelekcié hatranyai, hogy a szeparalaskor a tumorsejtre keriilt antitest késébbi eltavolitasa
nehéz, és a megfeleld sejtfelszini marker megvalasztasa sem konnyt feladat, (Ferreira, 2016)
mar csak azért sem, mert a betegség lefolyasa sordn és a kezelés hatasara is a tumorsejtek egyre
heterogénebbé valnak (Strotman, 2016).

Az intakt tumorsejtek mellett a testfolyadékokban a bel6liik szarmazo6 nukleinsavak is
megjelenhetnek, szabadon vagy extracellularis vezikulakban. Ezek kimutatasa és tanulmanyo-
zasa egyrészt pontosabban visszatiikrozi a tumor heterogenitasat, masrészt kevésbé invaziv és
koltséghatékonyabb vizsgalomodszer a betegség lefolydsa soran nem mindig, vagy nem egy-
szerlien kivitelezhetd klasszikus szovettani mintavételnél (Strotman, 2016).

A folyadékbiopszidk esetében a legfébb hatraltatd tényezd, hogy a valdban a tumorbol
szarmaz6 sejteket, extracellularis vezikulakat, nukleinsavakat elkiilonitsiik a benignus eredetii-
ektél. Mindemellett ezekben a testfolyadékokban rendszerint igen kis mennyiségben vannak
jelen; a rendelkezésre allo technoldgiai hattér ezért csak a kozelmulttol tette lehetdvé alaposabb
tanulmanyozasukat. Tumoros betegek vérében a szabadon keringd nukleinsavak mennyisége
jelentdsen magasabb: tobb kutatocsoport egészségesekben milliliterenként mintegy 30 ng, tu-
moros betegekben 180 ng nukleinsavat talalt. Az intakt tumorsejtek szelekcidjadhoz hasonléan
szamos cég gyart szabadon kering6 nukleinsavak analizaldséara alkalmas kiteket, melyek a nap-
jainkban elérhet6 legérzékenyebb technologidk, a digitalis PCR és az Gijjgeneracios szekvenalas
felhasznalasan alapulnak. (Strotman, 2016)

Az extracellularis vezikuldk elkiilonitése és analizalasa egészen 1ij teriilet, szamos, még

meg nem valaszolt kérdéssel. Biogenezisiik feltérképezése jelenleg is zajlik, a kutatok jelenleg
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a 100 nm alatti &tmérdjli exoszémakat, a 100-2000 nm-es mikrovezikulakat, az 50-5000 nm-es
apoptotikus testeket és az 1-10 um-es onkoszoémakat kiilonboztetik meg. A jovOben ezek akar
célzott terapiak hordozo eszkozeivé is valhatnak. Izolalasuk jelenlegi aranystandard modszere
az ultracentrifugalas, azonban ultracentrifugat nem igénylé modszerek is folyamatos fejlesztés

alatt allnak, pl. ELISA-alapt vagy kromatografias kitek. (Strotman, 2016)

2.2.1. Periférias vér

A periférids vér a legkonnyebben hozzaférheté minta, melybdl keringd tumorsejteket,
azok DNS-ét vagy tumor markereket mutathatunk ki. A keringd tumorsejtek tanulmanyozasa
tobbek kozott elosegitheti a malignus betegségekben a kezelésre adott valasz, illetve a betegség
esetleges visszatértének mintegy valos idejli (real-time) monitorozasat, a malignus betegség
terjedésének, az attétek képzdodésének jobb megértését. Egyes szolid tumortipusok esetében
mar egyértelmiien bizonyitott, hogy a nagyobb szamu keringd tumorsejt rosszabb prognézissal
tarsul. Kimutatasuk azonban nem egyszerii feladat, mivel a periférias vérben rendkiviil alacsony
aranyban vannak jelen, és sejtfelszini ill. citoplazmatikus markereik is nagy heterogenitast mu-
tathatnak. Epithel eredetii tumorsejtek azonositasa és kvantitalasa jelenleg elsésorban az epit-
helialis adhézios molekula (EpCAM) sejtfelszini, valamint a cytokeratin intracelluléris expresz-
szidjan, illetve a hemopoietikus sejtekre jellemz6 CD45 hianyan alapul. Mesenchymalis sejtek
azonositasara a sejtfelszini vimentin lehet alkalmas, illetve egyre inkabb teret nyer az adott

tumortipusra specifikus markerek alkalmazasa is. (Ferreira, 2016)

2.2.2. Csontvel6i aspiratum

A csontveld vizsgalata a vérképzés aktualis allapota mellett egy sor egyéb, benignus ill.
malignus betegségrdl nyujthat nélkiilozhetetlen informaciot. A kiilonféle elvaltozasok az esetek
tobbségében egységesen érintik az egész csontveldt, igy tobbnyire egyetlen mintavételi helyrdl
szarmaz6 anyag vizsgalata is elegendd. A mintavétel (aspiraciod) felndttek esetében leggyakrab-
ban a csipdlapatok hatso részébdl torténik. Jelentdsen elhizott betegek esetében szoba jon a
csipdlapatok eliilsé része (a combhajlathoz kdzel), illetve a szegycsont is. Csecsemdk és Kis-
gyermekek esetében a mintavétel a sipcsontbol is végezhetd, kdzvetleniil a térd alatt. A csont-
veld-biopszia legalkalmasabb mintavételi teriilete a csipélapatok hatsé része. (Henry'’s, 531-
532. oldal; Hyun, 1988)

A csontvel6 sejtallomanya Gsszetett; a vérképzo (6s)sejteken kiviil érett plazmasejtek,

T-sejt alcsoportok, dendritikus sejtek, NK-sejtek is megtalalhatok benne, stromalis allomanya
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pedig gazdagon erezett, stromalis Ossejtekkel és szekretalt citokinekkel. A vérképzo és az im-
munrendszer malignus megbetegedései, a leukémidk és a lymphomdk tonkreteszik az érett,
funkcioképes vérsejtek képzését. A csontveldbe ezen kiviil szamos szolid tumortipus is gyakran
ad attétet; az un. disszeminalt tumorsejtek (disseminated tumor cells, DTC) szamara a csontve-
161 mikrokornyezet jelentdsen eldsegiti a tilélést. A legujabb kutatasi eredmények alapjan ez
azért lehetséges, mert a csontveldi attétképzodés elott a tumorsejtekbdl szarmazo extracellularis
vezikulak mintegy el0készitik a csontvel6i mikrokdrnyezetet az intakt tumorsejtek szamara. A
korabbi feltételezésekkel ellentétben ugyanis tumorsejtek mar a primer tumor felfedezése elott
a keringésbe keriilhetnek, és megkezdhetik az attétképzést; eddig a kutatok ugy gondoltak, hogy
ez csak a tumor kialakulasanak kés6i szakaszaban kovetkezik be. (Rocken, 2010, Dasgupta,
2016; Sai, 2018)

A disszeminalt tumorsejtek a csontvelében hosszll id6n at képesek talélni nyugvo,
kemo- és sugarterapiara rezisztens allapotban. Immunfenotipusuk az epithelialis-mesenchyma-
lis tranzici6 allapotanak felel meg leginkabb, Ossejtekre is jellemzd markerekkel. A keringd
tumorsejtekkel egyiitt tobb kutatdsi eredmény alapjan is fiiggetlen prognosztikai tényezéknek
bizonyultak, melyek befolyasoljak a teljes €s a progresszidmentes tulélést. A napjainkban elér-
het6 technologiak, igy pl. az aramlasi citometria segitségével a disszeminalt tumorsejtek kimu-
tathatok a csontveldbdl, kimutatasuk a bekovetkezo relapszust jelezheti eldre, illetve terapias

célpontot is képezhetnek. (Hoffmann, 2015; Sai, 2018)

2.2.3. Cerebrospinalis folyadék

Felndttekben az agy-gerincveldi (cerebrospinalis) folyadék (liquor cerebrospinalis, ro-
viden: likvor) mennyisége mintegy 90-150 mL. Naponta nagyjabol 500 mL likvor termelddik,
a teljes térfogat tehat 5-7 éranként teljesen lecserélddik (Spector, 2015). A likvor tobbek kozott
védi a kdzponti idegrendszert az artérids és a vénas nyomas, valamint a vérplazma 6sszetételé-
ben bekovetkezett hirtelen valtozasoktol (vér-agy gat). Egészséges egyén likvora makroszko-
pos megjelenésében a vizhez hasonlo: szintelen, atlatszo, tiszta folyadék. A fehérvérsejtek
szama felndttekben mikroliterenként legfeljebb 5, jsziilottekben 30 lehet, mely a serdiildkorra
csokken a felnétt értékre. Vorosvértestek normal koriilmények kozott a likvorban nincsenek
jelen. Felnbttekben a jelen 1évé kevés fehérvérsejt mintegy 70%-a lymphocyta, 30%-a
monocyta. Gyermekekben a monocytak aranya magasabb, akar 80% is lehet (de Graaf, 2011,
Cytometry B).

A likvorbdl torténd mintavétel legbiztonsagosabb helye a lumbalis gerincszakasz, de

sziikség esetén a tarko alatt (cisternapunctio), vagy a nyakon oldaliranybol is torténhet a szarés.
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Az agykamraba helyezett kaniil vagy shunt is haszndlhaté mintavételre. Feln6tt egyéntdl egy-
szerre legfeljebb 20 mL likvor vehetd. A mintavétel helyét a laboratériummal k6zolIni kell, mi-
vel a citologiai és a kémiai paraméterck ennek megfeleléen valtozhatnak. (Henry s, 481. oldal)

A likvor citologiai vizsgalatat a mintavétel utan a lehetd legrévidebb 1don beliil el kell

végezni, mert a sejtek kdrosodasa mar a mintavételt kvetd egy oran beliil megkezdddik.

2.3. A laboratériumi folyamatok és jellemzoik

A laboratoriumi vizsgalatok jelentdsége igen nagy a diagnoézis feléllitasakor €s a bete-
gek kovetésében. A klinikai dontések kétharmada a laboratoriumi eredmények alapjan torténik.
A laboratériumi folyamatok komplex rendszerét a preanalitikai, analitikai és posztanalitikai fa-
zisok egymasba kapcsolodo integracioja adja (2. abra). Az utobbi években egyes szerzok a pre-
preanalitikai (megfeleld vizsgalat kérése a klinikus részérdl) és a poszt-posztanalitikai (ered-

mények klinikusi értékelése) folyamatokat kiilon emlitik (Laposata, 2007).

vizsgalatkeres muszer es modszer eredmenykozles, TAT

minta minosege teszt elvegzese referencia tartomany

mintaszallitas kontollok, analizis minta- és adattarolas
preanalitika analitika posztanalitika

lelet szoveges interpretacioja

2. abra: A laboratoriumi folyamatok
A preanalitikai folyamatok zold, az analitikai folyamatok sarga és a posztanalitikai folyamatok piros hattérszinnel

vannak feltiintetve. A laboratoriumi folyamatok mindharom fazisa illetve az egyes fazisokban fellépd lehetséges

V4

Az abra a (Henry’s, 14. old), (Davis, 2013) és (Barnett, 2013) alapjan sajat szerkesztésii.
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2.3.1. A preanalitikai fazis

A preanalitikai fazishoz tartozik minden olyan tevékenység, mely a teszt elvégzése elott
torténik. A minta levétele eldtti teendd a vizsgalatkérés, vagyis a megfeleld tesztek kivalasztasa
¢és a kérdlapon a beteggel kapcsolatos, az analizis szempontjabol fontos informacié kozlése
(gyogyszer bevétel ideje, kemoterapia, de novo vagy kovetéses vizsgalat). A mintavétel soran
a beteg korrekt azonositasa utan figyelni kell arra, hogy az adott vizsgalathoz megfelelé meny-
nyiségli minta keriiljon a megfeleld mintavételi csébe (pl. csontveldi aspiratum myeloma mul-
tiplex és periférids vér paroxysmalis nocturnalis hemoglobinuria dramlasi citometriai vizsgala-
tara; likvor a specialis mintavételi cs6be keriiljon, de ha dramlési citometriai vizsgalatot kér az
orvos, akkor fixalot kell tartalmaznia a mintavételi csének). A mintak és kérélapok illetve ké-
rések pontos jeldlése elengedhetetlen. A levett minta mindsége, vagyis alvadékos, hemolizalt,
lipémids, icterusos volta is a preanalitikai fazisban jelen levé hibaforrasok kozé tartozik. A
minta szallitdsanak koriilményei (human szallitds vagy cs6posta), annak hdmérséklete (szoba-
hén, jég kozott, fagyasztva), hossza jelentésen befolyasolja a kapott eredményt, illetve, hogy a
vizsgalat egyaltalan kivitelezhet6-e (Simundic, 2008; Sciacovelli, 2017). Kiilonleges preanali-
tikai kovetelmény 4ramlasi citometriai vizsgalat soran, hogy bizonyos vizsgéalatok csak adott
idépontban meghatarozott mintabol végezhetdek (pl. gyermekkori akut limfoblasztos leukémia
kovetéses vizsgalatra a csontvel6i aspiratum a 15., a 33. vagy 78. napon levéve). Szintén az
aramlasi citometriai vizsgalatra érkez6 csontveldi vagy likvor mintak esetében a periférids vér-
rel tortént kontaminaci6 vagy a kevés €10 sejtet tartalmazd minta preanalitikai hiba miatt korla-

tozottan vagy nem értékelhet6 (Davis, 2013).

2.3.2. Az analitikai fazis

Az analitikai fazisban torténik a teszt kivitelezése és megsziiletik a vizsgélat eredménye.
Ebben a fazisban igen eltér6 az egyes laboratoriumok feladata. Mig a kémiai vagy hematologiai
automatak oranként tobb ezer eredményt generalnak a megfelel6 beallitas és gyari kontollok
mérése utan, addig a specialis laboratériumok (pl. &ramlasi citometria, citogenetika, FISH) tobb
Orés vagy tobb napos procedura soran tudnak eredményt adni. Az analitikai fizishoz tartozik a
kiils6 és belsd mindségi kontroll eredmények megfeleldsége, az adott teszt teljesitménye: rep-
rodukalhatésag (imprecision), pontossag (inaccuracy), szenzitivitas, specificitds. Az analitikai
fazishoz tartozik az eredmények bevitele az informatikai rendszerbe, ami torténhet automatikus
vagy manualis médon (Sciacovelli, 2017). Az aramlasi citometriai laboratoriumban az analiti-

kai fazisban torténik a minta jeldlése a vizsgalat iranyanak megfeleléen Osszeallitott antitest
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panelekkel. Itt fontos az antitestek klonjainak, a fluorokrémoknak, az antitestek higitasainak
megvalasztasa, optimalizaldsa, valamint az egyéb reagensek, fixalok, permeabilizalok, lizalok
mindségének biztositasa. Ugyanakkor az aramlési citométer helyes beallitasa, a gyongyokkel
torténd kalibracio, a kompenzacio, belso és kiilsé kontroll alkalmazasa biztositja a miszer al-
kalmassagat a helyes mérési eredmény biztositasara (Kalina, 2012). Miutan megtorténik a
minta mérése, az aramlasi citometriai eredmény ugy sziiletik meg, hogy hozzaértd, képzett
szakember analizalja a nyers adatokat. Az analizis alapja a kapuk felhelyezése a vizsgalando
populaciok koré, ez torténhet automata-kapuzassal, értékeld szoftverrel vagy kézi kapuzéssal.
Az eredmény lehet kvantitativ (pl. T, B, NK sejtek aranya és abszolut szama; blasztok %-a)
vagy kvalitativ (blasztok immunfenotipusanak leirasa) (Tanqri, 2013). Az eredmény megjele-
nitése torténhet hisztogram formdjaban vagy felhdképen, az értékelt sejtek %-os eloszlasa vo-
natkozhat az 6sszes mért sejtre vagy csak egy adott populaciora, ezeket az eredménnyel egyiitt
kozolni kell. A szenzitivitds meghatarozasa kiillondsen a hematologiai malignitdsok kezelése
soran a kovetéses vizsgalatoknal minden mérés soran fontos, a leletben kdzlendd adat (limit of
detection = detektalhatosagi hatar és limit of quantitation = kvantitalasi hatar) (Theunissen,
2017).

2.3.3. A posztanalitikai fazis

A posztanalitikai fazishoz az eredmény megsziiletése utani folyamatok tartoznak. Igy
az eredménykozlés, az eredmény Osszevetése a referencia tartomannyal és ez alapjan annak
értékelése, a kezeldorvos értesitése vagy adott esetben szoveges vélemény irasa. A leletatfor-
dulasi 1d6 (turnaround time) fontos mindségi jellemzdje egy vizsgalatnak €s a laboratoriumnak
(Antal-Szalmas, 2007). A minta meg6rzése tovabbi analizisre illetve a mért adat file-ok és az
analizalt file-ok megdrzése intézményenkeént a helyi szabalyozas szerint eldirt ideig sziikséges.
Az aramlasi citometriai eredmények interpretacidja specidlis eldképzettséget igényel, ahol a
leletezd orvos birtokdban van az aramlési citométer, az antitest panelek és kontrollok technikai
ismeretei mellett a hematologiai betegségek diagnosztikdjahoz és kovetéséhez sziikséges elmé-

leti ismereteknek (Barnett, 2013).

2.3.4. A laboratériumi folyamatok lehetséges hibai és indikatorai
A laboratériumi folyamat soran a hibak 46-68%-a a preanalitikai fazisban, 7-13% az
analitikai fazisban és 18-47% a posztanalitikai fazisban torténik (Plebani, 2006). A laboratori-

umokban a mindségbiztositasnak és az egyre pontosabban mérdé miiszereknek kdszonhetden az
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analitikai folyamat hibai meglehetdsen alacsony aranyban jatszanak szerepet, ezzel szemben az
extra-analitikai folyamatok az §sszes hiba igen magas aranyat adjak ugy, hogy ezen folyamatok
tobbségére a laboratoriumnak nincs hatasa (Plebani, 2009). Ezt felismerve szamos munkacso-
port elemezte a pre- és posztanalitikai fazisban keletkez6 hibak hatterét (Hawkins, 2012; Scia-
covelli, 2016) és indikatorokat dolgoztak ki a hibak felismerésére és regisztralasara. Az indika-
torok nemzetk6zi harmonizacidjara tobb munkacsoport tett javaslatot (Barth, 2012; Sciacovelli,
2017; Plebani, 2017). A jelenlegi konszenzus alapjan a preanalitikai fazisban jegyeznek a leg-
tobb, 28 indikatort, az analitikai fazisban 6, mig a posztanalitikai fazisban 11 indikatort (Scia-
covelli, 2017; Plebani, 2017). Az indikatorok regisztralasaval és a laboratoriumi informatikai
rendszerben vald rogzitésével a laboratoriumok monitorozni tudjék a laboratériumi folyamatok
egyes fazisaiban keletkezd hibdk szamat, aranyat, igy adott id6szakra vonatkozoan javitani tud-
jak sajat teljesitményiiket és klinikusi megitélésiiket. Az utobbi években a teljes laboratoriumi
folyamat soran fellépd valamennyi hibara potencialisan ,,diagnosztikus” hibaként tekintenek
(Plebani, 2015), ezzel azt sugallva, hogy a laboratériumi folyamat barmely fazisaban keletkezo

hiba befolyasolja az eredmény interpretaciojat és igy téves diagndzishoz vezethet.

2.4. Preanalitikai megfontolasok akut limfoblasztos leukémidban szenvedé gyermekek
mintai kapcsan

Az akut limfoblasztos leukémia, a leggyakoribb gyermekkori rosszindulati daganatos
betegség, még napjainkban is vezetd oka a 20 éves kor alatt, malignus megbetegedés miatt
bekovetkezett halaleseteknek (Hunger, 2015), noha a betegség tulélése jelenleg mar dsszeha-
sonlithatatlanul jobb, mint mikor Farbernek és mtsainak 1948-ban eldszor sikeriilt remissziot
indukalni ALL-es gyermekekben aminopterin alkalmazasaval (Farber, 1948). Az akut limfob-
lasztos leukémia B- vagy T-sejtes lehet; az esetek 85%-aban prekurzor B-sejtes leukémia (B-
cell precursor acute lymphoblastic leukemia, BCP-ALL) alakul ki, 15%-ban pedig T-sejtes
ALL. A jelenleg alkalmazott kezelés alapja tovabbra is a kombinalt kemoterapia, melynek ki-
dolgozasaban Riehmnek és mstainak volt uttord szerepe az 1970-es években (Riehm, 1980). A
kemoteréapia intenzitasa €s a tovabbi terapids dontések meghozatala nagyban fiigg a betegség
kiilonféle prognosztikai tényezditdl, mint példaul a beteg klinikai allapota a diagnozis idején, a
leukémids sejtek genetikai tulajdonsagai, a kozponti idegrendszer allapota és a korai terapiara
adott valasz (Hunger, 2015). A helyes kockazatfelméréshez elengedhetetlen a megfeleld ming-

ségli mintak vizsgalata. Gyakori preanalitikai hiba, hogy vagy a csontveld, vagy az agy-gerinc-
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veldi folyadék (likvor) periférids vérrel szennyezddik. Akar morfologiai, akdr aramlasi citomet-
riai vizsgalatok torténnek a mintabol, nélkiilozhetetlen, hogy elegendé szamu €16 sejtet tartal-
mazzon (Schrappe, 2009). Az AIEOP BFM 2009 protokoll szerint a 8. napon a periférias vér,
illetve a 15. és 33. napon a csontveld vizsgalata elengedhetetlen a késdbbi terapia intenzitasanak
meghatarozasahoz (Schrappe, 2009). A mintavétel soran a lehetd legkisebbre kell csokkenteni
annak valoszinliségét, hogy a csontveldi mintaba periférias vér keriiljon, mivel ellenkezd eset-
ben alabecsiilhetjiik a csontveldi blastaranyt, és nem a megfeleld rizikocsoportba soroljuk a
beteget. Az ALL-IC BFM 2009 szabalyrendszere szerint, mely a csontvelében minimalis re-
zidualis betegség (MRD) jelenlétének aramlasi citometriai eljaras segitségével torténé megal-
lapitasara vonatkozik, ha a 15. napi csontvel6i mintdban az erythroid eléalakok aranya nem éri
el a 2%-ot, nagy a valdsziniisége, hogy a csontvel6i minta jelentés mértékben szennyez6dott
periférids vérrel. Ha az ilyen minta 10% feletti ardnyban tartalmaz rezidualis koros sejteket, a
beteg az eredmény alapjan a nagy kockazatti (Flow High Risk) csoportba sorolhato. Amennyi-
ben a periférias vérrel kontamindlt csontveldi mintaban 10% alatti a blasztok ardnya, az aram-
lasi citometriai rizikocsoportokba (0,1% - 10%: Flow Medium Risk és <0,1%: Flow Low Risk)
torténd besorolasuk nem tehetd meg, a mintdt MRD vizsgdlatra alkalmatlannak kell mindsiteni
(Dworzak, 2009; Radu, 2020).

A kozponti idegrendszer érintettsége esetén intrathecalis kemoterapia beadasara van
sziikség (de Graaf, 2011, J Neurol). Ha azonban az agy-gerincveldi folyadékbol (likvor) vett
minta periférids vérrel szennyezddik, az esetlegesen kimutatott koros sejtek eredete nem alla-
pithaté meg egyértelmiien. Tovabbi nehézség, kiilondsen, ha a mintat pl. aramlasi citometriai
vizsgalat elvégzéséhez messzebbre kell szallitani, hogy a likvorbdl vett mintdban a sejtek gyor-
san elpusztulnak. A sejtpusztulas iiteme és mértéke sejttipusonként eltérd, igy hosszabb minta-
szallitas esetén mire a vizsgalat megtorténik, a minta sejtosszetétele, az egyes sejttipusok egy-
mashoz viszonyitott aranya mar jelentdsen megvaltozhatott, és a koros sejtpopulacid esetleg
mar nem mutathat6 ki. Periférids vérbdl és csontveldbdl vett mintdk esetén rendszerint rendel-
kezésiinkre all elegendd szamu €106 sejt, likvormintak esetében azonban a sejtszdm gyakran na-
gyon alacsony, ami tovabb neheziti az elemzést. Tovabbi hatrany, hogy sem arrdl nincs kon-
szenzus, mennyi a vizsgalat értékelhetdségéhez sziikséges minimalis sejtszdm (az irodalomban
100 és 1000 kozotti értékek lelheték fel — Kleine, 1999; Urbanits, 2002), sem arrol, hogy pon-
tosan mik a periférias vérrel tortént szennyezettség igazolasanak kritériumai (Mclntosh, 1986;
Lauer, 1989; Mahmoud, 1993).

Osszességében tehat a kapott eredmények valodisagit igen jelentds mértékben hata-

rozza meg a csontveldi és a likvorminta mindsége, legyen sz6 akar diagnozis céljabol, akar a
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kovetés soran vett mintarol, ugy gyermekkori ALL-ben, mint mas leukémia- és limfoma-tipu-

sok esetén.

2.5. Analitikai megfontolasok disszeminalt tumorsejtek detektalasara aramlasi citomet-
riaval és immunhisztokémiaval

A gyermekkori daganatok koziil elssorban a neuroblastoma, a rhabdomyosarcoma, a
Ewing-sarcoma ¢€s a retinoblastoma kapcsan varhato, hogy a betegség lefolyasa soran a tumor
a csontveldben is megjelenik (Finkelstein, 1970; Krishnan, 2007). A neuroblastoma a gangli-
onléc (crista neuralis) sejtjeinek rosszindulatt elfajulasa, melyek a mellékvese veléallomanya-
ban vagy a szimpatikus ganglionokban talalhatok. Az 1986-ban kidolgozott és 1988-ban mo-
dositott nemzetkdzi neuroblastoma osztalyozasi rendszer (International Neuroblastoma Scoring
System, INSS) az anatomiai eléfordulas és a csontvel6i infiltracio alapjan kategorizalja a be-
tegséget (Brodeur, 1988; Park, 2010). Park és mtsai a csontveld érintettségének megitélésére
immunhisztokémiai vizsgalatok végzését javasoltak (CD56, chromogranin A, synaptophysin —
Park, 2010). Feln6ttekben leggyakrabban prosztata- emlé- és tiidérak-attétek jelennek meg a
csontvel6ben. (Anner, 1977; Singh, 1977; Krishnan, 2007) A primer szolid tumorbdl disszemi-
nalo tumorsejtek vizsgalataval megallapithato az attétek és a relapszusok eredete (Kang, 2013).
A malignus betegség stadiumbesorolasa €s a terapia tervezése soran fontos a csontveld esetle-
ges tumoros érintettségének megallapitasa, mely a csontveld-aspiratum €s csontveld-biopszias
minta morfologiai vizsgélataval lehetséges. Kaur és mtsai (Kaur, 2011) szerint tumoros érin-
tettség megitélésére a kétoldali, csipdlapatbol vett minta elemzése az arany standard.

Az aramlasi citometriat mar az 1980-as évek ota alkalmazzak a malignus sejtek DNS-
tartalmanak mérésére (Corver, 2002). Napjainkban a tobbszinti aramlasi citometria (multicolor
flow cytometry, MFC) els6dleges alkalmazasi teriilete a vérképzoérendszeri betegségek felis-
merése ¢és kategorizalasa (Craig, 2008; van Dongen, 2012), de a szolid tumoros betegségek
diagnosztikdjaban és kovetésében is van szerepe. Ennek ellenére mindezidaig csak kevés olyan
tanulmany latott napvilagot, mely kifejezetten a szolid tumorok aramlasi citometria segitségé-
vel torténd fenotipizalasara fokuszal. Ferreira-Facio és mtsai (Ferreira-Facio, 2013) kiilonféle
gyermekkori rosszindulatii daganatok immunfenotipusat vizsgaltak, és megallapitottdk, hogy
az aramlasi citometria ezekben az esetekben egy gyors diagnosztikus és sziirdvizsgalati eszkoz.
Leghasznosabb markerekként az alabbiakat irtak le: CD45, CD56, CD81, CD99, CD271, Ep-
CAM, GD2, nMYOD, tovabba a T- és B-sejtekre specifikus markerek. Egyes ritka esetekben,

melyekben a primer tumort nem sikeriil megtalalni, a csontveld aramlasi citometriai vizsgalata
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elengedhetetlenné valik a diagndzis megallapitasara (Csdthy, 2011). A csontveld immunhisz-
tokémiai és aramlasi citometriai vizsgalata soran kapott eredményeket 6sszehasonlité tanul-

manybol kevés all rendelkezésre (Sah, 2003; Swerts, 2004).

2.6. Posztanalitikai megfontolasok a timidin kin4z enzim, mint tumormarker hasznala-
tarél CLL-ben

A kréonikus lymphocytas leukémia a fejlett orszdgokban a leggyakrabban eléfordulo le-
ukémia. Elsdsorban idésebb személyeket érint, férfiakat valamivel nagyobb szamban, mint n6-
ket (Hallek, 2019). A betegség stadiumanak megallapitasara hazankban elsddlegesen a Rai sze-
rinti besorolasi rendszer terjedt el (Rai, 1975). E szerint a betegségnek 6t stadiuma van: Rai 0
stddiumban csak lymphocytosis van jelen, melyet rendszerint véletleniil fedeznek fel, a beteg-
nek panasza, tlinete még nincs. Rai 1 stddiumban a lymphocytosis mellé¢ nyirokcsomo-megna-
gyobbodas (lymphadenomegalia) tarsul, Rai 2 stddiumban mar a m4j és/vagy a 1ép megnagyob-
bodasa (hepato-splenomegalia) is. A Rai 3 stddium jellemzdje, hogy a lymphocytosis mellett
anaemia van jelen, lymphadenomegalidval és hepato-splenomegaliaval, vagy anélkiil. Rai 4
stadiumba akkor soroljuk a beteget, ha a lymphocytosis mellett thrombocytopenia alakul ki,
akar jelen van ezek mellett anaemia és nyirokcsomo- ill. maj/I1ép-megnagyobbodas, akar nincs.
A Rai stadiumok a betegség lefolyasara, a varhaté tulélésre vonatkoz6 informaciot is hordoz-
nak: Rai és mtsai megfigyelései alapjan a 0. stadiumban az 4tlagos talélés meghaladta a 150
hénapot, az 1. stddiumban 101 honap, a 2. stddiumban 71 hoénap, a 3. stddiumban 19 honap, a
4. stadiumban szintén 19 honap volt (Rai, 1975).

Az azota eltelt idOben szamos egyéb tényezd, elsdsorban genetikai, kromoszomalis el-
térések prognosztikai szerepének felismerésére keriilt sor. A genetikai tényez6k mellett egyes,
a vérben keringd biomarkerek is szolgaltathatnak a betegség varhato kimenetelére vonatkozo
informaciot, ezek koz¢ tartozik a timidin-kinaz enzim is. Néhany specifikus biomarkert6l (AFP,
HCG, PSA, sth. — Houstek, 1968; Vaitukaitis, 1974; Stenman, 1999) eltéréen a timidin-kinaz 1
(TK1, ATP-5’-foszfotranszferaz; EC.2.7.1.21) a nem specifikus tumormarkerek kozé tartozik,
mely a folyamatosan oszt6do sejtekben van jelen (O 'Neill, 2001). A timidin-kinaz a DNS szin-
tézis ugynevezett mentési utvonalanak kulcsenzimje, a timidint timidin-monofoszfatta alakitja.
Az enzimnek két izoform4ja van: a TK1 a citoplazméban, a TK2 a mitokondriumokban talél-
hat6. A TK1 enzim aktivitasa sejtciklus-fiiggd; szintje a G1/S fazisban kezd emelkedni, és a
G2/M fazisban éri el a cstucsot (Reihard, 1951; Weissman, 1960; Berk, 1973; Sherley 1988;
Kornberg, 1989).
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A TK1 enzimet mar szamos sejt- és szovettipusbol izolaltak, és szdmos daganatos be-
tegségben irtak le emelkedett TK1-aktivitast a szérumban, noha az enzim keringésbe jutadsanak
mechanizmusa még nem egészen ismert (Hallek, 1992; Thomas, 1995; Fockens, 2001; Fuji-
waki, 2001). A TK1 tovabba CLL és non-Hodgkin-lymphoma esetében prognosztikai marker
is (Gronowitz, 1983; Kallander, 1984; Hallek, 1999; Konoplev, 2010). A korabbi években sza-
mos tanulmany igazolta a CD38 ¢és a Zap70 expresszid prognosztikai szerepét CLL-ben
(Damle, 1999; Damle, 2002; Wiestner, 2003; D Arena, 2007; Malavasi, 2011). Azokban a be-
tegekben, akikben az immunglobulin nehézlanc gén variabilis régidja (IGHV gén) nem muta-
l6dott, és magasabb CD38- és Zap70-expresszioval rendelkeztek, a TK1 aktivitas is magasabb
volt, és betegségiik elérehaladottabb stadiumban volt (Xu, 2009; Rivkina, 2011). Konoplev és
mtsai kimutattak, hogy a magasabb TK1-szint rovidebb tulélést és a diffuz nagy B-sejtes lymp-
homa (Richter-szindroma) kialakulasanak nagyobb kockazatat jelzi (Konoplev, 2010).

Az enzim aktivitasanak mérésére elsdként rendelkezésre 4116 modszer 1%1-dezoxi-uri-
dint alkalmaz6 radio-immunesszé volt (Gronowitz, 1980); késobb sikeriilt kompetitiv ELISA-t
is kifejleszteni, mely méar nem igényelte radioaktiv izotop alkalmazasat (Ohrvik 2004). Wu és
mtsai a TK1-koncentraciot (és nem az enzim aktivitasat) méré modszert fejlesztettek ki (Wu,
2003). Legujabban Faria és mtsai szamoltak be folyadékkromatografias-tomegspektrometrias
eljarasrol (Faria 2012). Nisman és mtsai emlérakban szenvedd betegek mintait két, kereske-
delmi forgalomban elérheté immunessz¢é segitségével vizsgaltak, és noha leirtak eltéréseket a
két teszt kozott, mindkettdt alkalmasnak itéléték a tumor varhatd kitjuldsanak eldrejelzésére
(Nisman 2013).

Hallek és mtsai CLL-es betegek vizsgalataval 7,1 U/L-ben allapitottdk meg a TK1 cutoff
értékét, amely elkiilonitette a varhatoan rovidebb (magas TK1-szint) és hosszabb (alacsony
TK1-szint) progresszidmentes tulélési idovel rendelkez6, a vizsgalat idépontjaban Binet A sta-
diumban 1év6 betegeket (Hallek 1999). A francia-német CLL7 tanulmanyban a nagy kockazata
Binet A stadiumu betegeket beazonosito egyik kockazati tényez6 a 10 U/L feletti TK1-aktivitas
volt (Furman, 2010; Bahlo, 2011). Magnac és mtsai a TK1-szint és az IGHV mutacios statusz
Osszefliggésének vizsgalataval azt figyelték meg, hogy a 15 U/L feletti TK1-aktivitassal ren-
delkez6 betegekben a gén altalaban nem mutalodott (Magnac, 2003). 2012-ben Sagatys és
Zhang egy részletes Osszefoglaldt publikaltak a CLL prognosztikai markereirdl, melyben egy
egységes algoritmus kidolgozasat javasoltdk a betegség varhatdé kimenetelének minél ponto-
sabb megitélésére (Sagatys, 2012). Molica és mtsai @ MD Anderson Rakkozpont (MD Ander-
son Cancer Center, MDACC) és a modositott német CLL pontrendszer 6sszehasonlitod elemz¢-

sét végezték, és azt talaltak, hogy barmilyen ujabb pontozorendszer kidolgozasdhoz ezt a kettdt
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kell alapul venni (Bahlo, 2011; Wierda, 2011; Molica, 2013, Leuk Res). Egy ujabb irasaban
Molica egy nemzetkozi, atfogd CLL prognosztikai index kidolgozasat javasolta (Molica, 2013,
Leuk Lymph).
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3. Célkituzések

A laboratériumi diagnosztika specidlis teriiletein végzett munkank soran célunk az volt,
hogy a kiilonb6z6 malignus megbetegedések esetében alkalmazott laboratoriumi vizsgalatok
preanalitikai, analitikai és posztanalitikai evalualasahoz hozzajaruljunk és megvizsgaljuk, hogy

1. Preanalitikai fazis vizsgélata: a kezelés megvalasztdsanak és modositasanak alapja
ALL soran a meghatarozott iddpontokban vett periférids vér, csontveldi aspiratum
illetve likvor mintdban kimutathat6 blasztok ardnya. Ennek dramlési citometridval
torténd megitéléséhez elengedhetetleniil sziikséges a megfeleld mindségli minta.
Célunk az volt, hogy meghatarozzuk az aramlasi citometriai vizsgélatra érkezé nem
megfeleld mindségli mintak aranyat, ami megakadalyozta, hogy értékelhetd ered-
mény sziilessen.

2. Analitikai fazis vizsgalata: disszeminalt tumorsejtek detektalasa folyadékbiopszids
eljaras soran hagyoméanyosan morfoldgiai/immunhisztokémiai moédszerrel torténik.
Célul tiiztiik ki, hogy Osszevessiik ezen hagyomanyos modszer és az aramlasi cito-
metriai modszer szenzitivitasat, specificitasat és diagnosztikai hatékonysagat a szo-
lid tumor sejtek €és a neuroblastoma sejtek detektalasaban.

3. Posztanalitikai fazis vizsgalata: a timidin kindz enzimaktivitds eredmény helyes ér-
tékeléséhez célul tliztiik ki életkor-specifikus referencia tartomanyok megalkotasat
nagyszamu egészséges egyén mintajat felhasznalva. Mivel a CLL elsdsorban az id6-
sebb populéciot érintd betegség, kivancsiak voltunk arra, hogy naiv, gydgyszeres
terapiat még nem kapott CLL betegek timidin kindz enzimaktivitas értékei hogyan
fliggnek a betegség stadiumatol, egyéb laboratériumi paraméterektdl és talalhatd-e
olyan cut-off érték, ami a korban és nemben illesztett egészséges populaciotol elkii-
16niti oket.
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4. Anyagok és modszerek

A munkank soran felhasznalt antitestek, klonok és gyartoik valamint a miiszerek €s szoftverek
az adott tanulmany részletes modszertananal szerepelnek.

Az ott fel nem sorolt vegyszerek, mintavételi csdvek és gyartoik:

NaCL VWR Chemicals, Leuven, Belgium
Na:HPO4X2H20 VWR Chemicals, Leuven, Belgium
KCI VWR Chemicals, Leuven, Belgium
KH2PO4 VWR Chemicals, Leuven, Belgium
Paraformaldehid Sigma, St. Louis, MO

Ks-EDTA-val alvadéasgatolt vérvételi cso:

3,0 mL, miianyag csd, referencia szam: 368857, Becton Dickinson and Company, BD Frank-
lin Lakes, NJ, USA

Transfix stabilizatort tartalmaz6 csé cerebrospinalis folyadékhoz:

3,0 mL, mianyag cs6, referencia szam: TF-CSF-5-25, Caltag Medsystems, Buckingham, UK

4.1. Preanalitikai fazis: a nem megfelel6 minéségii mintak felderitésére iranyulo tanul-

many modszertana

4.1.1. ALL-ben szenvedd gyermekek csontveldi mintainak vizsgalata

1 csoport: Retrospektiv modon, akut limfoblasztos leukémiaval 2011 és 2018 kozott
diagnosztizalt gyermekek adatait értékeltiik. 15. napi csontveldi minta 104 betegtdl allt rendel-
kezésre (61 fiu, 43 leany). 23 beteg (20 fiu, 3 lany) T-sejtes ALL-ben (22%), 81 beteg (41 fit,
40 leany) prekurzor B-sejtes ALL-ben szenvedett. A teljes populacio atlagéletkora a mintavétel

1dépontjaban 83 honap volt (1 és 201 honap kozott).

2 csoport: 33. napi csontveldi minta 90 betegtdl (50 fia, 40 leany) allt rendelkezésre. 13
minta (14%) T-ALL-es betegektdl (11 fia, 2 lany), 77 minta (86%) prekurzor B-sejtes ALL-es
betegektdl (39 fiu, 38 leany). Az atlagéletkor ebben a csoportban is 83 honap volt (2 és 202
honap kozott).
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4.1.2. ALL-ben szenvedd gyermekek likvor mintainak vizsgalata

A fenti id6szakban 20 ALL-es gyermekt6l sszesen 26 likvorminta aramlasi citometriai
vizsgalata tortént. A betegek atlagéletkora 75 hénap volt (7 és 214 honap kozott). Tizenkét
beteg fit (60%), nyolc beteg leany (40%) volt. Egy betegnek volt T-ALL-je (5%), a tobbieknek
prekurzor B-sejtes ALL-je (95%). Egynél tobb mintat 6t betegtdl kiildtek, harom minta érkezett
a T-ALL-es betegtdl, és tovabbi négy betegtdl két-két minta.

4.1.3. Nativ és stabilizatort tartalmazé mintavételi csobe vett likvor mintak
osszehasonlitasa

Negyvenhét beteg (gyermekek ¢€s felndttek vegyesen) 0sszesen 51 likvormintajat érté-
keltiik, dsszevetve az €16 sejtek aranyat nativ és stabilizatort (TransFix®; Ref. No. TF-CSF-5-
25, Caltag Medsystems, Buckingham, UK) tartalmaz6 mintakban. A betegek koziil 19 né/leany
(40%), 28 férfi/fin (60%) volt. Az atlagéletkor 43 év volt (10 honap és 79 év kozott). Huszon-

kilenc stabilizalt és huszonkét nativ mintat vizsgaltunk.

4.1.4 Aramlasi citometriai vizsgalatok

Az aramlasi citometriai mérések nyolcszinii jeldléssel FACSCanto II aramlasi citomé-
teren torténtek, az adatokat FACSDiva 8.0.2 szoftverrel értékeltiik (mindkettd gyartoja: Beck-
ton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA). A 2013 marciusa el6tt érkezett prekurzor B-
sejtes ALL-es és a 2013 szeptembere el6tt érkezett T-ALL-es gyermekek mintait négyszinii
panellel, minden tovabbi mintat nyolcszinii panellel vizsgaltunk. A jel6lés menete a kordbban
leirtaknak megfeleld volt (Simon, 2012). Az alkalmazott antitesteket, klonokat és gyartokat az
1. tablazat foglalja Gssze. A likvormintakat is ezek alapjan a panelek alapjan jeloltiik, azonban
a legtobb esetben a kevés mintamennyiség miatt a teljes panelt nem tudtuk alkalmazni. Az
eredmények Osszehasonlithatosdga érdekében az dramlasi citométert naponta kalibraltuk a
gyarto altal ajanlott Cytometer Setup and Tracking fluoreszcens mikrogyongyokkel (Cat No.
641319, Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA), az Autocomp szoftver segitség-

ével.
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FITC PE PerCP-Cy5.5 APC
1. csd CD20 (L27)! CDI10 (SS2/36)° CD34 (8G12)! |CD19 (S125C1)!
, CD20+CD10 . . ,
2. csd (L271552/36) CD38 (HB7) CD45 (2D1) CD19 (8125C1)
3. cs6 CD58 (AICDS58)? CDI10 (SS2/36)° CD45 (2D1)!  |CD19 (SJ25C1)!
4. csb CcyFXIII CD10 ($52/36)° CD45 (2D1)! | CD19 (SI125C1)!
5. csd syto16’ CDI10 (SS2/36)° CD45 (2D1)!  |CD19 (SJ25C1)!
B
FITC PE PerCP-Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7 Pac Blue Pac.Orange
1. csé CD58 (AICD58) ep1zs - CD33 D19 (73-119) | CD10 (HI108) [CD81 (78-81)'|  sytod0’ | €D45 (HI30)°
(SSDCLY107D2) | (D3HL60.251)
2. csé sytol6’ CDSfigsﬁ?R' CD34 (8G12)' | D19 (I3-119)° | CD10 (HI102)' | CD38 (HB7)' | D20 (2H7)' | CD45 (HI30)’
3. csb cyFXIII CD10 (SS2/36) CD45 (2D1)’ CD19 (SJ125C1)°
C
FITC PE PerCP-Cy5.5 APC
1. cs6 sytol6 CD7 (8H8.1)? CD45 (2D1)! CD3 (SK7)!
2. csb CD4 (SK3)! CDS8 (SK1)! CD45 (2D1)! CD3 (SK7)!
3. cs6 CD99 (DN16)° CD7 (8H8.1) CD5 (L17F12)! CD3 (SK7)!
4. csb nTdT (HT6) CD7 (8HS8.1)? CD3 (SK7)! cyCD3 (SK7)!
D
FITC PE PerCP-Cy5.5 PE-Cy7 APC APC-H7 PacBlue Pac.Orange
1. csé 16’ D99 €Ds CD7 (8H8.1)’ | CDla (HI149)' D8 D4 D45
. CsO syto 5 - a 5
¥t (3B2-TA8)’ (sK7)’ (sKkD)' (RPA-T4)' (H130)’
2. csb TdT (HT6)’ D99 €Ds CD7 (8HS.1)’ CD3 (SK7)' €Ds 40" D45
-0 n (3B2-TA8)’ (L17F12)' : “ (SK7)’ syt 130y’

1. tablazat: Antitest-panelek és klénok a gyermekek 15. és 33. napi mintainak vizsgalatahoz

A: Négyszini BCP-ALL panel MRD detektalasara; B: Nyolcszinit BCP-ALL panel MRD detektalasara. 2017
szeptemberétdl a CD123 atkeriilt a 2. cs6be (mint CD66¢+CD123 az FL2 csatornan), az 1. csében a helyére a
CD73+CD304 keriilt (klonok: ad2 ill. 12C2; mindkett6t a SONY Biotechnology (San José, CA, USA) gyartja);
C: Négyszinli T-ALL panel; D: Nyolcszinli T-ALL panel. A fluorokromokat lasd a Réviditések jegyzékében.
Gyartok: 1: Becton-Dickinson Pharmingen, San José, CA, USA; 2: Beckmann-Coulter, Brea, CA, USA; 3: Dako,
Glostrup, DK; 4: BioLegend, San Diego, CA, USA; 5: ExBio, Praga, CZ; 6: AbDSerotec, Raleigh, NC, USA; 7:
Molecular Probes, Eugene, OR, USA. A cyFXIII-A antitest hazilag késziilt (Katona, 2001).

A csontvel6i mintdkban az €16 sejtek aranyat syto-festéssel hataroztuk meg, ezt megeld-
zO0en minden mintabol kizartuk a duplikdtumokat. Azokat a csontvel6i mintakat, melyekben az
eryrthroid prekurzorok aranya nem érte el a 2%-ot, az ALL-IC BFM 2009 szabalyrendszere
szerint periférias vérrel szennyezettnek tekintettiik (Dworzak, 2009; Radu, 2020). A likvormin-
takban vagy syto- és FSC/SSC szekvencialis kapuzassal (3. abra), vagy, syto-festés hianyaban
a fényszorasi tulajdonsagok alapjan hataroztuk meg az €106 sejtek aranyat. A 30%-nal kevesebb
€10 sejtet tartalmazo likvormintakat értékelésre alkalmatlannak mindsitettiik. Periférias vérrel

tortént szennyezettséget abban az esetben allapitottunk meg, ha a likvormintaban mikroliteren-

ként 100-nal tobb vorosvértest fordult eld.
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3. abra: Likvorminta szekvencialis syto+FSC/SSC kapuzasi stratégiaja az €lo sejtek tor-

meléktol torténo elkiilonitésére

A fényszorasi tulajdonsagokra és a syto-expresszidra kiilon-kiilon kapuzva az €16 sejtnek mindsiilé események

aranya jelent6sen kiillonbozott. A legpontosabb eredményt a szekvencialis kapuzas segitségével tudtuk elérni.

4.2. Analitikai fazis: disszeminalt tumorsejtek kimutatasara iranyulé tanulmany madd-
szertana

Retrospektiv analizis keretében 0sszesen 72 mintat vizsgaltunk, ezek koziil 63 csont-
veld, 6 likvor, 2 bronchoalveolaris mosofolyadék és 1 periférias vér volt, 50 kiillonbozo betegtol.
Immunhisztokémiai vizsgalati eredmény 48 esetben allt rendelkezésre. A populéciot két alcso-
portra osztottuk: az elsd csoportba 34, kiilonféle igazolt vagy gyanitott szolid tumoros beteg-
ségben szenvedd beteg (16 gyermek, 18 felndtt) 36 mintdja keriilt, mig a masik csoportba 16,
igazoltan vagy gyanitottan neuroblastomas gyermek 36, diagndzis céljabol vagy az utankovetés

soran vett mintaja szerepelt.

4.2.1. Szolid tumor gyanuval vagy igazolt betegséggel biré csoport

A csoport 13 betegénél (3 gyermek, 10 felndtt) nem igazolodott tumoros betegség, 21
fonél (13 gyermek, 8 feln6tt) azonban igen. A betegek klinikai adatait a 2. tablazat foglalja
Ossze. Az igazoltan tumoros alcsoportban 13 beteg férfi/fin (8 felnétt, 5 gyermek), 8 leany
(mind gyermek) volt. 2015 novemberében a csoport 25 betege (11 gyermek, 14 felndtt) életben
volt, 9 (5 gyermek, 4 felndtt) mar elhunyt. A gyermekek atlagéletkora 9 év (3 honap és 15 év
kozott), a felndtteke 58 €v (21 és 94 év kozott) volt.
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Sorszam | Nem Eletkor (év) | Tumor tipusa

1 térfi 4 hénap T histiocvtosis

2 né 2,57 atipusos teratoid/rhabdoid tumor
3 no 4 érett teratoma

4 no &7 choroid plexus carcinoma

5 nd 12 histiocytosis

6 no 13 Wilms-tumor

7 ferfi 14 pilocytas astrocytoma (Grade 1)
8 férfi 14 Ewing-sarcoma

9 férfi 17+ synovialis sarcoma

10 nd 17 primitiv neuroektodermalis tumor
11 férfi 17 1 vilagosseites veserak

12 né 18 chondrosarcoma

13 né 19 Wilms-tumor

14 férfi 23 Hodgkin-koér

15 ferfi 46 7 follicularis lvmphoma

16 térfi 49 tiidorak

17 térfi 577 gvomorrak

18 férfi 60 T tiidérak

19 térfi 60 histiocytosis

20 terfi 90 prosztatarak

21 férfi 94 7 prosztatarak

2. tablazat: A szolid tumoros betegek klinikai adatai
A legfiatalabb beteg 4 honapos, a legidésebb 94 éves volt. T elhunyt.

4.2.2. Neuroblastoma gyantival vagy igazolt betegséggel bir6 csoport

A 16 neuroblastomas beteg koziil 13 fia, 3 leany volt, atlagéletkoruk a diagnézis ido-
pontjaban 27,4 honap (2 és 83 honap kozott). 2015 novemberében 6 beteg volt életben, 9 mar
elhunyt, 1 beteg sorsa nem ismert. Az elhunytak a diagnézis idépontjaban mar mind idésebbek

voltak 12 honapnal.
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4.2.3. Aramlasi citometriai vizsgalatok

A tobbszinli aramlasi citometriai (multicolor flow cytometry = MFC) vizsgélatokban a
periférids vér és a csontveldi mintak felszini jeldlése standard protokoll szerint tortént: 50 pL
periférias vért/csontveldt inkubaltunk kiilonféle sejtfelszini epitopokat felismerd, telitési kon-
centracioban jelen 1évo, fluoreszcens festékkel direkt jelolt antitestekkel 15 percig sotétben,
szobahdn; a mintaban a sejtszdmot foszfatpufferelt sdoldattal (PBS) 10 x 10%/L-re 4llitottuk be.
A nem hemopoietikus tumorsejtes panelben az alabbi antitestek szerepeltek: CD7-FITC (4H9
klon), EpCAM-PE (EBA-1 klon), CD45-PerCP (2D1 klon; mindharom antitest gyartoja:
Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, USA), és CD33-APC (D3HL60-251 klon; Im-
munotech - Beckman Coulter, Marseille, France), mig a neuroblastoma panelben 4 szinii kom-
binacioban a kovetkezok: CD81-FITC (JS-81 klon; Becton Dickinson Pharmingen, San Diego,
CA, USA), CD117-PE (104D2 klon; Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, USA),
CDA45-PerCP (2D1 klén; Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, USA), és CD56-APC
(N901 (NKH-1) kléon; Immunotech - Beckman Coulter, Marseille, France). Ha Ewing-sarcoma
vagy histiocytosis gyantija meriilt fel, hozzatettiik még az alabbiakat: CD99-FITC (TU12 klén;
Becton Dickinson Pharmingen, San Diego, CA, USA) illetve CD1a-APC (HI149 klon; Becton
Dickinson Pharmingen, San Diego, CA, USA). Néhany esetben az erythroid prekurzorok jobb
azonosithatosaga éredekében a CD71-FITC (LO1.1 klon; Becton Dickinson Biosciences, San
José, CA, USA) hasznalatara is sor keriilt. A vorosvértesteket FACS 1izalo oldattal (Becton
Dickinson Biosciences, San José, CA, USA) lizaltuk, majd a mintakat PBS-sel mostuk (300g,
5 perc) és 1% paraformaldehidet tartalmazé PBS-ben reszuszpendaltuk. Az igy fixalt mintakat
4°C-on taroltuk, legfeljebb 24 oraig. A mérések FACSCalibur vagy FACSCanto II (mindkét
miiszer gyartoja: Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, USA) aramlasi citométeren tor-
téntek, ugyanazokat a beallitasokat hasznalva minden vizsgalt mintara. De novo mintak eseté-
ben 100 000, utankovetési (minimalis rezidualis betegség keresése) mintakbol 300 000 sejt be-
gyljtése tortént, a mérési adatokat list-mode adatfajlokban taroltuk. Az adatok elemzését
FACSDiva szoftverrel (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, USA) végeztiik. A neu-
roblastoma sejtek CD45 negativ, CD56 pozitiv, CD81 pozitiv és ritkan CD117 pozitiv immun-
fenotipussal jellemezheték. Minimalis rezidualis betegség (MRD) keresése soran az alabbi ka-
puzasi stratégiat alkalmaztuk: els6 1épésben a fényszorasi tulajdonsadgok (elére szort fény/ol-
dalra szort fény) alapjan elkiilonitettiik az €16 sejteket a tormeléktél (4A abra), majd a CD45
negativ régiobol a CD56/CD81 pozitiv sejtek voltak a rezidualis neuroblastomasejtek (4B-D

abra).
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4. abra: A neuroblastoma-sejtek detektalasara szolgalo kapuzasi stratégia utankovetési

mintakban

A neuroblastoma-sejtek CD45 negativ, CD56 pozitiv, CD81 pozitiv és ritkan CD117 pozitiv sejtek. Minimalis
rezidualis betegség keresésére 300 000 eseményt gylijtottiink be, és szekvencialis kapuzast alkalmaztunk (A-D).
Az els6 kapuban az €16 sejtek (A), az €16 sejtekbdl a CD45 negativ régio (B), a CD45 negativ régiobol a CD56
pozitiv események (C), majd ebbdl a CD81 pozitiv események adjak a neuroblastoma-sejtekre jellemz6 immun-

fenotipust (D). FSC: forward scattered light (el6re szort fény); SSC: side scattered light (oldalra szort fény).

4.2.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatok sordn a csontveldbiopszids mintakat 4%-0s
foszfatpufferelt formaldehidben fixaltuk 24 o6ran keresztiil, majd 1%-0s EDTA-val dekalcifi-
kaltuk 48 oran at. A szdvetfeldolgozas és paraffinba dgyazas utan 4 mikron vastagsagu metsze-
teket készitettiink. Bond-Max késziilék (Leica Microsystems, GmbH, Germany) €s a hozz4 tar-

toz6 Bond Polymer Refine Detection kit (DS9800; Germany) alkalmazasaval a metszeteket
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CD56 (NCL-L-CD56-1B6, egér monoklonalis; Novocastra, Nussloch, Germany), CD99
(M3601, egér monoklonalis; Dako, Glostrup, Denmark), chromogranin A (M0869, egér mo-
noklonalis; Dako, Glostrup, Denmark) és S-100 (Z0311, nyul poliklonalis; Dako, Glostrup,
Denmark) jelolésekkel festettiik. A metszeteket ezt kovetéen fénymikroszkoppal (Leica
DM2500 mikroszkop, DFC 420 kamera és Leica Application Suite V3 szoftver; Leica, Wetzlar,
Németorszag) vizsgaltuk.

A csontvel6i aspiratumbol készitett keneteket formalinban utofixaltuk 10 percig, majd
pufferes mosast (Ventana Reaction Buffer) kovetéen nedves bet6ltéssel inditottuk VENTANA
BenchMark ULTRA (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland) immunfesté automatan. Az
antigén feltaras ULTRA Cell Conditioning 1 Buffer-ben (pH 8,5), 95 °C-on 20 percig tartott.
A chromogranin A ellenes antitest (a biopszias mintak esetében is hasznalt M0869, egér mo-
noklonalis; Dako, Glostrup, Denmark) inkubalasi ideje 30 perc, a detektalas UltraView Univer-
sal DAB Detection Kit-tel tortént. Ezt kovette a feliilfestés haematoxillinban és kékités szintén

automatizalt moédon, majd viztelenités, derités utan fedés.

4.2.5. Szenzitivitas, specificitas, diagnosztikai hatékonysag

Miutan a mintakat besoroltuk a valodi pozitiv (VP), valodi negativ (VN), alpozitiv (AP)
és alnegativ (AN) kategoriakba, kiszamitottuk az egyes modszerek szenzitivitasat, specificita-
sat és diagnosztikai hatékonysagat az alabbi képletek alapjan:

Szenzitivitas: VP/(VP+AN) x 100

Specificitas: VN/(VN+AP) x 100

Diagnosztikai hatékonysag: (VP+VN)/(Osszes eset) x 100

4.3. Posztanalitikai fazis: a szérum timidin-kinaz enzim életkor-specifikus referencia-
tartomanyainak meghatarozasara, valamint CLL betegcsoporton torténd validalasara

szolgalo tanulmany modszertana

4.3.1. Egészséges populicio a referencia tartomanyok meghatarozasahoz

Haromszéazhatvankilenc egészséges dnkéntes szérummintajat vizsgaltuk. A vizsgalatba
bevont személyek véradok és a Laboratériumi Medicina Intézet dolgozoéi kozil keriiltek ki.
Eletkoruk 18 és 86 év kozott volt (median: 45 év), nemi megoszlas szerint 157 férfi és 212 né.
Bevalasztasi kritériumként a vizsgalt laboratoriumi paraméterek egyikiiknél sem haladhattak

meg a referecia-tartomany fels6 hataranak kétszeresét. A vizsgalatban nem vehetett részt olyan

32



személy, akinek tumoros, anyagcsere- vagy kronikus gyulladasos betegsége volt. A statisztikai
elemzésbdl 24 egyén adatait kizartuk, mivel a kivalasztasi kritériumok teljesiilése nem volt
egyértelmiien megallapithatd. Az ¢€letkor befolyasold szerepének vizsgalatdhoz a populaciot
harom alcsoportra osztottuk: 18-35 év kozottiek (fiatalok), 35-60 év kozottiek (kdzépkortak)
¢és 60 év felettiek (id6sek). (5. abra)

Bevalasztasi idoszak
2010 december — 2012 november

393 egészséges onkéntes 115 CLL-es beteg
170 férfi, 223 nd 61 férfi, 54 no

— ¥ 24 {6 kizarva

369 személy
157 térfi, 212 n6

Rai 0: 43 6

Eletkori csoportok Rai 1: 27 {6
18-35 év: 95 {6 Rai 2: 19 {6
35-60 év: 191 1o Rai 3: 15 o
60-86 ¢v: 83 fo Rai4: 11 6

5. abra. A vizsgalatba bevont egészséges és CLL-es populacio jellemzdi

4.3.2. CLL populécié a médszer validalasahoz

Keresztmetszeti, korban €s nemben illesztett eset-kontroll tanulmany keretében a 2010
decembere és 2012 novembere kozott megjelent CLL-es betegeket vizsgaltuk (115 £6). Az at-
lagéletkor a beteg- és a kontrollcsoportban is 65,6 év volt (46 és 86 év kozott), a férfi:nd arany
megkozelitdleg 1:1 (61:54). A Rai stddiumbesorolas szerint 43 peteg volt Rai 0, 27 beteg Rai
1, 19 beteg Rai 2, 15 Rai 3 és 11 Rai 4 stadiumban (5. abra). A betegcsoportban 29 beteg a fent

megallapitott kozépkort, 86 az idds korcsoportba tartozott.
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4.3.3. Laboratéoriumi modszerek
4.3.3.1. Timidin Kinaz aktivitas mérése

A TK1-aktivitast indirekt, modositott, kétlépéses kompetitiv kemilumineszcens immun-
essz¢é segitségével mértiik Liaison immunkémiai analizatoron (DiaSorin S.p.A., Saluggia,
Olaszorszag). A kalibracids gorbét matematikailag a gyart6 hatarozza meg (mestergorbe), mely
tartalmazza a patologias értékeket is. Mindségellendrzés céljabol a reagenskészletben két QC
(quality control) minta talalhato, egy magas ¢és egy alacsony értékii. A mérési teljesitmény ér-
tékelésére a pontossagot €s a precizitast az alacsony (QC1) és a magas (QC2) értékii kontroll-
mintak mérésével hataroztuk meg. A precizitast a variacios koefficienssel (CV) jellemeztiik, a
pontossagot mint szazalékos eltérést a névértéktol. A sorozaton beliili pontossag és precizitas
értékeléséhez a QC1 és QC2 mintadkat egymas utan kilencszer mértiik le, a sorozatok kozotti
pontossag €s precizitas értékelésé¢hez 18 kiilonb6z6é napon. Az eredményeket a vart és a mért
értékek kozotti linearis regresszioként értékeltiik. A mérés linearitasat egy igen magas TK1-

aktivitassal rendelkez6 beteg mintajanak sorozatos higitasaval hataroztuk meg.

4.3.3.2. CD38 és Zap-70 expresszio vizsgalata aramlasi citometriai analizissel

A mintakbol a fehérvérsejtszamot Advia 120 hematologiai automataval hataroztuk meg
(Siemens AG, Erlangen, Németorszag). Az abszolut B-sejtszamot a CD19+ sejtek szazalékos
aranya és a fehérvérsejtszam alapjan szamitottuk. Az aramlasi citometriai mérések FACSCanto
IT aramlasi citométeren torténtek, a mérési eredményeket FACSDiva szoftver segitségével ér-
tékeltiik (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, USA). Az alkalmazott antitestek:
CD19-PE-Cy7 (J3-119 klon, Beckman-Coulter, Brea, CA, USA); CD38-APC (HB7 klon,
Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, USA) és Zap70 (jeloletlen, 2F3.2 klon, Merck-
Millipore, Billerica, MA, USA). A beteget abban az esetben mindsitettitk CD38 és/vagy Zap70
pozitivnak, ha a CLL sejtek legalabb 20%-a expresszalta ezeket a markereket.

4.3.3.3. FISH vizsgalat

Az interfazisu fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) vizsgélatok periférids vérbol
szarmazo sejtszuszpenzion torténtek, standard protokoll szerint. A sejteket vagy 72 oras, 12-O-

tetra-dekanoil-forbol-13-acetatot (TPA; Sigma-Aldrich, Miinchen, Németorszag) tartalmazo
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médiumban tortént tenyésztést kovetden, vagy nem tenyésztett periférias vérbol tortént kozvet-
len feldolgozast kovetden vizsgaltuk. A FISH vizsgalathoz hasznalt probak a kovetkezdk vol-
tak: LSI Rb1(13914)/13934; LSI p53; LSI ATM (Abbott Molecular Inc., Des Plaines, USA).
A sejteket 4,6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI) jeloltiik. Minden probat legalabb 200 interfa-
zisu sejten vizsgaltunk minden betegnél. A képeket Zeiss Axioplan2 fluoreszcens mikroszkop-
pal (Carl Zeiss, Zaventem, Belgium) készitettiik, és ISIS szoftver (MetaSystems, Altlussheim,

Németorszag) segitségével elemeztiik.

4.3.4. Statisztikai analizis

Az adatok eloszlasanak ellendrzésére a Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztuk. A
legtobb esetben az adatok nem normal eloszlast mutattak, igy a statisztikai analizishez a Mann-
Whitney U tesztet hasznaltuk. A korrelacios analizishez a Spearman-rho értéket szamitottuk ki.
Statisztikailag szignifikdnsnak a <0,05 p értékkel rendelkez6 kiilonbségeket mindsitettiik. Va-
lamennyi statisztikai elemzést, a ROC gorbeék (receiver operating characteristics) megrajzolasat
¢s a gorbe alatti teriilet (area under the curve, AUC) kiszamitasat is, SPSS 19.0 statisztikai

szoftver segitségével végeztiik (IBM Corps., Armonk, NY, USA).

35



5. Eredmények

5.1. Preanalitikai fazis: a nem megfeleloé mindségii mintak felderitésére iranyulé tanul-

many eredményei

5.1.1. ALL-ben szenvedo6 gyermekek csontveléi mintainak eredményei

1 csoport

A szaznégy 15. napi csontvel6i mintabdl tizenhatnal (15%) igazoltunk periférias vérrel
tortént szennyezOodést (81 B-sejtes ALL-b6l 12-nél, 23 T-sejtes ALL-b6l 4-nél). A B-sejtes
ALL-es mintdk esetében a kontaminalt mintakban talalt rezidualis blasztarany minden esetben
a Flow High Risk hatarérték (10%) alatt volt, igy a mintak aramlasi citometriai kockazatbeso-
rolasra nem voltak alkalmasak. A négy T-ALL-es kontaminalt minta koziil harom esetben a
rezidualis blasztarany 10% felett volt, igy ezeket a betegeket a periférias vérrel tortént szenny-
z8dés ellenére is be lehetett sorolni a Flow High Risk csoportba. Osszesen tizenharom 15. napi
csontvel6i minta nem volt alkalmas kockazatbecslésre a vizsgalt 104 koziil (12,5%), periférias

veérrel tortént kontaminacid miatt.

2 csoport

A vizsgalt kilencven 33. napi csontveldi mintabodl 13 (14%) bizonyult periférias vérrel
szennyezettnek (tizenegy B-sejtes ALL-es minta az 6sszesen 77-bol, két T-sejtes ALL-es minta
13-bol). Mindegyik kontaminalt mintdban 10% alatt volt a rezidualis blastok aranya, igy az
ALL-I1C 2009 szabalyrendszere szerint ezek mind elégtelen mindségiiek voltak MRD eredmény

kiadasara.

5.1.2. ALL-ben szenved6 gyermekek likvor mintdinak eredményei

A 26 mintabol 22 esetben allt rendelkezésre VVT-szam is. Ennek a csoportnak az ered-

ményeit részletesen a 3. tablazat mutatja be.
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Minta | EI6 sejtek PV Patologias | Begytijtott
sorszama | aranya iSO% kontaminécio Sejte%( sejtez:gkwsljzéma FVSiuL | VWT/uL

1 + 1840 1 92

2 + 5612 2 1

3 + 10 000 2 11

4 + 2024 4 N/A
5 + 2029 5 1

6 + 3496 6 1

7 + + 100 000 7 2560
8 + + 2576 4 N/A
9 + + 4094 5 5
10 + + 9246 8 8
11 + + + 3887 9 1280
12 + + + 13 961 80 123
13 + + + 76 245 336 24 533
14 + + + 2576 40 8533
15 + + 300 000 679 1133
16 + + 300 000 12 800 107
17 + + 130 893 679 683
18 + + 3082 140 90 453
19 + 3703 23 160
20 100 000 623 N/A
21 17710 179 N/A
22 5750 180 80
23 2208 44 67
24 + 137 356 720 5
25 + 2415 41 32
26 + 2737 11 61

3. tablazat: ALL-ben szenved6 gyermekek likvor mintainak eredményei

A 24.,25. és 26. minta T-ALL-ben szenvedd betegbdl, a tobbi minta BCP-ALL-ben szenvedd betegekbdl szarma-

zott. N/A: nincs adat.

Mikroliterenként 100 VVT jelenlétét tekintve a periférias vérrel tortént kontaminaciod
hatarértékének, a 22 mintabol 10 (45%) volt szennyezett. A tizenegy mintanal (1-11. minta)
tapasztalt alacsony (mikroliterenként 10 alatti) fehérvérsejtszdm ellenére az dramlési citométer
ezekbdl is tobb ezer (1840 — 100 000) eseményt gytijtott be, jollehet valamennyi kis sejtszamu
mintdban az €16 sejtek aranya 30% alatt volt. Négy ilyen alacsony sejtszamu mintaban taldltunk
blasztokat (8-11. minta), ezek koziil egy volt periférias vérrel szennyezett (11. minta). Osszesen
a 26 mintabol 14-ben taldltunk malignus sejteket, ezek koziil 8 (57%) volt periférias vérrel

szennyezett. A 6. abran egy jol értékelheto, periférias vérrel nem kontaminalt minta felhdképei
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lathatok; a T-sejtes ALL-ben szenvedé beteg koros sejtjei élénk CD99 és CD7 expresszioval

rendelkeznek.
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6. abra: T-ALL-ben szenvedé beteg jol értékelheté likvormintajanak analizise

A szekvencialis kapuzas alapjan az €16 sejtek aranya az Gsszes begylijtott eseményre vetitve 85,6% volt (C), ebben
az esetben ettdl nem tért el jelentGsen sem a csak a fényszorasi tulajdonsagok (A), sem a csak a syto-expresszid
alapjan (B) kapott arany. Az €16 sejtek 96%-a élénk CD99/CD7 expresszioval rendelkezd, patologias T-lymphob-

last volt (D, lila szinnel).

A 26 likvormintabol 14-ben (54%) az €16 sejtek aranya nem érte el a 30%-ot. Ezek koziil
7-ben volt kimutathato patologias sejt (50%), melyek koziil 4 mintaban (8-11. minta) az ala-
csony el sejtarany mellett is detektalhatok voltak malignus sejtek (7. abra). Akkor tekintettiik
pozitivnak a likvormintat, ha a patologias sejtre jellemzd, hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkezé

10 sejtet talaltunk.

38



A [Ungated] syto / SSC-A B [A] FSC-A / SSC-A
1000 A 1000 -
|
1
8004 8004
< 600 < 6004
S i _' : :;-‘,-,1'
T ap0d T 4001
200
0 ' T T T o T
10 10 10 10° 0 200
syto FSC-A
C [B] CD19 / SSC-A D .. [C] CD20 / CD10
1000 - - 10¢
200
< 5007 =
z S
“0
e o7
zwl 1
D T ] ] T T T
10 10 10 10 10 100 107 10
CD19 CD20

7. abra: BCP-ALL-ben szenved6 beteg Kis sejtszamu, nehezen értékelhet6 likvormintaja

A likvorban a fehérvérsejtszam 9/ul, az €16 sejtek aranya 30% alatt volt (A,B), de jol differencialhato volt a
CD19+ B sejteken (C; kékkel) beliil a CD20-/CD10+ malignus sejtpopulacié (D; pirossal).

5.1.3. Nativ és stabilizatort tartalmazoé mintavételi csébe vett likvor mintak 6sszehasonli-

tasanak eredményei

A 22 nativ minta koziil 9 (41%) esetében kaptunk 30% alatti €16 sejtaranyt, a stabiliza-
tort tartalmazd 29 minta koziil 5-nél (17%). A kiilonbség a Fischer-féle egzakt teszt alapjan
szignifikans (p=0,05). Periférids vérrel tortént kontaminéacié (mikroliterenként tobb mint 100
VVT jelenléte) a nativ csoportban 36%-ban (22 mintabol 8), a stabilizatort tartalmazo6 csoport-
ban 14%-ban (29 mintabodl 4) fordult eld.
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5.2. Analitikai fazis: disszeminalt tumorsejtek kimutatasara iranyulé tanulmany eredmé-

nyei

5.2.1. Szolid tumor gyanival vagy igazolt betegséggel biré csoport eredményei

Harmincnégy beteg 6sszesen 36 (27 csontveld, 6 likvor, 2 bronchoalveolaris moséfo-
lyadék, 1 periférias vér) mintajat vizsgaltuk aramlasi citometriaval, szolid tumor klinikai gya-
nuja vagy transzfizid-dependens anémia miatt. Nyolc szolid tumoros esetben talaltunk dissze-
minalt tumorsejteket: CD45-/EpCAM+ karcinomasejteket négy, CD45-/CD99+ Ewing-sar-
coma sejteket egy, CD45-/CD99+/CD117+ PNET (primitive neuroectodermal tumor) sejteket
egy és CD45-/CD1la+, Langerhans-sejtes histiocytosisra jellemzd sejteket két esetben mutat-
tunk ki. A tovabbi 13, igazoltan szolid tumoros betegnél csontveldi infiltracido nem volt kimu-
tathat6. Tizennégy beteg esetében immunhisztokémiai vizsgalati eredmény nem allt rendelke-
zésre. Az aramlasi citometriai (MFC) és az immunhisztokémiai (IHC) vizsgalati eredményeket
Osszevetve husz (91%) konkordans (6 pozitiv és 14 negativ) és 2 diszokordans esetet talaltunk

ebben a betegcsoportban.

5.2.2. Neuroblastoma gyantival vagy igazolt betegséggel bir6 csoport eredményei

Harminchat csontvel6i mintat vizsgaltunk aramlasi citometriaval neuroblastoma gya-
nlja miatt diagnosztikus, vagy igazolt betegs€g esetén utankodvetési céllal, 16 gyermektdl. Hu-
szonthat mintan tortént immunhisztokémiai vizsgalat. Az eredmények 17 esetben konkordan-
sak (13 pozitiv, 4 negativ), 9 esetben diszkordansak voltak. A diszkordans mintak koziil kettd
volt MFC-/THC+, mintkett ugyanattdl a betegtél szarmazott. A hét MFC+/IHC- diszkordans
minta hat kiilonboz6 betegtdl szarmazott; ezek a mintdk utdnkdvetési mintdk voltak, a tumor-
sejtek aranya 1% alatti volt.

A neuroblastoma-csoportban 65%-os volt a konkordancia az aramlasi citometria és az
immunhisztokémia kozott (26 esetbdl 17). Osszesitésben a konkordancia a két modszer kozott
77%-os volt (48 esetbdl 37). A konkordancia és a diszkordancia alapjan kiilonb6z6 mintazato-

kat talaltunk.

5.2.3. Konkordans és diszkordans mintazatok

1. mintazat: MFC-pozitiv/[HC-pozitiv konkordans eredmények
A szolid tumoros csoportban hat, a neuroblastoma-csoportban tizenharom pozitiv kon-

kordans mintat talaltunk, noha a malignus sejtek aranya tobb esetben jelentdsen eltért a kétféle
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modszerrel. Egy de novo neuroblastomas minta felhdképei és fénymikroszkopos felvételei lat-
hatok a 8. abran. A csontveldi aspiratumot leukémia kizarasara kiildték aramlasi citometriai
vizsgalatra. Leukémia valoban nem igazolodott, de 30%-nyi CD45-/CD56+/CD81+ neuroblas-
toma-sejtet mutattunk ki. (8A és 8B abra). Giemsa- (8C abra) és chromogranin-festéssel (8D
abra) szintén lathatok voltak a neuroblastoma-sejtek a csontveldi aspiratumbol késziilt kenet-
ben, mig a biopszias minta CD56 (8E abra) és chromogranin (8F abra) jeloléssel 90%-0s csont-

velOi neuroblastoma-infiltraciot igazolt.
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8. abra: Egy 1-es mintazattal (MFC+/IHC+) jellemezheté de novo neuroblastoma-eset

A csontvel6-aspiratum aramlasi citometriai vizsgalatara akut leukémia kizarasa céljabol keriilt sor. Az dramlasi
citometriai vizsgalat soran 30% CD45-/CD56+/CD81+ neuroblastoma-sejtet talaltunk (A, B). Giemsa (C) és chro-
mogranin (D) festéssel az aspiratumban szintigy kimutathatok voltak a neuroblastoma-sejtek, a csontvel4-bi-
opszias minta immunhisztokémiai vizsgélata (E, F) pedig a csontvelé 90%-o0s neuroblastomas infiltraciojat iga-

zolta.
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2. mintdazat: MF C-negativ/IHC-negativ konkordans eredmények
A szolid tumoros csoportban tizennégy, a neuroblastoma-csoportban négy negativ kon-
kordans mintat talaltunk. A szolid tumoros csoport mintai koziil nyolc szarmazott olyan bete-

gektol, akiknek igazolt tumoros betegségiik volt, csontveldi infiltracio nélkiil.

3. mintazat: MFC-negativ/IHC-pozitiv diszkordans eredmények

Két-két MFC-negativ/IHC-pozitiv diszkordans eredményt talaltunk a szolid tumoros és
a neuroblastoma-csoportban is. Az egyik diszkordans minta egy Langerhans-sejtes his-
tiocytosisban szenvedd betegt6l szdrmazott. A csontveld-biopszids minta fénymikroszkopos
vizsgalata (9. abra) 10%, peritrabecularisan elhelyezkedd patologias histiocyta jelenlétét iga-
zolta hematoxilin-eozin festéssel (9A és 9B abra), valamint naftol-AS-D-kloroacetat-észteraz-
(9C abra) és S100- (9D abra) festéssel.
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9. abra: Egy 3-as mintazattal (MFC-/IHC+) jellemezhetd eset a szolid tumoros csoportbol

A csontvel3-aspiratumbol dramlasi citmetriai vizsgélattal tumorsejteket nem sikeriilt kimutatni, azonban a csont-
veld-biopszia soran nyert minta szdvettani vizsgalata mintegy 10%, peritrabecularisan elhelyezkedd koros his-
tiocyta jelenlétét igazolta, melyek morfologidja a Langerhans-sejtes histiocytosisra volt jellemzd. A, B: hematoxi-

lin-eozin festés; C: naftol AS-D kloroacetat észteraz; D: S-100 immunhisztokémia.

A szolid tumoros csoport masik diszkordans mintaja egy Hodgkin-lymphomas betegtol
szarmazott; az 6 esetében a Reed-Sternberg sejteket aramlasi citometriaval nem tudtuk kimu-
tatni. A neuroblastoma csoport két diszkordans mintaja MRD minta volt, két kiilonb6z6 id6-
pontban véve ugyanattol a betegtél. Immunhisztokémiai vizsgalattal mintegy 10%, rozettakat
képez6 tumorsejtet sikeriilt kimutatni. Mivel az aramlasi citometriai vizsgalat csontvel6i aspi-

ratumbdl torténik, azt feltételeztiik, hogy ebbe a mintatipusba nem kertiltek bele a tumorsejtek.
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Az aspiratumbol késziilt kenetek Giemsa- és chromogranin-festésével sem volt igazolhato a

tumor jelenléte, mely igazolta a feltételezésiinket.

4. mintazat: MFC-pozitiv/IHC-negativ diszkordans eredmények

A neuroblastoma csoportban hét diszkordans mintat talaltunk, melyek hat kiilonb6z6
betegtdl szarmaztak. Ezekben az esetekben aramlasi citometriaval igen alacsony, 1% alatti
aranyban kimutattunk tumorsejteket, de ez a mennyis€ég mar talsagosan kevésnek bizonyult
ahhoz, hogy immunhisztokémiai vizsgalattal is kimutathat6 legyen. A 10. abran hat ilyen eset

felhoképeit mutatjuk be.
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10. abra: A 4-es mintazattal (MFC+/IHC-) jellemezheté neuroblastoma-esetek

Valamennyi ilyen eset minimalis rezidualis betegség keresésére érkezett. A morfologiai vizsgalat negativ, a MRD
detektalasi protokoll szerint végzett aramlasi citometriai vizsgalat (A-F) pozitiv eredményt adott, 0,06% és 0,8%
kozotti aranyban kimutatva neuroblastoma-sejteket a csontveld-aspiratumban. Az abrakon csak a CD45 negativ,
€16 sejtek vannak megjelenitve. Piros szinnel a rezidualis neuroblastoma-sejteket, kékkel az erythroid prekurzoro-

kat jeloltik. A D és az F abran szerepld minta rendkiviil sejtszegény csontveldbol szarmazott.
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5. mintazat: MFC-pozitiv/IHC nem all rendelkezésre

Immunhisztokémiai vizsgélati eredmény Gsszesen 24 esetben nem allt rendelkezésre:
14 esetben a szolid tumoros csoportbol, és 10 esetben a neuroblastoma csoportbol. Utdbbi cso-
portban ebbdl a tiz esetbdl aramlasi citometriaval vizsgalva kilenc pozitiv, egy negativ volt. A
szolid tumoros csoportban tiz eset volt negativ aramlasi citometriaval, ezek kdzott négy olyan
beteg volt, akiknél szolid tumor egyértelmiien igazolddott, de csontveldi érintettség nem volt.
A tizennégybdl négy esetben kaptunk pozitiv eredményt, ezek koziil egy fals pozitivnak bizo-
nyult. A 11. abran egy tiidétumoros beteg tumorsejtek altal infiltralt csontveléi mintajanak
képei lathatok. Az idds betegnek sulyos thrombocytopenidja volt, igy sem csontvel6- sem tu-
morbiopszidra, igy immunhisztokémiai vizsgalatra sem keriilhetett sor. A csontvel6i aspiratum-
bol készitett, May-Griinwald-Giemsa szerint festett kenetben (11A-D abra) kis nagyitassal 0sz-
szecsapzodott sejtek voltak lathatok (11A abra), nagyobb nagyitassal tobblebenyti, rogds kro-
matinszerkezetli maggal, 1-2 magvacskaval, bazofil, vakuolizalt citoplazmaval rendelkezé ma-
lignus sejteket lehetett megkiilonboztetni (11B-11D 4bra). Aramlasi citomteriai vizsgalattal
17% CDA45 negativ sejtet talaltunk, 1% erythroid prekurzort és 16% EpCAM+/CD56+/CD117+
tumorsejtet (11E-J abra), melyek valosziniileg a képalkoto vizsgalatokkal igazolt tiidédaganat-
bol szarmaztak. A kéros sejteken latott CD56 expresszid a kissejtes tiidérak gyakori jellemzdje,
mig a CD117 expresszido megjelenése ugyanebben a korképben rossz prognosztikai faktor
(Naeem, 2002; Travis 2012).
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11. abra: 5-6s mintazat: MFC-pozitiv/IHC nem tortént

Valosziniileg tiidérakban szenved6 betegbdl szarmazo csontveldi aspiratum morfologiai és aramlasi citometriai
vizsgalatanak eredménye. Stlyos thrombocytopenia miatt csontveld-biopszia és szovettani vizsgalat nem tortént.
A csontvel§-aspiratumbol May-Griinwald-Giemsa szerint festett kenetekben (A-D) kis nagyitassal sejtaggregatu-
mokat lattunk (A), nagyobb nagyitassal a malignus sejtek tobblebenyli maggal, durva rogos szerkezetli magkro-
matinnal, magonként 1-2 magvacskaval és basophil, vakuolizalt citoplazmaval rendelkeztek (B-D). Aramlasi ci-
tometriai vizsgalattal a sejtek 17%-a a CD45 negativ régioban volt, 1% erythroid prekurzor és 16% Ep-
CAM+/CD56+/CD117+ tumorsejt volt detektalhato, melyek feltehetbleg a képalkotd vizsgalatokkal kimutatott

tiid6tumorbodl szarmaztak.
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5.2.4. Szenzitivitas, specificitas, diagnosztikai hatékonysag

Megvizsgaltuk a két modszer szenzitivitasat, specificitasat és diagnosztikai hatékony-
sagat tumorsejtek kimutatasara csontveloben és mas testfolyadékokban. Az eredményeket a 4.
tablazat foglalja Ossze. Neuroblastoma-sejtek kimutatasara az aramlasi citometria érzéke-
nyebbnek bizonyult az immunhisztokémianal, kiilonésen, ha MRD keresésérdl volt sz6 (90%
VS. 65%), de mas szolid tumorok esetében ez éppen forditva volt (100% vs. 82%). Az aramlasi
Citometria és az immunhisztokémia is teljes mértékben specifikus a neuroblastoma kimutata-
sara, egyéb szolid tumorok esetében az aramlasi citometria specificitasa 96% volt. A neurob-
lastomabol disszeminalddott tumorsejtek csontveldi detektalasaban az aramlasi citometria ha-
tékonyabb volt az immunhisztokémianal (100% vs. 86%); ez a kiilonbség még inkabb kifeje-
zetté valt az utankovetési mintaknal, melyekben MRD-t kellett keresni (92% vs. 68%). A szolid

tumoros csoportban az immunhisztokémia hatékonysaga 100%, az aramlasi citometriaé 91%

volt.
Erzékenység
Neuroblastoma Neuroblastoma MRD Egyéb szolid
de novo fumorok
MFC 100% 90% 82%
[HC 80% 65% 100%
Specificitas
Neuroblastoma Neuroblastoma MRD Egyéb szolid
de novo fumorok
MFC 100% 100% 96%
IHC 100% 100% 100%
Hatékonysag
Neuroblastoma Neuroblastoma MRD Egyéb szolid
de novo tumorok
MFC 100% 92% 91%
IHC 86% 68% 100%

4. tablazat: Az aramlasi citometria és azimmunhisztokémia érzékenysége, specificitasa és

hatékonysaga disszeminalt tumorsejtek detektalasaban
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5.3. Posztanalitikai fazis: a szérum timidin-kinaz enzim életkor-specifikus referencia-tar-
tomanyainak meghatarozasara, valamint CLL betegcsoporton torténd validalasara szol-

galo tanulmany eredményei

5.3.1. A szérum timidin kinaz aktivitas mérés analitikai teljesitménye

A reprodukalhatosagi és pontossagi vizsgalatok igen jo eredményeket adtak. A QCl1
minta gyarto altal megadott névleges TK1 aktivitasa 14,8 U/L volt. A sorozaton beliili mérések
kozépértéke 15,0 £ 1,58 U/L, a reprodukalhatésag CV-je a QC1 mintara 10,54%, a pontossag
101%. A sorozatok kozotti mérések soran a QC1 minta kozépértéke 14,8 + 2,23 U/L volt, a
reprodukalhatdsag variacios koefficiense 15,03%, a pontossag 100%. A QC2 minta TK1-akti-
vitasanak névértéke 53,7 U/L volt. A sorozaton beliilli mérések soran a kozépérték 62,4 +
6,34U/L, a CV 10,16%, a pontossag 116%. A sorozatok kozotti mérések kozépértéke 49,15 +
6,27 U/L, a CV 12,76%, a pontossag 92%. A teszt 0,5 U/L és 100 U/L ko6zott volt linearis.

5.3.2. Eletkor-specifikus referencia tartomanyok kialakitisa egészséges populaciéban

Az egészséges Onkéntesek csoportjaban a TK1-aktivitas férfiakban és nékben nem kii-
16nbozott szignifikansan, igy csak életkori alcsoportokat hataroztunk meg. A 12. abra A-C
részén harom életkori csoport enzimaktivitasait foglaltuk 6ssze. Szignifikans kiilonbség volt a
fiatal (n=95) és id6s (n=83) korosztaly (11,85 +5,7 U/L vs. 8,65 + 3,9 U/L; p<0,001), valamint
a fiatal és a kozépkort (n=191) korosztaly (11,85 £5,7 U/L vs. 9,79+ 5,2 U/L; p<0,001) kozott,
a kozépkoru és az 1d0s korosztaly kozott pedig a statisztikai szignifikancia hataran (9,79 £+ 5,2
U/L vs. 8,65 + 3,9 U/L; p=0,050). Osszességében a legalacsonyabb mért TK1-érték 0,5 U/L, a
legmagasabb 35,6 U/L volt. A 97,5 percentilis érték a fiatal korosztalyban 29,8 U/L, a kdzép-
koruak korében 25,4 U/L, mig az idéseknél 19 U/L volt (12D abra).
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12. abra: A szérum timidin-kinaz aktivitas eloszlasa az egyes életkori csoportokban

A:18-35 év; B: 35-60 év; C: 60-86 év; D: az egyes életkori csoportok kozott szignifikans kiilonbség van

A kontrollcsoport és a CLL-es betegek szérumban mért TK1-aktivitasa a betegség Rai stadiu-
matol fiiggetleniil szignifikdnsan eltért. Mivel a Rai 2, 3 és 4 stddiumokban csak kevés beteg

volt (5. tablazat), ezt a harom stadiumot kdzosen kezeltiik, mint elérehaladottabb betegséget.
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CLL-es betegek (115 £6)
Eletkor években (atlag, tartomany) 65,6 (46-86)
Férfiak 61 (53%)
Nok 54 (47%)
Rai 0 43 (37%)
Rai 1 27 (23%)
Rai 2 19 (17%)
Rai 3 15 (13%)
Rai 4 11 (10%)
CD38-/Zap70- 52 (45%)
CD38-/Zap70+ 17 (15%)
CD38+/Zap70- 15 (13%)
CD38+/Zap70+ 31 (27%)
Fehérvérsejtszam (4tlag, tartomany) 50,6 G/L (12,4 —447 G/L)
Abszolut B-sejtszam (atlag, tartomany) | 39,9 G/L (5,2 —-392 G/L)

5. tablazat: A CLL-es betegek jellemzoi

A Rai stadium-beosztas klinikai adat, a CD38, Zap70 expresszio és az abszollt B sejtszam meghatarozasa aramlasi

citometriaval, a fehérvérsejtszam megadasa hematologiai automataval tortént.

Az egészséges kontrollcsoportban (n=115) a TK1-aktivitas kozépértéke 9,18 £ 5,0 U/L volt, ez
szignifikansan alacsonyabb volt, mint akar a Rai 0 (n= 43; kozépérték: 18,58 + 15,6 U/L;
p<0.001), akar a Rai 1 (n= 27, koézépérték: 28,16 + 32,9 U/L; p<0.001), akar a Rai 2-3-4 (n=
45; kozépérték: 72,88 + 101,1 U/L; p<0.001) stddiumti CLL-es betegek szérum TK1-értékei.
Szintén szignifikans kiilonbséget kaptunk a Rai 0 és a Rai 2-3-4 stadiumok (p<0,001), valamint
a Rai 1 és Rai 2-3-4 stadiumok kozott (p=0,002) (13. abra).
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Healthy Rai 0 Rai 1 Rai 2,3 or 4
13. abra: Rai 0, Rai 1 és Rai 2-3-4 stadiumban 1évé CLL-es betegek szérum timidin-kinaz
aktivitasanak osszehasonlitasa az egészséges kontrollcsoporttal

Szignifikans kiilonbség adodott valamennyi vizsgalt csoport kozott a TK enzim aktivitasaban.

A CLL-es betegek atlagéletkora 65,6 év volt (46 és 86 év kozott). Ugyanazon Rai stadiumon
beliil az ¢letkor nem okozott szignifikans kiilonbséget a kozépkorti (n=29) és az idds (n=86)

CLL-es betegek TK1-értékei kozott (6. tablazat).

Rai stadium Eletkor p érték
46-60 év 60,1-86 év
Timidin-kinaz aktivitas, atlag+szoras
(U/L)
Rai 0 (43 6) 15,5+8,9 (15 f6) 20,2+18,2 (28 16) 0,558
Rai 1 (27 £6) 59,7+67,7 (5 10) 21,0+13,3 (22 6) 0,524
Rai 2-3-4 (45 £6) 89,0+151,6 (9 f6) | 68,8+86,7 (36 0) 0,645

6. tablazat: Kiilonb6zo Rai stidiumokban 1év6 kozépkori és idds betegek timidin-kinaz

aktivitasainak osszehasonlitasa

A ROC gorbe alatti teriilet 0,84 volt (95%-0s konfidencia-intervallum: 0,787 — 0,892),

a CLL-es betegeket az egészségesektdl elkiilonitd (cutoff) timidin-kinaz aktivitas értéke 10,5
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U/L 80,9%-os szenzitivitas €s 73,4%-os specificitas mellett (L14A abra). Ugyanezen cutoff ér-
ték mellett a ROC gorbe alatti teriilet 0,76 (95%-0s konfidencia-intervallum: 0,671 — 0,849)
volt a Rai 0 stddiumu CLL betegek €s az egészséges populacio elkiilonitésére (szenzitivitas:

73,9%, specificitas: 72,1%; 14B abra).

A B

Sensitivity

ROC-AUC: 0.760 (95%Cl: 0.671-0.849)

ROC-AUC: 0.840 (95%CI: 0.787-0.892) R 7 I "
Thymidine Kinase (10.5 U/L): Sensitivity 80.9%, Specificity 73.4% Thymidine Kinase (10.5 U/L): Sensitivity 73.9%, Specificity 72.1%

v T v T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Specificity 1 - Specificity

14. abra: ROC (receiver operating characteristics) gorbék
A: a CLL-es betegek dsszessége; B: a Rai 0 stadiumban 1évé CLL-es betegek (AUC: area under the curve, gorbe

alatti tertilet).

A CLL-es betegek TK1-értékeit mas ismert prognosztikai faktorokkal (CD38 és a Zap70
expresszio) is Osszehasonlitottuk. A TK1-aktivitas kozépértéke a CD38-/Zap70- csoportban
(n=52) szignifikansan alacsonyabb volt, mint a CD38+/Zap70+ csoportban (n=31; 22,3 + 7,8
U/L vs. 109 +130,3 U/L; p<0.001). Szintén szignifikans kiilonbséget kaptunk a CD38-/Zap70+
csoport (n=17) és a CD38+/Zap70+ csoport kdzott (26,25 + 33 U/L vs.

109 + 130,3 U/L; p=0,002); a CD38+/Zap70- (n=15) és a CD38-/Zap70- csoport kdzott (40,87
+38 U/L vs. 22,3+ 17.8 U/L; p=0,022); valamint a CD38—/Zap70+ csoport ¢s a CD38+/Zap70—
csoport (26,25 + 33 U/L vs. 40,87 + 38 U/L; p=0,021) kozott (15. abra).
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15. abra. A CD38 és a Zap70 expresszio alapjan kiilonféle prognosztikai csoportokba so-

rolt CLL-es betegekben észlelt timidin-kinaz aktivitas

A CD38-/Zap70- betegeket az egyik vagy mindkét prognosztikai faktorra pozitiv bete-
gektol elkiilonitd TK1-aktivitas cutoff értéke ROC analizis alapjan 30 U/L volt (ROC-AUC:
0,710, 95% CI: 0,601-0,819, specificitas: 76,6%, szenzitivitas: 54,3%).

A 115 CLL-es betegbdl 95 esetben allt rendelkezésre FISH eredmény. A 76 {0s, 12-es

crer

crer

(38,7 £ 65,7 U/L vs. 55,5 + 96,5 U/L, p=0,347), és ez azt kovetden sem valtozott, miutan a 12-
es triszomiaval rendelkezd betegeket kivettiik a statisztikai elemzésbdl (33,0 + 44,5 vs. 55,5 +
96,5, p=0,211). A TK1-aktivitas és a fehérvérsejtszam (Spearman-féle rho: 0,367, p<0,001)
valamint az abszolut B-sejtszam (Spearman-féle rho: 0,369, p<0.001) kézott korrelaciot talal-
tunk.
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6. Megbeszélés

6.1. Preanalitikai fazis vizsgalata: a nem megfelel6 mindségii mintak azonositasa és ezek

A European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM; Klini-
kai Kémia és Laboratoriumi Medicina Europai Szovetség) 2012-ben kiilon munkacsoportot ho-
zott 1étre a laboratdriumi folyamatok preanalitikai szakaszaban torténd tevékenységek és hibak
jara (Lippi, 2019; von Meyer, 2020). Jollehet a munkacsoport szamos tanulmany keretében
adott ajanlast a vénas mintavétel (Simundic, 2015), a beteg elokészitése (Simundic, 2014), a
minta és a beteg identifikalasa (van Dongen-Lases, 2016), a mintavételi csovek sorrendjének
(Cornes, 2017) és a hemolizis kezelésének (Lippi, 2018) vonatkozasaban, ezek a kdzlemények
kevéssé foglalkoznak a specidlis vizsgalatra érkezd, ritkdbban vett mintatipusok (pl. csontveld-
bél, likvorbodl végzett aramlasi citometria) preanalitikajaval. Ugyanakkor az ezen laboratoriu-
mokba érkez6 mintak esetében a rutin kémiai és hematologiai vizsgalatokra érkezé mintakhoz
képest sokkal tobb lehetséges preanalitikai hibaval kell szamolnunk: nem megfelel6 a minta az
adott vizsgalatra, alvadékos vagy kevés minta, rossz antikoagulans, periférids vér kontaminécio
(csontveld, likvor, ascites esetén), hosszu, nem megfeleld koriilmények kozotti szallitas, ala-
csony ¢€l16 sejtarany (Davis, 2013).

A leukémiak és limfomak diagnosztikajaban és utankovetésében, a gyermekkori akut
limfoid leukémiakat is ideértve, a csontveld és a likvor vizsgalata donté fontossagl. A valds
eredmények érdekében a vizsgalt mintdnak megfelel6 mindséglinek kell lennie. A csontvel6i
mintak esetében gyakori a periférias vérrel torténd kontaminacié (hemodilucid). His és mtsai
(His, 2014) akut leukémias betegek vizsgalataval a hemodiltcio aranyat 36%-nak talaltak.

Az ALL IC BFM 2009 Flow MRD miikddési szabalyzata szerint az olyan 15. napi
csontvel6i minta, amely 2%-nal kevesebb erythroid prekurzort tartalmaz, nem alkalmas dram-
lasi citometriai kockazatbesorolasra (Dworzak, 2009; Radu, 2020), csak abban az esetben, ha a
rezidudlis blastok ardnya meghaladja a 10%-0t, ez esetben a beteg a 15. napi csontveldi minta
eredménye alapjan a Flow High Risk csoportba besorolhat6. Amennyiben az ilyen mintaban a
blastok aranya 10% alatt van, a mintat kockazatbesorolasra alkalmatlannak kell mindsiteni. A
hemodilticio igazolasara szamos egyéb modszert is leirtak (Abrahamsen, 1995; Aldawood,
2015; Delgado, 2017; Pont, 2018). A mi eredményeink alapjan a 15. napi csontveldi mintak
12,5%-a volt kockéazatbesoroldsra alkalmatlan. Ez hatraltathatta a legmegfelel6bb terapias pro-

tokoll kivalasztasat. A 33. napi csontveldi mintak hasonld aranyban, 14%-ban voltak periférias
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vérrel szennyezettek. Ennek elkeriilése érdekében a legfobb 1épés, hogy a csontveld-aspiracid
a biopszia el6tt torténjen, és ne aspiraljanak tobbet 1-2 mL csontvelénél (Cloos, 2018).

Mivel a hematoldgiai malignus betegségek gyakran érintik a kozponti idegrendszert is,
rendszeresen sziikség van a likvor vizsgalatara. A diagnosztika alapjat a konvencionalis cito-
morfologiai vizsgélat képezi, noha egyes adatok szerint igy az esetek akar 60%-aban is alnega-
tiv eredményt kaphatunk (Hovestadt, 1990; Almeida, 2007). Az aramlasi citometrianak azon-
ban nagy az érzékenysége és a specificitasa, és az amerikai National Comprehensive Cancer
Network ajanlasaban a citomorfologiai vizsgalatokkal egyiittesen szerepel (Brem, 2005). Vizs-
galatainkkal mi is igazoltuk az aramlasi citometria elengedhetetlen fontossagat, kiilonosen
azokban az esetekben, amikor a likvorban igen alacsony volt a magvas sejtek szama (mikroli-
terenként 10 alatt), de malignus sejtek igy is kimutathatdk voltak, és a minta nem volt periférias
vérrel szennyezett. Kraan és mtsai (Kraan, 2008) azt javasoltak, hogy legaldbb 25 koros sejtbdl
allo populécio esetén mindsitsiik pozitivnak a mintat, 10 és 25 sejt kozott gyanusnak, és 10 alatt
negativnak. Mi a tanulmanyunkban a patoldgias sejtre jellemzd, hasonlo tulajdonsadgokkal ren-
delkez6 10 sejt esetén tekintettiik a likvort pozitivnak. A likvorban a sejtek a mintavételt kove-
tden gyorsan pusztulasnak indulnak, legnagyobb aranyban a granulocytak és a monocytak vesz-
nek el (de Graaf, 2011, Cytometry B). Tobb kutatocsoport is probalkozott kiilonféle, sejtte-
nyésztéshez hasznalt médiumok hozzdadasaval, hogy a gyors sejtpusztulast megakadalyozzak,
eredményeik biztatoak voltak (Veerman, 1985; de Graaf, 2011, J Neurol).

Egyéb tartositasi lehetdségeket is megvizsgaltak, mint példaul a minta azonnali lehiité-
sét, a centrifugalasi 1épések minimalizalasat, a feliiluszo leszivasat a ledntés helyett (Chow,
1984; Dux, 1994; Kraan, 2008). Stabilizalé szerek, mint példaul a TransFix®, szintén alkal-
mazhatok, s6t, a British Committee for Standards in Hematology kifejezetten ezt ajanlja likvor-
hoz (Johansson, 2014). A stabilizatort tartalmazo likvor esetében akar 72 6raval a mintavétel
utan is lehetséges az aramlasi citometriai analizis (Quijano, 2009; Johansson, 2014). Korabbi
vizsgalatok igazoltak, hogy a TransFix®-et és EDTA-t tartalmaz6 mintatarol6 csdvekben a sejt-
vesztes€ég minimalis, és a szérumot is tartalmazo médiumos vagy kezeletlen csévekben tarolt
mintdkkal 6sszehasonlitva nagyobb hatasfokkal lehetett a leptomeningealis lokalizacidju he-

matologiai malignitasokat kimutatni az ilyen csdvekben tarolt mintakbol, mert a sejtek fény-

.....

2015).
Sajat eredményiink azt mutatta, hogy a TransFix®-et tartalmaz6 mintak esetében szig-
nifikansan tobb esetben talaltunk 30% feletti €16 sejtaranyt, mint a nativ mintak esetében. Azon-

ban patologias sejtpopuldcio olyan esetekben is azonosithato lehet, amikor az €16 sejtek aranya
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ennél alacsonyabb, amint az a mi vizsgalatunkban is el6fordult hét mintanal, igy igen nehéz az
€16 sejtekre vonatkozo minimum aranyt megallapitani a minta értékelhetetlennek mindsitésére.

Petzold és mtsai vizsgalatukban megallapitottak, hogy a standard lumbalpunkciok akar
20%-a is traumatikus lehet, noha nincs konszenzus arrol, hogy pontosan mit is nevezziink tra-
umatikus punkcionak (Petzold, 2006). Egyes szerzok akkor definialjak traumatikusnak a lum-
balpunkciot, ha mikroliterenként legalabb 100 VVT van jelen (Eskey, 2001), masok a hatarér-
téket mikroliterenként 400 VVT-nél allapitjak meg (Shah, 2002; Wood, 2005). Azonban Gajjar
¢s mtsai mar mikroliterenként 10 VVT jelenléte esetén is traumatikusnak mindsitették a minta-
vételt. Megtfigyelték, hogy ALL-es gyermekekben a likvorminta periférias vérrel tortént szeny-
nyezOddése negativ hatassal volt a terapia kimenetelére (Gajjar, 2000).

Kraan és mtsai szerint a periférias vérrel szennyezett likvormintabol kimutatott koros
sejteknek csak akkor van diagnosztikus értéke, ha a likvorral egy idében vett periférias vérmin-
taban a malignus sejtek nem detektalhatok (Kraan, 2008). Te Loo és mtsai ellenzik a lik-
vorminta vételét az akut leukémidk azon idészakaban, amikor sok malignus sejt kering a peri-
fériads vérben, mivel egy traumatikus punkcid soran nem csak alpozitiv eredményt kaphatunk,
hanem iatrogén modon tumorsejteket juttathatunk a kdzponti idegrendszerbe (Dutch Childhood
Oncology Group 2006). Az altalunk vizsgalt gyermek populacioban a likvormintak 45%-a,
mig a vegyes ¢letkoru csoportban stabilizator nélkiil a mintak 36%-a volt periférias vérrel kon-
taminalt, ezek az aranyok dsszhangban vannak az irodalomban leirtakkal (Petzold, 2006; Gre-
enberg, 2008; Pappano, 2010).

Vizsgalataink korlatja azok retrospektiv természete; prospektiv tanulmany keretében le-
hetdségiink lett volna valamennyi, a minta mindségének értékelése szempontjabol fontos para-
méter vizsgalatara (Lippi, 2015). A nativ és stabilizatort tartalmazo6 likvormintakban az értékel-
heté mintak ardnyat nagyobb populacion is sziikséges lenne vizsgalni.

Osszességében a mintak gyenge minésége hatraltathatja az akut limfoblasztos leukémi-
aban szenvedd gyermekek megfeleld kockazati csoportba sorolasat, €s igy a tovabbi terapids
stratégia megvalasztasat. Likvormintakban alacsony (<30%) €16 sejtarany esetén is kimutatha-
tunk malignus sejtpopulacidt, igy nehéz egyértelmii hatarértéket megallapitani az ¢€l6 sejt-
aranyra vonatkozoan.

Javasoljuk, hogy a csontveldi mintavételeknél a minta hemodilticidjanak megel6zése
érdekében a csontveld aspirdcio a biopszia eldtt torténjen, és legfeljebb 1-2 mL csontveld aspi-
ralasara keriiljon sor. Likvor minta esetében stabilizatort tartalmazé mintavételi cs6 alkalmaza-

sat javasoljuk.
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6.2. Analitikai fazis vizsgalata: disszeminalt tumorsejtek kimutatasa aramlasi citometria-

val és immunhisztokémiaval

Az analitikai fazis vizsgalata soran két immun-alapi modszert, a gold-standard immun-
hisztokémiat és az d&ramlasi citometriat vetettiik 0ssze disszeminalt tumorsejtek detektalasdban
konkordancia, szenzitivitas, specificitas, diagnosztikai hatékonysag vonatkozasaban.

A daganat-attétek keletkezésének altalanosan elfogadott elmélete szerint a primer tu-
morrol malignus sejtek valnak le, bejutnak a szisztémas keringésbe (keringé tumorsejtek), majd
megtelepednek més szervekben €s szovetekben (disszeminalt tumorsejtek), ahol szaporodasnak
indulva létrehozzék a primer tumor attétjét. A kering6 és disszeminalt tumorsejtek kimutatasa-
nak prognosztikai jelent6sége lehet (Braun, 2005, J Clin Oncol). Braun és mtsai (Braun, 2005,
N Eng J Med) kimutattak, hogy ha a csontveldben emlérakbol szarmazé mikrometasztazisok
vannak jelen, az jelentsen rontja a betegség progndzisat. A keringd €s disszeminalt tumorsej-
tek kimutatasa ugyanakkor igen nehéz feladat, mivel olyan érzékenységii mddszerre van sziik-
ség, ami képes egyetlen malignus sejtet azonositani 108 vagy 10’ magvas sejt kozott a csontve-
16ben vagy a periférids vérben. Ross és Slodkowska (Ross, 2009) emlérak kapcsan kiilonféle,
kering6 €s disszeminalt tumorsejtek kimutatasara alkalmas modszereket hasonlitottak 6ssze, és
megallapitottak, hogy ezek még mind fejlesztésre szorulnak ahhoz, hogy prognosztikai szere-
piiket valoban értékelni lehessen. Az utobbi években azonban ujabb és tjabb modszereket fej-
lesztenek ki a kering6 tumorsejtek detektalasara, mint példaul az EPISPOT (Alix-Panabieres,
2015) vagy a CellSearch CTC (Andree, 2016) esszé.

A szolid tumorok diagnosztikdjaban az aramlasi citometria mindezidaig nem kertilt el6-
térbe. A nem hemopoietikus tumorokra jellemzd markerek vizsgalataval azonban a modszer
hathatos segitség lehet a tumoros betegek kivizsgalasa sordn, féleg azokban az esetekben, ami-
kor csontvel- vagy tumorbiopszias minta nem all rendelkezésre. Chang és mtsai (Chang, 2003)
javasoltak, hogy a disszeminalt tumorsejtek detektalasara az aramlasi citometriai laboratoriu-
mok hasznaljak a CD99, myogenin és CD56 markereket is az EpCAM mellett. Az EpCAM egy
transzmembran glikoprotein, mely az epithel eredetii sejtek felszinén fejezddik ki. Részt vesz a
jelatviteli, migracios, proliferacios és differencialodési folyamatokban. Szamos tumorsejt is
expresszalja. Tiidérdkban gyakran az EpCAM talzott expresszidja figyelhetd meg, ezekben az
esetekben a fehérje onkogénként viselkedik (Pak, 2012). Uj eszkoz lehet tehat a szolid tumorok
¢s a beldliik szarmazé disszeminalt sejtek kimutatasaban az aramlasi citometria, mivel az epit-
hel eredetti tumorok jellegzetes, CD45-/CD71-/EpCAM+ jel6l6dési mintazatat nem nehéz fel-

ismerni.
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Csak kevés tanulmany latott napvilagot, melyben tumorosan infiltralt csontvel6i mintak
immunhisztokémiai és aramlasi citometrias vizsgalati eredményeit hasonlitottak 6ssze. Molino
¢és mtsai (Molino, 1991) 1991-ben, egyetlen tumor-specifikus monoklonalis antitest hasznala-
taval Gigy talaltak, hogy az immunhisztokémia sokkal jobb mddszer emlétumor-sejtek csontve-
161 jelenlétének kimutatasara, mint az aramlasi citometria. Sah és mtsai (Sah, 2003) kronikus
B-sejtes lymphoproliferativ betegségek kapcsan hasonlitottak dssze a betegek csontvelbol ké-
sziilt aramlasi citometriai és morfologiai eredményeit, azt kapva, hogy a csontvel6biopszias
minta morfologiai és a csontveldi aspiratum aramlasi citometriai vizsgalata egymast kiegészitd
eredményeket adnak, és csak igen kevés diszkrepanciat talaltak, ezeket is olyan mintakon, me-
lyekben MRD keresése tortént. Graf és mtsai (Graf, 2005) elsésorban hematologiai malignita-
sok kapcsan hasonlitottak Ossze 141 csontvel6i minta aramlasi citometriai és immunhiszto-
kémiai vizsgalati eredményeit. A két modszer kozott 80,5%-0s konkordanciat talaltak, ami igen
kozel all az altalunk az 6sszes vizsgalt esetre szamitott 77%-hoz.

Tanulmanyunkban a konkordans ¢s diszkordans eredmények alapjan 6t mintazati cso-
portba soroltuk az eseteket. A szolid tumoros csoportban 22 mintat vizsgaltunk aramlasi cito-
metridval és immunhisztokémidval is, az esetek 91%-aban a két modszerrel kapott eredmények
egybehangzok voltak. Az aramlasi citometrianak ugyanakkor megvannak a korlatai is, mi is
talaltunk aramlasi citometriaval negativ, immunhisztokémiaval pozitiv mintakat. Ezek egyike
egy Hodgkin-lymphomas betegtdl szarmazott. Az aramlasi citometriar6l ismert, hogy Hodgkin-
lymphomaéban nem elég nagy az érzékenysége a koros sejtek kimutatdsaban, még nyirokcsomo-
sejtszuszpenziok esetén sem (Colorado, 2010). A masik diszkordans mintank egy Langerhans-
sejtes histiocytosisban szenvedd betegé volt, akinél a tumorsejtek a csontvelében paratrabecu-
larisan helyezkedtek el, igy valoszintileg nem keriiltek bele az aramlasi citometriai laboratorium
altal feldolgozott aspiracidés mintaba a detektalashoz elegend6é szamban.

A neuroblastoma csoportban 26 mintat vizsgaltunk parhuzamosan a két mddszerrel,
ezek 65%-aban kaptunk egybehangzo eredményt. A két MFC-/IHC+ esetben a tumorsejtek a
csontvel6i stromaba voltak dgyazva, vagyis valdsziniileg nem keriiltek bele az aspirdcios min-
taba az aramlasi citometriai vizsgalattal is kimutathaté mennyiségben. A két esetben 5% illetve
36% erythroid prekurzor volt jelen, ami kizarta a jelentdsebb, periférids vérrel tortént kontami-
naciot. A hisztopatologiai vizsgalattal szemben az aramlasi citometrianak szamos elénye van,
kivaltképp, ha a (rezidualis) malignus sejtek aranya alacsony. Az immunhisztokémiai vizsga-
lattal mar nem kimutathato kevés tumorse;jt jelenlétét aramlasi citometriai vizsgalattal lehet iga-
zolni, ahogyan esetiinkben is 7 MFC+/IHC- mintank volt a neuroblastoma csoportban. Swerts

¢és mtsai (Swerts, 2004) rezidualis neuroblastoma-sejtek kimutatasa kapcsan szoros korrelaciot
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irtak le az aramlasi citometria és az immunhisztokémia kozott (chi®=6,4; p=0,011). Shen és
mtsai malignitas gyantjaval kivizsgalt gyermekek serosus testiiregi folyadékainak elemzésével
megallapitottak, hogy az aramlasi citometria 88%-os érzékenységgel és 98%-os specificitassal
mutatta ki a tumorsejteket (Shen, 2012). Munkankban az aramlasi citometria érzékenysége 82%
volt a szolid tumoros csoportban és 93% a neuroblastoma-csoportban, a specificitds 100% volt.

Azoknal a neuroblastomas betegeknél, akiknél autoldg transzplantaciora keriil sor,
kulcsfontossagu, hogy a csontvel6bdl vagy a periférias vérbdl szarmazo autograftban a szub-
mikroszkdpos mikrometasztazisokat is ki tudjuk mutatni. Tsang és mtsai (Tsang, 2003) szerint
az aramlasi citometria reverz transzkripcios polimeraz lancreakcioval (reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR) egyiittesen hatékony eszk6z a neuroblastoma mik-
rometasztazisok kimutatdsara és az autograftok tisztasdganak igazoldsara. Eredményeink sze-
rint is neuroblastoma esetén a csontveldi rezidualis koros sejtek megtalalasaban az aramlasi
citometria érzékenyebb és hatékonyabb volt a klasszikus immunhisztokémianal. Egyéb szolid
tumorok esetén azonban az immunhisztokémia bizonyult hatékonyabbnak (100% versus 91%).
Ennek hatterében tobb tényezo is allhat: a tumorsejtek adherens természete, az aramlasi cito-
metriai vizsgalathoz sziikséges mintaelokészitési folyamat, melynek soran a sériilékeny tumor-
sejtek elpusztulhatnak, és az egyes tumortipusokra specifikus, aramlasi citometriaban alkal-
mazhat6 direkt jeldlt antitestek hianya. Azonban tumor-specifikus markerek 8-10 szin jel6lés
keretében torténd alkalmazasaval, mintanként 500 000 — 1 millio sejt begytjtésével az aramlasi
citometria érzékenysége novelheto.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a csontvelébdl végzett aramlasi citometriai és im-
munhisztokémiai vizsgalat egymast kiegészité modszerek a disszeminalt tumorsejtek kimuta-
tasaban. Az aramlasi citometriai vizsgalat kiilonosen olyan esetekben nyujthat jelentds diag-
nosztikai segitséget, melyekben tumorbiopszids minta nem all rendelkezésre. Neuroblastoma
esetén csontvel6i MRD kimutatasara az aramlasi citometria alkalmasabb.

Javasoljuk, hogy a csontvel6i aspiratumbol végzett aramlasi citometriai vizsgalat és a
csontveldbiopszias minta immunhisztokémiai vizsgélata lehetdség szerint parhuzamosan tor-

ténjen, ugy a de novo, mint a minimalis rezidualis betegség keresésére vett mintakbol.

6.3. Posztanalitikai fazis vizsgalata: a timidin kinaz enzim életkor-specifikus referencia
tartomanyainak meghatarozasa valamint CLL betegcsoporton torténé validalasa
Az International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC;

Nemzetkdzi Klinikai Kémiai és Laboratoriumi Medicina Szdvetség) kiilon munkacsoportot ho-
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zott 1étre ,,Laboratoriumi hibak és beteg-biztonsag” néven 2008-ban. Ez a munkacsoport kiilo-
ndsen az extra-analitikai fazis (pre-és posztanalitika) folyamataival és az itt keletkezd hibakkal
valamint ezek hatasaval foglalkozik (Plebani, 2017; Sciacovelli, 2017). A posztanalitikai fazis
folyamatai koz¢ tartozik az eredmény értékelése, dsszevetése az adott analit referencia tarto-
manyaval (Krleza, 2019).

A Clinical and Laboratory Standards Institute 2008-as iranyelvei alapjan sziikség lehet
arra, hogy egy klinikai laboratérium egy kisebb tanulmany keretében megvizsgalja, hogy a
gyarto altal rendelkezésiikre bocsatott teszthez megadott referencia-tartomany alkalmazhato-e
az altaluk vizsgalt (beteg)populacion (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). Ke-
véssel azt kovetden, hogy intézetiinkben elkezdtiik a TK1-méréseket a gyartd altal megadott
referencia-tartomany (2 — 7,5 U/L) alkalmazasaval, kideriilt, hogy az altalunk vizsgalt popula-
ciora ez a referencia-tartomany nem alkalmazhat6, mivel szamos esetben kaptunk a felsé ha-
tarnal magasabb értékeket egészséges egyénekben is. Az eredmények értékelése emiatt sok
esetben nem volt egyértelmdi, és felesleges aggodalmakhoz vezetett. Az egészséges egyénekben
megfigyelt magasabb értékek és az egyes ¢életkori csoportok kozott feltling kiilonbségek alapjan
végiil sajat TK1-referenciatartomanyok kialakitdsa mellett dontéttiink. Annak ellenére, hogy a
TK1-aktivitds mérését széles korben alkalmazzak malignus betegségekben kockazatbecslésre
és rutin szirdvizsgalatként is (Zhou, 2013), nem talaltunk arra vonatkozé adatot, hogy életkor-
specifikus TK1-referenciatartomanyokat megallapitottak volna.

A 97,5 percentilis értékek megallapitdsdhoz minden életkori csoportban rendelkezésre
allt elegendd szamu egészséges egyén. A 97,5 percentilis értékek alapjan 0 referencia-hatarér-
tékeket allapitottunk meg: a fiatal (18-35 éves) populacioban <30 U/L, a kézépkoraak (36-60
évesek) esetében <25 U/L, mig az iddseknél (60 év felett) <19 U/L. A CLL vonatkozasaban
ezek az életkor-specifikus referencia-tartomanyok kulcsfontossaguak, mivel a betegségben
érintettek tobbsége iddsebb életkoru. A Rai 0 stadiumt CLL-es betegeket az egészséges egyé-
nektdl elkiilonitd TK1-aktivitas hatarértékét 10,5 U/L-nek allapitottuk meg. Ez az eredmény ol
korrelal azzal, amit Letestu és mtsai publikaltak, akik a 10 U/L TK1-aktivitast irtdk le, mint a
progressziomentes tulélés fliggetlen rizikofaktorat (hazard ratio: 2,98; p<0,0001 — Letestu,
2010).

Mivel a TK1 egy altalanos sejtproliferacios marker, szintje szamos nem malignus be-
tegségben (fertdzeés, gyulladas, autoimmun betegségek, joindulatu szoveti sejtszaporulatok) is
enyhén emelkedett lehet (Chen, 2008). Hagberg és mtsai igazoltak, hogy a szérum TK1-aktivi-

tasanak emelkedését okozza a stilyos B12-vitaminhiany is, mivel az oszt6do sejtek instabilla
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crer

rése egészségiigyi szlirdvizsgalatként is alkalmazhatd. Az emelkedett TK1-koncentracioval
rendelkezd egyéneknél ugyanis a késébbiekben nagyobb valoszintiséggel alakult ki malignus
betegség (Chen, 2011). Ugyanez a tanulmany irta le azt is, hogy az olajfird6 munkasok korében
magasabb volt az emelkedett TK1-koncentracioval rendelkezék aranya, mint a varosi lakossag-
ban, tehat ha a TK1-mérést egészségiigyi szlirdvizsgalatként kivanjuk alkalmazni, szdmos nem
malignus betegséget és a vizsgalt személy kornyezeti tényezdit is figyelembe kell venniink.

A Német CLL Tanulmanyi Csoport (German CLL Study Group, GCLLSG) 2014-ben
kozolte egy Osszetett prognosztikai index rendszer alkalmazasat CLL-ben, melynek részét ké-
pezi a timidin-kinaz aktivitds meghatarozasa is. Tanulmanyukban Pflug és mtsai arra a kovet-
keztetésre jutottak, hogy a TK1-aktivitas kihagyasaval a prognosztikai hatékonysag jelentésen
csokkent (Pflug, 2014). 2015-ben Molica és mtsai a német prognosztikai rendszert az MD An-
derson Cancer Center klinikai adatokon alapuld rendszerével hasonlitottak 6ssze, és a német
rendszert talaltak hatékonyabbnak. Eredményeinkre hivatkozva kiemelték a TK1-aktivitas vo-
natkozasaban az életkor-specifikus referencia-tartomanyok alkalmazasanak fontossagat, kiilo-
nos tekintettel arra, hogy a CLL rendszerint idésebb egyéneket érint (Molica, 2015).

Ismert, hogy a CD38+ CLL prognézisa rosszabb (Diirig, 2002). Hus és mtsai igazoltak,
hogy a CD38 ¢és Zap70 expresszid egyiittes vizsgalata mindkét marker prognosztikai erejét no-
veli. Kimutattdk, hogy a CD38+/Zap70+ betegek eseménymentes talélési ideje rovidebb volt,
mint a CD38-/Zap70- betegeké (Hus, 2006). Tanulmanyunkban a CD38+/Zap70+ betegek
TK1-aktivitasat szignifikansan magasabbnak talaltuk a CD38-/Zap70- betegekénél, és nem ta-
laltunk szignifikans kiilonbséget a CD38-/Zap70- és a CD38-/Zap70+ betegek kozott. A CD38+
betegekben talalt magasabb TK1-aktivitast az intenzivebb sejtproliferacié magyarazhatja, mi-
vel a CD38 és a TK1 is proliferacios marker (Funaro, 1997; Molica, 2013, Leuk Res).

A CLL az esetek mintegy 5%-aban agressziv lymphomaba, rendszerint diffiz nagy B-
sejtes lymphomaba transzformalddhat (Richter-szindroma). Agbay és mtsai 2016-ban azt talal-
tak, hogy a magasabb TK1-aktivitassal rendelkezd Richter-szindromas betegek haldlozasi aré-
nya nagyobb volt, utalva eredményeinkre, melyek szerint a CLL-es betegek szérumaban mért
magasabb TK1-aktivitas rendszerint elérehaladottabb Rai stadiummal, CD38 és Zap70 poziti-
vitassal tarsult (Agbay, 2016).

A korébban publikalt eredményekhez hasonloan a 13-as és 17-es kromoszoma delécigja
(del(13q) és del(17p13)), a 12-es kromoszéma triszoOmiaja és a 11-es kromoszoma delécidja
(del(11g22)) az altalunk vizsgalt betegcsoportban sem befolyasolta a mért TK1-értékeket (Ko-
noplev, 2010).
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A TK1-aktivitas jol korrelalt a fehérvérsejtszdmmal és az abszolut B-sejtszammal, ha-
sonldan a Hallek és mtsai altal korabban leirtakhoz (Hallek, 1999).

Minden laboratérium szamara ajanlott, hogy sajat referencia-tartomanyokat hatarozzon
meg, ugyanis mar kis etnikai vagy ¢€letstilusbeli kiilonbségek is okozhatnak jelentds eltéréseket,
az ¢letkor ¢és a nem befolyasold szerepe mellett. Mindezek a kiilonbségek igen megnehezitik
altalanosan alkalmazhat6 referencia-tartomanyok kialakitdsat, annak ellenére is, ha a mérési
modszer visszakovethetd a referenciamédszerhez (Panteghini, 2012; Henny, 2013). Mivel egy
laboratorium szamara igen koltséges feladat a referencia-tartomanyok megallapitasa, egy lehet-
séges megoldas az, ha az Gsszes, ugyanazzal a médszerrel mérd laboratériumot bevonjuk egy
homogén populacié vizsgalataba (Henny, 2013). Siest és mtsai arra hivtak fel a figyelmet, hogy
az egészségest a patologiastol elkiilonitd hatdrvonalak nem élesek, és a referencia-tartomanyo-
kat és hatarértékeket ugy kell megallapitani, hogy azok a leginkabb el6 tudjak segiteni a klinikai
dontéshozatalt (Siest, 2013).

A CLL-es betegpopulacion végzett vizsgalatunk keresztmetszeti jellegénél fogva nem
tette lehetdvé a TK1-aktivitds prognosztikai markerként torténd hasznalhatdsdganak értékelé-
sét; ehhez egy prospektiv tanulmanyra lett volna sziikség. Bar a CLL-es betegpopulacionk 115
fobal allt, az egyes Rai stddiumokban és a CD38 és Zap70 expresszid megléte vagy hianya
alapjan definialt alcsoportokban igen eltérd szamu beteg volt, ami a statisztikai eredményeket
torzithatta. Az altalunk megallapitott életkor-specifikus referencia-tartomanyokat is sziikséges-
nek latjuk mas egészséges populaciok vizsgalataval validalni.

Munkank soran megallapitottuk, hogy a szérumban mért TK1-aktivitas az életkor eld-
rehaladtaval jelentdsen csokken az egészséges egyénekben, ami szlikségessé teszi €letkor-spe-
cifikus referencia-tartomanyok hasznalatat. Ezen kiviil segithet elkiiloniteni a Rai 0 stadiumban
1évdé CLL-es betegeket az egészségesektol.

Javasoljuk, hogy a laboratoriumok egy kisebb 1étszamu, egészséges populacid vizsga-
lataval ellendrizzék, hogy a vizsgalt analitra a gyarto altal megadott referencia tartomany alkal-
mazhat6-e az altaluk vizsgalt populacion; amennyiben nem, javasolt sajat referencia tartomany

meghatdrozasa.
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7. Osszefoglalas

A laboratoriumi folyamatok komplex rendszerét a preanalitikai, analitikai és posztanali-
tikai fazisok egymasba kapcsolodo integracioja adja. Mig az automatizalt laboratdriumi eljara-
sokrol szdmos tanulmany latott napvilagot az egyes fazisok elemzésére és a lehetséges hibak
felderitésére, addig a specialis vizsgalatok vonatkozasaban kevés vizsgalati eredmény sziiletett.
Célunk az volt, hogy a kiilonb6z6é malignus megbetegedések esetében folyadék-biopszias min-
tavétel utan alkalmazott specialis, immun-alapa laboratoriumi vizsgalatok preanalitikai, anali-
tikai és posztanalitikai evaludldsdhoz hozzajaruljunk és megvizsgaljuk, hogy ezen folyamatok

A preanalitikai folyamatok vizsgalata soran azt talaltuk, hogy gyermekkori ALL-ben
szenvedd betegek 15. napi csontveldi mintainak 12,5%-a, mig 33. napi csontveldi mintainak
14%-a volt periférias vérrel kontaminalt és igy nem volt alkalmas az aramlasi citometriai rizi-
kobecslésre. ALL-es gyermekek likvor mintaiban az esetek 45%-aban talaltunk periférias vér
kontaminaciot és 54%-aban volt az €16 sejtek aranya 30% alatti. Ugyanakkor ezen kis €16 sejt-
aranyd mintak felében ki tudtunk mutatni patologias sejteket, ami arra utal, hogy nem lehet
egyértelmii cut-off értéket meghatarozni az ¢10 sejtarany tekintetében a minta értékelhetoségére
vonatkozoan. Stabilizatort tartalmazé mintavételi cs6 alkalmazasaval szignifikansan csokkent
a 30% alatti €10 sejtaranyt tartalmazo likvor mintak aranya (41% vs 17%).

Az analitikai folyamatok vizsgalatakor disszeminalt tumorsejtek kimutatasara szolid tu-
morok esetében az immunhisztokémia és aramlési citometria egyezését 91%-nak talaltuk, neu-
roblasztoma esetén 65%-nak. A de novo neuroblasztoma sejtek detektalasaban az aramlasi ci-
tometria diagnosztikai hatékonysaga jobbnak adodott, mint az immunhisztokémiai modszeré
(100% vs 86%), ez a kiilonbség még kifejezettebb volt minimalis rezidualis betegség keresése
soran (92% vs 68%), kiilondsen a hypoplasias csontvel6i kornyezetben. A szolid tumorok ese-
tében a disszemindlt tumorsejtek detektalasara az immunhisztokémia diagnosztikai hatékony-
sagat talaltuk jobbnak az dramlési citometrianal (100% vs 91%).

A posztanalitikai folyamatok koziil a timidin-kinaz enzimre vonatkozé é€letkor-specifi-
kus referencia-tartomanyok meghatarozasat végeztiik el. A fiatal (18-35 éves) populacioban
<30 U/L, a kdzépkortaak (36-60 évesek) esetében <25 U/L, mig az id6seknél (60 év felett) <19
U/L referencia-hatarértékeket allapitottunk meg. CLL-es betegeinkben az eldrehaladottabb Rai
stadium egyértelmilen magasabb szérum timidin-kinaz szintekkel jart egyiitt. Korrelaciot talal-

tunk a fehérvérsejtszam, valamint az abszolut B-sejtszam ¢és a timidin-kinaz szintje kozott. A
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CLL-es betegeket az egészségesektdl elkiilonitd timidin-kindz értéket ROC analizissel a szak-

irodalomban fellelhet6 adatokkal 6sszhangban 10,5 U/L-nek talaltuk.
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8. Summary

Laboratory testing is a complex process, including preanalytical, analytical and pos-
tanalytical phase. While several studies dealt with the description of these phases and evaluation
of possible errors in automated laboratory systems, very few papers were published in the field
of more sophisticated, specialized techniques. We aimed to evaluate the preanalytical, analyti-
cal and postanalytical phase of some immune-based laboratory methods which were carried out
from liquid biopsy specimens.

Investigation of the preanalytical phase revealed that 12.5% of day 15 and 14% of day
33 bone marrow samples of children suffering from ALL were contaminated by peripheral
blood, thus were inadequate for flow cytometry risk assessment. With the examination of the
CSF samples of these children we found 45% of them to be contaminated with peripheral blood.
Viable cell ratio was below 30% in 54% of the samples, making it difficult to correctly evaluate
these specimens. However, 50% of these samples were positive for pathological cells, therefore
a clear cutoff of viable cell ratio can not be exactly established for rejecting the CSF sample as
inadequate in the context of lymphoblastic infiltration in childhood ALL. When using stabilizer,
the number of the samples having <30% viable cells were significantly lower than in native
samples (17% vs. 41%).

Investigation of the analytical phase revealed that immunohistochemistry and flow cyto-
metry showed 91% concordance in detecting disseminated cells from various types of solid
tumors, while in the case of neuroblastoma the concordance was 65%. Flow cytometry was
superior in detecting neuroblastoma cells in de novo cases (100% vs. 86%) and even more ef-
ficient in detecting minimal residual disease (92% vs. 68%), especially in hypoplastic bone
marrow. In the case of various types of solid tumors we found immunohistochemistry to be
more effective than flow cytometry (100% vs. 91%) in tumor cell detection.

Investigation of the postanalytical phase was focused on defining age-specific reference
ranges for serum thymidine kinase activity. Reference limits were found as follows: <30 U/L
for young (aged 18-35 years), <25 U/L for middle-aged (36-60 years), and <19 U/L for elderly
(>60 years) adults. In CLL patients more advanced Rai stage was associated with higher levels
of serum thymidine kinase activity. There was correlation between white blood cell count and
absolute B cell count and thymidine kinase activity. In line with published literature receiver
operator characteristics analysis found a cutoff value of 10.5 U/L of serum thymidine kinase

activity that distinguished CLL patients from healthy individuals.
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9. A disszertacioé uj eredményei, megallapitasai, klinikai jelentésége

1. Preanalitikai fazisra vonatkoz6 megallapitasok:
a) Gyermekkori ALL-ben szenvedd betegek 15. napi csontveldi mintainak 12,5%-a, mig
33. napi csontvel6i mintdinak 14%-a volt periférids vérrel kontaminalt és igy nem volt
alkalmas az aramlési citometriai rizikdbecslésre.
b) ALL-es gyermekek likvor mintaiban az esetek 45%-aban talaltunk periférias vér kon-
taminaciot €s 54%-aban volt az €16 sejtek aranya 30% alatti, ami miatt a minta korlato-
zottan volt értékelhetd. Ugyanakkor ezen alacsony €16 sejtet tartalmazd mintak 28%-
aban ki tudtunk mutatni patologias sejtet, ami arra utal, hogy nem hatarozhatunk meg
vizsgaljuk ALL-ben.
c¢) Stabilizatort tartalmaz6 mintavételi cs6é alkalmazasaval szignifikdnsan csokkent a
30% alatti €16 sejtaranyt tartalmazo likvor minték aranya (41% vs 17%; p=0,05).

2. Analitikai fazisra vonatkozé megallapitasok:
a) Disszemindlt tumorsejtek kimutatdsara szolid tumorok esetében az immunhisz-
tokémia és aramlasi citometria egyezése 91%, neuroblasztoma esetén 65%.
b) A de novo neuroblasztoma sejtek detektalasaban az aramlasi citometria diagnosztikai
hatékonysaga jobb mint az immunhisztokémiai moddszeré (100% vs 86%), ez a
kiilonbség még kifejezettebb minimalis rezidualis betegség detektalasa soran (92% vs
68%), kiilondsen a hypoplasias csontveldi kornyezetben.
¢) A szolid tumorok esetében a disszeminalt tumorsejtek detektalasara az immunhiszt-
okémia diagnosztikai hatékonysaga jobb mint az aramlasi citometriai modszeré (100%
Vs 91%).

3. Posztanalitikai fazisra vonatkoz6 megallapitasok:
a) A timidin kinaz enzim aktivitasa a nemek k6z6tt nem mutat eltérést, ugyanakkor az
életkor elérehaladtaval szignifikansan csokken, ezért sziikséges életkor-specifikus re-
ferencia tartomanyok meghatarozasa.
b) Egészséges populacidban meghataroztuk a timidin kinaz aktivitas életkor-specifikus
referencia tartomanyait az alabbiak szerint: 18-35 év kozott: <30 U/L; 36-60 év kozott:
<25 U/L; 60 év felett: <19 U/L
C) Meghataroztuk azt a timidin kinaz enzimaktivitas értéket (10,5 U/L), mely elkiiloniti
a Rai 0 stadiumt CLL betegeket az egészséges egyénektol.
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