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BEVEZETES

A malignus hematologiai betegségek gyogyulasi esélyének javitasdban, a
terapia sikerességének novelésében lényeges szerepet jatszik a pontos
diagnozis felallitasa, a leukémia tipusanak korrekt meghatdrozasa, mely a
megfeleld kezelés megvalasztisahoz is sziikséges. A leukémids sejtek
komplex immunoldgiai és genetikai jellemzése nem csak diagnosztikus
szempontbol fontos, hanem lehetdvé teszi a remisszio detektaldsat, a
minimalis rezidudlis betegség (MRD) kimutatasat és a relapszusok korai
felismerését is. Mindehhez a tumoros sejtek minél sokoldalibb
karakterizalasa, in. multiparametrikus analizise sziikséges, melynek soran
egyszerre tobb adatot nyerhetiink a sejtek strukturdlis és funkcionalis
jellemz6ir6l. Ennek kapcsan a sejtvonal azonositdsdra alkalmas
intracellularis markerrek kimutatasanak feltételeit vizsgaltuk,
kapott eredményeket, valamint elemeztiikk az AML altipusok elkiilonitésére
hasznalhat6 1) marker, a CD162 (P-szelektin glikoprotein ligand-1, PSGL-1)
diagnosztikus jelentoségét.

A kezelés varhato kimenetelének elorejelzését szolgdlja a kiilonb6zo
prognosztikai faktorok detektdlasa mar a betegség kezdetén, melyek

ismerete a kemoterapias kezelést is befolydsolhatja. A prognosztikai



tényezOk koziil a citosztatikum rezisztencia leggyakoribbnak tartott okat, a
membran  transzporterek  szerepét  vizsgaltuk  funkciondlis  teszt
alkalmazasaval. Ezen fehérjék szdmos molekuldt tavolitanak el a sejtbdl
aktiv  pumpafunkcidval. Szubsztratjaik ko6zé tartozik a malignus
hematologiai korképek kezelésében alkalmazott citosztatikumok egy része
is, midltal a sejt egyidejiileg tobb citosztatikummal szemben is rezisztenssé
valik (multi-drog rezisztencia jelenség - MDR).

A markervizsgalatok diagnosztikai jelentosége

A malignus hematolégiai korképek diagnosztikajaban és az MRD
immunoldgiai kimutatdsaban ma a direkt jeldlt monoklonalis antitestekkel
végzett aramlasi citometriai analizis jelenti a legobjektivebb ¢és legtobb
informdacidt hordozé vizsgélati mddszert. Akut leukémias mintdk esetén, a
koros sejtvonal (“lincage”) legmegbizhatobb meghatarozasara az
intracitoplazmatikus antigének szolgalnak, melyek altaldban mar a felszini
markerek megjelenése elétt kimutathatéak. A myeloid, a T és B lymphoid
vonalak elkiilonitésére leginkabb a mieloperoxiddz (MPO), cyCD3 és
cyCD79a hasznalhatd. A permeabilizalo szer megvalasztasa mellett fontos a
rendelkezésre 4llo antitest klonok 1ll. a kiilonb6zd fluoroforok
kombindcidjanak vizsgalata, mely alapjan kivalaszthatd a sejtvonal

azonositasat biztositd kelléen szenzitiv és specifikus eljaras.



Bar az 4ramlasi citometriai vizsgdlatokkal a malignitds az esetek
tobbségében jol besorolhatdé a jelenleg ismert markerek segitségével,
lényeges kérdés olyan uj markerek keresése, melyek az egyes altipusok
elkiilonitését biztonsdgosabba teszik. A harmas vagy négyes jelolési
aramlasi citometriai analizis alkalmazéasan kiviil, illetve ezzel egyidejiileg,
egy masik diagnosztikai megkozelités olyan markerek alkalmazasa, melyek
kiilonb6z06 intenzitassal jelennek meg normal illetve malignus sejteken. Az
irodalomban mar tobb marker esetén igazoltak kvantitativ eltéréseket normal
¢s leukémias sejtek kozt. Az eltérd sejtfelszini denzitast mutatd fehérjék kozt
kiilonosen fontosak azok, melyek a malignus sejtek funkcidja pl. adhézio,
aggregacio, transzendothelialis migracid szempontjabol jelentdséggel birnak
mint pl. az integrinek vagy szelektin ligandok. Vizsgalataink soran egy ebbe
a csoportba tartoz6 fehérje, a P-szelektin glikoprotein ligand (PSGL-1,
CD162) kvantitativ expressziojat €s ennek diagnosztikus szerepét vizsgaltuk.
Multi-drog rezisztencia mechanizmusok

A membran fehérjék egy része esetén a fenti immunoldgiai kimutatas nem
mindig célravezetd, legfOképpen azért mert a fehérje jelenléténél sokkal
fontosabb annak funkciondlis aktivitdsa. Ez érvényes a prognosztikai
szempontbol  fontos membran  transzporterekre is, melyek a

citosztatikumokat még hatasuk kifejtése eldtt eltavolitjak a sejtbdl, igy nem



crer

elérését, mely a malignus sejt elpusztitdsahoz sziikséges. A fenti membran
fehérjek az ABC transzporterek (ABC=ATP binding cassette) nagy
csoportjaba tartoznak mint a P-glikoprotein (Pgp), az MRP csalad fehérjéi
(multidrug resistance related protein) és az ujabban leirt BCRP (breast
cancer related protein). Ezen ABC transzporterek prognosztikai szerepe, a
terapiat kedvezotleniil befolyasold hatdsa acut myeloid leukémids (AML)
betegekben ma mar bizonyitottnak tekinthetd.

Multidrog rezisztencia tesztekben hasznalhaté az mRNS kimutatisa RT-
PCR-el, magénak a fehérjének monoklondlis antitesttekkel torténd
detektalasa aramlasi citométerrel vagy immuncitokémiai mddszerrekkel, és
alkalmazhatunk funkcionalis teszteket, melyek a klinikai szempontbdl fontos
paramétert, a fehérje transzport aktivitdsat mérik fluoreszcens szubsztratok

segitségevel.



CELKITUZESEK

1. A diagnosztikai (immunfenotipus) vizsgalatok terén:

a. A sejtvonal-specifikus intracitoplazmatikus markerek koziil azon
permeabilizalasi technika €s klon kombindciok meghatarozasa, melyek a
"lineage” legszenzitivebb, de még specifikus kimutatasi lehetOségét
biztositjak

b. A felszini markerek kozil egy eddig leukémidk esetén nem alkalmazott
marker, a P-szelektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1 vagy CD162)

diagnosztikai felhasznalhatosagdnak vizsgalata

2. A prognosztikai (multi-drog rezisztencia) vizsgalatok terén

a. A kalcein teszt adaptalasa és optimalizalasa rutin diagnosztikai tesztként

b. Az MDR aktivitast meghatarozasa adott sejtpopuldcidokon és az MDR
aktivitas valamint Pgp antigén expresszid 0sszefliggésének vizsgalata

c. A kalcein teszt prognosztikai €s prediktiv értékének nagyszamu

beteganyagon torténd meghatarozasa



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtpermeabilizalasi eljardsok és jelolések

Kereskedelmi forgalomban is elérhetd hat permeabilizdldsra hasznalt kit
Osszehasonlitdsat végeztik el 21 normal ¢és akut leukémids minta
analizisével két centrum Aramlasi Citometriai Részlegén (DEOEC, KBMPI
¢s Salamancai Egyetem). A vizsgalatokra minden esetben a diagndzis
felallitasakor, a kezelés megkezdése eldtt keriilt sor. A procedurat minden
esetben a gyartd eldirdsainak megfeleléen végeztik el, ennek sordn a
Cytofix/Cytoperm (Pharmingen), Fix and Perm (Caltag Laboratories),
Intraprep (Immunotech), Intrastain (DAKO), Permeacyte (Bio-E) ¢és a
Permeafix (Ortho) kiteket hasonlitottuk dssze.

Emellett vizsgéltuk a harom legfontosabb intracellularis marker ellen
termelt antitest klénok ¢és kiilonb6zd fluoreszcens konjugatumaik:
fluoreszcein izotiocianat (FITC) ¢és fikoeritrin (PE) kombindciojat.
Leukémiis mintdk esetén a malignus sejtek szelektiv vizsgdlata miatt
felszini CD45 jelolést végeztiink a permeabilizalas elétt, és a CD45 dim
populacid sajatsdgait vizsgaltuk. A mérések FACScan és FACScalibur
aramlasi citométereken torténtek. Statisztikai analizis soran a szignifikancia
szintek meghatarozasdhoz a Wilcoxon ¢és a Kruskal —Wallis tesztet

hasznaltuk.



PSGL-1 kvantitativ meghatdrozds

endothel sejteken expresszaloddé P és E-szelektinekhez vald kotddésben
jatszik szerepet, valamint kotddik a leukocita L-szelektin-hez is. A PSGL-1
detektalasara a jeloletlen klont (PL-1) a kvantitativ meghatarozashoz, a PE
konjugalt KPL-1 antitestet (BD Pharmingen, CD162) pedig tobbes
jeldlésekhez hasznaltuk.

A vizsgalatokat 25 egészséges €s 20 acut myeloid leukémids beteg mintain
végeztiik el. A PSGL-1 expresszidé kvantitativ meghatdrozasahoz a QIFI
kitet (DAKO) alkalmaztuk. A PSGL-1 expressziot az FL-1 (FITC)
csatornan mért MFI érték alapjan kalibracios gorbe segitségével hataroztuk
meg, az eredményeket antitest kotd képesség (antibody binding capacity,
ABC) formdjaban adtuk meg. A blastok kivalasztasa leukémias mintdkban a
CDA45 jelolés alapjan tortént, mig normal mintdk esetén a CD33/CD34
koexpressziot mutatd blastok szelektiv analizisét végeztiik el. Statisztikai
analizisekben a Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk.

Kalcein teszt

A modszer lényege, hogy a kalcein—acetoximetilészter, mint hidroféb
molekula a sejtbe diffundal, majd Pgp vagy MRPI jelenlétében onnan

kipumpalddik. Az eldbbi transzport proteinek hidnyaban intracelluldris



észterdzok hasitdsa kovetkeztében kalcein keletkezik, mely fluoreszkald
molekula, és nem szubsztratja a Pgp-nek. A tesztben a fehérje blokkoldsara
un. revertaldé 4agens, modulidtor hasznalhato, mely ebben a tesztben
Verapamil (Vp). Ez mind a Pgp mind az MRP1 aktivitasat gatolja.

Az intracelluléris fluoreszcencia intenzitast a revertald agens jelenlétében
(Vpt) ¢és hianyaban (Vp-) detektdlva a Pgp/MRP1 aktivitas mértékére
kovetkeztethetiink, ahol kvantitativ eredményt a fluoreszcencia intenzitasok
kiilonbségébol kaphatunk a [FI(Vp+) - FI(Vp-))/FI (Vpt) x 100 képlet
alapjan. A kapott eredmény a multidrog rezisztencia aktivitas faktor (MAF),
mely a Pgp és az MRPI1 egyiittes aktivitdsat méri, és az eredmény jol
korrelal a Pgp/MRP1 szubsztrat citosztatikumok kipumpélasanak
mértékével. A sejteket az inhibitor jelenlétében ill. hidnyaban torténd
inkubalads utan kalcein-AM-el toltottiik fel, majd a reakcid ledllitasat
kovetden a sejtek életképességét jelzd propidium-jodid festést alkalmaztunk.
A mérést maximum 24 ora 4°C-on torténd tarolas utan végeztiik el Becton
Dickinson FACSCalibur ill. FACScan aramlasi citométereken.

A kalcein teszt mintdk eltarthatosdgi vizsgdlata

A teszt alkalmazisdnak fontos eleme a preanalitikai hibdk csokkentése.
Ennek kiilonds jelentdsége van funkcionalis tesztek esetében, mert fontos,

hogy nem fixalt, €16 sejtekkel dolgozzunk, és biztositsuk a transzport
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funkcidhoz sziikséges ATP ellatast. Ezek érdekében megvizsgaltuk a mintak
optimalis tarolhatosagat szobahdmérsekleten és 4°C-on, teljes csontveld €s
Ficollon szeparalt kalceinnel feltoltott sejtszuszpenzid esetében. A minta
elokészitést ill. a mérést a fentiek szerint végeztiik el a 0., 6., és 24. 6raban.
Kalcein teszt kombindldsa felszini marker jeloléssel

Kisérleteinkben a CD45 panleukocyta markert alkalmaztuk, mely az éretlen
sejteken alacsony intenzitassal expresszalodik, igy a CD45 dim populacio
szelektiv analizisével a tumoros sejtek MAF értéke kalkulalhato.

Pgp molekulaszam meghatdrozdsa

Kvantitative meghataroztuk a felszini molekulaszdmot beadekkel végzett
kalibralas segitségével (ABC: antibody binding capacity, QIFI Kit, DAKO)
¢s az eredményeket Osszevetettik a MAF ¢értékével. A méréseket
sejtvonalakon ¢és klinikai mintakon kiviteleztiik, indirekt immunfluoreszcens
teszt formdjaban. Minden mérésnél a fluoreszcens kalibracidos beadek
szimultan futtatdsa is megtortént konstans FL-1 beallitds mellett, majd ezek
alapjan a sejtenkénti ABC kalkuldlhat6 volt, mely 1-1 arany( antigén-
antitest kotédés esetén a felszini molekulaszam meghatérozasara alkalmas.
Betegek és a kemoterdpids kezelés

A DEOEC II. Belklinika ¢és az Orszagos Hematoldgiai €s Immunologiai

Intézet beteganyagabodl 93 de novo leukémids beteg mintajanak analizisét
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veégeztiik el. A diagnodzis feldllitasdban a morfologiai jegyek mellett minden
esetben immunfenotipus vizsgalatok is torténtek. A betegek remisszios
indukcios kezelése 7+3 protokoll alapjan tortént, melyben Ara-C 200mg/m”
7 napig, majd antraciklinek (adriamicin 45mg/m® vagy daunoblasztin 60
mg/m” és idarubicin 12 mg/m?) 3 napig torténé adasa szerepel. Ez M4/M5
leukémiak esetében kiegésziilt 100 mg/m” etopozid 4 napos hozzaadasaval.
A csontveld értékelésére a 4. héten keriilt sor. A szignifikancia szintek
meghatadrozasdhoz a Student féle t-tesztet hasznaltuk, a kiilonb6z6
prognosztikai faktorok szerepének multiparametrikus elemzésére Cox féle
regressziot alkalmaztunk, mig a Kaplan-Mayer gorbe elemzéséhez a log

rank tesztet végeztiik el.
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EREDMENYEK

Permeabilizalasi technikdk osszehasonlito elemzése

1. Fényszordsi tulajdonsdgok és az autofluoreszcencia vdltozdsa

A permeabilizalas kovetkeztében gyakorlatilag minden permeabilizalod szer
hasznalata esetén valtoznak a sejtek fényszorasi jellegzetességei, melyek a
forward scatter (FSC) — side scatter (SSC) dot plot képeken a nem
permeabilizalt minta képéhez viszonyitva szembetiindek. A sejttipusok
adatait Osszegezve valamennyi permeabilizadldo szer esetén szignifikdns
kiilonbséget kaptunk az FSC értékek novekedésében a nem permeabilizalt
mintdhoz viszonyitva, mely a periférias vér lymphocytdi és a csontveldi
lymphoid elemek esetén volt a legkifejezettebb. A  sejtek
autofluoreszcencigja (MFI érték — mean fluorescence intensity) a
permeabilizalas kovetkeztében minden esetben névekedést mutatott mind az
FL-1 (FITC), mind az FL-2 (PE) csatornékon.

2. Mieloperoxiddz

A harom klén (MPO-7, CBL-MPO-1 ¢és H-43-5) 0Osszehasonlitasdban
eredményeink az MPO-7 szignifikdnsan jobb szenzitivitdsat mutattdk a
masik két klonnal szemben az MFI értékek alapjan. A FITC ¢és PE

konjugatumok Osszevetésében az utdbbiak magasabb MFI értéke, ezzel
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nagyobb szenzitivitasa igazolddott. Mérsékelt alpozitiv reakciot csak a
Cytofix/Cytoperm alkalmazasakor észleltiink mindharom klon esetén.

3. cyCD79a

Héarom forgalmazotol szarmazé  HMS7 klon (PE) vizsgalatdval a
Pharmingen antitestje minden permeabilizald szer hasznilata mellett
szignifikdnsan alacsonyabb MFI értéket mutatott, mint a DAKO ¢és az
Immunotech reagense. Alpozitiv reakciot egyik klon esetén sem
tapasztaltunk.

4. cyCD3

A S4.1 klon esetén jelentds alpozitivitast €szleltiink myeloblastokon, ezért a
tovabbi vizsgalatok a masik két antitesttel torténtek, melyek kozil az
UCTH-1 mutatott magasabb MFI értékeket €s a pozitiv sejtek szdzalékos
aranya is magasabb volt, mint a Hit3a antitest esetén.

5. Permeabilizdlo oldatok

A kiilonboz6 klonok MFI értékeinek Osszehasonlitdsa sordn nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget a permeabilizal6 dgensek kozott.

Kvantitativ PSGL-1 meghatdrozdas normdl és malignus sejteken.

1. PSGL-1 expresszio normdl hemopoetikus sejteken

14



Periférids vér sejtjein végzett vizsgalatok alapjan a B sejtek CD162
jelolodése alacsony, mig a T sejtek ¢és NK sejtek PSGL-1 expresszidja
lényegesen magasabb. A monocytdk ¢és neutrophilek intenziv CD162
expresszidt mutattak. Normal csontveld analizisekor megfigyelheté a CD162
expresszid novekedése a hemopoetikus sejtek érése sordn. A monocyta
vonal sejtjein a granulocytakhoz képest szignifikansan magasabb expresszio
volt detektalhato.

2. PSGL-1 expresszio kvantitativ meghatdrozdsa

A fenti eredmények szamszerii vizsgalatat is elvégeztiik a kiilonbségek
egzakt meghatarozasa céljabol. Ezek alapjan az alabbi eredmények adodtak:
a. A leukémias myeloblastok PSGL-1 expresszidja szignifikansan
alacsonyabb volt, mint az érett sejteké.

b. A monocyta vonalon beliil az expresszio széles hatarok kozott valtozott,
de nem taldltunk szignifikéns kiilonbséget a monoblast/promonocyta és az
érett monocyta populacio értékei kozott.

c. A szamszerli adatok azt tlikrozik, hogy a monoblastok CD162
expresszidja szignifikdnsan magasabb, mint a myeloblastoké, és a két
populéci6 értékei nem mutatnak atfedést, ami lehetévé teszi a két prekurzor
sejt elkiilonitését. Ezek alapjan a blastokban detektalt alacsony PSGL-1

expresszid AML M1 ill. M2 mellett sz6l. AML M4 esetében a két populacio
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egylittes jelenléte miatt egy PSGL-1 dim és egy PSGL-1 bright sejtcsoport
kiilonithetd el.

d. Normal myeloblastok jel6lddése nem kiilonbozott 1ényegesen a malignus
e. Periférias vérben és csontveloben szimultdn végzett mérések eredménye
azt mutatta, hogy a periférian talalhaté blastokon a PSGL-1 kopiaszam nem

kiilonbozik szignifikansan a csontveldi blastokétol.

A kalcein teszt metodikai vonatkozdsai: preanalitikai hibak csokkentése,
optimalizalas, kombindlt jelolések

1. A kalcein teszt reprodukdlhatésdagdnak vizsgdlata

Kiilonb6zé sejtvonalak és klinikai mintdk a MAF értékek széles
tartomanyaban tették lehetévé a reprodukalhatosdg vizsgalatat. Az igen
magas MAF ¢értéket mutatd rezisztens sejtvonalon (KBV-1) kaptuk a
legkisebb szorast, de elfogadhatd a variacids koefficiens (CV) értéke a
betegekbdl ill. egészséges egyénekbdl szdrmazd mintdk esetén is (a CV
érteke 0,3%, 11% ill. 13% volt sejtvonalon, leukémias és normal mintaban)
2. Mintdk eltarthatésdgdnak vizsgdlata

Szeparalas el6tti, teljes csontveldi vagy periférids vérminta taroladsa sordn a

sejtek energia készletének, ATP raktaranak csokkenése miatt a MAF értékek
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csOkkenését latjuk. Bar ebben az esetben a PI pozitivitas nem mutat
szignifikans emelkedést, az ATP deplécio miatt a 24 6rdig tarolt mintdban a
magasabb FI(Vp-) érték a transzport funkciok csokkenését jelzi. Mindez a
ténylegesnél alacsonyabb MAF értéket eredményez. Kisérleteink alapjan a
mintavétel utdn a periférias vér ill. csontveld feldolgozéasa 6 6ran beliil meg
kell, hogy torténjen. A Ficollon szeparalt és kalceinnel feltdltott sejtek
szuszpenzidja 4°C-on 24 oran at tdrolhatd, annak MAF értéke nem valtozik,
mert ez a hdmérséklet a pumpafunkciot blokkolja.

3. Kalcein teszt kombindldsa felszini marker jeloléssel

A teszt alkalmazédsa soran lényeges, hogy szelektiven a leukémias sejtek
rezisztencidjat mérjiik ¢és lehetdleg kizarjuk a vizsgalatbol a normal
csontveldi sejteket. Kettds jeldlések alkalmazasaval a CD45 dim blast
populéciéra kapuzva ezen tumoros sejtek MAF értékét szamolhatjuk, ezaltal
a normal csontveldi sejtek zavard hatdsat kikiiszobolhetjiik. A kalcein és a
felszini marker fluoreszcencidjanak biztonsagos elkiilonitésére megfeleld
kompenzacié utan az FL-3 detektor mérési tartomanyaban (>650 nm) jelet
adé CD45PerCP vagy CD45CyS5 hasznalhato.

4. Pgp molekulaszdm meghatdrozdsa monoklondlis antitesttel

Tobb tanulmany elemzi a funkciondlis teszttel kapott eredmények és az

crer

antitestekkel torténé jelolés korrelaciojat. Sok esetben igen eltérd
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eredmények adodnak, melyeket magyarazata lehet, hogy a funkcionalis
tesztekkel tobb transzport fehérje aktivitdsat mérjiik, mig a monoklonalis
antitest csak egy proteinrdl ad felvilagositast (efflux+/Pgp- esetek), vagy a
fehérje jelen van ugyan, de nem miikodik, vagy az antitest keresztreakciot
mutat mas sejtfelszini proteinekkel, melyeknek a drog rezisztenciaban nincs
szerepik (efflux-/Pgp+ esetek). Az indirekt immunfluoreszcencias
méréseket és a kalcein teszttel kapott eredményeket 0sszevetve azt talaltuk,
hogy a KBV-1 rezisztens sejtvonalon a 98-as MAF érték mellett az ehhez
tartozd felszini molekula szam 500 000 volt sejtenként. A kozepes
rezisztencidt mutatdo KB8-5 sejtvonalon a MAF érteke csak 20%-al
csokkent, mig a receptorszdm tobb mint 90%-al (36 000/sejt). Vagyis a
MAF érték még meglehetésen magas, de a fehérjeszdm mar szignifikdnsan
csokken. Beteg mintdk esetén, ahol a MAF érték 0 és 60 kozott van
(leginkabb 40 alatt), a fehérje sejtenkénti kdpiaszama igen alacsony, €s
ennek meghatdrozasa nem differencial biztonsaggal az MDR pozitiv ¢€s
MDR negativ esetek kozott. Mindez azt jelzi, hogy a funkciondlis teszt
szenzitivebb indikatora multi-drog rezisztencia fenndllasanak, mint Pgp
antigén expresszid vizsgalata ill. utal egyéb pumpa funkcidk (pl. MRP1)

lehetséges szerepére.
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A teszt eredmények és a betegség klinikai kimenetelének korrelacioja

1. MAF értékek osszehasonlitdsa AML és ALL betegcsoportok esetén.
Mindkét centrumban az irodalmi adatoknak megfeleld eredményt kaptunk:
AML-ek esetén gyakoribb a de novo fennall6 rezisztencia, mint ALL-ben. A
kiilonbségek a lymphoid ¢és myeloid leukémids csoportok kozott
szignifikdnsnak adodtak.

2. A MAF érték osszefiiggése a terdpidra adott vdlasszal: a teszt prediktiv
értéke

Anyagunkban egy olyan cut-off érték meghatdrozéasara torekedtiink, mely
megbizhatoan elkiiloniti az MDR pozitiv és MDR negativ eseteket. Ennek
érdekében a betegeket responder (R) és non-responder (NR) csoportba
soroltuk. Meghataroztuk a MAF értékek atlagat és szdérdsat a responder (R)
¢s non-responder (NR) csoportban mindkét centrumban, majd a
MAFR+SEM ¢és a MAF\z-SEM (SEM: standard error of mean) értékek
atlagaként kalkuldltuk a cut-off értéket, mely 20-nak adodott a budapesti
centrumban és 25-nek a DEOEC beteganyagéban. Ezen cut-off értékek aléd
ill. felé es6 MAF értékek alapjdn az MDR pozitiv és MDR negativ esetek
elkiilonithetéek. Az igy létrejott MDR+ ¢és MDR- csoportokban
meghataroztuk a responderek €s non-responderek aranyat. Az MDR negativ

csoportban a betegek 72%-a jol reagélt a kezelésre, vagyis a teszt negativ
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prediktiv értéke 72%, ezzel a biztonsaggal jelzi a negativ eredmény a terdpia
hatékonysagat. Az MDR pozitiv csoportban a betegek 69 %-ban nem
lehetett komplett remisszidt elérni, vagyis ennyi volt a non-responderek
aranya. A kalcein teszt pozitivitdsa tehat 69%-os biztonsaggal jelzi a terapia
hatastalansagat (pozitiv prediktiv érték).

3. A teszt eredmények és a hossziitdvi tilélés osszefiiggése

Ebbe a vizsgélatba azon betegek keriiltek be, akiknek a kovetési ideje 8
hénapnal hosszabb volt. Kaplan-Mayer gorbe alapjan vizsgaltuk az MDR
aktivitas és a betegség hosszabb tavu kimenetelének Osszefiiggését. Bar az
MDR pozitiv és MDR negativ csoportok tulélése kozotti kiillonbség nem érte
el a statisztikai szignifikancia hatarat (p=0,07), a gorbe alapjan
mindenképpen figyelemre méltd és klinikai relevanciaval rendelkezd eltérés
volt a két csoport tulélése kozott: az MDR negativ betegeknél az 50%-o0s
tulélés ideje haromszorosa (18 hénap) az MDR pozitiv betegek 50%-o0s

talélésének.
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MEGBESZELES

A malignus hematoldgiai betegségek pontos diagnosztikajaban dontd
jelentdségli a sejtvonal azonositdsa ill. a leukémias sejtek tipusanak ¢s
differencidltsaganak meghatdrozasa, mely az egyes altipusok elkiilonitését,

A “lineage” azonositasdnak legmegbizhatobb moddja az intracellularis
markerek alkalmazasa, melyek koziil leginkabb a MPO, cyCD79a és cyCD3
hasznalatos a myeloid, B és T lymphoid vonalak identifikalasara. A
detektalas  szenzitivitdsdnak és  specificitdsanak  vizsgdlatira  hat
kereskedelmi forgalomban elérhetd permeabilizalo kitnek ill. kiilonb6zo
monoklonalis antitest klénoknak és ezek fluoreszcens konjugatumainak
kombindcidit hasonlitottuk 0Ossze. Bar valamennyi kit esetén Ilényeges
valtozast észleltiink az FSS-SSC szignalokban a permeabilizalds utan, ez az
esetek zomében a sejtpopuléciok elkiilonitését nem zavarta. Eredményeink
alapjan a myeloid, B és T lymphoid vonalak az MPO, cyCD79a ¢és cyCD3
intracitoplazmatikus markerekkel biztonsdggal azonosithatok, ha a fenti
permeabilizal6é kitek (Fix and Perm, Intrastain, Intraprep, Permeafix) ¢és
lehetéleg egy PE-el konjugalt szenzitiv klon (MPO-7, HMS57, UCTH-1)

kombindacidit valasztjuk.
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Az acut leukémidk tipusainak elkiilonitése, f0ként AML esetén nem
mindig egyszerli. Vannak ismert markerek, melyek az esetek zomében
segitséget nyujtanak a granulocyta, monocyta és megakaryocyta vonalak
differenciadlasdban, ezek mellett azonban nagy jelentdsége lehet tovabbi
markerek azonositasanak, melyek vagy sejtvonal specifikusak, vagy
expresszidjuk mértéke kiillonbozik ez egyes sejtvonalakon. A kvantitativ
aramlasi citometria eszkozével altalunk vizsgalt CD162 (PSGL-1) molekula
ilyen markernek bizonyult, mely eltérd expressziot mutat a granulocyta és a
monocyta vonal sejtjein, ezaltal a két sejtvonal elkiilonitésére alkalmas. A
PSGL-1 molekula expressziojat AML-ben és normal myeloid sejteken mar
kordbban is vizsgaltdk, nem sziilettek azonban kvantitativ adatok az
expresszid mértékérdl. Vizsgalataink sordn meghataroztuk a sejtfelszini
PSGL-1 molekula szamot egészséges és leukémias egyének csontveldi és
periférias sejtjein. Szignifikdns kiilonbség adddott a leukémias betegekbdl
szarmazd myeloblastok és monoblastok CD162 jelolodése kozott, a két
populéci6 értékei nem mutattak atfedést, mely a granulocyta és a monocyta
vonal egyik elkiilonitési lehetdségét jelenti. Mivel a monocyta CD14 marker
az AML M4/M5 esetek kb. felében mutat pozitivitast ill. esetenként mas

szubtipusokban (M2) is detektalhato, nem differencial biztonsaggal M4/M5
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ill. MI/M2 leukémidk kozott. A jelenleg hasznalt immunfenotipus
vizsgalatokat a CD162 marker kvantitativ meghatidrozasaval kiegészitve a
fenti szubtipusok elkiilonithetdk.

A korrekt diagnozis felallitdsa mellett a klinikai onkoldgiaban jelentds igény
van a malignus sejtek citosztatikum rezisztenciajanak, mint prognosztikai
faktornak a detektalasara is, hiszen ennek ismerete meghatarozhatja a
valasztott kemoterapias kezelést vagy indikalhatja modulatorok, revertald
agensek hozzdadasit a kemoterapidhoz. Vizsgalatainkban egy kvantitativ
funkcionalis tesztet, a kalcein tesztet alkalmaztuk beteg mintdkon a multi-
drog rezisztencia kimutatisara két centrumban végzett tanulmany
formajaban. A teszt eldnye, hogy a kalcein-AM mind a Pgp-nek, mind az
MRP1-nek szubsztratja, igy verapamilt hasznalva inhibitorként, - mely
szintén mindkét fehérje aktivitdsat blokkolja - a két protein altal egylittesen
létrehozott  transzport  aktivitast  detektdlhatjuk. Az  eredmények
szelektivitdsanak novelésére célszerti felszini marker jel6lés alkalmazasa,
mely lehetdvé teszi a leukémias sejtek MDR aktivitdsdnak mérését és a
normal sejtek kizarasat a vizsgalatbol. Irodalmi adatok alapjan a malignus
sejtek azonositasara leginkabb CD34 jelolés hasznalhatd, de vizsgalhatjuk a
CD45 dim populaci6 MDR aktivitasat is. Az MDR detektaldsa esetén

konszenzus protokoll ajanlasa alapjan helyes két kiilonb6zé modszer
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hasznalata, pl. funkciondlis teszt ¢és monoklonalis antitest egyiittes
alkalmazasa. Nagyobb klinikai beteganyagon ilyen jellegli 6sszehasonlitast
nem végeztiink, de néhdny mintaban meghataroztuk a sejtfelszini
Ezek alapjan a MAF érték és a felszini molekulaszam Osszefiiggése nem
linedris, igy az immunoldgiai meghatdrozds Odnmagaban nem differencial
kellé képpen az MDR pozitiv és MDR negativ esetek kozott, a funkcionalis
teszt az MDR aktivitds szenzitivebb indikatoranak tekinthetd. A klinikai
mintakon kapott eredményeink alapjan a 93 de novo akut leukémias beteg
vizsgélataval megallapitottuk, hogy a kalcein teszt negativitasa 72%-os
prediktiv értékkel eldre jelzi a terdpia hatékonysagat €s jobb a talélés ebben
a csoportban, mig az MDR pozitivitds detektdlasakor az esetek 69%-ban
kedvezdtlen terapias valaszra ¢és rovidebb tulélésre szamithatunk.
Eredményeink alapjan a kalcein teszt standardizalt forméja a rutin dramlasi
citometriai diagnosztikdban jol alkalmazhatdé, megbizhato, gyorsan
kivitelezhetd teszt, mely kvantitativ eredményt ad az MDR aktivitasrol, és
betegség klinikai kimenetelével.

Vizsgalataink olyan metodikai kérdésekre terjedtek ki, melyek a

leukémia diagnosztika pontositasat, konnyebbé tételét és a prognodzis
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megitélését céloztdk. Eredményeink alapjan allast foglaltunk (i) a sejtvonal
azonositasdban fontos intracellularis markerek antitest klonjainak és a
permeabilizalé szereknek a optimalis kombindcioirél (ii) a PSGL-1
expresszid jelentdségeérdl, mely a kvantitativ dramldsi citometria
modszerével alkalmas az AML szubtipusok elkiilonitésére (iii) a multidrog
rezisztencia detektalasara hasznalt funkcionalis teszt, a kalcein teszt
optimalizalasanak feltételeir6l és a teszt klinikai eredményeirdl. Ezen
modszerek a mar alkalmazott metodikdkkal egyiitt hozzajarulnak a
leukémids sejtek sajatsdgainak komplex megitéléséhez és ezzel a terapia

hatékonysaganak noveléséhez.
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