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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. Immun-alapi mddszerek definicioja, torténete

Az €16 szervezetek miikdodését molekulak kozotti kdlesonhatasok hatarozzak meg. Ezek
egyik formdja az antigén-antitest reakcio.

Az antigén-antitest reakciok specificitasa immunanalitikai eljarasok kifejlesztését is le-
hetvé tette. A nagyméretli antigén-antitest komplexek (immunkomplexek) mennyiségi meg-
hatarozasara napjainkban a turbidimetrids és nefelometrids immunanalitikai modszereket alkal-
mazzak, melyek fejlesztése az 1930-as évektdl kezdddott. Ezen metodusok az immunkomplex
mennyiségét kdzvetleniil hatarozzak meg, igy direkt immunanalitikai eljardsoknak is nevezziik
Oket. A latex-szemcséket tartalmazo turbidimetria az automatizalt klinikai kémiai laboratoriu-
mokban széles kdrben hasznalt eljaras kiillonféle plazmafehérjék kimutatasara.

Az immunanalitikai eljarasokhoz sziikséges specifikus antitestek eldallitdsa a kezdeti
idészakban kiilonféle allatfajokban tortént; az antitestek poliklonalisak 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 fuzionaltattak, hybridomakat hozva 1étre, melyek koziil a
megfeleld antitestet termeld hybridomat felszaporitottadk. Ilyen mdédon monoklonalis antiteste-
ket nyertek, melyek az adott antigén egy-egy epitdpjara specifikusak.

1.1.1. Immunkémiai médszerek

Az in vitro ligand (kotés) tipusu eljarasokkal kiilonosen a kis molekulak mérése valt
lehetévé. A modszerben a detektalhatosagot egy jol mérhetd jelet hordozo reagens (tracer) biz-
tositja. Az eljaras jellemzdje a nagy érzékenység (10722 - 102! mol/L), specificits és automati-
zalhatosdg. A meghatarozandd anyag (antigén) és specifikus kotdagense (antitest) kozott
egyensulyi vagy kinetikus kotddési reakci6 jatszodik le.

Az immunoessz€k lehetnek kompetitiv vagy nem kompetitiv jellegliek. A kompetitiv
esszék jellemzdje a korlatozott mennyiségii specifikus antitestkotohely. A nem kompetitiv esz-
sz€k jellemzdje, hogy a reagens (antitest) feleslegben van a rendszerben, nincs vetélkedés, a
jelzett komponens az antitest. Ezeket a modszereket immunometrikusnak nevezik. A leggyak-
rabban haszndlt véltozat az 0.n. ,,szendvics-technika”, amelyben két, az antigén kiilonb6z6
epitopjaira specifikus antitest: elfogo és jelold reagal az antigénnel, ezért a modszer specifiku-

sabb, mint az egy antitestes mdodszerek.



Az immunoesszék osztalyozhatok homogén és heterogén eljarasokra. A homogén elja-
rasok soran 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 fluoreszkalo, lumineszkalod képessége, ennek alapjan a kotodés
mértéke, illetve a vizsgalt antigén koncentracidja meghatarozhatd. Kis molekuldk mérésében
hasznalt kisebb érzékenységii (107° mol/L), de gyors, kdnnyen automatizalhato, kdltségkiméld
modszerek. A heterogén eljarasok soran a reakcio kozege nem egynemt, a folyadékkdzegben
az ellenanyag legtobbszor valamilyen szilard fazisu hordozohoz kotott. A keletkezé antigén-
antitest komplexet (kotott frakcid) a szabad frakciotol mérés eldtt szeparalni kell. Néhany pre-
cipitacios eljarastol eltekintve jelenleg szinte kizardlagosak a szilard fazisu elvalasztdo modsze-
rek. A szilard fazisok lehetnek: polisztirén cs6fal-, mikroplate iireg belsé feliilete, latex parti-
kulak-, papirkorong-, iiveggyongy-, paramagneses részecskék felszine, stb..

1.1.2. Az aramlasi citometria elve és alkalmazasa a klinikai gyakorlatban

Az dramlési citometria szuszpenzioban 1€v0 sejtek vizsgalatara alkalmas analitikai mod-
szer. A sejtfelszini és citoplazmatikus markerek detektalasa gyors €s objektiv vizsgalat, mely-
nek alkalmazasa ma mar elengedhetetlen a leukémia-diagnosztikaban. Lényege a sejtvonalakra
¢és a sejt érési fazisara specifikus CD markerek (CD=cluster of differentiation) azonositasa a
patologias sejteken, fluoreszcens festékkel jelolt monoklonalis antitestekkel. Az akut leukémiak
diagnosztikdjaban az elsddleges cél a blastok jellemzése sejtvonal és érettség szempontjabol,
ill. kéros marker-expressziok kimutatdsa a blastokon (pl. lymphoid és myeloid markerek egytit-
tes expresszioja egy sejten). Ez a karakterizalas lehetdvé teszi a leukémids sejtek célzott kere-
séseét kezelést kovetden (minimalis rezidudlis betegség, MRD). A kéros mintdzat felismerésé-
hez elengedhetetlen, hogy a normal csontveldi sejtvonalak érését ismerjiik, az azokra jellemzd

CD markerek intenzitdsdhoz hasonlitsuk a vizsgalt mintdban kapott eredményt.

1.2. Folyadékbiopszias modszerek malignus betegségekben

A tumoros betegségek diagnosztizaldsanak alapvetd modszere a (szolid) tumorbdl (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 folyadékbiopszias eljarasok a nem szolid bioldgiai mintdbol torténd anyag-
vétel €s analizis lehetdségeit foglaljak magukba. Elonyiik, hogy tobbségiik non-invaziv, a beteg
szdmara kisebb traumat jelent a minta nyerése, mint a szolid biopszias vagy mitéti modszerek

esetében.



Racila és munkatarsai 1998-ban irtdk le a napjainkban is gyakran alkalmazott immuno-
l6giai alapti magneses szeparalas modszerét a keringd tumorsejtek elkiilonitésére. Mivel a ke-
ringd tumorsejtek a periférias vérben igen kis mennyiségben vannak jelen, dasitasukra kiilon-
b6z6 eljarasokat dolgoztak ki: fizikai tulajdonsagok (méret, toltés, denzitds, deformabilitas)
vagy a specifikus sejtfelszini marker expresszi6 alapjan. Az elkiilonités és dusitas modszere
pozitiv vagy negativ szelekcio lehet; negativ szelekcid soran eltavolitjadk a CD45+ hemopoieti-
kus sejteket. Ezen modszer eldnye, hogy a szeparalas soran a keringé tumorsejtekre nem kertil
antitest, hatranya, hogy az igy kapott sejtszuszpenzio joval kevésbé tiszta, mint a pozitiv sze-
lekcio soran nyert. A pozitiv szelekcio hatranyai, hogy a szeparalaskor a tumorsejtre keriilt an-
titest késobbi eltavolitdsa nehéz, és a megfeleld sejtfelszini marker megvalasztasa sem konnyt
feladat, mar csak azért sem, mert a betegség lefolyasa soran és a kezelés hatasara is a tumorsej-
tek egyre heterogénebbé valnak.

Az intakt tumorsejtek mellett a testfolyadékokban a bel6liik szarmazo6 nukleinsavak is
megjelenhetnek, szabadon vagy extracellularis vezikulakban. Ezek kimutatasa és tanulmanyo-
zasa egyrészt pontosabban visszatiikrdzi a tumor heterogenitasat, masrészt kevésbé invaziv és
koltséghatékonyabb vizsgdlomodszer a betegség lefolydsa soran nem mindig, vagy nem egy-
szertien kivitelezhetd klasszikus szdvettani mintavételnél.

A folyadékbiopszidk esetében a legfobb hatraltato tényezd, hogy a valdban a tumorbdl
szarmazo6 sejteket, extracellularis vezikuldkat, 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.

1.3. A laboratoriumi folyamatok és jellemzéik

A laboratoriumi vizsgalatok jelentdsége igen nagy a diagnozis felallitdsakor €s a bete-
gek kovetésében. A klinikai dontések kétharmada a laboratoriumi eredmények alapjan torténik.
A laboratoriumi folyamatok komplex rendszerét a preanalitikai, analitikai €s posztanalitikai f4-
zisok egymasba kapcsolodo integracioja adja. Az utobbi években egyes szerzok a pre-preana-
litikai (megfeleld vizsgalat kérése a klinikus részérdl) és a poszt-posztanalitikai (eredmények

klinikusi értékelése) folyamatokat kiilon emlitik.

1.3.1. A preanalitikai fazis
A preanalitikai fazishoz tartozik minden olyan tevékenység, mely a teszt elvégzése elott

torténik. A minta levétele el6tti teendd a vizsgéalatkérés, vagyis a megfeleld tesztek kivalasztasa



¢s a kérdlapon a beteggel kapcsolatos, az analizis szempontjabdl fontos informécid 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 megfelel6 meny-
nyiségli minta keriiljon a megfelel6 mintavételi csébe (pl. csontveldi aspiratum myeloma mul-
tiplex és periférias vér paroxysmalis nocturnalis hemoglobinuria d&ramlési citometriai vizsgala-
tara; likvor a specialis mintavételi cs6be keriiljon, de ha dramlési citometriai vizsgalatot kér az
orvos, akkor fixalot kell tartalmaznia a mintavételi csonek). A minték és kérdlapok illetve ké-
rések pontos jelolése elengedhetetlen. A levett minta mindsége, vagyis alvadékos, hemolizalt,
lipémias, icterusos volta is a preanalitikai fazisban jelen levd hibaforrasok kozé tartozik. A
minta szallitdsanak koriilményei (human szallitds vagy cs6posta), annak hdmérséklete (szoba-
hén, jég kozott, fagyasztva), hossza jelentdsen befolyasolja a kapott eredményt, illetve, hogy a
vizsgalat egyaltalan kivitelezhetd-e. Kiilonleges preanalitikai kovetelmény aramlési citometriai
vizsgalat sordn, hogy bizonyos vizsgalatok csak adott idépontban, meghatarozott mintabol vé-
gezhetdek (pl. gyermekkori akut limfoblasztos leukémia kovetéses vizsgalatra a csontveldi as-
piratum a 15., a 33. vagy 78. napon levéve). Szintén az dramlasi citometriai vizsgalatra érkezd
csontveldi vagy likvor mintdk esetében a periférids vérrel tortént kontaminacié vagy a kevés

€16 sejtet tartalmazo minta preanalitikai hiba miatt korlatozottan vagy nem értékelheto.

1.3.2. Az analitikai fazis

Az aramlasi citometriai laboratériumban az analitikai fazisban torténik a minta jelolése
a vizsgalat irdnyanak megfelelden Osszeallitott antitest panelekkel. Itt fontos az antitestek klon-
jainak, a fluorokromoknak, az antitestek higitdsainak megvalasztdsa, optimalizalasa, valamint
az egy¢b reagensek, fixalok, permeabilizal ok, lizalok minéségének biztositasa. Ugyanakkor az
aramlasi citométer helyes bedllitasa, a gyongyokkel torténd kalibracid, a kompenzacio, belsé
és kiils6 kontroll alkalmazasa biztositja a miliszer alkalmassagat a helyes mérési eredmény biz-
tositasara. 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 koreé, ez torténhet automata-kapuzassal, értékeld szoft-
verrel vagy kézi kapuzassal. Az eredmény lehet kvantitativ (pl. T, B, NK sejtek aranya és ab-
szolut szama; blasztok %-a) vagy kvalitativ (blasztok immunfenotipusanak leirasa). A szenzi-
tivitas meghatdrozasa kiilonosen a hematologiai malignitasok kezelése sordn a kovetéses vizs-
galatoknal minden mérés soran fontos, a leletben kozlendd adat (limit of detection = detektal-

hatdsagi hatar és limit of quantitation = kvantitalasi hatar).

1.3.3. 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 id6 (turnaround time) fontos mindségi jellemzdje egy vizsgalatnak €s a laboratériumnak.
A minta megdrzése tovabbi analizisre illetve a mért adat file-ok és az analizalt file-ok megor-
zése intézményenként a helyi szabalyozas szerint eloirt ideig szlikséges. Az dramlési citometriai
eredmények interpretacioja specialis eloképzettséget igényel, ahol a leletez6 orvos birtokdban
van az aramlasi citométer, az antitest panelek és kontrollok technikai ismeretei mellett a hema-

tologiai betegségek diagnosztikdjahoz és kdvetéséhez sziikséges elméleti ismereteknek.

1.3.4. A laboratériumi folyamatok lehetséges hibai és indikatorai

A laboratériumi folyamat sordn a hibadk 46-68%-a a preanalitikai fazisban, 7-13% az
analitikai fazisban és 18-47% a posztanalitikai fazisban torténik. A laboratériumokban a mind-
ségbiztositasnak és az egyre pontosabban méré miiszereknek koszonhetéen az analitikai folya-
mat hibai meglehetdsen alacsony aranyban jatszanak szerepet, ezzel szemben az extra-analitikai
folyamatok az dsszes hiba igen magas aranyat adjak tigy, hogy ezen folyamatok tobbségére a
laboratoriumnak nincs hatasa. Ezt felismerve szamos munkacsoport elemezte a pre- és poszta-
nalitikai fazisban keletkezo hibak hatterét és indikatorokat dolgoztak ki a hibak felismerésére
és regisztralasara. Az indikatorok nemzetk6zi harmonizaciojara tobb munkacsoport tett javas-
latot. A jelenlegi konszenzus alapjan a preanalitikai fazisban jegyeznek a legtobb, 28 indikatort,
az analitikai fazisban 6, mig a posztanalitikai fazisban 11 indikatort. Az indikéatorok regisztra-
lasaval és a laboratoriumi informatikai rendszerben valo rogzitésével a laboratoriumok moni-
torozni tudjak a laboratériumi folyamatok egyes fazisaiban keletkezd hibak szamat, aranyat,
igy adott id6szakra vonatkozodan javitani tudjak sajat teljesitményiiket és klinikusi megitélésii-
ket. Az utobbi években a teljes laboratoriumi folyamat soran fellépd valamennyi hibara poten-
cialisan ,,diagnosztikus” hibaként tekintenek, ezzel azt sugallva, hogy a laboratériumi folyamat

crer

nozishoz vezethet.

1.4. Preanalitikai megfontolasok akut limfoblasztos leukémiaban szenvedo gyermekek
mintai kapcsan

Az akut limfoblasztos leukémia, a leggyakoribb gyermekkori rosszindulatii daganatos
betegség, mely 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
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jelenleg alkalmazott kezelés alapja a kombinalt kemoterapia. A kemoterapia intenzitasa és a
tovabbi terapids dontések meghozatala nagyban fligg a betegség kiilonféle prognosztikai ténye-
z0itol. A helyes kockazatfelméréshez elengedhetetlen a megfeleld mindségii mintak vizsgalata.
Gyakori preanalitikai hiba, hogy vagy a csontveld, vagy az agy-gerincvel6i folyadék (likvor)
periférids vérrel szennyezddik. Akar morfoldgiai, akar aramlasi citometriai vizsgalatok tortén-
nek a mintabol, nélkiilozhetetlen, hogy elegendd szamu €16 sejtet tartalmazzon. Az AIEOP
BFM 2009 protokoll szerint a 8. napon a periférias vér, illetve a 15. és 33. napon a csontveld
vizsgalata elengedhetetlen a késObbi terapia intenzitasanak meghatarozasahoz. A mintavétel
soran a lehetd legkisebbre kell csokkenteni annak valosziniiségét, hogy a csontvel6i mintdba
periférias vér keriiljon, mivel ellenkez6 esetben alabecsiilhetjiik a csontveldi blastaranyt, és nem
a megfeleld rizikocsoportba soroljuk a beteget. Az ALL-IC BFM 2009 szabalyrendszere sze-
rint, mely a csontvel6ben minimalis rezidualis betegség (MRD) jelenlétének aramlasi citomet-
riai eljaras segitségével torténé megallapitasara vonatkozik, ha a 15. napi csontvel6i mintaban
az erythroid el6alakok aranya nem éri el a 2%-ot, nagy a valdszinlisége, hogy a csontveldi minta
jelentds mértékben szennyezddott periférias vérrel. Ha az ilyen minta 10% feletti ardnyban tar-
talmaz rezidualis koros sejteket, a beteg az eredmény alapjan a nagy kockazati (Flow High
Risk) csoportba sorolhaté. Amennyiben a periférias vérrel kontaminalt csontveldi mintaban
10% alatti a blasztok aranya, az aramlasi citometriai rizikocsoportokba (0,1% - 10%: Flow Me-
dium Risk és <0,1%: Flow Low Risk) torténd besorolasuk nem teheté meg, a mintit MRD
vizsgélatra alkalmatlannak kell mindsiteni.

A kozponti idegrendszer érintettsége esetén intrathecalis kemoterapia beadasara van
sziikség. Ha azonban az agy-gerincvel6i folyadékbol (likvor) vett minta periférias vérrel szeny-
nyezddik, az esetlegesen kimutatott koros sejtek eredete nem allapithatd meg egyértelmiien.
Tovabbi nehézség, kiilondsen, ha a mintat pl. aramlasi citometriai vizsgalat elvégzéséhez mesz-
szebbre kell szallitani, hogy a likvorbol vett mintaban a sejtek gyorsan elpusztulnak; a sejtpusz-
tulés iiteme €s mértéke sejttipusonként eltéro.

Periférias vérbol és csontvelobdl vett mintdk esetén rendszerint rendelkezéstinkre all
elegendd szamu ¢€196 sejt, likvormintdk esetében azonban a sejtszam gyakran nagyon alacsony,
ami tovabb neheziti az elemzést. Tovabbi hatrany, hogy sem arrél nincs konszenzus, mennyi a
vizsgalat értékelhetéségéhez sziikséges minimalis sejtszam (az irodalomban 100 és 1000 ko-
zotti értékek lelhetdk fel), sem arrdl, hogy pontosan mik a periférias vérrel tértént szennyezett-
ség igazolasanak kritériumai.

1.5. Analitikai megfontolasok disszeminalt tumorsejtek detektalasara aramlasi citomet-

riaval és immunhisztokémiaval
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A gyermekkori daganatok koziil elsdsorban a neuroblastoma, a rhabdomyosarcoma, a
Ewing-sarcoma ¢€s a retinoblastoma kapcsan varhato, hogy a betegség lefolyasa soran a tumor
a csontvelében is megjelenik. A neuroblastoma a ganglionléc (crista neuralis) sejtjeinek rossz-
indulatu elfajulasa, melyek a mellékvese veldallomanyaban vagy a szimpatikus ganglionokban
talalhatok. Az “International Neuroblastoma Staging System” (INSS) a szerint osztalyozza a
betegséget, hogy mely anatomiai lokalizacioban talalhatd és besziiri-e a csontvel6t. Park és
mtsai a csontveld érintettségének megitélésére immunhisztokémiai vizsgalatok végzését java-
soltak (CD56, chromogranin A, synaptophysin). Felndttekben leggyakrabban prosztata-, eml6-
¢s tiidorak-attétek jelennek meg a csontvelében. A malignus betegség stadiumbesorolasa és a
terapia tervezése soran fontos a csontveld esetleges tumoros érintettségének megallapitasa,
mely a csontveld-aspiratum és csontveld-biopszids minta morfologiai vizsgalataval lehetséges.
Kaur és mtsai szerint tumoros érintettség 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. Napjainkban a tobbszinti aramlasi citometria (multicolor flow cytometry,
MFC) elsédleges alkalmazasi teriilete a vérképzdrendszeri betegségek felismerése és kategori-
zalasa, de a szolid tumoros betegségek diagnosztikajaban és kovetésében is van szerepe. Ennek
ellenére mindezidaig csak kevés olyan tanulmany latott napvilagot, mely kifejezetten a szolid
tumorok aramlasi citometria segitségével torténd fenotipizalasara fokuszal. Ferreira-Facio és
mtsai kiilonféle gyermekkori rosszindulati daganatok immunfenotipusat vizsgaltak, és megal-
lapitottak, hogy az aramlasi citometria ezekben az esetekben egy gyors diagnosztikus és sz{ir6-
vizsgalati eszkdz. Leghasznosabb markerekként az alabbiakat irtdk le: CD45, CD56, CD81,
CD99, CD271, EpCAM, GD2,nMYOD, tovabba a T- és B-sejtekre specifikus markerek. Egyes
ritka esetekben, melyekben a primer tumort nem sikeriil megtalalni, a csontvel6 aramlasi cito-
metriai vizsgalata elengedhetetlenné valik a diagnoézis megallapitdsara. A csontvelé immun-
hisztokémiai és aramlasi citometriai vizsgalata soran kapott eredményeket 6sszehasonlité ta-
nulmanybol kevés all rendelkezésre.

1.6. Posztanalitikai megfontolasok a timidin kinaz enzim, mint tumormarker hasznala-
tarol CLL-ben

A kréonikus lymphocytas leukémia a fejlett orszagokban a leggyakrabban eléfordulo le-
ukémia. Elsdsorban idésebb személyeket érint, férfiakat valamivel nagyobb szdmban, mint n6-
ket. A betegség stadiumanak megallapitasara hazankban elsédlegesen a Rai szerinti besorolasi
rendszer terjedt el. E szerint a betegségnek 6t stadiuma van: Rai 0 stadiumban csak lymphocyto-

sis van jelen, melyet rendszerint véletleniil fedeznek fel, a betegnek panasza, tiinete még nincs.
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Rai 1 stadiumban a lymphocytosis mellé nyirokcsomo6-megnagyobbodés (lymphadenomegalia)
tarsul, Rai 2 stadiumban mar a m4j és/vagy a 1ép megnagyobbodasa (hepato-splenomegalia) is.
A Rai 3 stadium jellemzdje, hogy a lymphocytosis mellett anaemia van jelen, lymphadenome-
galiaval és hepato-splenomegaliaval, vagy anélkiil. Rai 4 stddiumba akkor soroljuk a beteget,
ha a lymphocytosis mellett thrombocytopenia alakul ki, akér jelen van ezek mellett anaemia és
nyirokcsomo- ill. méj/1ép-megnagyobbodas, akar nincs.

Az elmult évtizedekben a kronikus lymphocytés leukémia kapcsan szamos, elsdsorban
genetikai, kromoszomalis eltérések prognosztikai szerepének felismerésére keriilt sor. A gene-
tikai tényezok mellett egyes, a vérben keringd biomarkerek is szolgaltathatnak a betegség var-
hat6 kimenetelére vonatkozo informaciot, ezek kozé tartozik a timidin-kinaz enzim is. Néhany
specifikus biomarkert6él (AFP, HCG, PSA, stb.) eltéréen a timidin-kinaz 1 (TK1, ATP-5’-fosz-
fotranszferaz; EC.2.7.1.21) a nem specifikus tumormarkerek kozé tartozik, mely a folyamato-
san 0szt6do sejtekben van jelen. A timidin-kinaz a DNS szintézis Gigynevezett mentési utvona-
lanak kulcsenzimje, a timidint timidin-monofoszfatta alakitja. Az enzimnek két izoforméja van:
a TK1 a citoplazmdaban, a TK2 a mitokondriumokban taldlhat6. A TK1 enzim aktivitdsa sejt-
ciklus-fiigg6; szintje a G1/S fazisban kezd emelkedni, és a G2/M fazisban éri el a cstcsot.

A TKI1 enzimet mar szamos sejt- és szovettipusbol izolaltak, és szamos daganatos be-
tegségben irtak le emelkedett TK1-aktivitast a szérumban, noha az enzim keringésbe jutasanak
mechanizmusa még nem egészen ismert. A TK1 tovabba CLL és non-Hodgkin-lymphoma ese-
tében prognosztikai marker is.

Hallek és mtsai CLL-es betegek vizsgalataval 7,1 U/L-ben allapitottdk meg a TK1 cutoff
értékét, amely elkiilonitette a varhatéoan rovidebb (magas TK1-szint) és hosszabb (alacsony
TK1-szint) progressziomentes tulélési iddvel rendelkezd, a vizsgalat idépontjaban Binet A sta-
diumban 1év6 betegeket. A francia-német CLL7 tanulmanyban a nagy kockazatt Binet A sta-
diumu betegeket beazonosito egyik kockazati tényez6 a 10 U/L feletti TK1-aktivitas volt. Mag-
nac ¢s mtsai @ TK1-szint és az IGHV mutacios statusz 6sszefliggésének vizsgalataval azt fi-
gyelték meg, hogy a 15 U/L feletti TK1-aktivitassal rendelkezd betegekben a gén altalaban nem

mutalodott.
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2. Célkitiuzések

A laboratoriumi 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 idopontokban vett periférids vér, csontveldi aspiratum
illetve likvor mintaban kimutathat6 blasztok aranya. Ennek dramlasi citometriaval
torténd megitéléséhez elengedhetetleniil sziikséges a megfelelé mindségli minta.
Célunk az volt, hogy meghatarozzuk az aramlasi citometriai vizsgélatra érkezé nem
megfelel6 mindségli mintak aranyat, ami megakadalyozta, hogy értékelhetd ered-
mény sziilessen.

2. Analitikai fazis vizsgalata: disszeminalt tumorsejtek detektalasa folyadékbiopszias
eljaras soran hagyoméanyosan morfoldgiai/immunhisztokémiai modszerrel torténik.
Célul tiiztiik ki, hogy 6sszevessiik ezen hagyomanyos modszer és az aramlasi cito-
metriai modszer szenzitivitasat, specificitasat és diagnosztikai hatékonysagat a szo-
lid tumor sejtek €s a neuroblastoma sejtek detektalasaban.

3. Posztanalitikai fazis vizsgalata: a timidin kindz enzimaktivitas eredmény helyes ér-
tékeléséhez célul tliztiik ki életkor-specifikus referencia tartomanyok megalkotéasat
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 talalhato-e
olyan cut-off érték, ami a korban és nemben illesztett egészséges populaciotol elkii-

16niti Oket.
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3. Anyagok és modszerek

A munkank soran felhasznalt antitestek, miszerek és szoftverek az adott tanulmany

részletes modszertananal szerepelnek.

3.1. Preanalitikai fazis: a nem megfelel6 minéségii mintak felderitésére iranyulo tanul-
many modszertana
3.1.1. ALL-ben szenved6 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 fin, 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
idépontjaban 83 honap volt (1 és 201 honap kozott).

2. csoport: 33. napi csontvel6i minta 90 betegtol (50 fig, 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 fia, 38 leany). Az atlagéletkor ebben a csoportban is 83 honap volt (2 és 202
hoénap kozott).

3.1.2. ALL-ben szenvedd gyermekek likvor mintainak vizsgalata

A fenti id6szakban 20 ALL-es gyermekt6l dsszesen 26 likvorminta aramlasi citometriai
vizsgalata tortént. A betegek atlagéletkora 75 honap volt (7 és 214 honap kozott). Tizenkét
beteg it (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.

3.1.3. Nativ és stabilizatort tartalmazé mintavételi csébe 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/fia (60%) volt. Az atlagéletkor 43 év volt (10 hénap és 79 év kozott). Huszon-
kilenc stabilizalt €s huszonkét nativ mintat vizsgaltunk.
3.1.4 Aramlasi citometriai vizsgalatok

Az aramlasi citometriai mérések FACSCanto II aramlasi citométeren torténtek, az ada-
tokat FACSDiva 8.0.2 szoftverrel értékeltiik. A 2013 marciusa el6tt érkezett prekurzor B-sejtes
ALL-es és a 2013 szeptembere elott érkezett T-ALL-es gyermekek mintait négyszinii panellel,
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minden tovabbi mintat nyolcszinii panellel vizsgaltunk. A likvormintakat is ezek alapjan a pa-
nelek alapjan jeldltiik, azonban a legtdbb esetben a kevés mintamennyiség miatt a teljes panelt
nem tudtuk alkalmazni. Az eredmények 6sszehasonlithatosaga érdekében az aramlési citomé-
tert naponta kalibraltuk a gyarté altal ajanlott Cytometer Setup and Tracking fluoreszcens mik-
rogyongyokkel, az Autocomp szoftver segitségével.

A csontvel6i mintakban az €16 sejtek aranyat syto-festéssel hataroztuk meg, ezt megeld-
z6en 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. A likvormintakban vagy syto- és FSC/SSC
szekvencialis kapuzassal, vagy syto-festés hianyaban a fényszorasi tulajdonsagok alapjan hata-
roztuk meg az €10 sejtek aranyat. A 30%-nal kevesebb €106 sejtet tartalmazo likvormintakat ér-
tékelésre alkalmatlannak mindsitettiik. Periférias vérrel tortént szennyezettséget abban az eset-
ben allapitottunk meg, ha a likvormintaban mikroliterenként 100-nal tobb vordsvértest fordult

elo.

3.2. 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 kiilonbozd betegtdl.
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 szenvedo beteg (16 gyermek, 18 feln6tt) 36 mintdja keriilt, mig a masik csoportba 16,
igazoltan vagy gyanitottan neuroblastomas gyermek 36, diagnozis céljabol vagy az utankovetés
soran vett mintdja szerepelt.

3.2.1. Szolid tumor gyanuval vagy igazolt betegséggel biré csoport

A csoport 13 betegénél (3 gyermek, 10 feln6tt) nem igazolodott tumoros betegség, 21
fonél (13 gyermek, 8 felndtt) azonban igen. Az igazoltan tumoros alcsoportban 13 beteg
férfi/fia (8 felndétt, 5 gyermek), 8 leany (mind gyermek) volt. 2015 novemberében a csoport 25
betege (11 gyermek, 14 felnétt) életben volt, 9 (5 gyermek, 4 felnétt) mar elhunyt. A gyermekek
atlagéletkora 9 év (3 honap és 15 év kozott), a felndttekeé 58 év (21 és 94 év kozott) volt.
3.2.2. Neuroblastoma gyantival vagy igazolt betegséggel bir6 csoport

A 16 neuroblastomas beteg koziil 13 fia, 3 leany volt, atlagéletkoruk a diagnézis ido-

pontjadban 27,4 honap (2 és 83 honap kozott). 2015 novemberében 6 beteg volt életben, 9 mar
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elhunyt, 1 beteg sorsa nem ismert. Az elhunytak a diagnézis idépontjadban mar mind idésebbek
voltak 12 honapnal.
3.2.3. Aramlasi citometriai vizsgalatok

A tobbszini aramlasi citometriai (multicolor flow cytometry = MFC) vizsgélatokban a
periférids vér és a csontveldi mintak felszini jeldlése standard protokoll szerint tortént: 50 pL
periférids vért/csontveldt inkubaltunk fluoreszcens festékkel direkt jelolt antitestekkel 15 percig
sotétben, szobahdn; a mintdban a sejtszamot foszfatpufferelt sooldattal (PBS) 10 x 10%/L-re
allitottuk be. A nem hemopoietikus tumorsejtes panelben az alabbi antitestek szerepeltek: CD7-
FITC, EpCAM-PE, CD45-PerCP, és CD33-APC; a neuroblastoma panelben 4 szinli kombina-
cidban a kovetkezok: CD81-FITC, CD117-PE, CD45-PerCP, és CD56-APC. Ha Ewing-sar-
coma vagy histiocytosis gyanuja meriilt fel, hozzatettiik még az alabbiakat: CD99-FITC, illetve
CD1a-APC. Néhany esetben az erythroid prekurzorok jobb azonosithatdosdga éredekében a
CD71-FITC hasznalatara is sor keriilt. A vorosvértesteket FACS 1izalo oldattal lizaltuk, majd a
mintakat PBS-sel mostuk (300g, 5 perc) és 1% paraformaldehidet tartalmazé PBS-ben reszusz-
pendaltuk. Az igy fixalt mintakat 4°C-on taroltuk, legfeljebb 24 oraig. A mérések FACSCalibur
vagy FACSCanto Il d&ramlési citométeren torténtek, ugyanazokat a beallitdsokat hasznélva min-
den vizsgalt mintara. De novo mintak esetében 100 000, utankdvetési (minimalis rezidualis be-
tegség keresése) mintakbol 300 000 sejt begytijtése tortént, a mérési adatokat list-mode adat-
fajlokban taroltuk. Az adatok elemzését FACSDiva szoftverrel végeztiik. A neuroblastoma Sej-
tek CD45 negativ, CD56 pozitiv, CD81 pozitiv és ritkin CD117 pozitiv immunfenotipussal
jellemezhet6k. Minimalis rezidualis betegség (MRD) keresése soran az alabbi kapuzasi straté-
giat alkalmaztuk: els6 1épésben a fényszorasi tulajdonsagok (eldre szort fény/oldalra szort fény)
alapjan elkiilonitettiik az €16 sejteket a tormeléktdl, majd a CD45 negativ régiobol a
CD56/CD81 pozitiv sejtek voltak a rezidualis neuroblastomasejtek.
3.2.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatok soran a csontveldbiopszias mintakat 4%-0s
foszfatpufferelt formaldehidben fixaltuk 24 o6ran keresztiil, majd 1%-0s EDTA-val dekalcifi-
kaltuk 48 oran at. A szovetfeldolgozas és paraffinba dgyazas utan 4 mikron vastagsagi metsze-
teket készitettiink. Bond-Max késziilék és a hozza tartozé Bond Polymer Refine Detection Kit
alkalmazasaval a metszeteket CD56, CD99, chromogranin A ¢s S-100 jelolésekkel festettiik. A
metszeteket ezt kdvetden fénymikroszkoppal (Leica DM2500 mikroszkop, DFC 420 kamera és
Leica Application Suite V3 szoftver) vizsgaltuk.

3.2.5. Szenzitivitas, specificitas, diagnosztikai hatékonysag
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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 [ 100xTP/(TP+FN)],
specificitas [100xTN/(TN+FP)] és diagnosztikai hatékonysag
[(100x(TP+TN)/(TP+TN+FP+FN)]

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

szolgalé tanulmany modszertana

3.3.1. Egészséges populacio a referencia tartomanyok meghatarozasahoz

Haromszazhatvankilenc egészséges onkéntes szérummintajat vizsgaltuk. A vizsgalatba
bevont személyek véradok és a Laboratoriumi Medicina Intézet dolgozéi koziil keriiltek ki.
Eletkoruk 18 és 86 év kozott volt (median: 45 év), nemi megoszlas szerint 157 férfi és 212 nd.
Bevalasztasi kritériumként a vizsgalt laboratériumi paraméterek egyikiiknél sem haladhattak
meg a referecia-tartomany fels6 hataranak kétszeresét. A vizsgalatban nem vehetett részt olyan
személy, akinek tumoros, anyagcsere- vagy kronikus gyulladasos betegsége volt. A statisztikai
elemzésbdl 24 egyén adatait kizartuk, mivel a kivalasztasi kritériumok teljesiilése nem volt
egyértelmiien megallapithat6. Az életkor befolydsold szerepének vizsgalatahoz a populéciot
harom alcsoportra osztottuk: 18-35 év kozottiek (fiatalok), 35-60 év kozottiek (kdzépkortak)
¢és 60 ¢év felettiek (idosek).
3.3.2. CLL populécié a médszer validalasahoz

Keresztmetszeti, korban és 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. A betegcsoportban 29 beteg a fent megal-
lapitott kozépkoru, 86 az idds korcsoportba tartozott.
3.3.3. Laboratériumi médszerek
3.3.3.1. Timidin kindz aktivitas mérése

A TK1-aktivitast indirekt, modositott, kétlépéses kompetitiv kemilumineszcens immun-
esszé segitségével mértiik Liaison immunkémiai analizatoron. A kalibracios gorbét matemati-
kailag a gyart6 hatdrozza meg (mestergdrbe), mely tartalmazza a patoldgias értékeket is. Mind-

ségellendrzés céljabol a reagenskészletben két QC (quality control) minta taldlhatd, egy magas
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¢s egy alacsony értékii. A mérési teljesitmény értékelésére a pontossagot €és a precizitast az
alacsony (QC1) és a magas (QC2) értékii kontrollmintak mérésével hataroztuk meg. A precizi-
tast a variacios koefficienssel (CV) jellemeztiik, a pontossagot mint szazalékos eltérést a név-
értéktol. A sorozaton beliili pontossag €s precizitas értékeléséhez a QC1 ¢s QC2 mintakat egy-
mas utan kilencszer mértiik le, a sorozatok kozotti pontossag €s precizitas értékeléséhez 18
kiilonb6z6 napon. Az eredményeket a vart és a mért értékek kozotti linearis regresszioként ér-
tékeltilk. A mérés linearitasat egy igen magas TK1-aktivitassal rendelkezd beteg mintajanak
sorozatos higitdsaval hataroztuk meg.
3.3.3.2. CD38 és Zap-70 expresszi6 vizsgalata Aramlasi citometriai analizissel

A mintdkbol a fehérvérsejtszamot Advia 120 hematologiai automataval hataroztuk meg
(Siemens AG, Erlangen, Németorszag). Az abszolut B-sejtszamot a CD19+ sejtek szazalékos
aranya ¢s a fehérvérsejtszam alapjan szamitottuk. Az aramlasi citometriai mérések FACSCanto
IT aramlasi citométeren torténtek, a mérési eredményeket FACSDiva szoftver segitségével ér-
tekeltiik. Az alkalmazott antitestek: CD19-PE-Cy7, CD38-APC és Zap70. A beteget abban az
esetben mindsitettiik CD38 és/vagy Zap70 pozitivnak, ha a CLL sejtek legalabb 20%-a exp-
resszalta ezeket a markereket.
3.3.3.3. FISH vizsgalat

Az interfazisu fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) vizsgalatok periférias vérbol
szarmazo sejtszuszpenzion torténtek, standard protokoll szerint. A sejteket vagy 72 oras, 12-O-
tetra-dekanoil-forbol-13-acetatot (TPA) tartalmaz6é médiumban tortént tenyésztést kovetden,
vagy nem tenyésztett periférias vérbol tortént kozvetlen feldolgozast kovetden vizsgaltuk. A
FISH vizsgalathoz hasznalt probak a kovetkezok voltak: LSI Rb1(13914)/13934; LSI p53; LSI
ATM. A sejteket 4,6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI) jeloltikk. Minden probat legalabb 200
interfazist sejten vizsgaltunk minden betegnél. A képeket Zeiss Axioplan2 fluoreszcens mik-
roszkoppal készitettiik, és ISIS szoftver segitségével elemeztiik.
3.3.4. Statisztikai analizis

Az adatok eloszlasanak ellenérzésére 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 korrelacids analizishez a Spearman-rho értéket szamitottuk ki.
Statisztikailag szignifikansnak a <0,05 p értékkel rendelkezé kiilonbségeket mindsitettiik. Va-
lamennyi statisztikai elemzést, a ROC gorbék (receiver operating characteristics) megrajzolasat
¢és a gorbe alatti teriilet (area under the curve, AUC) kiszamitasat is, SPSS 19.0 statisztikai

szoftver segitségével végeztik.
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4. Eredmények
4.1. Preanalitikai fazis: a nem megfelel6 min6ségii mintak felderitésére iranyulé tanul-

many eredményei

4.1.1. ALL-ben szenvedo gyermekek csontveldi mintainak eredményei

1. csoport

A szaznégy 15. napi csontvel6i mintabdl tizenhatnal (15%) igazoltunk periférias vérrel
tortént szennyezodést (81 B-sejtes ALL-b6l 12-nél, 23 T-sejtes ALL-bSl 4-nél). A B-sejtes
ALL-es mintdk esetében a kontaminalt mintakban talalt rezidudalis blasztarany minden esetben
a Flow High Risk hatarérték (10%) alatt volt, igy a mintak aramlasi citometriai kockézatbeso-
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 mintabdl 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-IC 2009 szabalyrendszere szerint ezek mind elégtelen mindségiiek voltak MRD eredmény

kiadasara.
4.1.2. ALL-ben szenved6 gyermekek likvor mintainak eredményei

A 26 mintabol 22 esetben allt rendelkezésre VVT-szam is. Mikroliterenként 100 VVT
jelenlétét tekintve a periférids vérrel tortént kontaminéacid hatarértékének, a 22 mintabol 10
(45%) volt szennyezett. A tizenegy mintanal tapasztalt alacsony (mikroliterenként 10 alatti)
fehérvérsejtszam ellenére az aramlési citométer ezekbdl is tobb ezer (1840 — 100 000) eseményt
gyljtott be, jollehet valamennyi kis sejtszamu mintaban az €16 sejtek aranya 30% alatt volt.
Négy ilyen alacsony sejtszamt mintaban talaltunk blasztokat, ezek koziil egy volt periférias
vérrel szennyezett. Osszesen a 26 mintabol 14-ben taldltunk malignus sejteket, ezek koziil 8

(57%) volt periférias vérrel szennyezett.
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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 az alacsony eld sejt-
arany mellett is detektalhatok voltak malignus sejtek. Akkor tekintettiik pozitivnak a likvormin-

tat, ha a patologias sejtre jellemzd, hasonlo6 tulajdonsagokkal rendelkezd 10 sejtet talaltunk.

4.1.3. Nativ és stabilizatort tartalmazé mintavételi csobe 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). Periférias vérrel tortént kontamindci6é (mikroliterenként tobb mint 100
VVT jelenléte) a nativ csoportban 36%-ban (22 mintabdl 8), a stabilizatort tartalmazé csoport-
ban 14%-ban (29 mintabdl 4) fordult eld.

4.2. Analitikai fazis: disszeminalt tumorsejtek kimutatasara iranyulé tanulmany eredmé-

nyei

4.2.1. Szolid tumor gyanuval vagy igazolt betegséggel biré csoport eredményei
Harmincnégy beteg Osszesen 36 (27 csontveld, 6 likvor, 2 bronchoalveolaris mosé6fo-
lyadék, 1 periférias vér) mintajat vizsgaltuk aramlasi citometriaval, szolid tumor klinikai gya-
nlja vagy transzfizido-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-/CD1a+, Langerhans-sejtes histiocytosisra jellemzo sejteket két esetben mutat-
tunk ki. A tovabbi 13, igazoltan szolid tumoros betegnél csontveldi infiltracié nem volt kimu-
tathatd. Tizennégy beteg esetében csontvel6i immunhisztokémiai vizsgalati eredmény nem allt
rendelkezésre. Az aramlasi citometriai (MFC) és az immunhisztokémiai (IHC) vizsgalati ered-
ményeket Osszevetve husz (91%) konkordans (6 pozitiv és 14 negativ) és 2 diszokordans esetet
talaltunk ebben a betegcsoportban.
4.2.2. Neuroblastoma gyantival vagy igazolt betegséggel bir6 csoport eredményei
Harminchat csontveléi mintat vizsgaltunk aramlasi citometriaval neuroblastoma gya-
nuja miatt diagnosztikus, vagy igazolt betegség esetén utankovetési céllal, 16 gyermektdl. Hu-
szonthat mintan tortént immunhisztokémiai vizsgéalat. Az eredmények 17 esetben konkordan-
sak (13 pozitiv, 4 negativ), 9 esetben diszkordansak voltak. A diszkordans mintak koziil kettd
volt MFC-/IHC+, mintkett ugyanattol a betegtél szarmazott. A hét MFC+/IHC- diszkordans
minta hat kiilonb6z6 betegtdl szarmazott; ezek a mintdk utankovetési mintak voltak, a tumor-

sejtek aranya 1% alatti volt.
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A neuroblastoma-csoportban 65%-0s volt a konkordancia az aramlasi citometria és az
immunhisztokémia kozott (26 esetbdl 17). Osszesitésben a konkordancia a két modszer kozott
77%-o0s volt (48 esetbodl 37). A konkordancia €s a diszkordancia alapjan kiilonb6z6é mintazato-
kat talaltunk.

4.2.3. Konkordans és diszkordans mintazatok

1. mintazat: MFC-pozitiv/IHC-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
modszerrel. Az egyik ilyen csontveldi aspirdtumot leukémia kizarasara kiildték aramlasi cito-
metriai vizsgalatra. Leukémia valéban nem igazolodott, de 30%-nyi CD45-/CD56+/CD81+ ne-
uroblastoma-sejtet mutattunk ki. Giemsa- és chromogranin-festéssel szintén lathatok voltak a
neuroblastoma-sejtek a csontvel6i aspiratumbol késziilt kenetben, mig a biopszias minta CD56
¢és chromogranin jeloléssel 90%-os csontvel6i neuroblastoma-infiltraciot igazolt.

2. mintazat: MF C-negativ/IHC-negativ konkordans eredmenyek

A szolid tumoros csoportban tizennégy, a neuroblastoma-csoportban négy negativ kon-
kordans mintat talaltunk. A szolid tumoros csoport mintai koziil nyolc szarmazott olyan bete-
gektdl, akiknek igazolt tumoros betegségiik volt, csontveldi infiltracid 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 betegtdl szdrmazott. A csontveld-biopszids minta fénymikroszkopos
vizsgalata 10%, peritrabecularisan elhelyezkedd patologids histiocyta jelenlétét igazolta hema-
toxilin-eozin festéssel, valamint naftol-AS-D-kloroacetat-észteraz és S100 festéssel.

A szolid tumoros csoport masik diszkordans mintaja egy Hodgkin-lymphomas betegtol
szarmazott; az ¢ 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-
ratumbol torténik, azt feltételeztiik, hogy ebbe a mintatipusba nem keriiltek bele a tumorsejtek.
Az aspiratumbol késziilt kenetek Giemsa €s chromogranin festésével sem volt igazolhato a tu-

mor jelenléte, mely igazolta a feltételezésiinket.

4. mintazat: MFC-pozitiv/IHC-negativ diszkordans eredmények
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A neuroblastoma csoportban hét diszkordans mintat talaltunk, melyek hat kiilonb6z6
betegtdl szarmaztak. Ezekben az esetekben aramlési citometriaval igen alacsony, 1% alatti
aranyban kimutattunk tumorsejteket, de ez a mennyiség mar talsagosan kevésnek bizonyult
ahhoz, hogy immunhisztokémiai vizsgalattal is kimutathato legyen.

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 igazolodott, de csontveldi érintettség nem volt.
A tizennégybdl négy esetben kaptunk pozitiv eredményt, ezek koziil egy fals pozitivnak bizo-
nyult. Az egyik tumorosan infiltralt csontveld egy id6s, stlyos thrombocytopeniaban szenved6
betegtdl szarmazott, akinél a thrombocytopenia miatt sem csontveld- sem tumorbiopsziara, igy
immunhisztokémiai vizsgalatra sem kertilhetett sor. A csontvel6i aspiratumbol készitett, May-
Griinwald-Giemsa szerint festett kenetben kis nagyitassal 6sszecsapzodott sejtek voltak latha-
tok, nagyobb nagyitassal tobblebenyi, rogds kromatinszerkezetli maggal, 1-2 magvacskaval,
bazofil, vakuolizalt citoplazmaval rendelkez6 malignus sejteket lehetett megkiilonboztetni.
Aramlasi citomteriai vizsgalattal 17% CD45 negativ sejtet talaltunk, 1% erythroid prekurzort
¢és 16% EpCAM+/CD56+/CD117+ tumorsejtet, melyek valosziniileg a képalkoto vizsgalatok-
kal igazolt tiidédaganatbdl szarmaztak. A koros sejteken latott CD56 expresszid a kissejtes tii-
dorak gyakori jellemzdje, mig a CD117 expresszid megjelenése ugyanebben a korképben rossz
prognosztikai faktor.

4.2.4. Szenzitivitas, specificitas, diagnosztikai hatékonysag

Megvizsgaltuk a két modszer szenzitivitasat, specificitasat és diagnosztikai hatékony-
sagat tumorsejtek kimutatasara csontvel6ben és mas testfolyadékokban. Neuroblastoma-sejtek
kimutatasara az aramlasi citometria érzékenyebbnek bizonyult az immunhisztokémianal, kiilo-
nosen, ha MRD keresésérol volt sz6 (90% vs. 65%), de mas szolid tumorok esetében ez éppen
forditva volt (100% vs. 82%). Az aramlési citometria €s az immunhisztokémia is teljes mérték-
ben specifikus a neuroblastoma kimutatasara, egyéb szolid tumorok esetében az aramlasi cito-
metria specificitdsa 96% volt. A neuroblastomabdl disszeminalodott tumorsejtek csontveldi de-
tektalasaban az aramlasi citometria hatékonyabb volt az immunhisztokémianal (100% vs.

86%); ez a kiilonbség még inkdbb kifejezetté valt az utdnkdvetési mintaknal, melyekben MRD-
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t kellett keresni (92% vs. 68%). A szolid tumoros csoportban az immunhisztokémia hatékony-

saga 100%, az aramlasi citometriaé 91% volt.

4.3. Posztanalitikai fazis: a szérum timidin-kinaz enzim életkor-specifikus referencia-tar-
tomanyainak meghatarozasara, valamint CLL betegcsoporton torténo validalasara szol-

galo tanulmany eredményei

4.3.1. 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 kdzépértéke 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 beliili 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 kozott volt linearis.

4.3.2. Eletkor-specifikus referencia tartomanyok kialakitisa egészséges populaciéban

Az egészséges Onkéntesek csoportjaban a TK1-aktivitas férfiakban és nékben nem kii-
16nbozott szignifikdnsan, igy csak életkori alcsoportokat hataroztunk meg. Szignifikans kiilonb-
ség 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 kozépkora (n=191) korosztaly (11,85 + 5,7 U/L vs. 9,79 + 5,2 U/L;
p<0,001) kozott, a kozépkoru és az idds 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 kdzépkortiak korében 25,4 U/L, mig az idéseknél 19 U/L volt.

A kontrollcsoport és a CLL-es betegek szérumban mért TK1-aktivitasa a betegség Rai
stadiumatol fiiggetleniil szignifikdnsan eltért. Mivel a Rai 2, 3 és 4 stadiumokban csak kevés
beteg volt, ezt a harom stadiumot kdzosen kezeltiik, mint elérehaladottabb betegséget.

Az egészséges kontrollcsoportban (n=115) a TK1-aktivitas kozépértéke 9,18 + 5,0 U/L
volt, ez szignifikansan alacsonyabb volt, mint akdr a Rai 0 (n= 43; kdzépérték: 18,58 + 15,6
U/L; p<0.001), akar a Rai 1 (n=27; kozépérték: 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) stadiumi CLL-es betegek szérum TK1-érté-
kei. Szintén szignifikans kiilonbséget kaptunk a Rai 0 és a Rai 2-3-4 stadiumok (p<0,001), va-
lamint a Rai 1 és Rai 2-3-4 stadiumok ko6zott (p=0,002).
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A CLL-es betegek atlagéletkora 65,6 év volt (46 és 86 év kozott). Ugyanazon Rai sta-
diumon beliil az életkor nem okozott szignifikdns kiilonbséget a kozépkorti (n=29) és az idds
(n=86) CLL-es betegek TK1-értékei kozott.

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
U/L 80,9%-o0s szenzitivitas ¢s 73,4%-os specificitas mellett. Ugyanezen cutoff érték mellett a
ROC gorbe alatti teriilet 0,76 (95%-0s konfidencia-intervallum: 0,671 — 0,849) volt a Rai 0
stddiumt CLL betegek ¢s az egészséges populacio elkiilonitésére (szenzitivitas: 73,9%, speci-
ficitas: 72,1%).

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 kozott (26,25 + 33 U/L vs. 109 + 130,3 U/L;
p=0,002); a CD38+/Zap70- (n=15) és a CD38-/Zap70- csoport kozott (40,87 + 38 U/L vs. 22,3
+ 17.8 U/L; p=0,022); valamint a CD38-/Zap70+ csoport és a CD38+/Zap70- csoport (26,25
+ 33 U/L vs. 40,87 + 38 U/L; p=0,021) kozott.

A CD38-/Zap70- betegeket az egyik vagy mindkét prognosztikai faktorra pozitiv bete-
gektdl elkiilonité 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 f0s, 12-€s

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 rendelkez0 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-sejtszdm (Spearman-féle rho: 0,369, p<0.001) kdzott korrelaciot talal-

tunk.
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5. Megbeszélés
5.1. Preanalitikai fazis vizsgalata: a nem megfelel6 min6ségii mintak azonositasa és ezek

A European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM; Klini-
kai Kémia és Laboratoriumi Medicina Eurdpai Szovetség) 2012-ben kiilon munkacsoportot ho-
zott 1étre a laboratdriumi folyamatok preanalitikai szakaszaban torténd tevékenységek €s hibak
jara. Jollehet a munkacsoport szamos tanulmany keretében adott ajanlast, ezek a kozlemények
kevéssé foglalkoznak a specidlis vizsgalatra érkezd, ritkdbban vett mintatipusok (pl. csontveld-
bél, likvorbol végzett aramlasi citometria) preanalitikajaval. Ugyanakkor az ezen laboratoriu-
mokba érkez6 mintak esetében a rutin kémiai és hematologiai vizsgalatokra érkez6 mintakhoz
képest sokkal tobb lehetséges preanalitikai hibaval kell szamolnunk: nem megfelelé a minta az
adott vizsgalatra, alvadékos vagy kevés minta, rossz antikoagulans, periférias vér kontaminacio
(csontveld, likvor, ascites esetén), hosszu, nem megfeleld koriilmények kozotti szallitas, ala-
csony €16 sejtarany.

A leukémiak és limfomak diagnosztikajaban és utankovetésében, a gyermekkori akut
limfoid leukémiakat is ideértve, a csontveld és a likvor vizsgalata donté fontossagu. A valds
eredmények érdekében a vizsgalt mintdnak megfeleld mindséglinek kell lennie. A csontveldi
mintdk esetében gyakori a periférias vérrel torténd kontaminacio (hemodilucid). His és mtsai
akut leukémias betegek vizsgalataval a hemodilticié aranyat 36%-nak talaltak.

Az ALL IC BFM 2009 Flow MRD miikddési szabalyzata szerint az olyan 15. napi
csontveldi minta, amely 2%-nal kevesebb erythroid prekurzort tartalmaz, nem alkalmas aram-
lasi citometriai kockdzatbesorolasra. A hemodillici6 igazolasara szamos egyéb modszert is le-
irtak. A mi eredményeink alapjan a 15. napi csontvel6i mintak 12,5%-a volt kockazatbesoro-
lasra alkalmatlan. Ez hatréltathatta a legmegfelelobb terapias protokoll kivalasztasat. A 33. napi
csontveldi mintak hasonld ardnyban, 14%-ban voltak periférids vérrel szennyezettek. Ennek
elkeriilése érdekében a legfobb 1épés, hogy a csontveld-aspiracio a biopszia eldtt torténjen, és
ne aspiraljanak tobbet 1-2 mL csontvelonél.

Mivel a hematoldgiai malignus betegségek gyakran érintik a kozponti idegrendszert is,
rendszeresen sziikség van a likvor vizsgéalatara. A diagnosztika alapjat a konvencionalis cito-
morfologiai vizsgélat képezi, noha egyes adatok szerint igy az esetek akar 60%-aban is alnega-
tiv eredményt kaphatunk. Az aramlasi citometrianak azonban nagy az érzékenysége és a speci-

ficitasa, és az amerikai National Comprehensive Cancer Network ajanlasdban a citomorfoldgiai

26



vizsgalatokkal egyiittesen szerepel. Vizsgalatainkkal mi is igazoltuk az aramlasi citometria el-
engedhetetlen fontossagat, kiilondsen azokban az esetekben, amikor a likvorban igen alacsony
volt a magvas sejtek szdma (mikroliterenként 10 alatt), de malignus sejtek igy is kimutathatok
voltak, és a minta nem volt periférias vérrel szennyezett. A likvorban a sejtek a mintavételt
kovetden gyorsan pusztulasnak indulnak, legnagyobb aranyban a granulocytak és a monocytak
vesznek el. Tobb kutatdcsoport is probalkozott kiilonféle, sejttenyésztéshez hasznalt médiumok
hozzaadésaval, hogy a gyors sejtpusztulast megakadalyozzak, eredményeik biztatdéak voltak.

Egy¢b tartositasi lehetoségeket is megvizsgaltak, mint példaul a minta azonnali leh{ité-
sét, a centrifugalasi 1épések minimalizalasat, a feliilisz6 leszivasat a ledntés helyett. Stabilizalo
szerek, mint példaul a TransFix®, szintén alkalmazhatok, sot, a British Committee for Standards
in Hematology kifejezetten ezt ajanlja likvorhoz. A stabilizatort tartalmazo likvor esetében akar
72 oréval a mintavétel utan is lehetséges az dramlasi citometriai analizis. Korabbi vizsgélatok
igazoltak, hogy a TransFix®-et és EDTA-t tartalmazé mintatdrolé csdvekben a sejtveszteség
minimalis, és a szérumot is tartalmazo médiumos vagy kezeletlen csovekben tarolt mintakkal
Osszehasonlitva nagyobb hatasfokkal lehetett a leptomeningealis lokalizacioji hematoldgiai
malignitdsokat kimutatni az ilyen csdvekben tarolt mintakbol, mert a sejtek fényszorasi tulaj-

Sajat eredményiink azt mutatta, hogy a TransFix®-et tartalmaz6 mintak esetében szig-
nifikansan tobb esetben talaltunk 30% feletti é16 sejtaranyt, mint a nativ mintak esetében. Azon-
ban patologias sejtpopulacio olyan esetekben is azonosithat6 lehet, amikor az €16 sejtek ardnya
ennél alacsonyabb, amint az a mi vizsgalatunkban is el6fordult hét mintanal, igy igen nehéz az
€10 sejtekre vonatkoz6 minimum aranyt megallapitani a minta értékelhetetlennek mindsitésére.

Petzold és mtsai vizsgalatukban megallapitottak, hogy a standard lumbalpunkcidk akar
20%-a is traumatikus lehet, noha nincs konszenzus arro6l, hogy pontosan mit is nevezziink tra-
umatikus punkcionak. Az altalunk vizsgalt gyermek populacioban a likvormintak 45%-a, mig
a vegyes ¢€letkort csoportban stabilizator nélkiil a mintak 36%-a volt periférias vérrel kontami-
nalt, ezek az ardnyok 6sszhangban vannak az irodalomban leirtakkal.

Vizsgalataink korlatja azok retrospektiv természete; prospektiv tanulmany keretében le-
hetdségiink lett volna valamennyi, a minta mindségének értékelése szempontjabol fontos para-
méter vizsgalatara. A nativ és stabilizatort tartalmazo likvormintakban az értékelhetd mintak
aranyat nagyobb populacion is sziikséges lenne vizsgalni.

Osszességében a mintak gyenge minésége hatraltathatja az akut limfoblasztos leukémi-

aban szenvedd gyermekek megfeleld kockazati csoportba soroldsat, és igy a tovabbi terapias
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stratégia megvalasztasat. Likvormintakban alacsony (<30%) ¢l sejtarany esetén is kimutatha-
tunk malignus sejtpopuldciot, igy nehéz egyértelmi hatarértéket megallapitani az ¢éI6 sejt-
aranyra vonatkozoan.

5.2. 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 dramlasi citometriat vetettiik 0ssze disszeminalt tumorsejtek detektalasaban
konkordancia, szenzitivitas, specificitas, diagnosztikai hatékonysag vonatkozasaban.

A daganat-attétek keletkezésének altalanosan elfogadott elmélete szerint a primer tu-
morr6l malignus sejtek valnak le, bejutnak a szisztémas keringésbe (keringd tumorsejtek), majd
megtelepednek mas szervekben €s szovetekben (disszeminalt tumorsejtek), ahol szaporodasnak
indulva létrehozzak a primer tumor attétjét. A keringd és disszemindlt tumorsejtek kimutatasa-
nak prognosztikai jelentdsége lehet.

A szolid tumorok diagnosztikdjaban az aramlasi citometria mindezidaig nem kertilt el6-
térbe. A nem hemopoietikus tumorokra jellemzé markerek vizsgalatdval azonban a mddszer
hathatos segitség lehet a tumoros betegek kivizsgalasa soran, féleg azokban az esetekben, ami-
kor csontvel6- vagy tumorbiopszias minta nem all rendelkezésre. Chang és mtsai javasoltak,
hogy a disszeminalt tumorsejtek detektalasara az aramlasi citometriai laboratoriumok hasznal-
jék a CD99, myogenin és CD56 markereket is az EpCAM mellett. Az EpCAM egy transz-
membran glikoprotein, mely az epithel eredetli sejtek felszinén fejezddik ki. Részt vesz a jelat-
viteli, migraciods, proliferacios és differencialodasi folyamatokban. Szamos tumorsejt is exp-
resszalja. Tiidérakban gyakran az EpCAM tulzott expresszidja figyelhetd meg, ezekben az ese-
tekben a fehérje onkogénként viselkedik. Uj eszkoz lehet tehat a szolid tumorok és a beléliik
szarmaz6 disszeminalt sejtek kimutatasaban az aramlasi citometria, mivel az epithel eredetii
tumorok jellegzetes, CD45-/CD71-/EpCAM+ jel6l6dési mintazatat nem nehéz felismerni.

Csak kevés tanulmany latott napvilagot, melyben tumorosan infiltralt csontveldi mintak
immunhisztokémiai és aramlasi citometrias vizsgalati eredményeit hasonlitottak 6ssze. Molino
¢és mtsai 1991-ben, egyetlen tumor-specifikus monoklonalis antitest hasznalataval ugy talaltak,
hogy az immunhisztokémia sokkal jobb modszer emlétumor-sejtek csontveldi jelenlétének ki-
mutatasara, mint az aramlasi citometria. Sah és mtsai kronikus B-sejtes lymphoproliferativ be-
tegségek kapcsan hasonlitottak Ossze a betegek csontvelébdl késziilt aramlasi citometriai és
morfoldgiai eredményeit, azt kapva, hogy a csontveldbiopszias minta morfologiai és a csont-

veldi aspiratum aramlasi citometriai vizsgalata egymast kiegészité eredményeket adnak, és csak
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igen kevés diszkrepanciat talaltak, ezeket is olyan mintakon, melyekben MRD keresése tortént.
Graf és mtsai els@sorban hematoldgiai malignitasok kapcsan hasonlitottak 6ssze 141 csontvel6i
minta aramlasi citometriai és immunhisztokémiai vizsgalati eredményeit. A két modszer kozott
80,5%-o0s konkordanciat talaltak, ami igen kozel all az altalunk az 6sszes vizsgalt esetre szami-
tott 77%-hoz.

Tanulmanyunkban a konkordans és diszkordans eredmények alapjan 6t mintdzati cso-
portba soroltuk az eseteket. A szolid tumoros csoportban 22 mintat vizsgaltunk aramlasi cito-
metriaval és immunhisztokémiaval is, az esetek 91%-aban a két mddszerrel 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 citometriarol ismert, hogy Hodgkin-
lymphoméban nem elég nagy az érzé¢kenysége a koros sejtek kimutatasaban, még nyirokcsomo-
sejtszuszpenziok esetén sem. A masik diszkordans mintank egy Langerhans-sejtes his-
tiocytosisban szenved6 betegé volt, akinél a tumorsejtek a csontvel6ben paratrabecularisan he-
lyezkedtek el, igy valosziniileg nem kerliltek bele az aramlasi citometriai laboratorium altal
feldolgozott aspirdciés mintdba a detektaldshoz elegendd szamban.

A neuroblastoma csoportban 26 mintat vizsgaltunk parhuzamosan a két modszerrel,
ezek 65%-aban kaptunk egybehangzo eredményt. A két MFC-/IHC+ esetben a tumorsejtek a
csontveldi stromaba voltak 4gyazva, vagyis valdsziniileg nem keriiltek bele az aspiraciés min-
taba az aramlasi citometriai vizsgalattal is kimutathaté mennyiségben. A két esetben 5% illetve
36% erythroid prekurzor volt jelen, ami kizarta a jelentdsebb, periférias vérrel tortént kontami-
naciot. A hisztopatologiai vizsgalattal szemben az aramlasi citometrianak szamos elénye van,
kivaltképp, ha a (rezidudlis) malignus sejtek aranya alacsony. Az immunhisztokémiai vizsga-
lattal mar nem kimutathat6 kevés tumorsejt jelenlétét aramlasi citometriai vizsgalattal lehet iga-
zolni, ahogyan esetiinkben is 7 MFC+/IHC- mintank volt a neuroblastoma csoportban. Swerts
¢s mtsai rezidualis neuroblastoma-sejtek kimutatasa kapcsan szoros korrelaciot irtak le az &ram-
lasi citometria és az immunhisztokémia kozott (chi’=6,4; p=0,011). Shen és mtsai malignitas
gyanujaval kivizsgalt gyermekek serosus testiiregi folyadékainak elemzésével megallapitottak,
hogy az aramlasi citometria 88%-os érzé¢kenységgel €s 98%-os specificitassal mutatta ki a tu-
morsejteket. Munkankban az aramlasi citometria érzékenysége 82% volt a szolid tumoros cso-
portban és 93% a neuroblastoma-csoportban, a specificitas 100% volt.

Eredményeink alapjan neuroblastoma esetén a csontveldi rezidualis koros sejtek meg-

talalasaban az aramlasi citometria érzékenyebb és hatékonyabb volt a klasszikus immunhiszto-
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kémianal. Egyéb szolid tumorok esetén azonban az immunhisztokémia bizonyult hatékonyabb-
nak (100% versus 91%). Ennek hatterében tobb tényezo is allhat: a tumorsejtek adherens ter-
mészete, az aramlasi Citometriai vizsgalathoz sziikséges mintael6készitési folyamat, melynek
soran a sériilékeny tumorsejtek elpusztulhatnak, €s az egyes tumortipusokra specifikus, aram-
lasi citometriaban alkalmazhat6 direkt jel6lt antitestek hianya. Azonban tumor-specifikus mar-
kerek 8-10 szinii jelolés keretében torténd alkalmazasaval, mintanként 500 000 — 1 milli6 sejt
begytjtésével az aramlasi citometria érzékenysége novelhetd.

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

5.3. 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 Szovetség) kiilon munkacsoportot ho-
zott 1étre ,,Laboratoriumi hibak és beteg-biztonsag™ néven 2008-ban. Ez a munkacsoport kiil6-
ndsen az extra-analitikai fazis (pre-és posztanalitika) folyamataival és az itt keletkezd hibakkal
valamint ezek hatasaval foglalkozik. A posztanalitikai fazis folyamatai kozé tartozik az ered-
mény értékelése, Osszevetése az adott analit referencia tartomanyaval.

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. Kevéssel azt kovetden, hogy intézetiinkben elkezdtiik a
TK1-méréseket a gyarto altal megadott referencia-tartomany (2 — 7,5 U/L) alkalmazésaval, ki-
deriilt, hogy az altalunk vizsgalt populaciora ez a referencia-tartomany nem alkalmazhato6, mi-
vel szamos esetben kaptunk a felsd hatarnal magasabb értékeket egészséges egyénekben is. Az
eredmények értékelése emiatt sok esetben nem volt egyértelmi, és felesleges aggodalmakhoz
vezetett. Az egészséges egyénekben megfigyelt magasabb értékek €s az egyes életkori csopor-
tok kozott feltiind kiillonbségek alapjan végiil sajat TK 1-referenciatartomanyok kialakitasa mel-
lett dontottiink. Annak ellenére, hogy a TK1-aktivitds mérését széles korben alkalmazzék ma-
lignus betegségekben kockazatbecslésre és rutin sziirdvizsgalatként is, nem talaltunk arra vo-

natkozo6 adatot, hogy életkor-specifikus TK1-referenciatartomanyokat megallapitottak volna.
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A 97,5 percentilis értékek alapjan 0j referencia-hatarértékeket allapitottunk meg: a fiatal
(18-35 éves) populacioban <30 U/L, a kdzépkoruak (36-60 évesek) esetében <25 U/L, mig az
id6seknél (60 év felett) <19 U/L. A CLL vonatkozasaban ezek az életkor-specifikus referencia-
tartomanyok kulcsfontossaguak, mivel a betegségben érintettek tobbsége iddsebb életkort. A
Rai 0 stadiumt CLL-es betegeket az egészséges egyénektol elkiilonité TK1-aktivitds hatarér-
tékét 10,5 U/L-nek allapitottuk meg. Ez az eredmény jol korreldl azzal, amit Letestu és mtsai
publikaltak, akik a 10 U/L TK1-aktivitast irtdk le, mint a progresszidmentes talélés fiiggetlen
rizikofaktorat (hazard ratio: 2,98; p<0,0001).

Ismert, hogy a CD38+ CLL prognozisa rosszabb. Hus és mtsai igazoltak, hogy a CD38
és Zap70 expresszio egyiittes vizsgalata mindkét marker prognosztikai erejét noveli. Kimutat-
tak, hogy a CD38+/Zap70+ betegek eseménymentes tlélési ideje rovidebb volt, mint a CD38-
/Zap70- betegeké. Tanulmanyunkban a CD38+/Zap70+ betegek TK 1-aktivitasat szignifikansan
magasabbnak talaltuk a CD38-/Zap70- betegekénél, és nem talaltunk szignifikans kiilonbséget
a CD38-/Zap70- ¢és a CD38-/Zap70+ betegek kozott. A CD38+ betegekben talalt magasabb
TK1-aktivitast az intenzivebb sejtproliferacio magyarazhatja, mivel a CD38 és a TK1 is proli-
feracios marker.

A korabban publikalt eredményekhez hasonldan a 13-as és 17-es kromoszdéma delécidja
(del(13q) ¢és del(17p13)), a 12-es kromoszoma triszomiaja és a 11-es kromoszéma delécidja
(del(11g22)) az altalunk vizsgalt betegcsoportban sem befolyasolta a mért TK1-értékeket. A
TK1-aktivitas jol korrelalt a fehérvérsejtszammal és az abszolit B-sejtszammal, hasonldan a
Hallek és mtsai altal korabban leirtakhoz.

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

Munkdénk soran megallapitottuk, hogy a szérumban mért TK1-aktivitas az életkor elo-
rehaladtaval jelentdsen csokken az egészséges egyénekben, ami szlikségessé teszi €letkor-spe-
cifikus referencia-tartomanyok hasznalatat. Ezen kiviil segithet elkiiloniteni a Rai 0 stadiumban

1évé CLL-es betegeket az egészségesektol.
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6. Osszefoglalas

A laboratoriumi folyamatok komplex rendszerét a preanalitikai, analitikai és posztanali-
tikai fazisok egymasba kapcsolodo integracioja adja. Mig az automatizalt laboratdriumi eljara-
sokrol szadmos 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-alapu laboratoriumi vizsgalatok preanalitikai, anali-
tikai és posztanalitikai evalualasadhoz 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 mintdinak
14%-a volt periférias vérrel kontaminalt és igy nem volt alkalmas az aramlasi citometriai rizi-
kobecslésre. ALL-es gyermekek likvor mintdiban az esetek 45%-aban talaltunk periférias vér
kontaminaciot és 54%-aban volt az ¢l sejtek aranya 30% alatti. Ugyanakkor ezen kis €16 sejt-
aranyt mintak felében ki tudtunk mutatni patologias sejteket, ami arra utal, hogy nem lehet
egyértelmii cut-off értéket meghatarozni az €16 sejtarany tekintetében a minta értékelhetdségére
vonatkozoan. Stabilizatort tartalmazé mintavételi csd alkalmazasaval szignifikdnsan csokkent
a 30% alatti €16 sejtaranyt tartalmazo likvor minték 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 kdrnyezetben. A szolid tumorok ese-
tében a disszeminalt tumorsejtek detektalasara az immunhisztokémia diagnosztikai hatékony-
sagat talaltuk jobbnak az dramlési citometrianal (100% vs 91%).

A posztanalitikai folyamatok koziil a timidin-kinaz enzimre vonatkozo életkor-specifi-
kus referencia-tartomanyok meghatarozasat végeztiik el. A fiatal (18-35 éves) populacioban
<30 U/L, a kdzépkoruak (36-60 évesek) esetében <25 U/L, mig az idéseknél (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 ¢€s a timidin-kindz szintje kozott. A
CLL-es betegeket az egészségesektdl elkiilonité timidin-Kinaz értéket ROC analizissel a szak-

irodalomban fellelhetd adatokkal 6sszhangban 10,5 U/L-nek talaltuk.
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7. A disszertacio uj eredményei, megallapitasai, klinikai jelentosége

1. Preanalitikai fazisra vonatkoz6 megallapitasok:
a) Gyermekkori ALL-ben szenvedd betegek 15. napi csontveldi mintainak 12,5%-a, mig
33. napi csontveldi 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 patologis sejtet, ami arra utal, hogy nem hatarozhatunk meg
vizsgaljuk ALL-ben.
c) Stabilizatort tartalmaz6 mintavételi cs6 alkalmazéasaval szignifikdnsan csokkent a
30% alatti €16 sejtaranyt tartalmazo likvor mintak aranya (41% vs 17%; p=0,05).

2. Analitikai fazisra vonatkoz6 megéallapitasok:
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 modszeré (100% vs 86%), ez a
kiilonbség még kifejezettebb minimalis rezidualis betegség detektalasa soran (92% vs
68%), kiilondsen a hypoplasias csontveldi kdrnyezetben.
¢) A szolid tumorok esetében a disszeminalt tumorsejtek detektalasara az immunhiszt-
okémia diagnosztikai hatékonysaga jobb mint az aramlési citometriai modszeré (100%
Vs 91%).

3. Posztanalitikai fazisra vonatkoz6 megallapitasok:
a) A timidin kinaz enzim aktivitasa a nemek k6z6tt nem mutat eltérést, ugyanakkor az
¢letkor 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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