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BEVEZETES

A malignus hematolédgiai betegségek gyogyulasi esélyének javitasdban, a
terapia sikerességének novelésében lényeges szerepet jatszik a pontos
diagnozis felallitasa, a leukémia tipusanak korrekt meghatarozasa. A kezelés
varhaté kimenetelének eldrejelzését szolgélja a kiilonbozé prognosztikai
faktorok detektalasa mar a betegség kezdetén, melyek ismerete a
kemoterapias kezelést is befolyasolhatja. Mindehhez a tumoros sejtek minél
sokoldalibb karakterizalasa, Gn. multiparametrikus analizise sziikséges,
melynek sordn egyszerre tobb adatot nyerhetiink a sejtek strukturalis és
funkcionalis jellemzdirdl. Az immunfenotipus vizsgélatok a sejtvonal €s a
sejt érettségi allapotdnak pontos megallapitdsa mellett informaciot nytjtanak
a tumoros sejtek aranyarol, a koros marker expresszidokrol €s a malignus
sejtcsoporton beliil az esetleges szubpopulaciokrol.

A leukémias sejtek komplex immunologiai és genetikai jellemzése nem csak
a diagnozis felallitdsaban és a prognodzis eldrejelzésében fontos, hanem
kovetéses vizsgalatok formdjdban a betegség lefolydsa soran igen nagy
szerepiik van a remisszi6 detektaldsaban, a minimalis rezidualis betegség
(MRD) kimutatasaban és a relapszusok korai felismerésében is. A malignus

hematologiai korképek diagnosztikdjdban ¢és az MRD immunologiai



kimutatasaban ma a direkt jel6lt monoklonélis antitestekkel végzett aramlasi
citometriai analizis jelenti a legobjektivebb és legtobb informacidt hordozo

vizsgalati modszert.

A markervizsgalatok diagnosztikai jelentosége

A sejtfelszini és intracitoplazmatikus markerként ismert fehérjék zome
relative nagy képiaszamban szdmban mutathaté ki normal és leukémids
sejteken egyarant. Akut leukémids mintak esetén, a koros sejtvonal
(“lineage”) legmegbizhatobb meghatarozasara azonban az
intracitoplazmatikus antigének szolgalnak, melyek altaldban méar a felszini
markerek megjelenése elott kimutathatdak (1,2). Az intracelluldris markerek
meghatarozasdhoz a sejteket permeabilizadlni kell, mely jelentdsen
befolyasolhatja a vizsgalat szenzitivitasat és specificitasat is (3,4) ezért
kiilon figyelmet igényel a minta el6készités technikai oldala, azaz a
megfeleld permeabilizald és fixalo szer hasznalata. A myeloid, a T és B
lymphoid vonalak elkiilonitésére leginkdbb a mieloperoxidaz (MPO),
cyCD3 ¢s cyCD79a hasznalhatd (5-8). Ezen antigének ellen tobb antitest
klon all rendelkezésre, melyek specificitasa €s szenzitivitasa eltérd. Emellett
az alkalmazott fluoreszcens festékek is befolyasoljak a detektalas

szenzitivitasat. Ezért a permeabilizdlé szer megvalasztisa mellett nem



Iényegtelen az alkalmazott antitest klonok ill. a kiilonb6z6 fluoroférok
kombinacidjanak vizsgalata a sejtvonal megbizhat6é azonositasanak céljabol.
Béar az 4ramlasi citometriai vizsgéalatokkal a malignitds az esetek
tobbségeben ol besorolhato a jelenleg ismert markerek segitségevel, fontos
olyan 0j markerek keresése, melyek az egyes altipusok -elkiilonitését
biztonsagosabba teszik. Kiilondsen acut myeloid leukémidk (AML) esetén
jelenthet nehézséget egyes esetekben a FAB tipus szerinti klasszifikacio az
immunfenotipus vizsgalatok alapjan. A de novo esetek diagnosztikai marker
vizsgalatai soran a harmas vagy négyes jelolésli aramlasi citometriai analizis
alkalmazéasaval lehet megfelel6 modon karakterizalni a sejteket, illetve ez
biztositja rezidudlis betegség esetén a koros sejtek szenzitiv - €s ma
elfogadott - kimutatasi lehetdségét is (9,10). A széles korben hasznalt
harmas jelolés esetén az irdanydiagnozis alapjan valasztott panelek az
iranyaddak, az ezeken kiviil alkalmazand6 egyéb intracitoplazmatikus ¢€s
felszini markerek kombinacidjat az adott eset anamnesztikus, klinikai vagy
laboratériumi specifikumai befolydsolhatjak. A tobbes markerkombinaciok
alkalmazasan kiviil, illetve ezzel egyidejiileg, egy masik diagnosztikai
megkozelités az olyan markerek alkalmazasa, melyek kiilonb6zo
intenzitassal jelennek meg normal illetve malignus sejteken. A jel6lési

intenzitas kiilonbsége megadhatd a hagyomanyos “dim/bright” elnevezéssel,



(a dim jelzés a gyenge jelolédésre utal, mig a bright elnevezést az intenziv
jelolédésre hasznaljuk) vagy az egzakt antigénszdm/sejt kvantitativ
meghatarozasaval, melyet bead-ekkel torténd kalibracio alapjan végziink. Az
irodalomban mar tobb marker esetén igazoltak kvantitativ eltéréseket normal
¢s leukémias sejtek kozt (11-13). Az eltérd sejtfelszini denzitast mutato
fehérjek kozt kiilonos fontosak azok, melyek a malignus sejtek funkcidja pl.
adhézio, aggregacid, transzendothelidlis  migraci6  szempontjabol

jelentdséggel birnak, mint pl. az integrinek vagy szelektin ligandok (14-16).

Multidrog rezisztencia mechanizmusok: membrdn transzporterek

A membran fehérjék egy része esetén a fenti immunoldgiai kimutatas nem
mindig célravezetd, egyrészt mert azok vagy rendkiviil alacsony
kopiaszdmban vannak jelen, vagy nem rendelkeziink a megfeleld antitesttel
az extracellularis doménnel szemben, illetve legféképpen azért mert a
fehérje jelenléténél sokkal fontosabb annak funkciondlis aktivitasa. Ide
tartoznak bizonyos membran transzporterek, melyek szdmos molekulat
tavolitanak el a sejtbdl aktiv pumpafunkcioval (17). A sejtb6l nagy
sebességgel eltavolitott anyagok kozé tartozik a malignus hematoldgiai
korképek kezelésében alkalmazott citosztatikumok egy része is, mialtal a

sejt — illetve a beteg - egyidejileg tobb citosztatikummal szemben



rezisztensé valik (multi-drog rezisztencia jelenség - MDR) (18,19). Az
elnevezés abbol adodik, hogy szemben a szervezet egyéb specifikus
transzport folyamataival - ahol a szubsztratok kore altalaban jol
meghatarozott kémiai szerkezetli vegyiiletre korlatozodik, - ezek a fehérjék
szamos eltérd szerkezetli molekulat képesek pumpa mechanizmusuk révén a
sejtbdl eltavolitani, azaz az altaluk okozott drog rezisztencia tobb kiilonb6zo
citosztatikum csoportot érint. A marker vizsgalatok diagnosztikus szerepével
szemben ennek detektalasa elsOsorban terapias €s prognosztikai szempontbol
fontos.

A citosztatikumok hatastalansagahoz szamos tényezd vezethet. Ez lehet
maganak a tumornak ill. tumor sejteknek a jellegzetessége, vagy adodhat a
szervezet sajatossagaibol. Utdbbihoz leginkabb farmakokinetikai eltérések
tartoznak, mint a gyodgyszer nem megfeleld aktivalodasa (pl. pro-drog
esetén), gyors metabolizmusa vagy ha a tumor lokalizacigja ill. keringése
nem teszi lehetdvé a gyogyszer eljutisat a malignus sejtekhez. A
citosztatikum rezisztencia vizsgalatdnal azonban elsésorban maguknak a
tumor sejteknek a tulajdonsagait €s védelmi rendszereit tudjuk in vitro
modszerekkel vizsgalni.

Hematolégiai korképekben és szolid tumorok esetén is az egyik

legjelentdsebbnek tartott tényezd az n. membran transzporterek jelenléte,



melyek a citosztatikumokat még hatasuk kifejtése el6tt eltavolitjak a sejtbol,
igy nem teszik lehetdvé a kemoterdpids szer olyan intracellularis
A fenti membran fehérjek az ABC transzporterek (20,21) nagy csoportjaba
tartoznak (ABC=ATP binding cassette), ide tartozik a P-glikoprotein (Pgp),
az MRP csalad fehérjéi (multidrug resistance related protein) és az Gjabban
leirt BCRP (breast cancer related protein). Valamennyi fehérjének kozos
sajatsdga, hogy az intracelluldris régioban taldlhatdo nukleotid kotd régio
(NBD=nuclear binding domain) képes ATP molekuldt megkotni és ATP
hidrolizise mellett biztositja a kiilonb6z6 molekulék transzportjat. Ezen ABC
transzporterek prognosztikai szerepe, a terapiat kedvezdtleniil befolyédsolo
hatdsa ma mar bizonyitottnak tekinthetd (22-24).

A fo membran transzporterek jellemzése

a. P-glikoprotein

A fehérjét a 7. kromoszéman elhelyezkedd MDR1 gén kodolja. 1280
aminosavbdl all, molekula sulya 170 kD, ezért P-170-nek is nevezik. Két
homol6g doménbdl allé6 dimer, melynek mindkét doménja 6 transzmembran
szegmentet tartalmaz és mindkét doménban intracellularisan helyezkedik el
a nukleotid koto régio (25, 26). Emlésokben egy gén kodolja a két domént €s

a két nukleotid koté régiot. A kiilsd felszinen az elsé ¢és masodik



transzmembran szegmentek kozott talalhatod glikozilacids hely, ahol N-hez
kapcsolodva kotddik a szénhidrat csoport. Emberben a multi-drog
rezisztenciat okoz6 MDRI1 gén 4altal koédolt fehérje mellett 1étezik egy
MDR3 gén altal kodolt protein is, melynek a gyogyszer rezisztencidban
nincs szerepe. Ez a protein mitkodését tekintve egy flippaz, (foszfatidil-kolin
transzlokdz), mely foszfolipidek epébe vald transzportjat biztositja (27).

A P-glikoprotein transzport miikddése nem minden részletében ismert,
szdmos bizonyiték szol amellett, hogy a Pgp-hez kozvetleniil kétddnek a
gyogyszermolekuldk (szubsztratok) ¢és az Un. revertdldo agensek
(modulatorok) is, utobbiak a gyogyszermolekuldk transzportjat gatoljak ¢€s
ezaltal a kemoterapiaval egyiitt adva novelik annak hatékonysagat (28-30).
A szubsztratok ill. modulatorok kotddése a Pgp szerkezetében konformacio
valtozast okoz. A molekuldk eltavolitdsa koradbbi elméletek szerint a
transzmembran domének altal 1étrehozott csatornan keresztiil torténik, Gjabb
elképzelések alapjan a flippaz ill. ,,vacuum cleaner” modell irja le
pontosabban a transzporter miikodését (31,32): eszerint a szubsztratok még a
membran lipid rétegébdl kipumpalddnak, mieldtt a citoplazmat elérnének.
Klinikai szempontbdl fontos, hogy a leukémia kezelésében hasznalt szerek
egy része a Pgp szubsztratja, igy jelenléte a terapia hatdstalansdgat okozhatja

a vinka-alkaloidok (vinkrisztin, vinblasztin), antraciklinek (daunorubicin,



doxorubicin), epipodofillotoxinok (etopozid, tenopozid) esetén. Ezért a Pgp
fokozott expresszigja az AML klinikai kimenetelét kedvezdbtlentil
befolyasolja (33-35). Ugyancsak 1ényeges, hogy a fehérje szubsztratjai kozé
tartozik a ciklosporin, szteroidok €s Ca csatorna blokkolok (verapamil) is.

A fehérje mRNS-ének kimutatdsdval és immunoblottinggal a Pgp
fiziologiasan szdmos szovetben detektdlhatdé. A transzport funkcidnak
megfelelden a gastrointestinalis rendszerben, majban, epeutakban, vesében,
mellékvesében, placentdban és a vér-agy gat teriiletén mutathato6 ki (36,37).
Szerepe van a felszivodasban, kivalasztasban, szekrécioban ill. barrierek
fenntartasdban. Fontos megemliteni, hogy a Pgp detektalhatd a
hemopoetikus sejtekben is (38,39), meégpedig kifejezett Pgp aktivitas
mutathatd ki az éretlen, CD34+ Ossejtekben, majd a sejtek érésével
parhuzamosan csokken a Pgp expresszio €s aktivitas.

b. "Multidrug resistance related ”fehérjék (MRP1-6)

Ebbe a csaladba tartozo fehérjék foként organikus anionok transzportjaért
felelosek, azaz egyes gyogyszerek glutation, szulfat és gliikkuronat
konjugatumait tavolitjdk el a sejtekbdl, de emellett a metotrexat
transzportjaban is részt vesznek. A Pgp-hez hasonldan szerepiik van a vinka-
alkaloidokkal, antraciklinekkel ¢és az etopoziddal szemben kialakuld

rezisztencidban is (40-42). Az MRP1 a Pgp-hez képest az N termindlis
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részen egy extra domént tartalmaz, mely 5 transzmembran szegmentbdl all.
A fehérje a szervezet szdmos szervében eléfordul. Fiziologias szempontbol
fontos, hogy leukotrién 4 transzportjat biztositja (43), melynek a gyulladasos
immunvalaszban van szerepe. Knock-out egerekben csokkent immunvalasz
¢s sterilitas észlelhetd. AML-ben negativ prognosztikai faktornak tekinthetd:
jelenléte bizonyitottan kedvezdtleniil befolyasolja a terapias valaszt (44-47).
Az MRP2 az MRPIl-hez hasonld szubsztrat spektrummal rendelkez6
transzporter. Fiziologiasan a majban, epeutakban, bélben és vesében fordul
el6. Mivel a bilirubin-gliikkuronidok f6 transzportere, hidnya esetén az
epeszekrécio karosoddsa, Dubin-Johnson szindroma alakul ki (48). Mindkét
transzporter esetén fontos megjegyezni, hogy mikodeésiikhoz a redukalt
glutation (GSH) jelenléte sziikséges, feltehetdéen a gyogyszermolekuldk és a
GSH kotranszportja miatt.

c. “Breast cancer related protein”(BCRP)

E fehérje szintén membran transzporter, mely az elébbiektdl eltérden egy
homodimer, azaz fél-transzporternek is nevezett fehérje. Eddigi vizsgalatok
alapjan a proteint expresszalo sejtvonalakban mitoxantron, daunorubicin,
doxorubicin és topotecan rezisztencia volt igazolhaté (49,50). Ehhez hasonlo
eredményeket adtak transzfektalt Sf9 sejtekkel végzett, az ATP-az aktivitas

stimulacidjat mérd kisérletek is. A BCRP ATP-4z aktivitdsat a Na-
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ortovanadat és az N-etilmaleimid gatolta, a verapamilnak nem volt hatasa az
ATP-4z aktivitasra (51). In vitro tesztekben hasznalt fluoreszcens festékek
koziil a rodamin 123 a fehérje szubsztratjanak bizonyult, mig a kalcein-
acetoximetilészter (kalcein-AM) ¢és kalcein molekuldk transzportjdban
fehérje nem jatszik szerepet (52).

Immunoblottinggal ill. mRNS detektaldsaval kapott eredmények alapjan a
transzporter a vékony-¢€s vastagbélben, a majban az epe canaliculusokban, az
emld lebenyeiben és ductusaiban, valamint a placentdban mutathato ki
fizioldgidsan, ahol a Pgp-hez hasonloan kiilonb6z6 anyagok transzportjaban
van szerepe (53). Malignitdsokban foként AML-ben, NHL-ben irtdk le
multi-drog rezisztenciat okoz6 jelentdségeét, de ezek az eredmények még
megerdsitésre varnak.

Multidrog rezisztencia detektalasdra alkalmazhato modszerek

Az MDR kimutatisara tobb modszer alkalmas, melyek eredményei azonban
nem ritkan eltéré informaciot hordozhatnak, illetve klinikai laboratoériumi
koriilmények kozott kivitelezhetdségiik is jelentdsen kiilonbozik (54).

a. A fehérj¢k mRNS-ének kimutatasa RT-PCR-ral (24,55). A modszer
hatranya, hogy az RNS mennyiség nem feltétleniil mutat korrelaciot a
fehérje jelenlétével ¢és milkodésével az esetleges transzlacids szintll

szabalyoz6 mechanizmusok miatt, valamint nem kiilonithetd el a normal és
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tumoros sejtekbdl szarmazd mRNS. Az eredmények kvantitativ értékelése is
nehézkes, altalaban csak pozitiv és negativ eredmények adhatok meg.

b. a fehérjék kimutatdsa monoklonalis antitestekkel dramlédsi citometrids
modszerrel vagy immuncitokémiai modszerekkel az MDR meghatarozasnak
egy gyakran vélasztott modja (56-58). Ebben az esetben az eredmények
értékelése jelenthet problémat: egyes szerzOk a pozitiv sejtek szazalékos
aranyat adjak meg, masok a fluoreszcencia intenzitas izotipus kontrollhoz
viszonyitott ratajat haszndljadk. Fontos a megfeleld antitest hasznalata, Pgp
esetén célszerlibb kiilsé epitophoz kotédd antitestet valasztani, mig MRP1
esetén ilyen klonok nem 4allnak rendelkezésre, igy sziikséges a sejtek
permeabilizidlasa. A fehérje mennyiségének pontos kvantitalasahoz beadek
hasznalhatok, melyekkel kalibracids gorbe alapjan a sejtfelszini molekula
szam kalkulalhat6. A Pgp detektalasara leggyakrabban hasznalt antitest
klonok az MRK-16, 4E3, UIC2, C219, JSB-1, mig az MRP1 kimutatasara az
MRPm6, MRPmS5 és MRPr1 klonok alkalmazhatok. Erdemes megjegyezni,
hogy az UIC2 antitest reaktivitdsat a szubsztratok ill. modulatorok okozta
konformacio valtozas noveli (UIC2 shift) ill. hogy az UIC2 antitest kotddése
gatolja a Pgp aktivitasat (59,60).

c. A fehérjék tényleges mikodésével, igy a varhato klinikai kimenetellel az

un. funkciondlis tesztek korreldlnak leginkdbb, ezek ugyanis a fehérjék altal
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kifejtett transzport aktivitdst mérik. Ezekben a tesztekben fluoreszcens
szubsztratokat hasznalunk ¢és vagy az effluxot, és igy az intra-€s
extracellularis tér kozott megoszld fluoreszcenciat detektaljuk a disztribucios
tipusu assayk-ben, vagy az Un. akkumulacios tipust tesztekben az
intracellularisan felhalmozodé fluoreszcenciat mérjiik. Az Pgp/MRP1
szubsztrat fluoreszcens festékek kozil leginkdbb a rodamin-123,
daunorubicin, kalcein-AM, JC-1, DiOC2, Hoechst hasznalatosak (61-65).
Inhibitorként verapamil, ciklosporin, kinidin, és PSC 833 alkalmazhaté in
vitro.

d. az an. “cell survival assay”’-vel in vitro vizsgalhato a sejtek talélése
kiilonb6zd citosztatikumok jelenlétében. A teszt elénye, hogy pontos
informdcidt nyujt az egyes kemoterapids szerek hatasarol, hatranya

1ddigényessége.
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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 koziil egy eddig leukemidk esetén nem alkalmazott

marker, a P-szelektin glikoprotein ligand-1 (PSGL-1 vagy CD162)

diagnosztikai felhasznalhatosaganak vizsgalata

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

a. A kalcein teszt adaptalasa és optimalizalasa rutin diagnosztikai tesztként
b. Az MDR aktivitds meghatarozasa adott sejtpopulacidkon és az MDR
aktivitas valamint a Pgp antigén expresszid 0sszefliggésének vizsgalata

c. Nagyszdml beteganyagon a kalcein teszt prognosztikai és prediktiv

értékének meghatarozasa
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtpermeabilizalasi eljardsok és jelolések

Kereskedelmi forgalomban is elérheté hat permeabilizalasra hasznalt kit
osszehasonlitdsat végeztik el 21 normal ¢és akut leukémiids minta
analizisével két centrum Aramlasi Citometriai Részlegén (DEOEC, KBMPI
¢s Salamancai Egyetem). A mintdk megoszlasa az alabbi volt: 4 normal
periférids vérminta, 3 normal csontveld, 6 AML minta, 6 precursor-B ALL,
valamint 2 T-ALL. (A leukémiéas mintdk kozott csontveld €s periférias vér is
volt). A vizsgélatokat minden esetben a diagnozis feldllitdsakor, a kezelés
megkezdése eldtt végeztiik el. Osszehasonlitisként minden betegnél
parhuzamos vizsgalatok torténtek permeabilizadlt és nem permeabilizalt
mintakbol.

A permeabilizalas kivitelezésére szamos kit van forgalomban, melyek
Iényege, hogy a permeabilizald szer a sejtmembran atjarhatosadgat noveli,
majd ezt kovetden a sejtekhez adott monoklondlis antitest az intracellularis
fehérjékhez kotédik. A minta eldkészités soran altalaban elsd 1épésben
torténik a sejtek fixalasa, ezt kdveti a permeabilizalas, bar egyes kitekben a
két 1épés egyidejileg zajlik. A  kitekben fixaloként leginkabb

paraformaldehidet, permeabilizalé szerként pedig szaponin alapa
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vegyiileteket haszndlnak. A procedurat minden esetben a gyartd eldirasainak
megfeleléen végeztiik el, ennek soran a Cytofix/Cytoperm (Pharmingen),
Fix and Perm (Caltag Laboratories), Intraprep (Immunotech), Intrastain
(DAKO), Permeacyte (Bio-E) és a Permeafix (Ortho) kiteket hasonlitottuk
0ssze.

Emellett vizsgaltuk a harom legfontosabb intracellularis marker ellen termelt
antitest klonok és kiilonbozd fluoreszcens konjugatumaik (FITC, PE)
kombinacidjat. Az alkalmazott klonok: MPO-7, CBL-MPO-1 és H-43-5
MPO eseten, UCTH-1, Hit3a ¢s S4.1 cyCD3 esetén, mig a cyCD79a
detektalasara a kiilonboz6 fluoroforokkal jelolt HMS7 klont hasznaltuk.
Minden esetben direkt immunfluoreszcens technikat alkalmaztunk, vagyis a
gyartd altal FITC-el vagy PE-el jelolt antitestet hasznaltuk. A pozitiv és
negativ sejtek elkiilonitésére autofluoreszcens minta vagy izotipus kontroll
segitségével tortént. Leukémids mintdk esetén a malignus sejtek szelektiv
analizise miatt felszini CD45 jelolést végeztiink a permeabilizalas eldtt, és a
CD45 dim populacio sajatsagait vizsgaltuk. A mérések FACScan ¢és
FACScalibur flow cytométereken torténtek. A késziilekek beallitasahoz és a
kalibraciohoz a standard eldirdsok szerinti protokollokat alkalmaztuk. A
méréseknél 10 000 sejt adatait gyUjtottiik be list mode file-okban. Az

eredményeket minden kombinédcid esetén a pozitiv sejtek szdzalékos
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aranyaban ill. atlagos fluoreszcencia intenzitds (MFI) formajaban adtuk meg.
Statisztikai analizis soran a szignifikancia szintek meghatarozaséhoz

Wilcoxon és Kruskal —Wallis teszteket hasznaltuk.

PSGL-1 kvantitativ meghatdrozds

endothel sejteken expresszalodd P ¢€s E-szelektinekhez vald kotddésben
jatszik szerepet, valamint k6tédik a leukocita L-szelektin-hez is. A PSGL-1
detektalasara a jeldletlen klont (PL-1) a kvantitativ meghatarozashoz, a PE-
konjugélt KPL-1 antitestet (BD Pharmingen, CD162) tobbes jelolésekhez
hasznaltuk.

A vizsgélatokat egészséges €s acut myeloid leukémids betegek mintdin
végeztiik el a kovetkezd megoszlas szerint: 20 periférias vér és 5 csontveld
egészséges egyénbdl, 15 periférids vér és 5 csontveld6 AML-es betegekbdl
(M1, M2, M4, M5). A PSGL-1 expresszio kvantitativ meghatdrozasdhoz a

QIFI kitet (DAKO) hasznaltuk az alabbiak szerint: 4-5x10° sejtet 10 pg/ml

e

PBS-ben kétszer mostuk, majd 50 pl 50-szeresére higitott FITC-el jelolt
masodik (egér ellenes) antitestben (DAKO) reszuszpendaltuk és 45 percig

4°C-on inkubaltuk. A vvt-ket Facs Lysing oldatban (Becton Dickinson)
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lizaltuk, majd a sejteket 1% PFA-ban fixaltuk. A mérést FACScan aramlasi
citométeren konstans detektor fesziiltségértékek mellett végeztik el. 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) formajaban adtuk meg. A
kalibracios gorbe felvételéhez ismert mennyiségli antitesttel fedett és azonos
masodik antitesttel jelolt beadeket hasznaltunk. A kitben az MFI értékek és a
sejtfelszini molekulaszdm, azaz az ABC értéke a 3 800-550 000/sejt
tartomanyban lineéris.

A blastok kivalasztasdhoz leukémids mintadkban a CD45 dim blast populéacid
sejtjeit jelenitettik meg a forward scatter (FSC) — side scatter (SSC)
felhdképen (dot ploton) és ezek CD162 expressziojat vizsgaltuk, 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 1ényege, hogy a kalcein-acetoximetilészter (kalcein-AM), mint
hidrofob molekula a sejtbe diffundal, majd Pgp vagy MRPI1 jelenlétében

onnan kipumpalodik. Az elobbi transzport proteinek hianydban
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intracellularis észterazok hasitasa kovetkeztében kalcein keletkezik, mely
fluoreszkalo, hidrofil molekula, és nem szubsztratja a Pgp-nek, (az MRP1
pedig csak igen lassan képes a kipumpalasara). A tesztben a fehérje
blokkolasara un. revertdlo agens, modulator hasznalhatdé, mely ebben a
tesztben verapamil (Vp) (68,69). Ez mind a Pgp mind az MRP1 aktivitasat
gatolja (70-72). Az intracelluléris fluoreszcencia intenzitast a revertalo agens
jelenlétében (Vp+) és hianyaban (Vp-) detektdlva a Pgp/MRP1 aktivitds
mértékére kovetkeztethetiink, ahol kvantitativ eredményt a fluoreszcencia
intenzitasok kiilonbségébdl kaphatunk a [FI(Vp+) - FI(Vp-)]/FI (Vp+) x 100
képlet alapjan. A kapott eredmény a multi-drog rezisztencia aktivitas faktor
(MAF), melyet 3-3 parhuzamos mérés fluoreszcencia intenzitas értékeinek
atlagabol szamoltunk. Ertéke a Pgp és az MRP1 egyiittes aktivitdsat méri, és
az eredmény jol korreldl a Pgp/MRP1 szubsztrat citosztatikumok
kipumpalasanak mértékével.

A teszthez a mononukledris sejteket Ficollon szeparaltuk, majd 1 ml Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) oldatban reszuszpendaltuk. Ezt kovetoen a
sejteket verapamillal (75uM) ill. anélkiil inkubaltuk 37°C-on 5 percig, majd
a sejteket kalcein-AM-el toltottiik fel 200 UM végkoncentracidban (10 perc,
37°C). A inkubacios 1d0 alatt a transzportereket expresszald sejtekben

revertalo agens hianyaban megtorténik a kalcein-AM kipumpdéldsa. A
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reakciot centrifugalassal allitottuk le, majd a sejtek ¢letképességének
vizsgalatara propidium-jodidot (PI) adtunk a sejtszuszpenziohoz (0,01
mg/ml végkoncentracio). A mérést maximum 24 ora 4°C-on torténd tarolas
utan végeztiikk el Becton Dickinson FACSCalibur ill. FACScan 4ramlasi
citométereken.

A kalcein teszt reagenseinek stabilitas vizsgalata

A verapamil torzsoldat (8mM, HBSS-ben oldva) és a kalcein torzsoldat
(100uM, DMSO-ban oldva) 4°C-on ¢és -20°C-on torténd 1 éves
eltarthatdsagat vizsgaltuk, ehhez méréseket végeztiink a 0., 1., 3., 6., és 12.
honapokban. A kalcein-AM oldat esetétn  Perkin  Elmer
spektrofotofluoriméterrel a kalcein fluoreszcencidjat detektaltuk az esetleges
hidrolizis megéllapitdsara. A verapamil oldat stabilitasdnak vizsgalatdhoz
MDR pozitiv KBV-1 sejtvonalakon végeztiink méréseket. A sejteket DMEM
mediumban 5% CO, mellett 37°C-on tenyésztettilk, az MDR pozitiv
sejtvonal fenntartasat 0,2 pg/ml Vinblastin hozzdadéasaval biztositottuk.

A mintadk eltarthatosaganak vizsgalata

A teszt alkalmazasdnak fontos eleme a preanalitikai hibdk csokkentése.
Ennek kiilonds jelentdsége van funkciondlis tesztek esetében, mert fontos,
hogy nem fixalt, ¢l6 sejtekkel dolgozzunk, ¢és biztositsuk a

transzportfunkcidhoz  sziikséges ATP  ellatdst. Ezek  érdekében
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megvizsgaltuk a mintdk optimalis tarolhatosagat szobahOmérsékleten és
4°C-on, teljes csontveld és Ficollon szepardlt kalceinnel feltoltott sejt
szuszpenzid esetében. A minta elOkészitést ill. a mérést a fentiek szerint
veégeztiik el a 0., 6., és 24. oraban.

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. A minta
elékészités 1épései roviden: a sejtek kalceinnel vald inkubdldsa utdn a
mikrocentrifugalast kovetden a sejteket Pl-ot nem tartalmazo 50 uL. HBSS
oldatban reszuszpendaltuk, melyhez 10 uM végkoncentracioban adtuk a
PerCP vagy PECyS5 festékkel jelolt anti-CD45 antitestet ill. az azonos
jelolésti izotipus kontrollt. 20 perces szobahdémérsékleten torténd inkubalas
utan a sejteket mostuk, majd HBSS-ben reszuszpendaltuk és 24 6ran beliil
aramlasi citométeren lemértiik.

Pgp molekulaszam meghatarozdsa

Kisérleteinkben kvantitative meghataroztuk a felszini molekulaszamot, a
kalibracidhoz fix mennyiségli antitestet tartalmazo bead-eket hasznéltunk és
az eredményeket antitest koté képesség formdjaban adtuk meg (ABC:

antibody binding capacity, QIFI Kit, DAKO). Az igy kapott sejtfelszini
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molekula szdmot Osszevetettilk a MAF értékével. A méréseket sejtvonalakon
és klinikai mintdkon kiviteleztiik, indirekt immunfluoreszcens teszt
formajaban. Roviden, 4-5x10" sejtet jeloletlen MRKI16 antitesttel
inkubaltunk 10 pg/ml végkoncentracidban 30 percig 37°C-on. A sejteket
PBS-ben mostuk kétszer, majd 50 x higitdsa FITC konjugélt egér ellenes
IgG antitesttel (DAKO) inkubaltuk a sejteket 45 percig 4°C-on. Még egy
mosasi lépést ¢és a vordsvértestek lizisét kovetéen a sejteket 1%
paraformaldehidben fixaltuk. A mérést 24 oran belil elvégeztik BD
FACSCAlibur 4aramlasi citométeren. Minden mérésnél a fluoreszcens
kalibracids beadek szimultan futtatdsa is megtortént konstans FL-1 beéllitas
mellett, majd ezek alapjan a sejtenkénti ABC kalkulalhaté volt, mely 1-1
aranyu  antigén-antitest kotddés esetén a felszini  molekulaszam
meghatdrozasara alkalmas.

Betegek és a kemoterapias kezelés

A DEOEC II. Belklinika ¢és az Orszagos Hematoldgiai és Immunoldgiai
Intézet beteganyagabol 93 de novo leukémids beteg mintajanak analizisét
végeztik el. A betegek megoszlasa diagndzis szerint 65 AML ¢és 28 ALL
volt. Az AML csoporton beliil a FAB tipus osztdlyozas alapjan 9 M1, 11
M2, 6 M3, 25 M4, 7 M5, 1 M6, 3 M7 szubtipus és 3 bifenotipusos leukémia

szerepelt. A diagnozis felallitasdhoz a morfologiai jegyek mellett minden
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esetben immunfenotipus vizsgdlatokat végeztiink. Emellett egyéb
prognosztikai faktorok (¢életkor, fvs szam, CD34+ sejtek ardnya, LDH)
egylittes feldolgozasa is megtortént. Az AML csoportban a betegek atlag
¢letkora 50.5 év volt, 40 férfi és 25 no részvételével.

A betegek remisszids indukcids 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 térténd adasa
szerepelt. Ez M4/M5 leukémiak esetében kiegésziilt 100 mg/m” etopozid 4
napos hozzaadasaval. A betegek kezelése egy vagy két ciklusbol allt, majd a
csontveld értékelésére a 4. héten keriilt sor. Az irodalomban és a szakmai
gyakorlatban elfogadott elvek szerint a csontveldi blastok 5% alatti aranyat
mindsitettiik komplett remisszionak.

A szignifikancia szintek meghatdrozasdhoz 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 technikak osszehasonlito elemzése

1. Fényszorasi tulajdonsagok és az autofluoreszcencia valtozdsa

A permeabilizalas kovetkeztében gyakorlatilag minden permeabilizald szer
hasznélata esetén valtoznak a sejtek fényszorasi jellegzetességei, melyek az
FSC-SSC dot plot képeken a nem permeabilizalt minta képéhez viszonyitva
szembetlindek (1. abra). Ez utobbi, kontrollként hasznalt normal periférias
vérminta esetében csak a vordsvértestek lizalasa €s a sejtek 1% PFA-ban
valo fixaldsa tortént meg. Az egyes sejttipusokban az FSC csatornaszamok
atlagértékét és szordsat szamszeriien is abrazoltuk. Ezek alapjan a legjobb
eredményeket a Cytofix/Cytoperm €és Permeafix reagensekkel kaptuk, mig a
Permeacyte reagenssel a sejtek fényszordsi tulajdonsagai olymértékben
megvaltoztak, hogy a sejtpopulacidk megbizhatd elkiilonitése nem volt
lehetséges, ezért ezzel a reagenssel tovabbi vizsgalatokat nem végeztiink.
Megjegyzendd, hogy a sejttipusok adatait Osszegezve valamennyi
permeabilizald szer esetén szignifikans kiilonbséget kaptunk az FSC érték
emelkedésében a nem permeabilizalt mintdhoz viszonyitva, mely a periférias
vér lymphocytdi és a csontveldi lymphoid elemek esetén volt a

legkifejezettebb. A sejtek autofluoreszcencidja (MFI érték) a permeabilizalas
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kovetkeztében minden esetben novekedést mutatott mind az FL-1 (FITC),

mind az FL-2 (PE) csatornékon.
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1. abra Fényszorasi jellemzok valtozasa a periférias ver sejtjein  kiilonbozo
fixalo/permeabilizalo reagensek hasznalata utan. Valamennyi FSC-SSC dot plot képen
azonos kapukat hasznaltunk, melyeket a PFA-val fixalt és nem permeabilizalt normal
periférias minta (FNP) sejtpopulacioihoz allitottunk be. Roviditések: NFNP: nem fixalt,
nem permeabilizalt, CC: Cytofix/Cytoperm, FP: Fix and Perm, IP: Intraprep, IS:
Intrastain, PC: Permeacyte, PF: Permeafix
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2. Mieloperoxidaz

A FITC-el jelolt harom klon (MPO-7, CBL-MPO-1 ¢és H-43-5)
Osszehasonlitdsadban a permeabilizald szerek Osszesitésével nyert adatok €s
az egyes permeabilizald szerek kiilon-kiilon hasznalataval kapott paronkénti
adatok is az MPO-7 szignifikénsan jobb szenzitivitasat igazoltdk a masik két
klonnal szemben az MFI értékek alapjan. Hasonl6 eredményt adott a PE-el
jelolt antitestek vizsgéalata is (2. abra). A FITC és PE konjugatumok
Osszevetésében az utobbiak magasabb MFI értéke, ezzel nagyobb
szenzitivitdsa igazolodott. Alpozitiv reakciot csak a Cytofix/Cytoperm
alkalmazéasakor észleltink mindharom klon esetén. A pozitiv sejtek

szdzalékos ardnya nem valtozott Iényegesen a kiilonb6zd klonok

hasznalataval.
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2. abra Kiilonbozo anti-MPO  klonok atfedo  hisztogramjai  Cytofix/Cytoperm
permeabilizalast kovetoen. Az MPO-7 klon a legnagyobb szenzitivitasut mind a FITC

27



mind a PE jelolt antitestek esetén. Figyelmet érdemel az autofluoreszcens minta magas

MFI eértéke.

3. cyCD79a

Hérom forgalmazotol szarmazé HMS7 klon (PE) vizsgélataval a
Pharmingen antitestje minden permeabilizalé szer hasznilata mellett
szignifikdnsan alacsonyabb MFI értéket mutatott, mint a DAKO ¢és az
Immunotech reagense. Alpozitiv reakciot egyik klon esetén sem észleltiink
¢s a pozitiv sejtek szdzalékos aranya sem kiilonbozott 1ényegesen az egyes
klonok alkalmazasakor.

4. cyCD3

Az S4.1 klon esetén jelentds alpozitivitast észleltiink myeloblastokon, ezért a
tovabbi vizsgalatok a masik két antitesttel torténtek, melyek kozil az
UCTH-1 mutatott magasabb MFI értékeket €s a pozitiv sejtek szazalékos

aranya is magasabb volt, mint a Hit3a antitest esetén (3. dbra).
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3. abra. Intracellularis CD3 detektdlasa felszini CD3 negativ T-ALL-ben. AZ UCTH-1 és
a Hit3a klon is PE jelolt antitest.
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5. Permeabilizalo oldatok
A 2. és 3. é4bran bemutatott hisztogramok valamennyi permeabilizald
reagens esetén hasonloak voltak. Az MFI értékek Osszehasonlitdsa soran

nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a permeabilizal6 dgensek kozott.

Kvantitativ PSGL-1 meghatdrozds normadl és malignus sejteken.

1. PSGL-1 expresszio normal hemopoetikus sejteken

Periférids vér sejtjein végzett vizsgalatok alapjan a lymphocytak PSGL-1
dim és PSGL-1 bright csoportra kiiloniiltek el. Harmas jeloléssel végzett
analizisek szerint a B sejtek feleltek meg az alacsony CD162 jelolodési
sejteknek, mig a T sejtek és NK sejtek PSGL-1 expresszidja lényegesen
magasabb volt. A monocytak és neutrophilek intenziv CD162 expressziot
mutattak.

Normal csontveld analizisekor a CD162 expresszié novekedését figyeltiik
meg a hemopoetikus sejtek érése soran: lényegesen alacsonyabb volt a
myeloid progenitorok PSGL jelolédése, mint az érett myeloidoké. Ez
utobbiakndl is kifejezettebb expressziot detektaltunk a monocyta vonal
sejtjein, azon beliil azonban a CD162 jelolddés nem differenciélt az éretlen
monoblastok/promonocytak €s az érett monocytak kozott. PSGL-1 vs. SSC

dot ploton a rutin diagnosztikdban is hasznalt CD45-SSC dot plothoz
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hasonldéan egy, a lymphoid, monocyta €s granulocyta populaciok ill. az érett
¢s éretlen sejtek kozott differenciald képet kaptunk. A leukémias csontveld
képe az akkumulalodo sejtek tipusanak megfelelden valtozik.

2. PSGL-1 expresszio kvantitativ meghatdrozdsa

A fenti eredmények szamszerli vizsgélatat is elvégeztik a kiilonbségek
egzakt meghatarozésa céljabol. Ezek alapjan az alabbi eredményeket kaptuk

(1. tablazat):

ABC (atlagtSD) MFI értékek

variacios koefficiense (%)

neutrophilek 26 500 £ 4500 17
monocytak 47200 £ 9900 21
T-sejtek és NK sejtek 38200 £26 000 68
B-sejtek 2600 = 1500 58
AML myeloblastok 12 000 = 5300 44
Normal myeloblast 12600 £ 2100 17
Promonocytak/monoblastok 41 000 £ 20300 51
promyelocyta/myelocyta/metamyelocyta 19000 £ 7100 37

1. tablazat ABC (antibody binding capacity) értékek és azok szordsa normdl periférids
vér sejtjein és egészseges valamint leukémias egyénbdl szarmazo csontveloi myeloid

prekurzorokon
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a. A leukémids myeloblastok PSGL-1 expresszidja szignifikansan
alacsonyabb volt, mint az érett sejteké. A blastok szelektiv kivalasztasa
CD45 dim jelolodésiik alapjan tortént.

b. A monocyta vonalon beliil az expresszio széles hatdrok kozott valtozott,
de nem volt szignifikans kiilonbség a monoblast/promonocyta €s az érett
monocyta populécié értékei kozott

c. A szamszeri adatok azt tiikkrozik, hogy a monoblastok CD162
expresszidja szignifikdnsan magasabb, mint a myeloblastoké, és a két
populacio értékei nem mutattak 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
egyiittes jelenléte miatt egy PSGL-1 dim és egy PSGL-1 bright sejtcsoport

kiilonithetd el (4. abra).
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4. abra. AML M4 csontvel6i minta: myeloid dominancia kevés lymphoid (Ly) sejttel. A
hisztogram analizis alapjan a myeloid sejtek PSGL-1 expresszioja bimodalis eloszlast

mutat — myeloblast (My) és monoblast (Mo) populdcio kiilonitheto el

d. Normal myeloblastok jelolddése nem kiilonbozott 1ényegesen a malignus
CD34/CD33 koexpressziot mutato sejtek analizisével biztositottuk.

e. Periférias vérben €s csontveldben szimultan végzett mérések eredménye
azt mutatta, hogy a periférian talalhaté blastokon a PSGL-1 kopiaszam nem
kiilonbozott szignifikdnsan a csontveldi blastokétol.

f. CML akceleralt fazisdban, valamennyi myeloid prekurzor jelenlétében
elvégezve a vizsgalatot a prekurzorokon kapott érték atlaga a myeloblastok
ill. az érett myeloidok felszini molekula szdma kozé esd értéket adott, mely
megfelel annak az elképzelésnek, hogy a sejtek CD162 expresszidja az érés
soran fokozodik.

g. Haromszinli analizisekben a CD162 jelolés az éretlen sejtek azonositasara
alkalmas, melyet mutat, hogy a CD162 dim sejtek a CD34 &ssejt markerrel
ill. egyes AML-ekben a blastokon expresszaloddo ¢és kedvezdtlen
prognosztikai faktornak szdmit6 CD7 markerrel mutatott koexpressziot (5.

abra).
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5. abra Haromszinii analizis AML M2-ben. A fiiggdleges tengelyen (FL2) minden dot
ploton a PSGL-1 jelélodés lathato (CD162PE). A vizszintes tengelyen CD34PECy5 (A),
CD45 PECyS5 (B) és CD7FITC (C) festést abrazoltuk.

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

1. A kalcein teszt reprodukadlhatosdaganak vizsgalata

MDR pozitiv sejtvonal, egészséges €s leukémias egyén periférids vérébol
szarmazo6 sejtek analizise a MAF értékek széles tartomanyaban tette lehetdve
a reprodukalhatosag vizsgéalatait. Az igen magas MAF értéket mutato
rezisztens sejtvonalon (KBV-1) kaptuk a legkisebb szorast, de elfogadhat6 a
variacios koefficiens értéke a betegekbdl 1ill. egészséges egyénekbdl
szarmazo mintdk esetén is. Az eredmények egyben a teszt hitelességét is
jelzik, hiszen Iényegesen magasabb MAF értéket mértiink a rezisztens

sejtvonalon, mint az emberi mintakon (2. tablazat).
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Minta MATF értékek CV (%)

atlaga n=10
KBV1 sejtvonal 97.9 0.3
AML minta 45.8 11
Normal minta 16 13

2. tablazat A kalcein teszt reprodukalhatosaganak vizsgalata sejtvonalakon és klinikai
mintdakon (egészséges és leukemids egyén periferias verébol). A MAF értékek széles
tartomanyaban minden mintabol 10 egymdst kovetd minta elokészitést és mérést
végeztiink el 50 uM Verapamilt hasznalva modulatorkeént. Az eredmények a 10-10 mérés

atlagat és varidcios koefficiensét (CV) mutatjak.

2. A kalcein teszt reagenseinek stabilitas vizsgdlata

A kalcein-AM oldat -20°C-on tarolva 1 évig stabil, azonban 4°C-os tarolas
mellett fél év utdn jelentds fluoreszcencia novekedés tapasztalhatd, mely
feltehetéen a pH valtozas és az ennek kovetkeztében 1étrejové hidrolizis
kovetkezménye. A verapamil torzsoldat mind 4°C-on, mind -20°C-on
eltarthatd 1 ¢évig an¢lkiil, hogy gatld6 funkcidja csokkenne. Ezek
figyelembevételével a teszthez sziikséges reagensek -20°C-on torténd
egylittes taroldsa ajanlhato.

3. Mintdk eltarthatosaganak vizsgalata

Szeparalas elotti, teljes csontveldi vagy periférids vérminta taroldsa soran 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, ezidd alatt ugyanis még nincs Iényeges csokkenés a
MAF értékében.

A Ficollon szeparalt és kalceinnel feltltott sejtek szuszpenzidja 4°C-on 24
oran at tarolhato, annak MAF értéke nem valtozik, mert ezen a
hémérsekleten a pumpafunkcio blokkolva van, nincs jelentds valtozas a Vp+
¢s Vp- mintdk FI értékében. SzobahOmérsékleten torténd tarolas esetén
azonban a kalcein kipumpaldsa folytatodik a verapamillal nem blokkolt
rendszerekben, ami a FI csOkkenéséhez ¢és ezaltal a MAF érték
novekedéséhez vezet. Ezért az eldkészitett minta hiitdben valod taroldsa

sziikséges €s a mérést 24 6ran beliil el kell végezni (6. dbra).
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6. abra Teljes csontvel6i minta analizise 0, 6, és 24 oras tarolas utan. A: Vp— minta (@)
MFI értéke szignifikansan emelkedett 24 ora alatt, mig a Vp+ mintaé (m) nem vdaltozott
lényegesen. Ez a MAF érték jelentos csokkenéséhez vezetett (B). Ficollon szeparalt,
kalceinnel feltoltott mononuclearis sejteket szobahdn tarolva (@) a Vp- minta MFI értéke
szignifikansan csokkent, a 4 °C-on tarolt Vp- sejteké (O) nem valtozott lényegesen. A
Vp+ mintak (M) MFI értéke minimalis valtozast mutatott (C). Ezek kovetkeztében a MAF
erték jelentésen novekedett a szobahon tarolt mintaban (A), mig nem vdaltozott a 4 °C-on

tarolt sejtekben (A).

4. A kalcein teszt kombindldsa felszini marker jeloléssel

A teszt alkalmazédsa soran lényeges, hogy szelektiven a leukémias sejtek
rezisztencidjat mérjiik ¢€s lehetdleg kizarjuk a vizsgalatbol a normal
csontveldi sejteket. A két populacid elkiilonitésére aramlasi citometrias
modszer esetén lehetdség van a malignus sejtekre jellemzé markerek

alkalmazéasaval. Kettds jelolések alkalmazasdval a CD45 dim blast-
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populécioéra kapuzva ezen tumoros sejtek MAF értékét szamolhatjuk, ezaltal
a normal csontveldi sejtek zavard hatdsat kikiiszobolhetjiik. Technikai
problémat vet fel a tobbes jelolés alkalmazasa, a kalcein fluoreszcenciaja
ugyanis igen erds az alkalmazott koncentracioban, igy az eredetileg FL-1
detektorral mért fluoreszcencia az FL-2 detektor tartoméanyaban is mérhetd
jelet ad, ezaltal a PE festék mérését zavarja. A kalcein és a felszini marker
fluoreszcencidjanak biztonsagos elkiilonitésére ezért megfeleld kompenzaciod
utdn az FL-3 detektor mérési tartomanyaban (>650 nm) jelet ado CD45
PerCP vagy CD45PECy5 hasznalhat6. Ebben az esetben azonban el kellett
tekintenlink az ¢életképesség Pl-vel torténd vizsgalatatol. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a kalcein teszt kombinalasa felszini marker jeldléssel
biztonsaggal alkalmazhat6 adott sejtpopulaci6 MAF  értékeinek
meghatarozasara mind normal mind leukémids mintdk esetén, ha az FL-3

tartomanyban jelet add antitestet hasznalunk (7. dbra).
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7. abra FLI - FL3 dot plotok: a vizszintes tengelyen a kalcein fluoreszcencidja lathato, az
FL3 csatornan a felszini jelolées PE-Cy5 konjugalt antitestekkel. A: izotipus kontroll, B:
felszini CD19, C: felszini CD3. A pozitiv sejtek a jobb felsé kvadransban lathatok. D:
CD45 jelolés acut myeloid leukémias mintaban. A CD45 dim populacio a
myeloblastoknak felel meg (R5)

5. Pgp molekulaszam meghatdrozasa monoklonalis antitesttel

Tobb tanulmany elemzi a funkcionalis teszttel kapott eredmények és az
antitestekkel torténdé jelolés korrelaciojat. Sok esetben igen eltérd
eredmények adodnak, melyek magyardzata lehet, hogy a funkcionalis
tesztekkel tobb transzport fehérje aktivitasat mérjiik, mig a monoklonalis
antitest csak egy proteinrdl ad felvilagositast (efflux+/Pgp- esetek), vagy a
fehérje jelen van ugyan, de nem mikodik, ill. az antitest keresztreakciot

mutat a mas sejtfelszini proteinekkel, melyeknek a drog rezisztencidban
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nincs szerepiik (efflux-/Pgp+ esetek). Az indirekt immunfluoreszcencids
méréseket és a kalcein teszttel kapott eredményeket Gsszevetve azt talaltuk,
hogy a KBV-1 rezisztens sejtvonalon a MAF érték 98, az ehhez tartozo
felszini molekula szdm pedig 500 000 volt sejtenként. A kozepes
rezisztencidt mutatdo KB8-5 sejtvonalon a MAF értéke 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 szignifikansan
csokkent. Beteg mintdk esetén, ahol a MAF érték 0 ¢és 60 kozotti (leginkabb
40 alatti), a fehérje sejtenkénti kopiaszama igen alacsony, és ennek
meghatarozasa nem differencidl biztonsdggal az MDR pozitiv és MDR
negativ esetek kozott. Ez a megfigyelés nem csak a kopiaszdm meghatarozas
vonatkozdsaban érvényes, hanem hasonlo megfigyeléseket tettiink a fehérje
expresszidt detektald antitestes jelolés esetén is (MRKI16), ahol az
eredményeket az izotipus kontrollhoz viszonyitott floureszcencia
intenzitasok hanyadosaként adtunk meg. Mindez azt jelzi, hogy a
funkcionalis teszt szenzitivebb indikatora a multi-drog rezisztencia
fennallasanak, mint a Pgp antigén expresszio vizsgalata ill. utal egyéb

pumpa funkcidk (pl. MRP1) lehetséges szerepére (3. tablazat).
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Pgp-MDR1

MAF (ABC) MRK16 pozitiv MFI rata
sejtek %-os aranya
KBV-1sejtvonal 98 500 000 100 85
KBS8-5 sejtvonal 80 36 000 98 12
AML (NR) 33 <3800 12 2.8
AML (R) 15 <3800 8 2.0

3. tablazat Az MDR aktivitas és a Pgp expresszio JOsszehasonlitisa: rezisztens
sejtvonalakon és AML betegek csontveloi mintdin (NR: non-responder, R: responder)
meghataroztuk a MAF értéket, a sejtfelszini molekula szammal korrelalo antitest kéto
képességet (ABC, antibody binding capacity), és az MRK 16 antitesttel végzett
vizsgalatokban a pozitiv sejtek %-os aranyat és az izotipus kontroll MFI értékéhez
viszonyitott ratat. Az osszefiigges nem linearis, a MAF értékek jobban differencidalnak az

MDR pozitiv és negativ esetek kozott, mint az expresszio vizsgadlata.

A teszt eredmények és a betegség klinikai kimenetelének korrelacidja

1. MAF értékek osszehasonlitasa AML és ALL betegcsoportok esetén.

A minta elékészités soran fennall6 minimalis kiilonbségek kovetkeztében a
két centrum beteganyagaban kissé eltérd6 MAF értékeket kaptunk, ezért
ebben az Osszehasonlitdsban kiilon kezeltik a centrumok beteganyagat.
Mindkét esetben jol lathatdé azonban a tendencia, mely az irodalomban is
ismert tény, hogy AML-ek esetén gyakoribb a de novo fennall6 rezisztencia,

mint ALL-ben. A kiilonbségek a lymphoid és myeloid leukémias csoportok

kozott szignifikansnak adodtak (8. dbra).
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8. abra MAF értékek osszehasonlitasa AML és ALL betegekben. A: DEOEC, Klinikai
Biokémiai és Molekularis Patologiai Intézet B: Orszagos Hematologiai és Immunologiai
Intézet. A MAF értékek atlaga AML-ben mindkét centrumban szignifikansan magasabb,
mint ALL-ben. A: MAF értékek atlaga 26.5 AML-ben (n=22) és 16.6 ALL-ben
(n=14)(p=0.029) B: 17.6 és 7.8 a MAF értékek atlaga AML-ben (n=43) és ALL-ben
(n=14) (p=0.021)

2. A MAF érték osszefiiggése a remisszio indukcios kezelésre adott
valasszal: a teszt prediktiv értéke

Mivel a MAF érték referencia tartomanydnak meghatarozasahoz AML
esetében a normal csontveldi blastok MDR aktivitasat kellene 1smerniink, és
ennek a mérése igen koriilményes, ezért anyagunkban a klinikai valasz
alapjan egy olyan cut-off érték meghatarozdsa torekedtiink, mely
megbizhatoan elkiiloniti az MDR pozitiv és MDR negativ eseteket. Ennek
érdekében a betegeket responder (R) és non-responder (NR) csoportba

soroltuk. Respondernek tekintettiik azokat, akiknél az egy vagy két
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kemoterapias ciklus alatt komplett remisszio elérhetd volt, a non-responder
csoportban természetszerien a 4. héten 5% fo6lott volt a blastok ardnya a
csontveldben. Meghatdroztuk a MAF értékek atlagat a responder és non-
responder csoportban mindkét centrumban, mely 14,1 ill. 17,1 volt a
responder ¢és 23,3 ill. 32,9 a non-responder csoportban (OHII ¢s DEOEC
eredményei egyenként). A cut-off értéket a MAFR+SEM ¢és a MAF\z-SEM
(SEM: standard error of mean) értékek atlagaként kalkulaltuk, mely 20-nak
addodott a budapesti centrumban és 25-nek a DEOEC beteganyagédban. Ezen
cut-off értékek ala ill. felé es6 MAF értékek alapjan az MDR pozitiv €s
MDR negativ esetek elkiilonithetéek. Az igy létrejott MDR + ¢s MDR-
csoportokban meghatdroztuk a responderek €s non-responderek ardnyat. Az
MDR negativ csoportban a betegek 72%-a jol reagalt a kezelésre, vagyis a
teszt negativ prediktiv érteke 72%, ezzel a biztonsaggal jelzi a negativ
eredmény a terdpia hatékonysagat. Az MDR pozitiv csoportban a betegek 69
%-ban nem lehetett komplett remissziot elérni, vagyis ennyi volt a non-
responderek aranya. A kalcein assay pozitivitasa tehat 69%-os biztonsaggal

jelzi a terapia hatastalansagat (pozitiv prediktiv érték) (9. abra).
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9. abra A kalcein teszt pozitiv és negativ prediktiv értéke: cut-off érték alapjan az AML
betegeket mindkét centrumban MDR pozitiv és MDR negativ csoportokba osztottuk. Az
MDR negativ csoportban a responderek (resp) aranya 72% volt (negativ prediktiv érték),
mig az MDR pozitiv csoportban 69% -ban taldltunk non-respondereket (non-resp)
(pozitiv prediktiv érték). A kalcein teszttel meghatarozott MDR aktivitas és az indukcios
kezelésre adott valasz kozott szignifikans osszefiiggest talaltunk (p=0,004)

3. A teszt eredmények és a hosszutavu tulélés osszefiiggése

Ebbe a vizsgéalatba azon betegek keriiltek be, akiknek a kovetési ideje 8
hénapnél 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 tilélése kozotti kiilonbség nem érte
el a statisztikai szignifikancia hatarat (p=0,07), a gorbe alapjan

mindenképpen figyelemre mélto és klinikai relevanciaval rendelkezd eltérés

volt a két csoport tulélése kozott: az MDR negativ betegeknél az 50%-o0s
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tulélés ideje haromszorosa (18 hénap) az MDR pozitiv betegek 50%-o0s

tulélésének (10. abra).
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10. abra MDR pozitiv és MDR negativ betegek Kaplan-Mayer tulélési gérbéje. Az atlagos
kovetési ido 11,7+ 11,1 honap volt, a vizsgalatba 8 honapndl hosszabb kévetési ido
eseten vettiik be a betegeket. A két csoport tulélése kozott jelentos, de statisztikailag nem

szignifikans kiilonbséget talaltunk (p=0,07)

4. Kovetéses vizsgdlatok szelektalt esetekben

Néhany betegnél az MDR meghatarozasit nem csak a diagndzis
felallitasakor, hanem a betegség lefolydsa soran késobb is (refrakter szakban
ill. relapszus idején) elvégeztiik. Ezekben az esetekben alapvetden kétféle
mintdzatot lattunk: vagy a kezdetben alacsony MAF érték késdbb
Iényegesen megemelkedett és a beteg MDR pozitivva valt, vagy a de novo
fennallo MDR pozitivitas valtozatlan maradt a betegség késébbi fazisdban is

(11. abra).
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11. abra MDR aktivitas meghatarozdasa a diagnozis felallitasakor (diag) és relapsus
idején vagy refrakter szakban (refr/rel). Az elso ket esetben MDR negativ betegekben
kovetéses vizsgalattal MDR porzitivitast észleltiink (gyogyszer indukalta rezisztencia), a

tobbi esetben az MDR aktivitas nem valtozott jelentosen a betegség lefolyasa kapcsan
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MEGBESZELES

A malignus hematoldgiai betegségek pontos diagnosztikajaban dontd
jelentdségli a sejtvonal azonositdsa ill. a leukémias sejtek tipusanak és
differencidltsaganak meghatdrozasa, mely az egyes altipusok elkiilonitését,
A sejtvonal azonositdsanak legmegbizhatobb modja az intracelluldris
markerek alkalmazasa, melyek koziil leginkabb a MPO, cyCD79a és cyCD3
hasznalatos a myeloid, B és T lymphoid vonalak identifikalasara (5-8).

A rendelkezésre all6 markerek nem minden esetben biztositjak az AML
altipusok elkiilonitését. Bar vannak sejtfelszini fehérjék, melyek az esetek
zOmében segitséget nyujtanak a granulocyta, monocyta és megakaryocyta
vonalak differencidlasaban, ezek mellett nagy jelentdsége lehet tovabbi
markerek azonositasdnak, melyek vagy sejtvonal specifikusak, vagy
expressziojuk mértéke kiillonbozik ez egyes sejtvonalakon. A kvantitativ
aramlasi cytometria eszkozével altalunk vizsgalt CD162 (PSGL-1) molekula
ilyen markernek bizonyult, mely eltéré expresszidt mutat a granulocyta €s a
monocyta vonal sejtjein, ezaltal a két sejtvonal elkiilonitésére alkalmas.

A korrekt diagnozis felallitasa mellett a klinikai onkologidban jelentds igény

van a malignus sejtek citosztatikum rezisztenciajanak, mint prognosztikai
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faktornak a detektdldsara is, hiszen ennek ismerete meghatarozhatja a
valasztott kemoterapias kezelést vagy indikdlhatja modulatorok, revertalo
agensek hozzdadasat a kemoterapidhoz.

Vizsgalatainkat ezen harom témakor (intracelluldris markerek, PSGL-1
expresszid ¢s MDR kimutatas) koré csoportositottuk, ezek eredményeit a
kovetkezdkben foglaljuk Ossze.

Az intracitoplazmatikus markerek detektalasanal Iényeges kérdés a
minta el6készités technikai oldala, nem megfeleld reagensek alkalmazasa
ugyanis alpozitiv és alnegativ eredményekhez vezethet. A detektalés
szenzitivitasanak €s specificitdsanak vizsgalatara hat kereskedelmi
forgalomban elérhetd permeabilizdld kitnek ill. kiillonb6zé monoklondlis
antitest klonoknak és ezek fluoreszcens konjugatumainak kombinacioit
hasonlitottuk 0ssze. Valamennyi kit esetén 1ényeges valtozast észleltiink az
FSS-SSC szignalokban, ez azonban a Permeacyte reagens kivételével nem
zavarta a sejtpopulaciok felismerhetdségét és elkiilonitését. Minden esetben
az autofluoreszcencia ndvekedését tapasztaltuk a permeabilizalas
kovetkeztében. Kordbbi tanulmanyok szerint maguk a 1izalo/fixalo szerek is
Iényeges eltéréseket okozhatnak a fényszorasi tulajdonsdgokban és a felszini
marker jelolédésekben is (73). Kiilonb6z06 permeabilizalo szereket elemzd

tanulmanyok megfigyeléseinkhez hasonléan a fényszorasi jellemzok
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kismértékii valtozasat irjak le, mely a diagnosztikai alkalmazast nem zavarja
¢s ezen permeabilizdld reagensek a parhuzamosan alkalmazott felszini
jelolést is lehetoveé teszik (74-75).

Az MPO celleni antitestek kozil az MPO-7 klén bizonyult a
legszenzitivebbnek, és a PE konjugdtumok minden esetben intenzivebb jelet
adtak a FITC konjugatumokkal szemben, melyet a festék nagyobb fluorofor
tartalma, jobb kvantum hatdsfoka €és emissziés maximuma magyardz. A
Cytofix/Cytoperm reagens haszndlataval valamennyi klon esetén kismértéki
alpozitiv jelolddést észleltiink lymphoblastokban. Ezek az eredmények arra
hivjak fel a figyelmet, hogy a kellden szenzitiv és specifikus MPO jeloléshez
figyelmet kell forditani a klon, fluroeszcens jelolés és permeabilizald
reagens legoptimalisabb kombindcidjanak megvalasztasara.

A B sejtek azonositasara hasznalt cyCD79a klon (HM57) esetén a DAKO ¢és
az Immunotech reagensei ajanlhaték a Pharmingen antitestjével szemben, az
erdsebb fluoreszcens jel miatt. AML blastokban egy esetben sem észleltiink
alpozitiv jelolodést.

A T sejtek detektalasaban az UCTH-1 anti-cyCD3 kloén bizonyult a
legszenzitivebbnek (DAKO ¢és Immunotech termék). A Hit3a antitest
Iényegesen gyengébb MFI értéket adott, mig az S4.1 klénnak az alpozitiv

reakcidk miatt nem megfeleld a specificitésa.
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Eredményeink alapjan tehat a myeloid, B és T lymphoid vonalak az MPO,
cyCD79a ¢és c¢yCD3 intracitoplazmatikus markerekkel biztonsaggal
azonosithatok, ha a fenti permeabilizalo kitek (Fix and Perm, Intrastain,
Intraprep, Permeafix) ¢és lehetfleg egy PE-el konjugilt szenzitiv klon
(MPO-7, HM57, UCTH-1) kombinacioit valasztjuk.

A myleoid leukémidk diagnozisaban az immunfenotipus vizsgalatok
jelentésége limitalt, a FAB tipusokhoz nem mindig rendelhetdk egyértelmii
marker kombinaciok (76,77). Jelenleg is folyamatban vannak a sejtek minél
pontosabb ¢és biztosabb azonositasat célzd kutatdsok. Ezek kozott egyre
nagyobb diagnosztikus jelentdsége van az olyan sejtfelszini molekuldk
szerepe. Ilyen molekula a PSGL-1 is, melynek AML-ben és normal myeloid
sejtekben vald expresszigjat mar korabban is vizsgaltdk (78-80), nem
sziilettek azonban kvantitativ adatok az expresszido mértékérdl. A molekula
N termindlis részével reagaldé monoklondlis antitestet hasznalva indirekt
immunfluoreszcencidval, kalibracids beadek segitségével hataroztuk meg a
sejtfelszini molekula szamot egészséges €és leukémias egyének csontveldi és
periférids sejtjein. Normal csontveldben igen alacsony jelolddést talaltunk a
myeloid prekurzorokon, mig érett sejteken lényegesen magasabb MFI

értékeket detektaltunk, mely a differencialédads soran fokozodd expresszidt
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jelzi. A monocyta vonal sejtjein a PSGL-1 expresszi6 szignifikansan
magasabb volt, azon beliil azonban nem taldltunk kiilonbséget az éretlen
monoblast/promonocyta €és az érett monocyta populacid értékei kozott.
Szignifikans kiilonbség adodott azonban leukémids betegekbdl szarmazo
myeloblastok €s monoblastok CD162 jelolddése kozott, a két populacio
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 detektalhat6, nem differencial biztonsaggal M4/M5
ill. M1/M2 leukémidk kozott (81,82). A jelenleg hasznalt immunfenotipus
vizsgélatokat a CD162 marker kvantitativ meghatarozasaval kiegészitve a
fenti szubtipusok elkiilonithetok.

Normal és leukémias myeloblastok PSGL-1 expresszidjaban nem taldltunk
kiilonbséget, amit fontos tudni a rezidudlis leukémids sejtek keresése
szempontjabol: ezek alapjan ugyanis ez a marker onmagaban nem alkalmas
az MRD kimutatdsdra. Bar egyes adatok szerint a normal myleoblastok
adhézidja a sztromahoz erdsebb, mint a malignus hemopoetikus sejteké
(83,84), eredményeink alapjan ez nem a PSGL-1 expresszioval hozhato

Osszefiiggésbe.
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Ugyanazon AML-es beteg csontveldi €és periférids blast sejtjein szimultdn
végzett vizsgalatok arra utalnak, hogy a hogy nincs jelentds kiilonbség a két
populacio PSGL-1 expresszioja kozott. Ebbdl adodhat a kovetkeztetés, hogy
a leukémids sejtek koziil nem az alacsony PSGL-1 expressziét mutato
populécid keriil ki a keringésbe az esetleges csokkent adhézid és fokozott
mobilizacié miatt. Knock out egerekkel kapott eredmények alapjdn azonban
valoszinti, hogy alacsony PSGL-1 expresszio esetén a leukocytosis oka a
neutrophilek elhuzodo cirkulacidja, megszokottndl hosszabb élettartama a
periférias keringésben. A PSGL-1 esetében fontos megjegyezni, hogy a
monoklonalis antitesttel detektalt expresszido mértéke nem feltétleniil korrelal
a fehérje funkcidjaval: a  funkciondlo  receptor kialakulasdhoz
poszttranszlacidés modositas (szializacio, fukozilacio, szulfatalas) sziikséges
(85).

Prognosztikai faktorok koziil a citosztatikum rezisztencia funkcionalis
kimutatdsat végeztik el. Bar igen sok modszer Iétezik az MDR
detektalasara, kiilonb6zé centrumok eredményei nem minden esetben
osszevethetdk, sot a kiillonb6zd metodikakkal nyert eredmények sem mindig
koherensek (62,86-88). Fontos tehat megbizhatd, konnyen kivitelezhetd és
klinikai eredményekkel is korrelald tesztek kialakitasa, és a modszer

standardizalasa.
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Vizsgélatainkban egy kvantitativ funkciondlis tesztet, a kalcein tesztet
alkalmaztuk beteg mintdk mérésére két centrumban végzett tanulmany
forméjaban. A teszt elonye, hogy a kalcein-AM mind a Pgp-nek, mind az
MRP1-nek szubsztratja, igy verapamilt hasznalva inhibitorként, - mely
szintén mindkét fehérje aktivitasat blokkolja - a két protein altal egylittesen
l1étrehozott transzport aktivitast detektalhatjuk. Egyéb funkcionalis teszthez
képest eldnyt jelent, hogy szemben mas fluoreszcens festékekkel (pl.
rodamin 123) a kalcein nem kotédik szubcellularis kompartmentekhez, és
hogy az eredmények kvantitdlhatok multidrog rezisztencia aktivitas faktor
(MAF) formajaban. Tovabbi elonyt kinal a szelektiv inhibitorok haszndlata,
melyekkel lehetdség van a Pgp és az MRP1 aktivitasabol eredd rezisztencia
elkiilonitésére (71,89).

Kisérleteinkben a teszt mar kordbban standardizalt formajanak (68,69) rutin
laboratoriumi  diagnosztikdban vald alkalmazasat, optimalizalasdnak
feltételeit vizsgaltuk. Ennek sordn méréseket kiviteleztiink sejtvonalakon és
klinikai mintdkon, melyek a teszt megfeleld reprodukalhatosagat és az
eredmények hitelességét igazoltak.

A teszt komponensek eltarthatosaganak vizsgalataval igazoltuk, hogy -20°C-

on mind a fluoreszcens méréshez hasznalt kalcein-AM festék, mind a
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transzporterek blokkolasara alkalmazott verapamil torzsoldatok formajaban
1 évig stabil, funkciojat megorzi.

A preanalitikai hibdk csokkentése érdekében a mintavételt kovetden
kiilonb6z6 idépontokban végeztiik el a MAF meghatarozast. Ezen mérések
konkluzidjaként megaéllapitottuk, hogy a periférids vér/csontveld
feldolgozéasa a levétel utan 4-6 6ran beliil sziikséges, mig az eldkészitett,
kalceinnel feltoltott sejtek 4°C-on 24 6raig tarolhatok.

Az eredmények szelektivitasdnak novelésére célszerli felszini marker jelolés
alkalmazasa, mely lehetdvé teszi a leukémias sejtek MDR aktivitasdnak
mérését €s a normal sejtek kizarasat a vizsgalatbol. Irodalmi adatok alapjan a
malignus sejtek azonositasara leginkabb CD34 jelolés hasznalhato (90-93),
de vizsgalhatjuk a CD45 dim populaci6 MDR aktivitasat is (94).
Megjegyzendd, hogy nem csak egészséges csontveldi sejtek analizise
igazolta a normal CD34+ sejtek fokozott Pgp expresszigjat és funkciojat az
érett sejtekkel szemben, hanem kalcein teszttel végzett funkcionalis MDR
teszt soran a CD34+ leukémidkban is szignifikansan nagyobb Pgp aktivits
volt kimutathato a CD34- blastok aktivitasaval szemben (71). Eredményeink
alapjan a kalcein tesztben kombinalt jelolés esetén a leukémias sejtek

jelolésére a kalcein erds fluoreszcencidja miatt fontos hogy az FL-3
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detektorba jelet ado fluorophort (PerCP vagy PECy5) hasznaljunk megfeleld
kompenzacié mellett.

Az MDR detektalasa esetén konszenzus protokoll ajanlasa alapjan helyes két
kiilonb6z6 modszer hasznélata (95,96), pl. funkcionalis teszt ¢&s
monoklonalis antitest egylittes alkalmazasa. Nagyobb klinikai beteganyagon
ilyen jellegli Osszehasonlitdst nem végeztiink, de néhany mintdban
meghataroztuk a sejtfelszini receptorszamot és vizsgaltuk ennek a MAF
molekulaszam 0Osszefiiggése nem linedris, a klinikai minta viszonylag
alacsony tartomanyaba es6 MAF érték (<50) esetén a Pgp szdm nehezen
meghatarozhatd, a kalibracios gorbe sziik also tartomanyaba esik, mig a
hozzajuk tartozd6 MAF értékek széles skalan véltoznak. Igy ez a
meghatarozas nem differencidl kell6képpen az MDR pozitiv és MDR
negativ esetek kozott, a funkcionalis teszt az MDR aktivitds szenzitivebb
indikatoranak tekinthet6. Fontos megjegyezni, hogy az expresszid ¢és a
funkcid vizsgalata adhat eltéré eredményt, mivel a funkciondlis teszt egyéb
transzporterek aktivitasat is méri igy az efflux +/Pgp- esetek magyarazhatok,
mig a nem eléggé specifikus antitestek hasznalata vezethet efflux-/Pgp+

esetek észleléséhez (97).
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A klinikai mintdkon kapott eredményeink alapjan a 93 de novo acut
leukémids beteg vizsgalatdval az irodalmi eredményekkel egyezéen AML-es
betegekben az MDR aktivitas szignifikdnsan magasabb értékét talaltuk az
ALL betegcsoporttal dsszehasonlitva. Eredményeink kdzott nem abrazoltuk,
de elvégeztik 40 egészséges egyén mononuclearis sejtjeibdl is a MAF
meghatarozast, melynek atlag értéke nem kiilonbozott szignifikansan az
ALL csoport betegeibdl kapott atlagtol.

A teszt cut-off értékének meghatirozasanal nem hagyatkozhattunk a normal
myeloblastok MAF értékére, hanem klinikai adatok alapjan hiiztuk meg ezt a
hatarértéket. A responder és non-responder csoport atlagértékét és szorasat
figyelembe véve a kettd kozotti érteket jeloltiik meg cut-off értéknek, ezek
alapjan betegeinket MDR pozitiv és MDR negativ csoportba osztottuk.
Megallapitottuk, hogy a kalcein teszt negativitasa 72%-os prediktiv értékkel
eldre jelzi a terdpia hatékonysagat és jobb a talélés ebben a csoportban, mig
az MDR pozitivitas detektaldsakor az esetek 69%-ban kedvezdtlen terapids
valaszra és rovidebb tulélésre szamithatunk.

Vizsgaltuk egyéb prognosztikai faktorok korrelaciojat a klinikai
kimenetellel, ezek kozott azonban csak a betegek életkora mutatott

statisztikailag szignifikans Osszefliggést a terapiara adott valasszal és a
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tuléléssel, a CD34 ardny, fvs szam, LDH érték esetén ilyen fajta korrelaciot
nem tudtunk igazolni.

Vizsgalataink olyan metodikai kérdésekre terjedtek ki, melyek a
leukémia diagnosztika pontositasat, konnyebbé tételét €és a progndzis
megitélését céloztak. Eredményeink alapjan allast foglaltunk (i) a sejtvonal
azonositdsaban fontos intracellularis markerek antitest klonjainak és a
permeabilizald szereknek a kivdnatos kombinacidirél (ii)) a PSGL-1
expresszid diagnosztikai jelentdségérdl, mely a kvantitativ aramlési
cytometria mddszerével alkalmas az AML szubtipusok elkiilonitésére (iii) a
multidrog rezisztencia detektdlasdra hasznalt funkcionalis teszt, a kalcein
teszt optimalizalasanak feltételeirdl és a teszt klinikai eredményeirdl. Ezen
modszerek a mar alkalmazott metodikdkkal egyiitt hozzajarulnak a
leukémias sejtek sajatsdgainak komplex megitéléséhez €és ezzel a terdpia

hatékonysaganak noveléséhez.
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Roviditések jegyzéke

ABC = antibody binding capacity (antitest koto képesség)

ALL = acut lymphoid leukémia

AML = acut myeloid leukémia

BCRP = breast cancer related protein (emld rdkokhoz kapcsolddo protein)

Kalcein-AM = Kalcein - acetoximetilészter

FAB = French — American — British

FITC = fluoreszcein izotiocianat

FSC = forward scatter (eldre szort fény)

HBSS = Hank’s Balanced Salt Solution

MDR = multidrug resistance (multi-drog rezisztencia)

MFI = mean fluorescence intensity (atlagos fluoreszcencia intenzitas)

MRD = minimal residual disease (minimalis rezidualis betegség)

MPO = mieloperoxidaz

MRP = multidrug resistance related protein (multi-drog rezisztencidhoz
kapcsolodé protein)

PBS = phosphate buffer salina

PE = fikoeritrin

PFA = paraformaldehid

Pgp = P-glikoprotein

PI = propidium - jodid

PSGL-1 = P szelektin glikoprotein ligand -1

SSC = side scatter (oldalra szort fény)

Vp = Verapamil
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