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BEVEZETES

A laboratériumi analizis nélkiilozhetetlen a hematoldgiai korképek korismézése, valamint a
betegek monitorozdsa sordn. Ezen betegségek gyodgyuldsi esélyének javitdsdban, a kezelés
sikerességének novelésében perdontd szerepet jitszik a korrekt diagndézis megéllapitdsa, a
kéros sejtek tipusdnak pontos meghatirozdsa, amely a megfeleld terdpids protokoll
megvdlasztdsdhoz is sziikséges. A morfoldgiai és citokémiai vizsgidlatokon tdilmenden
napjainkban elengedhetetlen a monoklondlis antitestekkel végzett immunfenotipizalas
aramlasi citometridval, mely lehetOvé teszi a sejtvonal-specificitds meghatarozasat, valamint a
sejtek érettségi fokdnak, a sejtpopuldcié heterogenitdsanak és a normal sejtektdl vald
fenotipusbeli eltérésének megitélését. A koérismézésben betoltott szerepén tul a patologids
sejtek immunoldgiai és genetikai tulajdonsigainak ismeretében vélik lehetévé a remisszid
azonositdsa, valamint a minimadlis rezidudlis betegség (MRD) detektdldsa és a relapszusok
korai felismerése. Ehhez a neoplasztikus sejtek minél sokoldalibb karakterizdldsa,
ugynevezett multiparametrikus analizise sziikséges, amely sordn egyszerre tobb adatot
nyerhetiink a sejtek strukturélis és funkciondlis jellemzdirdl.

Téziseimben az elmilt 6 év sordn a Debreceni Egyetemen végzett kisérletes munkdimon
keresztiil bemutatom a celluldris markerek analizisének fontossagat elsésorban a hematoldgiai
kérképek diagnosztikdjiban, a betegség nyomon kovetésének lehetdségét is érintve, dontéen
dramldsi citometriai technikdkat alkalmazva. A fent emlitett eljards mellett allitdsaim
igazoldsdra szdmos egyéb sejtbioldgiai, mikroszkopos és fehérje biokémiai mddszert is
alkalmaztam. A munkdban bemutatisra keriild6 eredmények uj adatokat szolgdltatnak,
amelyek a korfolyamat mélyebb megismerése mellett a mindennapi diagnosztikus

tevékenységben nydjthatnak segitséget, és a betegek kovetése soran is hasznosithatok.



Sejitfelszini és intracelluldris fehérjék

A sejthartya f6 szerkezeti €s funkciondlis részei a lipid kettos réteg és az abban elhelyezkedd
valtozatos fehérjék amelyek jol strukturdlt, dinamikus rendszert alkotnak. A membrin
antigének az ugynevezett ,cluster of differentiation” (CD) beosztds alapjian keriiltek a
mindennapi gyakorlat szdmara is jol atlathatd, rendszerezett formaba. A hemopoetikus sejtek
antigénjeinek dontd tobbsége intracelluldrisan taldlhaté. A koéros sejtvonal legmegbizhatobb
meghatdrozdsira az intracitoplazmatikus markerek szolgidlnak, amelyek é&ltaldban mar a
felszini markerek megjelenése eldtt kimutathatdak.

Celluldris fehérjék vizsgdlata dramldsi citometridval

Az antitestekkel valé jelolés torténhet direkt (egylépéses) vagy indirekt (kétlépéses)
modszerrel. A mérések eredményeit megjelenithetjiilk dgynevezett felhdképek (,,dot plot”)
vagy hisztogramok segitségével. Az intracelluldris markerek meghatidrozdsidhoz aramlasi
citometriai analizis esetén a sejtek permeabilizdldsa sziikséges, amely befolydsolhatja a
vizsgélat szenzitivitdsat és specificitdsit is. Ha a protein jelenléténél lényegesebb annak
aktivitdsa funkciondlis teszt alkalmazdsa célszerli. Az dramldsi citometria kvantitativ
meghatarozasok elvégzésére is alkalmas modszer. Egzakt antigénszdm megaddsa is lehetséges
sejtenként kalibracidés gyongyok segitségével. Paroxizmalis nokturndlis hemoglobinuridban
(PNH) nem-hemolizal6 betegekben jelenlévo kis PNH klonok is kimutathatok és megadhat6 a
III-as tipusd (komplett deficiencia), II-es tipusu (részleges deficiencia) és I-es tipusi (normal)
sejtek ardnya az analizalt mintdban.

Malignus hematologiai korképek immunfenotipus vizsgdlata dramldsi citometridval

A leukémia kiilonb6z6 csoportjainak tobbes jeloléssel torténd immunfenotipus vizsgilata a
diagnosztikai fejlédésben kulcsfontossagi volt, mivel a kordbban kizardlagosan alkalmazott
morfoldgiai és citokémiai vizsgalatok értékelése fiiggott a vizsgald gyakorlatatol és gyakran

szubjektiv volt. Ezen kiviil a morfoldgiailag vizsgidlhaté sejtszam legfeljebb néhany szaz



lehet, mig az dramldsi citometriai vizsgalatok sordn a de novo esetek vizsgélatakor
rutinszeriien 10-50 000 sejt analizise torténik, de MRD keresésekor akar 0,5-1 millié sejt
vizsgélatdra is sor keriilhet.

Célom volt ezen sejtfelszini és intracelluldris markerek vizsgdlatdnak optimalizaldsa, valamint
az 4ramldsi citometriai vizsgélat objektivitisdnak novelése az eredmények kvantitativ
megjelenitése révén. Ezeket a mddszereket leukémidban, klinikai mintdkon is alkalmaztam,
diagnosztikailag felhaszndlhaté vagy prognosztikai szempontbdl jelentds dj markerek

keresése céljabol.

METODIKAK

A kisérletek sordn felhaszndlt vegyszerek:

Anti-CD3 PerCP, anti-CD5 PE, anti-CD14 FITC, anti-CD19 PerCP, anti-CD19 APC, anti-
CD20 FITC, anti-CD33 PE, anti-CD34 PE, anti-CD34 PerCP, anti-CD41 PE, anti-CD42a
FITC, anti-CD45 FITC, anti-CD45 PerCP, Calibrite, FacsLysing Solution, Quantibrite
(Becton Dickinson, San Jose, CA), anti-CD5 PE-Cy5(Immunotech, Marseille, France), anti-
CD10 PE, anti-CD13 FITC, anti-CD56 PE-Cy5, anti-CD79« PE, anti-IgM PE, anti-MPO PE,
anti-TdT FITC, anti-egér FITC, Intrastain kit (Dako, Glostrup, Denmark), anti-CD55 PE,
anti-CD59 PE (Pharmingen, San Diego, CA), anti-Zap-70 (clone 2F.3)  (Upstate, Lake
Placid, NY), anti-FXIIIA nyul szérum (CenteonPharma, ZLB Behring, Marburg, Germany),
BSA, Ficoll Histopaque 1007, FITC-jelold kit, Glicerol , HBSS, HEPES, Paraformaldehid,
Propidium jodid, Verapamil (Sigma, St. Louis, MO), Calcein-AM (MolecularProbes,
Eugene, OR,USA), ECL Kit (Amersham, Buckinghamshire, UK), EDTA, NaCl (Spektrum-
3D, Debrecen, Hungary), Fix&Perm kit (Caltag, Burlingame, USA), Heparibene (Na-heparin)

(Ratiopharm, Merckle, Germany), KCI (ScharlauChemie, Barcelona, Spain), MOWIOL 4-88



(Hoechst Pharmaceuticals, Frankfurt, Germany), SDS, TRIS (Bio-Rad, Hercules, CA),
Triton-X 100 (Reanal, Budapest, Hungary), Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories,
Burlingame, CA).

Humdn mintdk, sejtvonalak:

A vizsgdlatok sordn az aldbbi humdn eredeti mintdk keriiltek alkalmazdsra: rutin
diagnosztikai vizsgédlatokra a laboratériumba érkezett heparinnal vagy EDTA-val
alvadasgatolt csontveld aspirdtum, EDTA-val antikoaguldlt teljes vér (DE OEC-KEB 1034-
2001), valamint human epidermoid karcinéma sejtvonalak, KBV-1 (human MDRI+

sejtvonalak) és KB3-1 (human MDR1- sejtvonal).

Médszerek

1. Antigének jelolése direkt és indirekt modszerrel

A leukémia immunfenotipus vizsgdlatokhoz mind a de novo, mind rezidudlis betegség
keresésére szobahdn tarolt 24 6rdndl nem régebbi, alvadasgatolt csontvel6i vagy periférids
vérmintat haszniltam. A de novo eseteknél a mintavétel a betegség felfedezésekor kezelés
megkezdése eldtt rutin klinikai eljarasokkal tortént. A direkt jeloléshez a teljes vér és
csontveldi mintdkat megfeleld izotipus kontroll mellett, telitd koncentricidban alkalmazott
FITC-vel, PE-vel, PerCP-vel, Pe-Cy5-val, APC-vel direkt konjugdlt monoklonalis
antitestekkel 20 percig szobahOn sotétben inkubdltam. Ezutdn a vordsvérsejteket (vvt)
FacsLysing oldattal 10 percig lizdltam, majd a leukocitdkat centrifugdldssal lilepitettem. Ezt
kovetden a mintat 2x mostam PBS-ben, majd 1%-os paraformaldehidben (PFA) fixdltam és
4°C-on tarolva a jelolt sejteket, 24 oOran belill elvégeztem a mérést. Direkt
intracitoplazmatikus jelolés esetén szigordan kovettem az alkalmazott kit gyartdi utasitasait.
A FXIII-A FITC-vel jelolt monoklonalis antitestet 2lLg/mL végkoncentracioban alkalmaztam.

Direkt jelolo eljarasok mellett, indirekt intracitoplazmatikus jelolést alkalmaztam B-CLL-es



betegek mintdiban a Zap-70 kifejez6dés meghatirozasasra 3- illetve 4-szinii jeloléssel. Az
indirekt intracitoplazmatikus jeldlés sordn a mintavételt koveté 24 6ran beliil 1,5x10° sejthez
100 pL fixalét (Caltag, Fix&Perm kit) adtam (15 perc, 25°C), majd a sejteket PBS-ben
mostam. Ezutdn 1,5 pg jeloletlen antitesttel (anti-Zap-70, Upstate, Lake Placid, NY, klon
2F3.2 egér 1gG2a) inkubdltam a mintit a premeabilizdlé reagens (Caltag Fix&Perm kit)
jelenlétében, amely a vvt-k lizisét is biztositotta. Ujabb mosast (PBS) kovetéen 20percig 50x
higitasu, kecskében termeltetett anti-egér-FITC antitesttel inkubaltam. Ezt kovette a korabban
mar részletezett sejtfelszini direkt jelolés, majd ugyancsak 1%-os PFA-ban valé fixalas és
tarolas 4°C-on a mérés elvégzéséig. A mintdkat Becton Dickinson FacScan és FacsCalibur
aramlasi citométerrel mértem. Az analizis CellQuest vagy Paint A Gate program segitségével
tortént. A mérések sordn az adott kisérlettdl fiiggden 10000 (de novo leukémia
immunfenotipizalds), vagy 100 000 sejt adatait (Zap-70 analizis, MRD vizsgélat) gyljtottem
be ,,list mode file”-okban. A 3-as, illetve 4-es jelolés elott a késziilékek bedllitisdhoz és a
kalibracidhoz Calibrite gyongyok (bead) haszndlata mellett a standard eldirdsok szerinti
protokollokat alkalmaztam. A blasztok azonositdsa a normdl sejtekhez viszonyitott
alacsonyabb CD45/SSC szignalok alapjan, a B-CLL sejtek detektdldsa az FSC/SSC alapjan
felallitott limfocita kapubdl a patologids CDS/CD20 koexpresszié alapjan tortént. Az
eredményeket az adott markerre pozitiv sejtek szazalékos ardnydban, az 4atlagos
fluoreszcencia intenzitds (MFI) formdjaban, vagy az antitest kotd kapacitds (ABC)
feltiintetésével, illetve abszolut sejtszam/uL. (MRD vizsgalatok) egységben adtam meg.

2. Antigének kvantitativ meghatdrozdsa

A kvantitativ dramldsi citometriai méréseket kalibrdlé gyongyok segitségével végeztem. A
Quantibrite kalibrdlé gyongyokhoz gydrilag adott szdmd PE fluorofért konjugéltak. Ez
alapjdn a méréskor 4 eltéré fluoreszcencia intenzitdsi csdcsot kaptam. Az 4tlagos

fluoreszcencia intenzitast (MFI) és a gyongyhoz kotott ismert flurofor (PE) szamot log-log



skdlan dbrazolva kalibracids egyenest kapunk. A PE a jelolo antitesttel 1:1 ardnyban
kapcsolddik, amely szintén 1:1 sztochiometriai ardnyban kotddik az antigénhez, igy adott FL-
2 er6sitésnél, az antigén kifejez6dés mértéke az antitest kot kapacitis (ABC) alapjan
megadhatd. Valamennyi antitest monovalens volt.

3. Kalcein esszé (funkciondlis tesz)

A mononukledris sejteket Ficoll (Ficoll Histopaque 1007, Sigma, St. Louis, MO) grddiensen
szepardltam standard mddszer szerint, majd 1 mL Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
oldatban reszuszpendéltam. Ezt kovetden a sejteket verapamillal (75uM) illetve anélkiil
inkubédltam 37°C-on 5 percig, majd a sejteket kalcein-AM-el telitettem 200 uM
végkoncentraciéban (10 perc, 37°C). A reakciot centrifugaldssal allitottam le, majd a sejtek
életképességének vizsgdlatira propidium-jodidot (PI) adtam a sejtszuszpenzidhoz (0,01
mg/mL végkoncentracid). A mérést legfeljebb 24 6ra 4°C-on torténd tarolds utdn végeztem el
Becton Dickinson FACSCalibur illetdleg FACScan dramlési citométereken 10 000 esemény
adatait begytijtve. A teszt mindségi kontrolljaként KBV-1 és KB3-1 humén epidermoid
carcinoma sejtvonalakat haszndltam, amelyeket kordbban vinblastin jelenlétében vagy annak
hidnyaban tenyésztettem. A KBV-1 sejteket (human MDR 1-pozitiv sejtvonal) 10%-os fotalis
bovin szérummal szupplementilt DMEM-ben tenyésztettem 0,2 pg/mL vinblastin
jelenlétében 5% széndioxid tartalmi atmoszférat biztositd, parasitott termosztatban. A KB3-1
sejteket (human MDR 1-negativ sejtvonal) vinblastin nélkiil tenyésztettem.

4. A kalcein teszt és felszini antigénjelolés kombindcioja

A minta el6készitésének menete a Ficollos szepardldst kdvetd verapamillal és kalcein-AM-el
torténd inkubdcio 1épéséig hasonld a fent leirtakhoz. Ezt kovetden a sejteket propidium jodid
nélkiil reszuszpendaltam és mostam HBSS-ben, majd centrifugdlést kovetden a sejteket S0 uL

HBSS-ben vettem fel, melyben 10 pg/mL végkoncentracidju PerCP-konjugdlt antitestekkel



(igy CD45-, CD3-, CD19-ellenes), kontrollként megfeleld izotipus antitestekkel inkubéltam
20 percig. A jelolés utan a sejteket FacScan dramlasi citométeren vizsgaltam.

5. Konfokdlis mikroszkopia

Koriilbeliil 10°, primer betegmintib6l szarmazé sejtet centrifugaldst kovetéen 100 uL PBS-
ben reszuszpendiltam és citocentrifugdban (Wescor, Logan, UT, 1000 rpm, 5 perc)
targylemezre iilepitettem. A preparadtumokat alufélidba csomagolva felhaszndlésig -20 °C-on
taroltam. A citospin készitményeket kiolvasztottam és 4%-os PFA-ban fixdltam 10 percig,
majd 3x mostam PBS-ben (300g, 5 perc). A FITC-vel konjugélt anti-FXIII monoklonalis
antitesteket 15 pg/mL koncentracidéban vettem fel 1 mg/mL BSA-t tartalmaz6 PBS-ben, majd
30 percen at 0,1% Triton X-100-ban szobahdn permeabilizaltam a sejteket. Az inkubécid
utolsé 5 percében 0,5 pg/mL végkoncentraciéban propidium jodidot adtam az oldathoz.
Ezutin a készitményeket 3x mostam 1 mg/mL BSA-t és 0,05% Triton X-100-at tartalmazd
PBS-ben. Végiil a mintdkat tjra PBS-ben mostuk és 10 L. Mowiol-al (0,1 M Tris-HCI, pH
8,5, 250 g/L glicerol és 10% Mowiol 4-88) fedtiik be. A szuszpenddlt sejtek jelolése hasonld
protokoll szerint tortént kivéve, hogy a jelolés sordn 0,05% Tritont mig a mosdshoz 0,01%
Tritont alkalmaztam. Az utols6 iiledéket 10 pL Mowiol-al kevertem Ossze és tiszta
tairgylemezekre vittem fel a sejteket. A mikroszképos analizist Zeiss (Gottingen,
Németorszag) LSM 510 rendszerrel végeztem C-Apochromat 63x/1.25 NA vizimmerzios
objektivvel. A fluoreszceint 488 nm-es Argon ion lézerrel, a propidium jodidot 543 nm HeNe
1ézerrel gerjesztettem €s a jeleket 505-550 nm-es sdvsziirdn, illetve 560 nm-es long pass filtert
hasznédlva gytjtéttem be. A detektdlashoz 1 um optikai szeleteket és 512x512 pixel-es
képeket készitettem. A pixel id6 6.4 ps volt. Valamennyi felvétel olyan mddon tortént, amely

a csatorndk kozotti dtszennyezést kikiiszobolte.



6. FXIII-A ELISA vizsgdlat

Az XllI-as faktor "A" alegységének sejtlizitumbdl torténd meghatarozasat az intézetiik
munkacsoportja 4dltal kozolt moddszer alapjdn kis modositdssal végeztem. Roviden, a
trombocita kontamindcié elkeriilése érdekében a limfoid sejteket, illetve a maéagnes
gyongyokkel CD14 pozitivitds alapjan szepardlt monocitikat 3x mostam 20 mM EDTA-t
tartalmazé PBS-ben (2200g, 4 percig). Majd sejtszimot mértem az ultrahangos szonikdlds
(4°C, 3x30 maésodperc) elétt, hogy pontosan kalkuldlhaté legyen a FXIII-A/sejt tartalom. Ezt
kovetden streptavidinnel fedett ELISA lemezeken egyiitt inkubaltam biotinalt FXIII-A ellenes
befogd monoklondlis antitestet, a higitott sejtlizitumot valamint egy masik FXIII-A epitép
ellenes peroxiddzzal jelolt monoklonalis antitestet. Az 1 dras inkubdciét kovetden a lemezeket
PBS-sel mostam majd a reakciét elohivtam és kénsavval ledllitottam. Az abszorbancidkat
minden esetben Labsystem Multiscan microplate leolvasdval olvastam le 450 nm-en.

7. Western-blot (FXIII-A)

A FXIII-A kimutatdshoz az ALL-es, illetve a negativ kontrollként hasznilt B-CLL eredett
csontveldi- illetve periférids vérmintdk vvt tartalmat BD FACS lizdl6val lizdltam, majd a
sejteket 3x mostam 20 mM EDTA-t tartalmaz6 PBS-ben (2200g, 4 percig). Az utolsé mosést
kovetden a sejteket 100 uL. SDS PAGE minta pufferben vettem fel (62,5 mM Tris-HCl, 2%
SDS, 10% glicerol, 0,1% bromfenol kék, 4,5% merkaptoetanol), majd a keveréket 5 percig
forraltam. A mintdkb6l minden esetben egyforma sejtszaimnak megfelel6 lizatumot vittem fel.
A mintat 7,5%-os SDS poliakrilamid gélre vittem fel, és 40 mA-en redukdlé kozegben
elektroforetizaltam (BioRad, Hercules, CA), majd Immobilon P membranra (Millipore,
Bedford, MA) blottoltam (Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell késziilék, Bio-Rad). A nem
specifikus kotések blokkoldsdra 1 o6rdn at razdégépen szobah6én 3%-os zselatin tartalmu
oldatban (0,5 M NaCl, 20mM Tris-HCl, pH: 7,5; TBS) inkubaltam a membrant és éjszakara

4°C-on TBS-ben tartottam. Az elsé antitest FXIIIA ellenes poliklondlis nyidl szérum 5000x



higitdsa volt 1%-os zselatinos TBS-ben. Majd rdzégépen 1 6ra inkubaciét kovetden 3x5
percig TTBS-ben mostam a membriant. Madsodik antitestként biotindlt anti-nyul
immunglobulin 4000x higitdsat haszndltam. Ujabb 30 perc inkubéci6 kovetkezett a razégépen
sotétben, majd mosds TTBS-ben 3x5 percig és ezt kdvetden Vectastain-kittel tortént az
eléhivds. A szubsztrat oldat elektro-kemilumineszcencia (ECL) elve alapjdn detektdlta a

sdvokat, melyeket rontgenfilmen rogzitettem.

EREDMENYEK

A normadil sejtek standardként valo alkalmazdsa PNH-ban

2001. januar és 2004. december kozott, munkatiarsaimmal egyiitt 80 klinikailag hemolizald
beteg mintdjat vizsgaltam PNH irdnyba, végiil 4 esetben lehetett PNH-t kimutatni. Mind a 4
beteg anamnézisében hasi fdjdalom, hanyds, sotét vizelet és 14z szerepelt. A laboratériumi
tesztek nem konjugélt hiperbilirubinémiét, emelkedett LDH aktivitdst és hemolizist mutattak.
A vorosvérsejteket és a leukocitdkat direkt immunfluoreszcens jelolést kovetden az atlagos
fluoreszcencia intenzitdsuk (MFI) alapjan soroltam I-es, Il-es, illetve Ill-as csoportba. A
CD55 és CDS59 jelolés kapcsan valamennyi sejttipus 10-es MFI érték alatt nevezhetd Ill-as
tipusinak. A Il-es tipusd sejtek esetén az MFI 34£11 volt, I-es tipusu sejtek estén pedig
280£150. A CD14 marker esetén a Ill-as tipusd sejtek MFI-je 39236 volt, II-es tipusi nem
fordult eld, az I-es tipusi sejteké pedig 206011000 értéket mutatott. Ezen értékek
Osszhangban vannak a CDI14 magasabb expresszi6jdval monocitdkon. A kvantitativ
analizishez hasznalt Quantibrite gyongyokre felvitt PE molekuldk fluoreszcencia intenzitasat
a sejtek MFI értékeihez viszonyitottam. Valamennyi felhasznélt antitest monovalens volt és a
PE:mAb ardny minden esetben 1 volt, igy az antitest kot kapacitds (ABC) megadhat6 volt. A

vvt-k esetében az adott markerre negativ sejtek ardnya a granulocitdk és a monocitdk mintegy



40%-a volt. A jelenség a PNH-s vvt-k szeletiv destrukcidjaval magyardazhatd. A PNH-s klén
aranya jobban megitélhet6 a granulocitdk és a monocitak vizsgalataval.

A P-glikoprotein és MDR vizsgdlata

A kalcein esszé sejtfelszini markerrel végzett jeloléssel kombindlhat6. Az MDR aktivitas PE-
jelolt antitestekkel egyiitt vizsgalva problematikus. Ugyanis a kalcein rendkiviil intenziven
vilagit az FL-1 csatornan, ezért az FL-2 csatorndn megjelend fluoreszcencia atvilagitas
(,,spillover”) miatt az itt jelet adé PE-jelolt antitesttel nem alkalmazhaté. Megfeleld
kompenzaciéval PerCP- vagy PE-Cy5-konjugalt antitestekkel az FL3 csatornan (>650 nm) az
MDR aktivitds és a felszini jelolés mégis kombindlhatd. Ennek sordn direkt sejtfelszini jelolés
tortént anti-CD19- és anti-CD3-PE-Cy5 monoklonélis antitestekkel az izoldlt mononukleéris
sejtek kalceinnel tortént inkubaldsat kovetéen. Ennek eredményeképpen a kiilonb6zo sejtek
(B-, T-sejtek) MDR aktivitdsa meghatdrozhat6 volt. A jelolodést egészséges T- és B-sejteknél
20 esetben az FL1 (kalcein jel)-FL3 (PE-CyS5 jel) ,,dot plot” dbrdk alkalmazdsaval elemeztem.
Azt talaltam, hogy a normadl limfocitdk MDR aktivitasat tekintve a T-sejteké magasabb volt
mint a B-sejteké. A funkciondlis teszt kombindcidja felszini jeloléssel azért birhat
jelentéséggel, mivel a kiilonboz6 laboratériumok eredményeinek Osszevetése, az eltérd

fluoroforok és az eltéré kompenzacié kdvetkeztében nem minden esetben lehetséges.

XIII-as faktor kimutatdsa AML-ben

Munkatdrsaimmal kozosen folytatott vizsgédlatok szerint akut monocitds és mielomonocitas
leukémiaban az FXIII-A a CD14-nél érzékenyebben azonositotta a blaszt sejteket. Az M4 és
M5 esetekkel ellentétben a krénikus mielomonocitas leukémia (CMML) mintakban a CD14
és az FXIII-A egyforma szédzalékos pozitvitdst adott, mely arra utalt, hogy érettebb sejtek
esetén a két reakcié azonos populdcidt jelolt. A mieloblasztos és monoblasztos leukémidkat
Osszehasonlitva az FXIII-A reakci6 szenzitivitdsa 100% volt, a specificitdsa 95% volt. Az

FXIII-A expresszio AML M4, M5 és CMML esetén intenzivebb mint a normadlis periférids
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vér monocitdi esetén. A megakariocita sejtvonalat tekintve, AML M7 esetében az FXIII-A
jelolodés  specifikusabb volt a hagyomanyosan alkalmazott trombocita/megakariocita
markereknél. AML M1-M6 FAB csoportokban, sdt normal mieloid sejteken is gyakran igen
jelentds CD42a (GPIX), CD42b (GPIb) és CD41 (GPIIb) jelolddés mutathat6 ki. Ennek oka
az, hogy kalcium-fiigg6 mddon trombocitdk vagy trombocita mikropartikuldk tapadnak a
mieloid sejtekhez. Ez a jelenség nem csupdn malignus hematolégiai kérképekben fordul eld,
lefrtak extrakorpordlis keringést és reperfizit kovetden a korondridkban és a periférids
vérben. A vizsgilati minta EDTA-s mosassal vald elokezelésével ez a fals-pozitiv reakcid
kikiiszobolhetd. Ilyenkor a trombocita glikoprotein analizis eredménye az FXIII-A
jelolodéssel megegyezd eredményt mutat, amelynek eredményeként a valés megakariocita
arany adhaté meg.

XIII-as faktor kimutatdsa ALL-ben

Az akut limfoblasztos leukémia (ALL) immunfenotipusdt tekintve dramldsi citometridval igen
jol karakterizalt csoportokba oszthat6. Az ALL-ek nagyobb hinyada B-sejtes, amely tovabb
oszthaté az EGIL (European Group for the Immunological Characterization of Leukemias)
ajanldsai alapjan a kovetkezd alcsoportokra: pro-B ALL, common ALL (cALL), (late) pre-B
ALL és érett-B ALL. A leggyakrabban el6fordulé tipus a cALL. Erre a csoportra a sejtfelszini
CD10 intenziv kifejezddése, ,,overexpresszidja”’, valamint ezzel egyidejlileg az
intracitoplazmatikus IgM hidnya jellemzd. A limfoblasztok B-sejt markereket (CD19, CD22,
CD790) exprimdlnak és gyakran éretlenségi markerekre (CD34, TdT) is pozitivak. A fenti
fenotipus jellemzOkon tilmenden a B-sejtes ALL-ek gyakorta mutatnak egyéb aberrdns
markerexpressziokat (LAIP). Differencialatlan ALL-ek fenotipus vizsgalata sordn észleltem
el0szor, hogy az ALL-es mintdk egy részében intracellularis FXIII-A pozitivitas mutathato ki,
hasonléan a kordbban részletezett AML esetekhez. Az FXIII-A jelolédés koexpressziot

mutatott a limfoblasztok markereivel (CD79a, CD19, CD34, CD10, TdT). Négy év alatt 47
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de novo B-sejtes ALL esetet - 41 csontvel6i és 9 periférids vérmintat - szisztematikusan
vizsgédltam. Azt taldltam, hogy az esetek 40%-ban volt detektdlhat6 az intracitoplazmatikus
FXIII-A pozitivitds. A pozitivitds hatarértéket a sejtek 30%-dnak pozitivitidsa esetén
definidlva azt az eredményt kaptam, hogy az FXIII-A-pozitiv (FXIII-A+) esetekben a
jelolédés mértéke 66% volt, mig a FXIII-A-negativ (FXIII-A-) esetekben 6,5%. A pozitiv és
negativ sejtek a fenotipus alapjdn jol elkiilonithetok voltak és az FXIII-A jelol6dés minden
alkalommal a limfoblaszt populdcidéban volt kimutathaté. Ezen sejtek dltaldban CD45-dim
jelolodést és CD34 pozitivitast mutatattak. Az érett B-sejtek, mint amilyenek B-sejtes CLL-
ben detektdlhatok, az dramldsi citometriai vizsgalat sordn valamennyi esetben negativak
voltak az FXIII-A jelolodésre. Az AML M4 vagy M5 alcsoporti leukémia sejtekéhez
viszonyitva az FXIII-A-pozitiv limfoblasztok MFI értéke alacsonyabb volt. A limfoblasztok
FXIII-A expresszidja varatlan eredmény volt, igy az FXIII-A jelenlétét a koros sejtekben
egyéb modszerekkel is verifikdltam. Azért, hogy a vérlemezkékben biztosan megtaldlhaté
jelentés mennyiségli FXIII-A ne zavarhasson a mérések sordn, a limfoblasztokat EDTA-s
mosdssal trombocita mentesitettem. Ezt kovetden elvégeztem az FXIII-A kimutatdsat
Western-blot technikdval. A vizsgélat aldtdmasztotta az d4ramldsi citometridval nyert
eredményeket: a kordbban FXIII-A+ esetekben - redukdld koriilmények kozt - egy 82 kDa
protein volt kimutathaté. A trombocita-mentesitett limfoblasztokat lizdlva meghatiroztam az
intracelluldris FXIII-A tartalmat egy ELISA rendszerben, amely kizdrélag az A, alegységet
detektélja. A vizsgdlatok sordn udgy taldltam, hogy a limfoblasztok 3,1 fg/blaszt atlagos
mennyiségben tartalmaznak FXIII-A-t, amely ugyan jelentdsen kevesebb a monocitdkban
kimutatott 37 fg/sejt atlagértéktdl, de a sejtek térfogatbeli kiillonbségeit figyelembe véve ez a
mennyiség nem elhanyagolhat6. Konfokdlis 1ézer szkenning mikroszképia segitségével
kiilonbozd sikokban vizsgaltam az FXIII-A elhelyezkedését. A kisérletek sordn azt taldltam,

hogy a lokalizacié valamennyi esetben intracitoplazmatikus volt €s a kordbban - peritonedlis
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makrofagok esetén mar lefrt - kondenzalt fest6dést mutatta. Az ALL-es sejtekben megjelend,
tobb mddszerrel igazolt FXIII-A expresszi6 a leukémids limfoblasztok jellegzetessége,
ugyanis Ossejtmobilizdcié kapcsdn mdgneses szepardldssal nyert normdl CD34+ B-sejt
prekurzorokban az FXIII-A jel6l6dés nem volt kimutathat6.

Zap-70 analizis optimalizdldsa B-CLL-ben

A Zap-70 aramldsi citometridval kimutathaté marker. Detektdldsdra konjugdlatlan és direkt
fluoroforral konjugélt tobbféle antitest klon 4ll rendelkezésre, amelyek alkalmazédsdval 3- és
4-szinli multikolor dramlési citometriai analizis is végezhetd. Az eltérd jelolési eljarasokon
tulmendéen a killonb6zé sejtpermeabilizasi kitek haszndlata, az analizis modszerek,
lehetéségek terén is nagy a variabilitds. A detektalds moddszertani kiilonbségei jelentsen
befolyasoljak az analizis eredményét, a Zap-70-pozitiv B-sejtek aranyat. Kontrollként az elsé
vizsgélatok a biztosan Zap-70-pozitiv T- és NK-sejteket hasznaltdk. Negativ kontrollként
egyes szerzok semleges izotipusu antitestet alkalmaztak, mds centrumokban a biztosan Zap-
70-negativ normdl B-sejtekhez viszonyitottak Mindez az analizis standardizdldsdnak,
optimalizdldsdnak sziikségességét jelzi, amelyre, a munkacsoportommal kdzosen folytatott
vizsgélatokban indirekt jelolési technikét alkalmazva tettem kisérletet. Tiz normdl periférids
vérmintdt 24 6rdn beliil vizsgaltam, hogy pontosan meghatirozhaté legyen az eredmények
megadasandl kulcsfontossagu vertikalis kurzor helyzete az alapjan, hogy ismert a normal B-,
valamint T- és NK-sejtekben a Zap-70 hidnya, illetve jelenléte, rendre. A vertikdlis kurzort
tobb pozicidba allitva (1%, 2%, 5% T/NK-sejt negativitds), a leghitelesebb eredményeket
abban az esetben kaptam, ha a T/NK-sejtek 5%-a mutatott Zap-70 negativitdst. Ekkor a
normdl B-sejtek dtlagos jelolédése 3,36%12,32 volt, ami jé korreldciét mutatott kordbbi
irodalmi adatokkal (5-6%). Ez az érték 2%-os T/NK-sejt negativitds esetén 9,1%=7,16 volt,
mig 1%-os T/NK-sejt negativitast véve alapul 17,3%=11,45-nek adédott. Ahogyan a normal

sejtek esetén, ugy CLL-es betegek ugyanazon médon meghatarozott Zap-70 eredményeiben is
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jelentés kiillonbségekhez vezetnek a vertikdlis kurzor eltérd bedllitdsai. A megbizhato,
standard médszer hidnya akar a prognosztikai besorolast is megvaltoztathatja, a hagyomanyos
20%-os ,,cut off” értéket véve alapul. Amennyiben normal B-sejteket akarunk belsd negativ
kontrollként haszndlni CLL-es betegek vizsgilata sordn, sziikség lehet mdas egészséges
egyéntdl szdrmazd szepardlt mononukledris sejtek hozzdkeverésére a beteg mintdhoz, ugyanis
a legtobb esetben az Osszes B-sejt kéros (CD5/CD20/CD23-pozitiv) fenotipusi. Egészséges
egyéntdl mononukledris sejteket szepardltam, majd a sejtszuszpenzidt ismert B-CLL-es
betegek vérmintdidhoz kevertem. A vizsgalatba bevont betegek limfoid sejtjei dontdéen B-
CLL immunfenotipusidak voltak, benniik kevés T/NK-sejt mellett normal rezidualis B-sejt
nem volt kimutathaté. Az analizis sordan mintegy 4%-ban megjelent a patoldgias sejtpopulacié
mellett egy CD5-negativ normal B-sejt csoport, amelyhez a vertikalis kurzort 4llitva hasonld
eredményt kaptam, mint amikor a mintaban ugyancsak jelenlévo T/NK-sejtekhez illesztettem,
a kordbban emitett médon (5% T/NK-sejt) a kurzort.

Minimadlis rezidudlis betegség (MRD) vizsgdlata monoklondlis antitest terdpidt kivetioen
dramldsi citometridval ALL-ben

Egy 15 éves ndbeteget klinikus kollabordcids partnereim cALL miatt az ALL-BFM 95
protokoll szerint kezeltek, aki a diagndzis utdn 48 hénappal visszaesett. Ekkor ALL R-87
protokoll szerinti terdpiat kapott, amelyet kortikoszteroid pszichdzis €s a jobb femurfej
avaszkuldris nekrézisa kisért. Hatvanhét hoénap mdlva mdsodik csontveldi relapszus
kovetkezett be. Ekkor 4ramldsi citometridval 76%-ban CDI10 bright/CD19/TdT
koexpresszidju limfoblasztokat (3432 blaszt/uL) mutattam ki a csontveléi mintdban. A
relapszuskor azonositott blaszt populacié 59%-a egyidejileg CD20-pozitiv volt. A kordbbi
sulyos kortikoszteroid mellékhatisok miatt alkalmazott FLAG-IDA indukcids kezelés
harmadik, komplett remissziét eredményezett, detektdldsi hatar alatti szigndlokkal mind

morfoldgiai, mind d4ramldsi citometriai technikdkkal vizsgdlva. A ,Protokol M”
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konszoliddcids kezelés utdn a blasztok dramldsi citometridval ismét kimutathatova valtak.
Mivel a hagyomanyos kemoterdpia intenzifikacidjat sulyos mieloszuppresszio korlatozta, €s a
beteg MRD pozitiv volt, két alkalommal rituximabot (monoklondlis anti-CD20 antitest,
MabThera®, Roche, Hertfordshire, UK) kapott az ,,interim” fenntarté kezelésbe illesztve,
amelyet jol tolerdlt. Az MRD vizsgélatokat szdmos id6épontban (25. nap, 4., 6., 7., 8., 10. és
13. hénap) 100 000 sejt analizisével, 3-szinti direkt jelolési technikdval végeztem. A
rituximab kezelés a CD10/CD19/TdT pozitiv szubpopulacié csokkenését eredményezte. Bar a
blasztok szigndlja mindvégig kimutathaté volt, a CD20 expresszié6 mar az elsd infuziét
kovetden teljesen eltlint mind a csontveldi, mind a periférids vérmintabdl és a késobbiekben
sem tért vissza. A madsodik relapszus utin 13 hoénappal egy éretlen, CD19/TdT-pozitiv,
ugyanakkor CDI10/CD20-negativ limfoblaszt populacié volt detektilhaté (12%, 879
blaszt/ul) a csontveloben. A beteg ekkor beleegyezett az allogén hematopoetikus Ossejt
transzplantidcioba (HSCT), djabb FLAG-IDA kezelést kapott és a HSCT elvégzése elott
fulmindns tiid6 aszpergillézisban massziv pancitopénia mellett, 14 hoénappal a mdsodik
relapszust kovetden elhinyt. Az dramlési citometriai MRD meghatdrozds mellett Q-PCR
alapd MRD monitorozds tortént a DE OEC Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet
Klinikai Genomika laboratériumédban, ahol a madasodik relapszuskor azonositott péciens-
specifikus monoklondlis inkomplett T-sejt receptor (TCR) delta génédtrendez6dés volt a target
szekvencia. A kovetések sordn az els6é napi mintdhoz tortént a tovdbbiak hasonlitdsa. A
kvantitaciés hatdr 4,75x107 volt. Az MRD szignal fokozatosan csokkent, majd a 6. hénapra a
detektalasi hatar ala csokkent, az elso rituximab kezelés eldtt, egészen a 10. hénapig. Ekkortdl
az RQ-PCR-ral vizsgilt jel ismét detektdlhatova valt és a 13. honapra a kezdeti értéket is

meghaladta.
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MEGBESZELES

A laboratériumi teszteknél fontos a szenzitivitds, specifitds és a prediktiv érték ismerete. A
sejteket jellemz6 markerek detektdldsandl lényeges a minta-el0készités, ugyanis nem
megfeleld metodikdk alkalmazdsa dlpozitiv €és dlnegativ eredményekhez vezethet.
Meghataroz6 szempont, hogy a jelolés kizdrdlag azon sejteket azonositsa, amelyek valddi
pozitivitdst mutatnak az adott markerre és ne adjon nem-specifikus reakciot. Az eredmények
értékelésénél az alabbi szempontokat vettem figyelembe: a jel specificitdsanak értékelése (a
fals pozitiv jelet adé populacidk azonositdsa), a szenzitivitas vizsgélata €s ahol értékelheto, a
prediktiv érték megaddsa. Az dramlasi citometridval tobb szinli jeloléssel végzett
immunfenotipus vizsgalatok a hagyomanyos morfolégiai modszerek mellett a malignus és
premalignus hematoldgiai kérképek diagnosztikdjaban a napjainkban hasznalatos eszkoztar
alapvetd kellékei. A pontos diagnézishoz, mely a kezelést alapvetden meghatirozza,
sziikséges reprodukélhaté és — hasonléan maés klinikai laboratériumi vizsgilatokhoz — jol
standardizdlt moddszer alkalmazdsa. A korrekt diagndzis megéllapitdsa mellett a klinikai
onkoldgidban jelentds igény mutatkozik prognosztikai faktorok detektdldsdra is. Az ezen
betegségben szenveddknél a kovetés ugyancsak nélkiilozhetetlen. Vizsgdlataimat ezen
témakorok koré csoportositottam: (i) diagnosztika aberrans fenotipusok azonositdsaval, (ii)
prognosztika MDR kimutatdssal és Zap-70 expresszié vizsgdlattal és (iii) kovetés MRD
meghatdrozasaval. Torekedtem az ezekre alkalmas dramldsi citometriai markervizsgalatok
optimalizaldséra, valamint a médszertd] fiiggd lehetd legidedlisabb szenzitivitas és specificits
elérésére. Az dramldsi citometriai vizsgdlat objektivitdsdnak novelését probdltam elérni
munkdm soran.

PNH esetében mara az dramlési citometriai vizsgdlat gyorsasiga, egyszeriisége, pontossiga,

relative olcs6 volta és a kvantitativ analizis lehetdsége miatt kulcsfontossagu
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labordiagnosztikai médszerré valt, amelynek segitségével a nem hemolizal6 betegek kis PNH
klénjai is detektdlhaték. Igy a kordbban a diagnosztikdban hasznilatos teszteknél jéval
szenzitivebb mddszerré 1épett eld. Alkalmazasaval az I-es, II-es és Ill-as tipust sejtek ardnya
egzakt médon megadhatd. A kordbbi tanulmanyok a GPI-horgonyzott fehérjék expresszidjit a
PNH-s klon sejtjein nem vetették Ossze az egészséges sejtek expresszids mintdzatdval.
Vizsgdalataim alapjin egy dj paraméter - az MFI réta - haszndlatat vezettem be, amely a Il-es
és Ill-as tipusti PNH sejtek és a megfeleld normdl populdcié MFI értékének a hanyadosa.
Minél kisebb az MFI rata, anndl jobban diszkrimindl a GPI-horgonyzott marker a PNH-s €s a
normdl sejtek kozott. Eredményeim régebbi megfigyelésekkel Gsszhangban azt mutattak,
hogy az anti-CD55 nem azonositja olyan jol a kéros vvt populédcidt, mint az anti-CD59, mivel
ezen esetben joval alacsonyabb MFI ratdkat kapunk. Meghataroztam a szdzalékos negativitas
értékeket és az MFI ratakat a vvt, granulocita és monocita sejtpopuldciékban. Eredményeim
alapjan elmondhat6 kordbbi vizsgélatokhoz hasonldan, hogy a monocita az idedlis sejttipus a
PNH-s kl6n méretének meghatirozdsira, mivel az MFI ratdk itt a legalacsonyabbak. Ezért
ajanlhato az, hogy a PNH kl6n méretének meghatarozasarakor a CD14-negativ monocitdk %-
os értékét adjuk meg a munkacsoportunk 4ltal bevezetett MFI rataval egyiitt.

A prognosztikai faktorok kozé sorolt citosztatikum rezisztencia detektdldsara tobb moddszer
létezik. A Pgp-t, bar nem az egyetlen fehérje a multidrog rezisztencia (MDR) mechanizmus
kialakuldséban, az egyik legfontosabbnak tartjuk. A Pgp analizis alapvetéen hiarom kiilonb5z6
modszerrel torténhet: a Pgp mRNS kimutatdsdval, a Pgp antigén meghatarozasaval és a Pgp
aktivitds vizsgdlatdval. A kalcein teszt egy funkciondlis esszé, amelynek alapja, hogy a
kalcein-acetoximetilészter (kalcein-AM), hidroféb molekulaként a sejtbe diffundal, majd
nem-specifikus intracitoplazmatikus eszterdzok hasitjak és az MDR-ért felel6s transzporterek
- koziilik a legfontosabb a Pgp - a fluoreszkdl6 kalceint kipumpdljak. Az elébb emlitett

proteinek hidnyaban a hidrofil kalcein csapddba esik és aramlasi citométerrel j6l mérhetd
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jelintenzitidsa jellemzi az MDR aktivitdst. A tesztben a fehérjék aktivitisanak gatlasira
ugynevezett revertald agensek, modulatorok hasznalhatok. Ezek koziil a kisérletek sordan a
verapamilt (Vp) alkalmaztam. Az MFI-t a revertdlé dgens jelenlétében (Vp+) és hidnyédban
(Vp-) detektdlva a transzporterek aktivitdsdnak mértékére kovetkeztethetiink. Kvantitativ
eredményt a fluoreszcencia intenzitdsok kiillonbségébdl nyerhetiink a [MFI(Vp+) - MFI(Vp-
JI/MFI (Vp+) x 100 képlet alapjan. A kapott eredmény egy dimenzié nélkiili szdm, a
multidrog rezisztencia aktivitds faktor (MAF). A kalcein teszt felszini jeloléssel egyiitt is
elvégezhetd, ezaltal a specificitds novelésére van lehet6ség. Azonban a csatornak kozotti
atvilagitas lehetdségét nem hagyhatjuk figyelmen kiviil.

A kroénikus limfoproliferativ betegségekben (mint a CLL) prognosztikai csoportok 1étrehozasa
igen fontos, ugyanis a betegek egy részében a varhaté tilélés nem tér el jelentésen a hasonld
kort egészségesekétdl, mig masokat a betegség gyors progresszidja és rovid talélés jellemez.
Az utébbi id6ben szdmos nemzetkozi tanulmdny alapjan az immunglobulin-nehézldnc gén
varidbilis régidjdnak (IgV(H)) muticids stitusza és a Zap-70 intracelluldris expresszidja
kozott korreldciot taldltak. A Zap-70 expresszidt Osszefiiggésbe hoztdk a betegség klinikai
viselkedésével, igy a Zap-70 kifejez6dés meghatdrozdsa B-CLL-ben prediktiv értékii lehet.
Fontos azt is megjegyezni, hogy a Zap-70 expresszid és a progndzis kozotti dsszefiiggés nem
egyértelmii, sokszor ellentmonddsos. A Zap-70 dramlési citometridval kimutathaté marker,
amelynek detektdldsa tobb modszerrel lehetséges a sejtek permeabilizdlasat kovetden. Az
ebbdl eredd kiilonbségeken tilmenden az analizis terén is nagy a variabilitds, melyek
eredményeként a Zap-70 pozitiv B-sejtek ardnya megadhatd. A 100 000 sejt begytjtésével a
szenzitivitast igyekeztem novelni. Fontos megjegyezni, hogy vizsgdlataimban az irodalomban
legelfogadottabban hasznalt 20%-os ,,cut off” értéket tekintettem a pozitivitds hatdranak. Az
analizis sordn a specificitds kérdése is létfontossdgi, amelyet a vertikdlis kurzor pozicidja

hatdroz meg és ez a Zap-70 pozitiv koros B-sejtek kalkuldcidjanak az alapja. A mérés
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optimalizdldsa sordn a vertikdlis kurzort szdmos pozicidba dllitottam, a belsé pozitiv
kontrollként hasznalt T- és NK-sejtekhez, illetve a belsé negativ kontrollként egyes
munkacsoportok 4dltal ajinlott normdl B-sejtekhez. Tapasztalataim alapjan a Zap-70
analiziskor hasonl6 eredményt kapunk ha a normél T/NK-sejteket belsd pozitiv kontrollként
haszndlva dgy dllitjuk a vertikdlis kurzort, hogy ezen sejtek 5%-a essen a Zap-70 negativ
kvadrdnsba, mint amikor szeparélt egészséges mononukledris sejteket keveriink B-CLL-es
mintdhoz és az abban jelenlévd normdl-B sejteket hasznaljuk belsé negativ kontrollként.

A Xll-as véralvadasi faktor A alegységének (FXIII-A) citoplazmatikus jelenléte régota
ismert a monocita/makrofdg, illetve a megakariocita/trombocita sejtvonalban. Az FXIII-A
expressziot munkacsoportunk tagjai, kordbbi munkdjuk soran meghatiroztdk monocita és
granulocita sejtvonalakban. AML blasztok FXIII-A expresszi6jat tanulmanyoztam. Az
eredmények szerint az FXIII-A akut monocitds és mielomonocitds leukémidban, a
hagyomdanyos CD14 monocita markernél szenzitivebbnek bizonyult a blasztok
identifikdldsdban. A patoldogids sejtek FXII-A jelolodését a normdl periférids vér
monocitdinak expresszidjdval Osszevetve azt taldltam, hogy mds intracelluldris markerektdl
eltéréen a jelolédés intenzivebb AML M4, M5 és CMML esetén, ami az FXII-A
expresszidnak egy kiilonleges jellegzetessége. A masik csontveldi eredetll, ismerten FXIII-A
pozitiv (megakariociter) sejtpopulacié koros alakjait vizsgalva azt taldltam, hogy az FXIII-A
jelolédés  specifikusabb a  konvenciondlisan alkalmazott trombocita/megakariocita
markereknél. A trombocita szatellitdzis kikiiszobolésére vizsgdlataimban specidlis trombocita
mentesitd EDTA-s mosdsi technikat hasznaltam, amelynek segitségével a fals pozitiv reakcid
kikiiszobolhetd volt és a valodi megakariocita ardny megadhatéva vilt.

Az FXIII-A megjelenése a gyermek- és felndttkori B-sejtes ALL-ek 40%-dban vdratlan
eredmény volt. Munkacsoportunk korabbi €s jelenlegi vizsgélatai azt mutattak, hogy a normal

csontveldi €s periférids vér limfocitdk, illetve elOalakjaik nem tartalmaznak XIII-as faktort,
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ahogyan B-CLL sejtek sem. Természetesen ismét felmeriilt a trombocitdk altal okozott,
potencialisan fals pozitiv reakcié lehetdsége, amelyet tobb modszerrel (ELISA, konfokalis
mikroszkoépia) kizartam. ELISA vizsgdlatokkal azt taldltam, hogy a limfoblasztok a normal
monocitdkndl kevesebb FXIII-A-t tartalmaznak. Mivel ALL-ben gyakran mutathaték ki
mieloid antigének, megjegyzendd, hogy az FXIII-A pozitiv ALL-ek nagy részében nem volt
egyéb mieloid marker koexpresszié. Igy elmondhaté, hogy az FXIII-A pozitivitis ALL-ben
egy kiilonleges, leukémia-specifikus alcsoportot képvisel. Az aberrdns, leukemia asszociélt
immunfenotipus (LAIP) gyakori eltérés ALL-ben, de egyéb sejtvonalbdl szarmazé
intracitoplazmatikus marker lefrasdra eddigi ismereteink szerint még nem keriilt sor. Nem
ismert a XlIlI-as faktor szerepe intracelluldrisan. Feltételezik szerepét a fagocitdzisban, a
makrofagok alternativ aktivacidjaban, de leirtdk mar proangiogén hatdsit is. Tovabbi
vizsgdlatok zajlanak annak kideritése érdekében, hogy az FXIII-A pozitiv betegek
prognosztikailag kiilon csoportot jelentenek-e a negativakhoz képest.

Az dramldsi citometria a malignus hematoldgiai korképek kovetésére is alkalmas moddszer.
Ilyenkor a cél a kezelést kdvetden esetlegesen a szervezetben még jelenlévo koros sejtek, azaz
az MRD kimutatdsa. Ezért ezeknél a vizsgdlatoknil nagyobb szdmi esemény begylijtése
sziikséges, hiszen ezdltal megfeleld biztonsdggal, szenzitiven azonosithatunk akdr 1 kdros
sejtet is 100 000 normél mellett. Kulcsfontossdgi az MRD vizsgélatokat megelézden a
kezdeti LAIP detektéldsa, amely prekurzor B- és T-sejtes ALL-ben az esetek tobb mint 95%-
ban van jelen. Ezek azonositdsdra toreksziink a beteg késdbbi mintdibdl a normaél
hematogoénok kizardsa mellett. Vizsgédlataink sordn kovettiink egy gyermekkori CD20-pozitiv
prekurzor-B ALL esetet, ahol a toébbszori relapszus és kordbbi stilyos gyogyszer mellékhatés
miatt kiilonleges terdpia bevetéséhez folyamodtak a kezeld orvos munkatarsak, amelyet
gyermekkori ALL-ben ezt megeldézden ritkdn adtak. Az alkalmazott rituximab CD20-ellenes

monoklondlis antitest, melyet B-sejtes CLPD kezelésében haszndlnak leginkdbb, de
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felnottkori ALL-ben is kiprobaltdk mar. A rituximab a kovetett betegnél a CD20-pozitiv
szubpopuldcié teljes eliminacidjat eredményezte, de ezzel ellentétben, az éretlenebb
fenotipusi CD20-negativ limfoblasztokét nem. A parhuzamosan folytatott Q-PCR mddszerrel
torténd MRD analizis az dramldsi citometriai modszerrel meghatdrozhaté MRD klontdl eltérd
sejtpopuldcidt detektalt. Ezért a két mddszer klinikai prediktiv értékének pontos tisztdzasdig
egyiittes alkalmazasuk javasolhaté a minimdlis rezidudlis leukémids klon(ok) kimutatdsara.

A hematoldgiai diagnosztikdban és a betegek nyomon kovetése sordn az dramldsi citometriai
moédszerek adjak az egyik legobjektivebb és leginkdbb kvantitilhaté metodikat az
eredmények kifejezésére. Ez a begyiijtott események szamdnak novelésével, az egyidejlileg
vizsgélt fluoreszcens jelolések alkalmazasaval és a kapott fluoreszcencia eredmények

kiilonboz6 numerikus formaban valé megjelenitésével érheto el.

AZ EREDMENYEK GYAKORLATI JELENTOSEGE

A kvantitativ formédban kifejezett dramldsi citometriai eredmények, kiilondsen ha
multiparametrikus  analizissel kombindljuk, rendkiviill hasznosnak bizonyultak a
vérképzOszervi korképek diagnosztikdjaban és a malignus hematologiai betegségek
alcsoportjainak elkiillonitésében. A prognosztikai markerek koziil az dramlési citometriai
modszerekkel kivitelezhetd vizsgdlatok az immunfenotipus vizsgalatokkal egyszerre allnak

rendelkezésre a klinikus szamara.
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