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ROVIDITESEK JEGYZEKE:

ALL: akut (heveny) lymphoid leukaemia

AML: akut (heveny) myeloid leukaemia

AA: arachidon sav

ADP: adenosin-diphosphat

ADR: adrenalin

B-TG: béta-thromboglobulin

BMT: csontveld atiiltetés

CGH: 6sszehasonlitd genom-hibiridizacié

CCR: komplett citogenetikai remisszio

CHR: komplett haematologiai remisszid

CG: citogenetika

CLL: kronikus lymphoid leukaemia

CML: kronikus myeloid leukaemia

COLL.: collagén

CyA: cyclosporin A

DMPS: dysmyelopoetikus syndroma

ecNOS : endothelialis calmodulin dependens NO szintetaz enzim
EDRF/NO: endothelium eredetl relaxalé faktor/nitrogén-monoxid
ET: essentialis thrombocythaemia

FISH: fluoreszcencia in situ hibridizacio

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
HU: hidroxiurea

INOS: indukalhaté NO szintetaz enzim

INF: interferon-alfa



KMB: kronikus myeloproliferativ betegség

L-NAME: nitro-L-arginine-metilészter

L-NNA : L-nitro-L-arginine

MP: myeloproliferativ

MCR: major citogenetikai valasz

PAI-I: plasminogen-aktivator inhibitor-1

Ph: Philadelphia kromoszéma

PHR: részleges haematologiai remisszio

PRV: polycythaemia rubra vera

PTDM: poszttranszplantaciés diabetes mellitus

R-I: az els6 6t masodperc soran észlelt thrombocyta-retencid
R-II: a 20.- és 40. masodperc kozott észlelt thrombocyta-retencio
RM: ristomycin

RT: reaktiv thrombocytosis

SNAP: N-acetyl-DL-penicillamine

TAS: teljes antioxidans kapacitas

Thr: thrombocyta

TM: thrombomodulin; (sTM: solubilis TM)

vWF Ag: von Willebrand antigén



BEVEZETES

Kulonb6zd betegségek és allapotok eredmeényezhetnek kéros thrombocyta-
mukodést. A megvaltozott vérlemezke-funkcidnak késébb jelentésége lehet az
alapbetegség progredialasaban és pathogenesisében is. Maskor, pl. kronikus
myeloproliferativ megbetegségekben (KMB), az enormisan nagy thrombocyta-szam
tinhet a (haemorrhagias vagy thrombotikus) szévédmények legfontosabb
tényezéjéenek. A kéros thrombocyta-funkcid (szerzett thrombocytopathia) legtobbszor
ilyenkor is kimutathatd, sét a klinikum is sugallhatja ezt.

Bizonyos betegségekben és allapotokban (pl. nagy thrombocyta-szammal jard
myeloproliferativ.  kérképek-és reaktiv thrombocytosisok, diabetes mellitus,
poszttranszplantacidos diabetes mellitus) a feltételezhet6, vagy mar bizonyitott
haemostasis-rendellenességek vizsgalata elméleti jelentéségén tulmenben fontos
gyakorlati konzekvenciakat hordozhat. A nagy thrombocyta-szammal jaré kérképek,
myeloproliferativ. és mas proliferativ.  haematologiai betegségek genetikai
vizsgalatanak szintén nagy gyakorlati jelentésége van: diagnosztikai-és differencialis
diagnosztikai szerepik mellett a terapia monitorizadlasdban és a betegek
kovetésében valo alkalmazasuk ma mar nem vitathaté.

A nagy thrombocyta-szammal jaré allapotok vizsgalatara az irodalombal
kulonféle laboratériumi modszerek ismeretesek, amelyek megkonnyithetik a primer
és szekunder thrombocytosisok elkulonitését. Kelléen megbizhatd és szirdvizsgalati
tesztként is alkalmazhaté mddszer azonban nem szerepel az ajanlasok kozott.
Ujabb lehet6ség e két, alapvetéen kiilénbdzé allapot elkiilénitésére a ,shear’-
indukalta thrombocyta-aggregatio (PFA-val, vagy O’Brien-féle filterométerrel valo)
vizsgalata. E PhD értekezésben az O’Brien - féle filterométer lehetséges szerepét és
diagnosztikai elbényét elemeztem a kordbban alkalmazhaté laboratériumi
vizsgalatokkal szemben. Lehet6ségeink késbbb kiegészultek egyéb, a haemostasis-
mukodése szempontjabdl fontos tovabbi paraméterek (NO-termelés, ujabban F XlliI)

vizsgalataval is. Mas, szintén koéros thrombocyta-mikddéssel jaré allapotok kozal



diabetes mellitusban és veseatlltetést kdvetdben az immunszuppresszidés kezelés
szovédmeényeként kialakuld poszttranszplantaciés diabetesben vizsgaltuk az in vivo
thrombocyta-aktivaciét jelz6 p-thromboglobulin és mas, fontos haemostasis-
paraméterek (pl. a solubilis thrombomodulin) plazma-szintjét. Vizsgaltuk az egyes
laboratoriumi értékek kozotti, valamint a relevans labor-és klinikai adatok kozotti
Osszefuggéseket. Végul, hazankban talan az els6k kozott szerezhettem
tapasztalatokat bizonyos molekularis bioldgiai (pl. FISH) vizsgalatok gyakorlati
alkalmazhatésagardl kronikus myeloproliferativ betegségekben, elsésorban a CML-
ben. E vizsgalatokat természetes moédon mas malignus haematologiai korképekben
is alkalmaztuk. Ez utdbbi vizsgalataim azon torekvésekhez kivannak kiegészit
adatokat szolgaltatni, amelyek a rosszindulatu vérképzdszervi-betegségek
hatékonyabb kezelését és jobb kdvetését szolgaljak.

A fentieknek megfeleléen az értekezés tobb alfejezetre, mégis alapvetden két
f6 részre bonthatd: a nagy thrombocyta-szammal, vagy kéros vérlemezke-funkcioval
jellemezheté koérképek, allapotok haemostasis vizsgalataira, valamint a
myeloproliferativ (és ezért koros thrombocyta-funkciéval jellemezhetd) és mas

proliferativ haematologiai betegségek molekularis bioldgiai vizsgalatara.



IRODALMI ELOZMENYEK

Ebben a részben rovid attekintést adok a primer és szekunder thrombocytosisok
differencialis diagnosztikajaban jol alkalmazhaté O’Brien féle filter-tesztrél, az
intravascularisan képz6d6é NO jelentéségeérdl, s utalok a nagy thrombocyta-szammal
jaré krénikus myeloproliferativ betegségekben a thrombocytakban képz6dott
(feltehetbleg csokkent mennyiségli) NO szerepére a thrombotikus szévédmények
kialakulasanak vonatkozasaban. Roviden emlitésre kertl a hyperglycaemia -
erszovbédmények - fokozott thrombocyta-aktivacié kapcsolata, ill. a vizsgalatukra
alkalmazhat6 laboratériumi paraméterek, majd sz6 esik a poszttranszplantacios
diabetes mellitus - fokozott cardiovascularis mortalitas - immunszuppresszios kezelés
- haemostasis rendellenességek kapcsolatardl. Végul a rosszindulatu haematologiai

betegségekben mind nagyobb szerepet kapé CGH és FISH vizsgalatokrodl lesz szé.

A nagy thrombocyta-szammal jaré kérképek elkiilonitése - O’Brien-

féle filterométer

Krénikus myeloproliferativ betegségben (KMB), (kronikus myeloid leukaemia
/CML/, polycythaemia rubra vera /PRV/, myelofibrosis, essentialis thrombocythaemia
IET/) viszonylag gyakran észlelhetd kérosan nagy (400 x 10%/L feletti) thrombocyta-

szam (primer thrombocytosis), amely ET-ben a betegség Iényegét képezi (1, 2, 3). A

thrombocytak mennyiségi, s igen gyakran min8ségi zavarai nem ritkdn okoznak
vérzéses vagy thrombotikus komplikaciokat (2, 4, 5). Myeloproliferativ betegségektdl
fuggetlenll, mas allapotokhoz tarsulva - masodlagosan - is el6fordul thrombocytosis
(pl. infekcidkban, krénikus gyulladasos betegségekben, vashianyban, rosszindulatu

betegségekben, splenectomia utan) (2), ekkor beszélunk reaktiv, vagy szekunder

thrombocytosisrol.




A primer és szekunder thrombocytosisok elkulonitése sokszor nem konnyd.
Tobbfajta laboratériumi vizsgalat ismeretes (pl. vvs. sullyedés, thrombocyta-
aggregatio, vérzés-id6, fibrinogén, interleukin 1 -és 6, C-reaktiv protein, von
Willebrand antigén szintek), amelyek segitséget jelenthetnek e két, alapvetéen
kulonboz6 allapot elkulonitésében (2, 3, 6). Az eddig ismert, s kdnnyen elvégezhetd
tesztek azonban nem kelléen szenzitivek. Ujabb lehetéség a nagy nyirdereji
aramlasi viszonyokat modellez6 PFA-100 (Platelet function analyzer) (7) és az O'
Brien-féle filterométer (8, 9).

Az O’Brien-féle filter-teszt alkalmazasaval (8, 9) allandé nyomast biztositd
levegbpumpa segitségével (40 Hgmm nyomason) aramoltatunk at alvadasgatolt vért
finom Gvegszalbol allé (5-10 um-es porusnagysagu) filteren. A vizsgalat soran a
turbulens (nagy nyirdereji) aramlas kovetkeztében kialakuld, dontéen fizikai folyamat
(»high-shear”) indukalta thrombocyta-aktivaco vizsgalhatd. A vérlemezke-aktivacioé és
a thrombocyta-thrombus képzédés, azaz a filter-teszt eredményének szempontjabdl
a GPIlIb/llla, a GPIb thrombocyta-membranfehérjék funkcidjanak és a vWF-nak
kiemelked6 szerepe van. Myeloproliferativ  betegségekben (a szerzett
thrombocytopathia kovetkeztében) a GPlIb/llla és GPIb funkcié varhatéan sérult.
Logikus ezért, hogy a nagy thrombocyta-szammal jaré allapotok (primer
myeloproliferativ és szekunder thrombocytosisok) high-shear koérilmények kozott

végzett thrombocyta-aktivacio vizsgalataval valoszinileg megkulonboztethetSek.



Thrombocyta-eredetii EDRF-NO nagy thrombocyta-szammal jaré

krénikus myeloproliferativ betegségekben

Az L-arginin - NO metabolikus utvonal soran felszabadulé EDRF/NO (NO) egy
lipophil, igen diffusibilis, révid féléletidejl, s ezért nehezen mérhet6 szabad gyok. A
guanylate cyclase aktivalasan keresztil emeli a cGMP szintet, amely az
intracellularis Ca-szint csokkenéséhez vezet. Szamos fizioldgiai és patofiziologiai
folyamatban vesz részt.

Az endotheliumbdl szarmazé NO vasodilatator jellege révén szabalyozza az
értonust, befolyasolja a vérnyomast, a vér alakos elemeinek interakcidjat és érfalhoz
valo kotédésuket. Antithrombotikus hatasahoz thrombocyta aktivaciot gatlo hatasa is
hozzajarul (40). Az intravascularis NO szintézis mértéke csokkent pl. diabetes
mellitusban, amely dontéen az endothelialis L-arginin felhasznalasi zavar
kovetkezménye lehet (20, 21, 22). Ennek a jelenségnek valdszinlileg szerepe van a
diabeteses angiopathia kialakulasaban is (20, 21, 22). Az L-arginin- NO metabolikus
utvonal eltéréseinek szerepe mas betegeségek (pl. hypertonia, szeptikus sokk,
hypercholesterinaemia, acceleralt atherogenesis) pathogenesisében is feltételezhetd
(23).

Az NO keletkezését az NO-szintaz katalizalja, amelynek ma mar szamos
izoenzime ismert, mégis, alapvetéen két f6 tipusa van, a konstitutiv és az

indukalhato.

NO a thrombocytakban

Az endotheliumbdl szarmazdé NO fontos szerepet jatszik a thrombocyta
adhaesio és aggregatio gatlasaban. Egyre tobb adat utal arra, hogy az L-arginine -
NO metabolikus utvonal magukban a thrombocytakban is megtalalhato, amely
szintén gatolja a thrombocytadk aktivacidjat és aggregatiojat (24, 25, 26). Eddigi
ismereteink alapjan a thrombocytdk az NO synthase (NOS) két izoformajaval
rendelkeznek: a calcium independens, indukalhatdé NOS-sal (iNOS) és a
calcium/calmodulin dependens endothel-tipusu NOS-sal (ecNOS), amelyek a

thrombocytak aktivaldédasa és aggregatidja soran aktivaloédnak (25, 26).



Mig nyugalmi korulmények kozott a thrombocytakra gatlé hatast kifejté NO az
endotheliumbdl szarmazik, addig az endothelium sérulésével és a thrombocytak
aktivalodasaval jaré allapotokban a thrombocyta-eredetli NO szintén fontos szerepet
jatszhat a vérlemezkék tovabbi aktivalédasanak, kitapadasanak, aggregatiojanak
gatlasaban (27, 28, 29, 30).

A thrombocytak NO-képzése mennyiségét tekintve rendkivil csekély,
mérésére specialis NO-szenzitiv elektrod alkalmazasara van szikség (31, 32, 33). A
nyugvo thrombocytak nem termelnek szamottevé mennyiségben NO-t, aktivalodasuk
(pl. kollagén-inger) soran azonban NO képzd&dik (29). Mas thrombocyta-aggregatiot
el6idézd szerek szintén képesek (valtozo mértéki) thrombocyta-NO indukciora (28).

Kis szamu Kklinikai megfigyelés alapjan a thrombocytak NO termelése
essentialis  hypertoniaban, migraine-ben,  diabetes  mellitusban,  sulyos
coronariasclerosisban csokkenhet, mig uraemiaban fokozott (30, 33, 34, 35).
Tudomasunk szerint kronikus myeloproliferativ betegségekben a thrombocytak NO
termelését még nem vizsgaltak.

Nagy thrombocyta-szammal jard kronikus myeloprolifertiv betegségekben
vérzéses és thrombotikus szovédmények egyarant el6fordulhatnak (4, 5).
Leggyakrabban a végtagok és a kozponti idegrendszer Kkeringési zavaraval
talalkozunk, de a folyamat barmely szervet, szervrendszert érintheti. Gyakoriak a
szokatlan helyen fellép6 artérias és vénas thrombosisok, pl. a v. portaet, vagy
mesenterica-rendszert (artérias és vénas oldalt egyarant) érintd folyamatok. A
betegek panaszai sokrétliek lehetnek, tobbnyire fejfajasra, szédulésre, kéz- és
labujjzsibbadasra panaszkodnak, de idénként komolyabb panaszok is eléfordulnak, a
végtagok lividdé valhatnak, intenzivebb fejfajas Iéphet fel, akar fatalis kimenetell agyi
katasztrofa is kialakulhat (36, 37, 38). A thrombotikus szévédmények
multifaktorialisak, kialakulasukhoz qualitativ as quantitativ thrombocyta-anomaliak is
hozzajarulhatnak (39). Ezek kdzll az egyik tényezé az intravascularis, thrombocyta-

eredertll EDRF-NO termelés zavara is lehet.
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Fokozott thrombocyta-aktivaciora és vascularis szovédményekre
utalé laboratériumi vizsgalatok - poszttranszplantaciés diabetes

mellitus

A diabeteses érszovédmeények kialakulasanak legfontosabb oka az emelkedett
vércukorszint (54). A hyperglykaemia 6nmagaban is atherogen, mas rizikéfaktorral
nem rendelkezd cukorbetegekben is gyakoribba teszi az angiopathia el6fordulasat.
Karositja az endotheliumot, elésegiti az atherogenebb, oxidalt LDL kialakulasat és
erfalba torténé lerakodasat (41). Normoglykaemiara kell ezért torekedni; azonban
még rendezett szénhidrat-haztartas esetén is szamos metabolikus eltérés mutathaté

ki, amelyek az érszévédmeények kialakulasat segitik.

Diabetes mellitusban a vérlemezkék anyagcseréje megvaltozik. Nagyobb
mennyiségben termelnek thrombocyta-eredetil ndvekedési faktort, arachidonsav-
anyagcseréjuk fokozott Utemid, megné thromboxan-képzésik és érzékenységuk.
Erételjesebb a thrombocyta-adhesio és aggregatio, fellletikon tébb GPlb és
GPllIb/llla (fibrinogén kot6) receptort hordoznak (8, 42, 43, 44). A thrombocytak a-
denz granulumaibdl (a vérlemezkék aktivalodasa soran) felszabadulé béta-
thromboglobulin  (B-TG) plazma-szintje a thrombocyta-aktivacié mértékét jelzi. A p-
TG szint 1-es és 2-es tipusu diabeteses betegekben egyarant emelkedett, (errdl
korabbi munkankban mi is beszamoltunk) (20, 21, 45).

A fokozott thrombocyta-aktivacio és a microvascularis szovédmeények
kapcsolata elfogadott, bar kérdéses lehet, hogy mi az els6dleges eltérés, a fokozott
thrombocyta-aktivitas, vagy az angiopathia, azaz a fokozott thrombocyta-m(ikédés
oknak, vagy kdvetkezménynek tarthatd (46). Ismeretes, hogy mérséklet thrombocyta-
hiperfunkcié érszov6dmeények hianyaban is kimutathato, a mar kialakult

erszovédmények viszont fokozott vérlemezke-aktivaciot eredményeznek (47).
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A nagyobb (intra- és extracellularis) glucose-szint az oxidativ folyamatok
fokozédasahoz vezet (21, 45, 48). A prooxidans és antioxidans tényez6k aranya az
elébbiek iranyaba tolédik el, amely fokozott lipidperoxidaciét (oxidativ stressz)
eredményez (49). A fokozott szabadgyok-képzédés kimutathaté a betegek
plazmajabdl és kuldnbozd sejtjeibdl egyarant (48, 49, 50, 51, 52). A felszaporodo
szabadgyokok kozul a reaktiv oxigén-gyOkok és szuperoxid-anionok a
legfontosabbak. A nagyobb mennyiségben termel6dd szabadgydkok a szervezet
antioxidans védekez6 rendszerének kimeritése utan a szervezet sajat molekulait,
sejtjeit karositjak (53).

A fokozott lipidperoxidacio el6segiti az oxidalt LDL kialakulasat, fokozza annak
mennyiségét, s igy elsésorban a macroangiopathia kialakulasaban van szerepe, de
hozzajarul a mikrocirculacié romlasahoz is (55). A lipidperoxidaciora a plazma totalis

antioxidans kapacitasanak (TAS) mérésébdl kovetkeztethetink (56).

Sokaig csak feltételezték, majd az utdbbi években (amint fent mar jeleztuk)
klinikai vizsgalatokban is igazoltak, hogy diabetes mellitusban az endothelium-
karosodas kovetkeztében kevesebb vascularis EDRF-NO képzédik, amelynek fontos
szerepe lehet az angiopathia kialakulasaban (20, 21, 23). A human tapasztalatok
még mindig hianyosak. Erdekes és fontos lehet ezért az endothelidlis EDRF-NO
produkcid, valamint az endothel-sérilés és az in vivo thrombocyta-aktivacio

vizsgalata.

Az endothelium-karosodas megitélése céljabol gyakran vizsgalt laboratoriumi
paraméter a von Willebrand faktor és a solubilis thrombomodulin plazmatikus szintje.

A Willebrand-faktornak a plazmaban mérheté szintjét az endothel-sejtek
karosodasanak korai és egyik legjobb markerének tekintik (46, 57). Plazma-szintje
diabetes mellitusban és mas, endothel-séruléssel jar6 allapotban (pl.
atherosclerosisban, vagy hypertensio, hypercholesterinaemia, dohanyzas, etc.
esetén) altaldban magasabb.

A thrombomodulin (TM) az endothel-sejtek felszinén, sejthartyajan
elhelyezked6 glycoprotein. A thrombin receptoraként, azzal 1:1 aranyu komplexet
képezve gatolja a thrombin coagulatiés aktivitasat. A thrombin ebben a formaban
nagy sebességgel, kb. 1000-szer gyorsabban aktivalja a protein C-t, mint

onmagaban, ugyanakkor képtelen az V -és Vlll-faktorok, valamint a thromboctak
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aktivalasara. lly médon a TM alapvet6éen megvaltoztatja a thrombin hatasait, az
eredendben procoagulans természetu protease-t anticoagulanssa alakitja. Ezen
komplex hatasokon keresztul a TM az intravascularis coagulatio egyik reguratoranak
tekinthetd (58).

A TM solubilis formaban is megtalalhaté a szervezetben, s igy a szérumban,
is kimutathaté. Mivel a vascularis edothelium-karosodas soran jelentés mennyiségu
TM szabadulhat fel, ezért a solubilis TM-t (sTM) az ér-endothelum karosodas ujabb
markerének tekintik (58).

Szervtranszplantaciot kovetéen a bedltetett graft tulélését, a betegek
életkilatasait korabban doéntéen az immunrejectio szabta meg. A modern
immunsuppressios kezelés bevezetése, mindenekel6tt a ciklosporin A (CyA)
széleskorl klinikai alkalmazasa ota a kilokédések szama jelentdsen csokkent,
ugyanakkor gyakoribbakka valtak a cardiovascularis szovédmeények (59, 60, 61). Az
egészséges populaciohoz képest vesetranszplantacio utan (mas szervek
atlltetéséhez hasonldéan) lényegesen (mintegy 5-7-szer) nagyobb cardiovascularis
mortalitas észlelhetd (62, 63, 64). Gyakori az inzulin-rezisztencia, a dyslipidaemia.
Osszességében a metabolikus X syndromahoz hasonlé eltérések, tiineti metabolikus
syndroma kialakulasa figyelheté meg (65).

Ismert irodalmi adat, hogy veseatlltetés utan (az immunsuppressios kezelés
kovetkeztében) nagyobb PAI-1 aktivitas és hypofibrinolysis észlelhet6. A sérlt
intimaban (lokalisan is) fokozott PAI-I expresszié észlelhetd (59, 66, 67). A fokozott
atherosclerosis és thrombosis-hajlam (amelyhez a csdkkent fibrinolysis jelentésen
hozzajarul) a két legfontosabb oka a vesetranszplantaltak morbiditasanak.
Elfogadott, hogy a PAI-l -nek fontos szerepe van a vesék vascularis rejectidja soran
a jellegzetes kis ér thrombosisok kialakulasaban, a vesék irreversibilis
karosodasaban, a krénikus graft-elégtelenség kialakulasaban (66, 68, 69, 70).

Korabban hazai szerzOk is részletesen vizsgaltak veseatultetést kovetben a
(steroidot is tartalmazd) immunsuppressios kezelés indukalta diabetes mellitusban
(poszttranszplantaciés diabetes mellitusban - PTDM) a gyakori hypertonia, a
vérnyomas koéros circadian ritmusa, valamint a lipid-eltérések és a nagyobb
cardiovascularis halalozas kozotti 6sszefuggéseket (63, 65, 71, 72, 73, 74, 75).
Ugyanakkor nem talaltunk irodalmi adatot a poszttranszplantacidés diabetesben

kialakul6 haemostasis-rendellenességekrél, annak ellenére, hogy a véralvadast és a
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thrombocytak tulzott mikodését diabetesben rendkivil nagyszamu kozlemény
elemzi.
Feltételezhetd, hogy a haemostasis-rendellenességeknek PTDM-ben is fontos

szerepuk lehet a gyakoribb cardiovascularis morbiditasban és mortalitasban.

Fluoreszcencia in situ hibridizacié (FISH) és o0sszehasonlité genom-

hibiridizacié (CGH) jelentésége haematologiai kérképekben

Rosszindulatu betegségekben a daganatos sejtek genomjaban I|étrejott
génkarosodasok (pl. specifikus transzlokaciok, deléciok) alapvetd jelentéségliek a
tumorok, leukaemiak kialakulasaban, a betegségek bioldgiai viselkedésében és
klinikai lefolyasaban egyarant. A specifikus kromoszoma eltérések prognosztikus
jelentésége egyre inkabb ismertté és elfogadotta valt. (82, 83). Ezaltal a kromoszéma
vizsgalat, a krénikus myeloid leukaemiaban elfoglalt kézismerten fontos szerepe
mellett, az elmult masfél-két évtizedben egyre jobban beépult a heveny leukaemias
betegek komplex diagnosztikai protokolljaba is, s abban a pontosabb klasszifikaciot
és terapias algoritmus megvalasztasat segit6, prognosztikai jelentéségl vizsgalatta
valt, amely a betegség hosszabb tavu kdvetésében is szerepet kaphat (84, 85, 86,
87, 88, 89).

Egyre tobb adat utal arra, hogy krénikus lymphoid leukaemiaban (CLL) is
Osszefuggés van a citogenetikai eredmény és a klinikai lefolyas kozott (90, 91),
j6llehet, ezeknek az dsszefliggéseknek a pontos jellemzése még nem tértént meg. A
CLL leggyakoribb tipusaban, a B-CLL-ben a 12-es kromoszoma trisomiaja, valamint
a 13-as, 11-es és 17-es kromoszomak hosszu karjanak deletidi a jelenleg ismert és
legtobbszor leirt és azonositott citogenetikai eltérések (92, 93, 140). A rendelkezésre
allé viszonylag kis szamu citogenetikai eredmény ellenére is feltételezhetd, hogy a
sokszor valtozatos lefolyasu, gyakran kezelés nélkil is hosszu évekig egyensulyban
lévé, maskor intenziv kezelésre is refrakter CLL hatterében kildnb6z6, eddig fel nem
deritett kromoszdéma-anomalidk allhatnak. A kromoszéma elvaltozasoknak a
megbizhaté kimutatasa ezért (a kilénb6z6 haematologiai korképekben egyarant)
fontos lehet a progndzis megitélésében, a kezelés megtervezésében, a betegség

kovetésében és sok esetben a helyes diagndzisban felallitdsaban is (94, 95).
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A genetikai aberraciokrol korabban (az 1980-as évek végéig) a hagyomanyos

citogenetikai vizsgalatokkal (kromoszomak kariotipus analizisével) nyertek

informaciot. E modszer napjainkban is értékes, fontos, altalaban els6ként valasztott
vizsgalat a vérképzbszervi rosszindulatu elvaltozasok genetikai eltéréseinek
kimutatasara (94), de vannak korlatai. A klasszikus citogenetikai vizsgalatokhoz
metafazisu kromoszoma-preparatumok, azaz a tumorsejtek tenyésztése sziikséges.
A sejtkulturaban a sejteknek csak azon hanyada jut mitdzisba, amelyek a
sejtpreparalas behatasainak ellenallnak. igy a sejttenyészet sejtiei a kisérleti
korulményeknek ellenalld sejteket, s nem az eredeti leukaemias populaciot
reprezentaljak. A malignus sejteknek olyan szubpopulacidja szelektalodhat, amely
nem szukségszerlen jellegzetes magara a tumorra, hanem az adott in vitro
korulmények kozott speciadlis proliferativ elénye van (96). Limitalt a vizsgalhato
metafazisok szama is. A kis mitotikus aktivitasu sejtek (pl. CLL-ben) nehezen vagy
nem vizsgalhatéak. Ezeket a hatranyokat oldja fel a meta -és interfazisban lévé
sejtek vizsgalatara egyarant alkalmas interfazisu citogenetika (FISH, CGH), lehet6vé
téve a sejtek sejttenyésztés nélkuli citogenetikai jellemzését. (83, 97, 98, 99, 100).

A klasszikus citogenetikat egyre inkabb kiegészit6 FISH-technika az utdbbi

evekben a genom egyes specifikus régidinak mikroszkopos vizualizalasara hatékony
és ertékes mddszernek bizonyult. A vizsgalat soran a targylemezen fixalt target
DNS-t (amely egyarant lehet inter- vagy metafazisban 1évé sejt) denaturaljuk (magas
hédmérséklet, DNS-denaturaléd oldat, megfelel6 ph.). A kettés helikalis szerkezeti
DNS-molekulak ilyen koruimények kozott szétvalaszthatéak, s az ugyancsak
denaturalt, fluoreszcens festékkel megjeldlt, komplementer szekvenciakat tartalmazé
DNS-szondat rahibridizaljuk. (A szondak egy-egy kisebb genom-szakaszt jelenitenek
meg). A hibridizaciot kdvetden, a felesleges szonda tdbblépcsés eltavolitasa utan, a
sejtmagokat és a kromoszomakat kéken fluoreszkald DAPI-val, vagyis DNS-
specifikus festékkel jeldljuk. A kromoszémak és a sejtmag kék szinlek lesznek. A
hibridizalédott, fluoreszcens festékkel jeldlt DNS-szonda megfelelé mikroszkop
segitségével lathatova teheté (101, 102).

A FISH-technika végzésekor legtobbszor DNS locus-és centromera-specifikus
szondakat alkalmazunk. A centromera-specifikus szondak segitségével a
kromoszomak szambeli eltérései vizsgalhatok. E szondak a kromoszémak
centromera-régidihoz (az adott kromoszomara jellemzé sokszorosan ismétiédéd

szakaszokhoz) hibridizalodva nagyméretl fluoreszcens szignal formajaban jelzik a
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sejtekben a vizsgalt kromoszomak szamat, (diploid voltat vagy pl. mono-triszomomia
jelenlétét). Centromera-specifikus szonda ma mar mindegyik human kromoszoma
szambeli vizsgalatahoz rendelkezésre all. A vizsgalat viszonylag gyors, egyszerl és
hasznos mindazon leukaemiak vizsgalatakor, melyekben numerikus kromoszoma-
anomalia lehetséges. Rossz kromoszoma morfologia (technikailag nehezen
értelmezhet6 G-banding) esetén is jOl jelzi az eltéréseket (97, 98, 100, 103, 104). A
locus-vagy szekvencia-specifikus szondak a deléciok, amplifikaciok, ill.
transzlokaciok vizsgalatara alkalmasak. Lehetdévé teszik a citogenetikai eltérések
azonositasat interfazisu sejtekben is, s igy kimutathatoéak a klasszikus citogenetikaval
nem felderitheté aberraciok is (105, 106, 107). (Megjegyzendd, hogy a citogenetikai
vizsgalatokkal (G-banding) kimutathaté eltéréseket FISH-technikaval vizsgalva, a
citogenetikai vizsgalatnak megfelelé abnormitasok FISH-sel is kimutathatéak) (108).

A teljes kromoszomat fest6 (harmadik tipusu, szintén minden emberi
kromoszoma vizsgalatara rendelkezésre all6) szondak metafazisban lévé sejtek
vizsgalatara alkalmasak. Segitséglkkel a strukturalis eltérések (delécidk és
transzlokaciok), valamint a kromoszémak szambeli eltérései tanulmanyozhatok (97,
98, 102, 104, 109).

Barmely szondat alkalmazzuk is, a FISH-technika mindig célzott vizsgalatot
jelent, azaz specifikus DNS-szondakat alkalmazva mar ismert kromoszéma-
anomaliak kimutatasara vagy kizarasara alkalmas.

A FISH-technika el6nyei a klinikai haematologiaban réviden: A). a leukaemias
sejtek in vitro tenyésztése (manipulalasa) nem szikséges, ezért a mddszer fuggetlen
a rosszindulatu sejtek proliferaci¢jatol, azaz annak mértékétél. B). a diagnosztikus
és prognosztikus jelent6ségli kromoszéma-anomaliak vizsgalatara is alkalmas DNS-
szondak lehetévé teszik a mar ismert genetikai eltérések (kromoszémak szambeli és
strukturdlis elvaltozasainak) vizsgalatat meta- és interfazisban Iévd sejtekben
egyarant. C). felhasznalhaté a genetikai anomalidk monitorizalasara a kezelést
kovetden, ill. a betegség lefolyasa soran. D). a klasszikus citogenetikaval nem,
vagy nem mindig felderithetd aberraciok is kimutathatéak. E). nagyszamu (200, vagy
még tobb) sejt viszonylag gyors vizsgalatat teszi lehetévé, amely tovabbi elérelépést
jelenthet, hiszen a konvencionalis citogenetikai vizsgalatok alkalmaval ritkan kertl sor

25-nél tobb sejt, 25-nél tobb metafazis vizsgalatara.
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A FISH-technika hatranya, hogy specifikus DNS-szondak szukségesek, csak
meghatarozott (ismert) eltérések vizsgalatara alkalmas, s egy vizsgalat soran
altalaban csak kevés kromoszéma - régié vizsgalhato.

Az dsszehasonlitéo genomialis hibridizacié (CGH) a teljes tumor genomban

eléforduld genetikai anomaliakat tarja fel egyetlen hibridizacioé soran. Lehetévé teszi
az amplifikalt vagy deletalt DNS szekvenciak feltérképezését (megabazis szintjén)
olyan locusokon is, amelyek aberrans volta a korabbi kozlések, informaciok alapjan
még nem volt ismert (110, 111). Az amplifikalt régiok tartalmazhatnak olyan
oncogeneket, mig a deletalt régidk jelenthetik olyan oncosuppressor gének teljes
vagy részleges elvesztését, amelyek jelenléte, ill. hianya a leukaemiak kialakulasa és
progressidja szempontjabol fontosak. Az eredmények feltételezhetéen lehetévé
teszik ugyanazon betegbdl szarmazo leukaemias sejtek Osszehasonlitasat a
betegség kulonb6z6 stadiumaiban, s ily mdédon fény derllhet bizonyos genetikai
valtozasokra a betegség progressidja soran. A CGH (a FISH-hez hasonléan) in vitro
sejtkulturak alkalmazasa nélkul alkalmas a genetikai anomaliak objektivizalasara
(110, 112).

A koncepcid (Kallioneimi leirasanak megfeleléen) egyszerl: a target,
(egészséges egyénbdl szarmazd, targylemezen fixalt, metafazisban 1évo)
kromoszomakat denaturaljuk, etanolban dehidraljuk. Zoéld fluoreszcens festékkel
jelzett tumor DNS és pirosan fluoreszkalo festékkel jelzett normal referencia DNS 1:1
aranyu keverékét ugyancsak denaturalunk, majd hibridizaljuk a denaturalt normalis
kromoszomakat tartalmazé preparatumra. (A ,szonda” jelen esetben a normalis és
leukaemias sejtekb6l szarmazo teljes genomialis DNS keveréke). A nem
hibridizalodott DNS-t eltavolitjuk. A kromoszomakat "antifade"-ben oldott DAPI-val
(kéken fluoreszkald, a DNS-t specifikusan jelzd, a G-savozashoz hasonl6 savozassal
kotédé molekula: 1,6diamino-phenyl-indole) jeldljik meg. E harom kép ereddjeként
kapjuk a ,CGH image”t. A leukaemias sejtek azon kromoszéma régioi, amelyek
nagysaga deléciok kovetkeztében kisebb, vagy hianyzik, intenzivebb piros
fluoreszcenciat mutatnak. Az amplifikalt sequentiak er6sebb zo6ld fluoreszcencia
kovetkeztében valnak kimutathatokka. Amennyiben citogenetikai eltérést nem mutato
kromoszomakat (vagy kromoszoma szakaszokat) vizsgalunk, akkor a két szin
egyenl6 aranyu kombinaciojat (narancssarga fluoreszcenciaként) fogjuk latni. A DNS
elvaltozasok profiljabdl elétinnek a leukaemiara jellemzd genetikai eltérések. A

genetikai aberratiok analizise komputervezérelt képanalizalé rendszerrel torténnek. A
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fluoreszcencia intenzitas aranyokbdl valamennyi kromoszoma-anomalia (deletio,
amplificatio) feltérképezhetd (97, 98, 104, 110).

Digitalis image analizis: a harom fluoreszcencia intenzitast zold, piros és kék
optikai szlUr6k alkalmazasaval CCD kameraval rogzitjuk. A kromoszomak
azonositasa a DAPI-savozott image segitségével automatizalt szines kariotipus
analizalé programmal torténik.

A CGH-technika elényei a klinikai haematologiaban réviden: A). a teljes tumor
genom vizsgalhaté egyetlen hibridizacio soran. B). sejtkultura, vagy a vizsgalni kivant
sejtekbdl szarmazd metafazis-generalas nem szikséges. C). korabban nem ismert
amplifikalt vagy deletalt DNS szekvenciak kimutatasara is alkalmas.

A vizsgalat szélesebb korl elterjedését elsGsorban a jelentds instrumentalis hattér

igénye neheziti.

Fontos hangsulyozni, hogy a klasszikus citogenetikai vizsgalatokat az
interfazis-citogenetikai vizsgalatokkal szimultan érdemes elvégezni. A kilonb6zé
metodikak egymast hasznosan kiegészithetik. Az egyes vizsgalatok kozos
értelmezése biztosithat mind teljesebb informacidt a vizsgalni kivant genetikai

anomaliakrél (85, 98).

CELKITUZESEK
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Célkitiizéslink volt, hogy megvizsgaljuk:

1. Nagy thrombocyta-szammal jaré allapotokban (O’Brien-féle filterométert
alkalmazva) mekkora a shear-indukdlta thrombocyta-aggregatiés vizsgalatok
diagnosztikai értéke, haszna? Hasznalhaté-e mint egyszer( és gyors screening teszt
a primer és szekunder thrombocytosisok elkulonitésére? A kapott eredmények
alapjan merulhetnek-e fel olyan kérdések, amelyek tovabbi vizsgalatokat tesznek

szlkségesse?

2. Az 1990-es évek kdzepén valt ismertté, hogy a thrombocytak is rendelkeznek az
EDRF-NO (NO) termeléshez szikséges NO szintaz enzimmel (26). A
vérlemezkékben képz6dott kis mennyiségl NO csOkkenti az aggregalddd
thrombocytak szamat. A thrombocyta NO generacié zavara elméletileg szerepet
jatszhat a nagy thrombocyta-szammal jaré kronikus myeloproliferativ betegeségek
thrombotikus szovédményeiben, erre utald kisérletes adat azonban nem ismeretes.
Kdvetkezé célunk tehat a thrombocytakban képz6ddé NO quantitativ meghatarozasa

volt.

3. Feltételezhet6, hogy a haemostasis rendellenességeknek poszttranszplantacios
diabetesben is fontos szereplk lehet a gyakoribb cardiovascularis mobiditasban és
mortalitasban. Erdemesnek lattuk ezért megvizsgalni, hogy sikeres veseatiiltetésben
részesult, s az immunsuppressios kezelés kdvetkezményeként diabetesessé valt
betegekben kimutathatd-e a thrombocytak tulmikddése és a vascularis endothelium
karosodasa. Az irodalmi adatok alapjan fontos lehet a PAI-l aktivitas, ill. az

intravascularis EDRF-NO képz6dés vizsgalata is.

4. A klasszikus tumor citogenetika értékes modszer a rosszindulatu betegségekben

kialakul6 kromoszoma-anomaliak felderitésében. A sejttenyészetben azonban a

19



malignus  sejteknek olyan szubpopulacidja szelektalédhat, amely nem
szukségszerien jellegzetes magara a tumorra, hanem az adott kérulmények kozott
specialis proliferativ elénye van. Limitalt a vizsgalhaté metafazisok szama is. Az
utobbi években el6térbe kerllé fluoreszcencia in situ hibridizacioval (FISH) és
0sszehasonlité genomialis hibridizacioval (CGH) kivantuk vizsgalni:

Rosszindulatu haematologiai korképekben a klasszikus citogenetikai vizsgalat
FISH/CGH kiegészitése nyujthat-e tovabbi informaciét a betegség pontosabb
diagnosztizalasaban, a genetikai elvaltozasok jobb feltérképezésében?

A FISH vizsgalatok eredményei hogyan viszonyulnak a hagyomanyos
citogenetikai vizsgalatok eredményeihez? Sziukséges-e beépiteni a leukaemias
betegek komplex diagnosztikus protokolljaba? A bcr/abl génatrendezédés
(Philadelphia-kromoszéma, mint marker-kromoszéma) FISH vizsgalata mennyire
segit CML gyanuja esetén a diagnozis megerdsitésében vagy kizarasaban, ill. a
betegek kovetésében?

A FISH vizsgalatok segithetnek-e a korképek bioldgiai viselkedésének jobb
prognosztizalasaban, azaz a terapias stratégia (kemoterapia, korai transzplantacio
szukségessége) megvalasztasaban?

A periférias keringésbél szarmazé vérmintak hasonld eredményességgel

vizsgalhatok-e mint az altalaban alkalmazott csontvel-mintak?

BETEGEK ES MODSZEREK
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1. A primer és szekunder thrombocytosisok elkulonitése céljabdl a hazankban még

2

kevésbé ismert O’Brien-féle filterométer segitségeével vizsgaltuk a ,shear-dependens’

thrombocyta-aggregatiot. 53 myeloproliferativ. betegségben szenved6 beteget

(CML:5; ET:33; PRV:12; pontosan nem klasszifikalhaté myeloproliferativ
syndroma:3) vizsgaltunk. A diagndzis a hasznalatos, s nemzetkdzileg elfogadott
diagnosztikai és laboratoriumi kritériumokon alapult (1, 10 - 13). A betegcsoportot 27
férfi és 26 nd alkotta. Atlagos életkoruk 56 (range: 21 - 89) év volt. Reaktiv
thrombocytosist 21 betegnél (kilenc férfi és 12 né) észleltiink. Atlagos életkoruk 52
(range 18 - 88) év volt. Egyes betegeknél pl. malignus tumor, vashiany vagy
gyulladasos bélbetegség volt a nagy thrombocyta-szam hatterében. Tobb beteg
esetében a thrombocytosis oka nem valt ismertté, de a nagy thrombocyta-szam
spontan rendezédése, s az ép haematopoesist igazold csontvel6-kép bizonyitotta a
reverzibilis thrombocytosis reaktiv voltat.

Egyik csoport tagja sem kapott olyan gyogyszert, amely ismert mddon
befolyasolja a thrombocyta-miikddést vagy a haemostasist.

A kontroll csoportot husz egészséges onként jelentkezd (kilenc férfi és 11 nd)
alkotta. Atlagos életkoruk 31 (range: 20 - 50) év volt. A haemostasisra, vagy
vérlemezkefunkciora haté gyogyszert nem szedtek. Veérzékenységre vagy
thrombosisra utalo tinetet nem észleltink.

Vérvételkor a korabbi leirasnak megfeleléen (14), a véralvadasi vizsgalatoknal
megszokott mddon, 3.8%-os natriumcitrat oldat, valamint Na-heparin volt az
alvadasgatlo.

Thrombocyta-szamlalast korabban fazis kontraszt mikroszkop segitségével,
Fischer és Germer ajanlasa szerint, az utdbbi idében sejtszamlalé automata
segitségével végeztik.

A ,shear-dependens” thrombocyta-aggregatio vizsgalatara az O’Brien-féle
filterométer segitségével kerult sor (8, 9, 15, 16). Heparinnal és citrattal alvadasgatolt
tejes vért aramoltatunk at egy filteren 40 Hgmm nyomassal. Az ilyen koriimények
kozott aramld vérben a thrombocytak aktivacidja és aggregatidja kovetkezik be. A
képz6dbd aggregatumok a filter porusait elzarjak. Az eszk6z 5 masodpercenként meri

a filteren athaladoé cseppek szamat. A mérés el6tt, a mérés 0 - 5. masodperce kozott
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és a meérés 20 - 40. masodperce kozotti cseppeket Osszegydljtve thrombocyta-
szamlalast végeztunk.

Jellemz6 paraméterek:

-zard cseppszam:. az a cseppszam, amelyet kovetben 5 masodperc alatt

legfeljebb egy csepp vér halad at a filteren. (Egészséges kontroll személyek

heparinnal, ill. citrattal anticoagulalt vérmintai esetén a zaré cseppszam 11-29; ill.
11-42 volt).
-thrombocyta-retencié (R): az els6 5 masodperc soran (R-l), ill. a 20 - 40.

masodperc kozott (R-1l) felfogott cseppekben levé thrombocytak szamabdl és a
kiindulasi thrombocyta - szambdl kalkulaljuk. (Az R-I normal értéke heparint, ill.
citratot alkalmazva: 33-98%; ill. 45-89%, az R-Il normal értéke 85-100%; ill. 68-100%
volt).

Minden esetben megmértik a vérzés-idét (lvy modszerével, Simplate-Il

alkalmazasaval) és a Willebrand-fehérje (VWF:AqQ) plazmaszintjét ELISA modszerrel

(17, 18). A thrombocyta-aggregatiot 6t aggregald-szer (adrenalin, adenozin-difoszfat,

kollagén, ristomycin és arachidonsav) alkalmazasaval vizsgaltuk (14). A nagy
thrombocyta-szammal jar6 allapotok tovabbi vizsgalatait (pl. PFA-100 készulékkel)

tervezzuk.

2, A vérlemezkék NO termelésének vizsgalatat egészségesek és nagy

thrombocyta-szammal jaré krénikus myeloproliferativ betegségben szenveddk
mosott  thrombocytainak felhasznalasaval végeztik. 15 myeloproliferativ
betegségben szenved6 beteget (CML:1; ET:8; PRV:3; myelofibrosis: 2; pontosan
nem klasszifikalhaté myeloproliferativ szindroma: 1) vizsgaltunk. A betegcsoportot 10
férfi és 5 né alkotta. Atlagos életkoruk 65.4 (range: 38 - 80) év volt. A thrombocyta-
szam minden beteg esetében kdérosan nagy (500x10%/L feletti) volt. A thrombocytak
morfologidja és volumene normalis volt. A betegek nem szedtek olyan gyogyszert,
amely befolyasolja a vérlemezke-funkciot vagy a haemostasist. Dohanyzok nem
vehettek részt a vizsgalatban.

A kontroll csoportot husz egészséges onként jelentkezd (klinikai munkatars, 7
férfi és 13 nd) alkotta. Atlagos életkoruk 39.8 (range: 29 - 54) év volt. A
haemostasisra vagy verlemezke-mikodésre hatdo gyogyszert nem szedtek. Egyik

csoport tagja sem kapott nitrit-tartalma gyogyszert. A kontroll csoportba sem
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kerulhetett dohanyos. Vérzékenységre vagy thrombosisra utaldo tunetet nem
észleltlnk.

Mintavétel: a vénas alvadasgatolt vert (ACD [citrat]-oldat, Beckton-Dickinson)
200 g-n 10 percig centrifugaltuk, haromszor mostuk HEPES-pufferben (pH 7.4), majd
a harmadik mosas utan a vérlemezkéket 0.9%-os NaCl-ban reszuszpendaltuk. A
thrombocyta-szamot standard médon 100 x 10%/L-re allitottuk.

A thrombocyta-szuszpenzid NO-termelésének mérése: A méréseket NO-
szenzitiv mikroelektrédaju specialis készulékkel (ISONOP 200, ISO-NO WHPI,
Sarasota, Florida) végeztiuk. Az NO mennyiség standardizalasara a gyar altal
mellékelt SNAP donort hasznaltunk, hat koncentraciot felvéve. Az L-arginin tartalmu
pufferben vizsgaltuk a vérlemezkék nyugalmi NO képzését, s ezt alapvonalnak
tekintve alkalmaztuk az aktivatorokat: kollagént (2,5 mg/ml), ADP-t (1,0 ug/ml),
thrombint (3,1 mU/ml), adrenalint (0,25 ug/ml), ristomycint (31,5 ug/ml). A zardjelben
levé szamok a méréfolyadékban levd aktivator végkoncentraciokat jelzik.

Minden esetben elvégeztik az L-arginin kompetitiv metabolikus inhibitoraival
is a vizsgalatot (amelyekbdl nem képes NO képzddni). E célra L-NAME-t (nitro-L-
arginine-metilészter), és L-NNA-t (L-nitro-L-arginin) alkalmaztunk (28, 31, 33).

Az NO termel6dés pikoAmper (pA) nagysagrendi elektromos valaszkeént jelent
meg az altalunk alkalmazott thrombocyta-aktivator rendszerben. A gyorsan
emelkedd, majd tet6z6 aramerésség valtozast a reakcidid6 fuggvényében gorbeként
abrazoltuk, s azt az enzimkémiabdl jol ismert paraméterekkel jellemeztuk: igy Vmax:
az idéegységre jutd pA valtozas, a Km a félmaximalis valaszig eltelt id6. Az NO
termelés mennyiségi valtozasaira a Vmax a jellemzd (ezt illesztettik a SNAP
standard pontokhoz), mig a képz6dés gyorsasagat a Km-érték jelzi. (Nagyobb Km-

érték lassabb termelédésre utal).

3. Poszttranszplantacios diabetes mellitusban végzett laboratoriumi vizsqalatok:
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53 (a SOTE Transzplantaciés Klinikan) sikeres veseatlltetésen atesett, s az
immunsuppressios kezelés (steroid + cyclosporin A + azathioprin + mofetilium
mycophenolicum) miatt diabetes mellitusossa valt betegben vizsgaltuk a szérum
PAI-1 aktivitast, a tPA, B-TG és sTM szinteket, valamint az endothelialis NO-
termelést és a teljes antioxidans statuszt. A betegcsoportot 34 férfi €s19 né alkotta.
Atlagos életkoruk 47.6 (range: 14 - 68) év volt. A transzplantacio 6ta atlagosan 54.8
(range: 2 - 151) honap telt el.

A kontroll csoportot 29 egészséges klinikai munkatars (16 férfi és 13 nd)
alkotta. Atlagos életkoruk 42.8 (range: 31 - 65) év volt.

PAl-1mérés

A plazmatikus PAI-1 aktivitds mérését enzimatikus kromogén reakciéval
(Asserachrom PAI-1) végeztuk. A nagy PAI-1 aktivitast ma Aaltaldban az
atherosclerosis és a coronaria-betegség fliggetlen rizikofaktoranak tekintik (76).

(PAI-1 meghatarozasra 47 betegnél kerult sor).

tPA mérés
Kromogén enzimatikus reakciot hasznaltunk , (Asserachrom t-PA). A nagy tPA
szinteket (a nagy PAI-1 aktivitashoz hasonl6éan) fuggetlen vascularis kockazati

tényezdkent értékelik. (tPA mérést 47 esetben végeztink).

Beta-thromboglobulin meghatarozas

A thrombocyta aktivaciot tukrozd beta-thromboglobulin  meghatarozbasat
ELISA modszerrel végeztuk. (Asserachrom B-TG). B-TG meghatarozasra 53 beteg

esetében kerllt sor.

sTM méreés

A vascularis endothelium-karosodas soran jelentés mennyiségi TM
szabadulhat fel, ezért a sTM az érendothelium-karosodas ujabb markerének
tekinthet6. Mérését ELISA technikaval (Diagnostica Stago ,micro-Elisa plate”)

végeztik (47 esetben).

Az endothelium NO-termelése
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Az NO rendkivll révid (3-5 sec.) féléletideji molekula, hamar NO,-vé, ill. NOs-
ma alakul. Az endothelidlis NO-produkci6 mérése kozvetlenll ugyan nehezen
végezhetd el, a széruml/vizelet nitrit-nitrat tartalma azonban mar kdnnyebben
mérhetd, s annak mennyisége az endothelium NO termelését tukrozi. (A szérumban
és vizeletben Iévé nitrat nitrat reduktazzal nitritté redukalhato. A nitrat redukciojaval
keletkezett és a redukcid el6tt jelenlévé nitrit Griess reakciéval meghatarozhatd). Ily
modon viszonylag egyszer(, non-invaziv modszert alkalmazva vizsgalhatjuk az
intravacularis EDRF-NO termelést (45).

A teljes antioxidans statuszt (TAS) a ,Total Antioxidant Status” kittel (Randox, Wales,
UK) mértuk (56).

A HgA1-C, urea, creatinine, cholesterin, triglicerid méréseket a

Transzplantacios Klinika kdzponti laboratériumaban végezték.

4a. Osszehasonlité genomialis hibridizacio (CGH)
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Ot betegiinknél (3 CLL; 1 CML és 1 ALL) végeztiink sikeres CGH vizsgalatot. A
vizsgalatok soran felhasznalt csontvelé és periférias vérmintak minden esetben a
DEOEC Il Belklinikan kezelt betegekbdl szarmaztak. A vizsgalatokat a DEOEC Etikai
Bizottsaganak iranyelveinek figyelembe vételével végeztuk.

A CGH analizist Kallioneimi és mtsai altal kidolgozott modszerrel, korabbi
leirasok alapjan végeztik (110, 113, 114, 115, 116). A hibridizacidhoz szikséges
DNS-t leukaemias sejtekbdl, ill. normalis periférias lymphocytakb6l Promega
~.Genomic DNA Purification Kit’-tel preparaltuk, a kit leirasanak megfeleléen. A
leukaemias sejtekbdl szarmazd DNS-t  nick-translatioval (zolden fluoreszkalo)
Spectrum Green-12-dUTP-vel, a normalis DNS-t (vordsen fluoreszkald) Spectrum
Red-5-dUTP-vel jeldltuk meg a gyartd (Vysis, Inc. Downers Grove, IL USA)
protokolljanak megfeleléen. A nick translatiohoz ,Vysis, CGH Nick translation kit’-et
hasznaltunk. A Kkisérleti korilményeket ugy allitottuk be, hogy a jelzett DNS-
fragmentumok hossza 300 és 3000 bazispar k6zott legyen. A hibridizacios keverék a
leukaemias és a normalis (jelzett) DNS-b6l 200-200 ng-ot, ill. 20 ug jeldletlen Cot-1
DNS-t (GIBCO) tartalmazott, amelyet 1 térfogat 0.3 M natrium-acetattal (ph: 5.3) és
100% hideg etanollal kicsaptunk. A DNS-t levegén megszaritottuk, majd feloldottuk
10 pl hibridizaciés oldatban, amely 70% formamidot, 10% dextran szulfatot és 2 x
SSC-t tartalmaz. (1 X SSC: 0.15 M NaCl, 0.015 Na-citrat, pH:7.0). Ezt kdvette az
oldatban 1évé DNS denaturalasa (73 C-on, 6t percig), majd 37 C-on 30 percig allni
hagytuk. A targylemezeken 1évd (egészséges férfibél szarmazo) target (metafazisban
lévé) kromoszémakat (Vysis Inc.) 3-5 percig 73 C-on denaturaltuk, emelkedd
koncentraciéju etanol sorban (70%, 85%, 100%) dehidraltuk, majd levegdn
szaritottuk. A hibridizaciés elegyet a targylemezre cseppentettik és Iégmentesen
lezartuk. A hibridizacié id6tartama 72 6ra volt. Ez alatt a készitményeket 37 C-os
nedves kamraban tartottuk. A hibridizaciét kdvetéen a nem hibridizalédott DNS-t a
hibridizacios lemezekrdl eltavolitottuk: a lemezeket egymast kovetéen harom
alkalommal hibridizacios mosoéfolyadékban (50% formamid, 2 x SSC, pH:7.0), majd
kétszer 2 X SSC-ben (pH: 7.0) 45 C-on, ezutan egyszer 2 X SSC-ben, majd kétszer
PN pufferboen (0.1 M NaH;PO4, 0.1 M NayHPO4, Nonident P40, pH:8),

szobahdmérsékleten, alkalmanként 10-10 percig mostuk, majd a lemezeket
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ultratiszta vizben ledblitettik és levegbn megszaritottuk. A sejtmagokat anti-fade
oldatban (Vysis Inc.) oldott DAPI-val festettuk.

Digitalis image analizis: a harom fluoreszcencia intenzitast zold, piros és kék
optikai szlrok alkalmazasaval CCD kameraval (Compulog, IMAC-CCD-230, 8 bit
felbontas, Metasystem GmbH) rogzitjik. (Mintanként 8-10 metafazis vizsgalata
kivanatos). A képanalizalé rendszer a Zeiss Axioplan 135-6s mikroszképon (Carl
Zeiss, Jena, Németorszag) alapszik, amelyhez szamitogép-vezérelt kvantitativ
képfeldolgoz6é rendszert (ISIS, Metasystem GmbH, Altlussheim, Németorszag)
kapcsolunk. A kromoszomak azonositasa a DAPI-savozott image segitségével
automatizalt szines Kkariotipus analizald6 programmal végezhet6. A zdld
fluoreszcencia a hibridizalodott leukaemias DNS-t6l, a piros fluoreszcencia a
hibridizalédott normalis DNS-t6l szarmazik. A kromoszoma-eltérések meghatarozasa
a zOld/vords fluoreszcencia intenzitds hanyadosok aranya alapjan végezhet6. Az
egyes metafazisokra vonatkozé kromoszdéma profilokat atlagolva az adott betegségre
jellemzé  atlag eltérésekrdél nyerlnk informaciot. DNS-tébblet allapithatd meg
azokban az esetekben, amelyekben a zo6ld/voros fluoreszcencia intenzitas aranya
meghaladja az 1.15-6t. DNS-vesztést esetén ez az arany 0.85-nél kisebb. Ezeket a
hatarértékeket normal-normal hibridizaciok atlagértékeibdl hataroztuk meg. Mivel a
Cot-1 DNS a kromoszémak centroméra kozeli régioit blokkolja, ezeket a szakaszokat

a CGH-vizsgalat soran nem értékeltuk.

4b. Fluoreszcencia in situ hibridizacioé (FISH)

82 betegnél (CML, vagy annak gyanuja: 44; leukocytosis: 4, ALL: 7; AML: 6; AML M3
(vagy gyanuja): 8; CLL: 13; DMPS/AML: 1) dsszesen 140 hibridizaciét (FISH
vizsgalatot) végeztink. Az esetek nagyobb felében CML, vagy annak gyanuja, ill.
leukocytosis miatt torténtek a vizsgalatok, s a bcr/abl transzlokacio jelenlétét, ill.
annak quantitativ valtozasat vizsgaltuk (7a,b,c,d tbl., 10a,b,c tbl., 11. tbl).
Ugyanennek a transzlokacionak a jelenlétét kerestik ALL-ben (12. tbl.), tdbb
alkalommal AML-ben is (13.tbl.). AML M3-ban, ill. ennek gyanuja esetén a
promyelocytas leukaemiara specifikus t(15;17) jelenléte, ill. quantitativ valtozasa volt
a kérdés (14. tbl.). Néhany esetben (AML-ben) egyes kromoszomak (pl. 1, 7, 8, stb)
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szambeli anomaliajat is vizsgaltuk (13.tbl). CLL-ben legtobszor a 12-es kromoszéma
triszémiajat (15. tbl.), mig egy beteg esetében, (akinek betegsége DMPS-bél AML-be
transzformalédott) a 7-es kromoszoéma szambeli eltérését vizsgaltuk. A
transzlokaciokat, ill. a kromoszémak szambeli eltérését direkt jelzett lokusz-
specifikus, ill. centroméra-specifikus Vysis szondakkal végeztik. Egyes betegeknél
szimultan végzett hibridizacidkkal tobb kromoszoma-anomaliat is vizsgaltunk. Tobb
betegnél ismételt vizsgalatokra is sor kerult, azaz a FISH-technikat ,citogenetikai
kovetésre” is hasznaltuk.

A FISH-vizsgalatokat a DEOEC. Il. sz. Belklinikan kezelt és gondozott betegek
csontvel6 és/vagy periférias vérmintaibdl szarmazd fehérvérsejtek felhasznalasaval
végeztik. 10 ml (hypotonias) kromoszéma izolal6é oldatba (9 ml 0.075 M KCI, 1 ml
(0.25%) Tripsin EDTA oldat (Sigma) és 80 ul colchicin (Sigma) ) frissen levett 100-
400 ul vért vagy csontvel6t pipettaztunk. A szuszpenziot (37 C-on) 20 percig
inkubaltuk (s ez a vordsvértestek lysisét eredményezte). Ezt kdvetden 5 perces
centrifugalas kovetkezett, majd a feluluszo leontését kovetben a sejteket (3-6
alkalommal) 3:1 methanol:ecetsavban (Fluka) fixaltuk, majd a sejteket targylemezre
cseppentettik, s a FISH analizisig —20 C-on taroltuk.

A hibridizaciét megel6zéen a targylemezeken [évé preparatumot denaturaltuk
(5 percig, 73 C-on 70% formamide/2xSSC-ben), majd emelkedd koncentracidju
alkohol-sorban (70%, 85%, 100%) dehidraltuk, majd levegbn szaritottuk. A
szondakat a gyarté (Vysis) leirasanak megfeleléen 5 percig, 73 C-on denaturaltuk,
ezt kovetben a targylemezre cseppentettik, majd Iégmentesen lezartuk. A
hibridizacio idétartama 12-16 ora volt. Ez alatt a készitményeket 37 C-os nedves
kamraban tartottuk. A hibridizaciét kovetéen a targylemezeket 50%
formamide/2xSSC-ben 30 percig 45 C-on, majd 10 percig 2xSSC-ben 45 C-on, ezt
kdvetéen 2xSSC/0.1% NP-40-ben, szobahén, 5 percig mostuk. A lemezeket levegén
megszaritottuk, majd a sejtmagokat DAPI-val megfestettik. Az eredményeket Zeiss
Axioplan fluoreszcens mikroszkdppal (Carl Zeiss, Jena, Németorszag) értékeltik ki,
megfeleld optikai szlir6ket alkalmazva. Az egyes vizsgalatok soran 100-200
interfazisu sejtet értékeltiink ki. A vizsgalatokat kontroll (egészséges egyénbdl
szarmazé periférias lymphocitakon valo) hibridizacioval egészitettuk ki (116).

A leggyakrabban a Philadelphia kromoszéma (Ph), azaz a 1(9;22) (q34;q911.2)
jelenlétét vizsgaltuk: lényege, hogy a 9-es kromoszoma q34-es régidjaban

lokalizalédd c-ABL onkogén a 22-es kromoszéma BCR génje mellé transzlokalodik.
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Egy fuzids kiméra-gén keletkezik. A 22-es kromoszoman lévé BCR I6kuszt zold, mig
az ABL Iokuszt piros szinnel fluoreszkalé6 DNS szondaval jeldljuk meg. Normalis
sejtekben a szondak egymastdl tavol, kulénalldo szignalként jelennek meg. Ph-
kromoszdma jelenlétekor a sejtekben a kromoszomalis szegmentek transzlokacioja
miatt a két fluoreszcens szignal egymas mellé kerul, a szignalok részleges atfedése
utal a transzlokaciéra. A bcr/abl transzlokacio FISH-vizsgalatat még a kdézelmultban
is klinikailag relevansabbnak tartottuk a PCR-vizsgalatnal (117), ez ma mar
megkérddjelezhet6.

A krénikus myeloid leukaemia (CML) a malignusan transzformalddott 6ssejtek
klonalis betegsége (118, 119, 120). Kronikus fazisa citogenetikailag a Philadelphia
kromoszoma (Ph) megjelenésével, azaz a 9-es és a 22-es kromoszOmak kozotti
transzlokacioval jellemezhetd: t(9;22)(q34;911.2) (121, 122). A 9-es kromoszéma
g34-es régidjan lokalizalédé c-ABL onkogén és a 22-es kromoszéma BCR génjének
atrendez6dése és a betegség kialakulasa, ill. fennmaradasa kozotti okozati
Osszefuggés tobbszordsen bizonyitott. E kromoszdma aberracio citogenetikai vagy
molekularis bioldgiai (FISH, PCR, etc.) mddszerekkel torténé kimutatasa fontos a
betegség diagnosztikajaban, a differencialis diagnozisban (pl. mas krénikus
myeloproliferativ korképektdl vagy éppen a kezelést nem igénylé leukocytosisoktdl
valé elkulonitésben) és a betegek kovetésében. A korabbi terapias eljarasokkal
szemben az interferon-alfa (INF), majd Ujabban Glivec alkalmazasaval a Ph-pozitiv
sejtek szamanak csOkkentése, citogenetikai remisszié elérése is lehetséges, amely
lehet teljes (Ph-pozitiv sejtek: 0%), részleges (1-34%), vagy enyhe (35-90%). Major
citogenetikai valaszrol teljes és részleges remisszié esetén beszélhetink (117, 120,
123). Tekintettel arra, hogy a citogenetikai valasz minésége és a prognozis kdzott
szoros Osszeflggés van, a betegek citogenetikai kovetése, a Ph- kromoszomat
hordozé sejtek aranyanak valtozasa a kezelés hatasanak megitélésében is igen
fontos. A CML-ben alkalmazhaté kilénbdz6é terapias lehetéségekre, INF- és Glivec-
protokollokra, ill. tdbb fontos, ismert adatra nem térlink ki, vagy csak roviden emlitjuk,
s utalunk t6bb, kivalé hazai dolgozatra (124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131).

A 7. (a, b, c, d) tablazatokban feltlintetett 28 beteg kozul 24-nél CML, mig a
kilencedik betegnél myelofibrosis, a 14.-nél Ph-negativ CML, a 26.-nal neutrofil
leukaemia, s a 27. betegnél pontosan nem definialhatdé krénikus myeloproliferativ
betegség igazolodott. Nyolcadik beteglnk FISH-vizsgalatara hidroxiurea-kezelést

kovetden kerllt sor betegsége 88. honapjaban. Kulon figyelmet érdemel a 23. beteg,
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akinél 2.5 évtizedes korabbi (busulfan, hidroxiurea) kezelést kovetéen kerult sor a
FISH-vizsgalat elvégzésére. A tobbi, ujonnan felismert beteget a FISH-vizsgalat
elvégzése el6tt nem kezeltuk. A késbbbiekben (a tablazatokban feltintetetteknek
megfeleléen) hidroxiurea, interferon, késébb Glivec kezelésben részesliltek, ill. két
esetben allogén csontveld-atultetésre is sor kerult.

A kovetkez6 csoport (10.a-c tablazat) 21 tagjanak alapbetegsége, ill.
citogenetikai vizsgalatanak eredménye korabbrél ismert volt. Betegséguk
felismerésekor interfazis citogenetikai vizsgalat elvégzésére nem volt lehetéség.
(Kivetelt képez az az Ot beteg, akik az elsd, ill. masodik tablazatokban egyarant
szerepelnek, s akik egy-ot csillaggal hasonléan vannak megjeldlve). FISH-analizisre
6-75 honapos (az optimalisnal legtdbbszor kisebb doézisu) INF-kezelést kdvetben
kerult sor. Az 1., 3., 4., 6., 7., 9., 18., 19., 20. és 21 betegek esetében ismételt
vizsgalatokat is végeztink, azaz a FISH-technikat ezen betegek citogenetikai
kovetésére is alkalmaztuk (10.a-c tbl).

A kovetkezd csoportba négy, leukocytosis miatt tartésan obszervalt beteg
kerllt. A FISH elvégzésére differencialdiagnosztikai megfontolasokbol, CML-tél valo
elkulodnités céljabal kertlt sor (11. tablazat).

A 12. tadblazatban hét ALL-es beteglnk szerepel, akiknél a Ph-kromoszéma
jelenlétét vizsgaltuk. Az elsd beteg esetében csontvel-fibrosis miatt csak periférias
veér vizsgalatara volt lehetdség. A tobbi betegnél csontvel6-aspiracioval nyert sejteket
vizsgaltunk. (A Ph-kromoszoma vagy a bcr/abl transzlokacié vizsgalata heveny
leukaemiakban is igen fontos. Ennek az aberracidénak a jelenléte rossz prognosztikus
jelnek tekintendd, s arra utal, hogy kemoterapiaval ezek a betegek nem
gyogyithatéak meg. Gyogyulas csak allogen 6ssejt-atiltetéstdl remélhetd).

AML-ben 6sszesen 14 beteg FISH-vizsalatara kerult sor. Kozuluk nyolcnal
heveny promyelocytas leukaemia lehet6sége miatt a t(15;17) jelenlétét vizsgaltuk. (A
vizsgalat elve, ill. az alkalmazott szondak szine azonos a bcr/abl transzlokacié
vizsgalatahoz). (14. tablazat). Az 1. és 5. betegnél ismételt vizsgalatokat is
végeztunk. A 14. tablazatban szerepl6 4. beteg a 7c. tablazat 17. helyén is szerepel.
A tobbi AML-es beteglnkben (a 13. tablazatnak megfelel6en) a Ph-kromoszéma
jelenlétét, ill. a 7., 8., ill. mas kromoszdmak szambeli eltéréseit vizsgaltuk.

CLL-ben a 12-es kromoszoma triszémiaja az egyik leggyakoribb kromoszéma-

anomalia. Ezt vizsgaltuk 13 CLL-es beteglnkben (15. tablazat). A 12-es kromoszéma
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vizsgalatan kivul néhany esetben a 7., egy betegnél pedig a 8. kromoszéma

szambeli anomaligjat is vizsgaltuk centroméra-specifikus szondak felhasznalasaval.

EREDMENYEK
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1. A primer és szekunder thrombocytosisok vizsqgalata O’Brien-féle

filterométerrell:

A KMB-ben szenvedd 53 beteg kozll 52 esetében kerllt sor heparinnal, 35-ben

pedig citrattal antikoagulalt teljes vér vizsgalatara (1. és 2. tbl). Antikoagulansként

heparint alkalmazva a zar6 cseppszam 18, az R-1 10, az R-ll 31 esetben volt koros.

Citrattal antikoagulalt vérmintaink vizsgalatakor a zaré cseppszam 23, az R-l 24, az

R-Il 27 esetben bizonyult kérosnak. (1-3 abra és 1. tbl).

1.tbl.

Myeloproliferativ betegségekben és reaktiv thrombocytosisokban

kapott kéros eredmények

Myeloproliferativ betegségek

Reaktiv thrombocytosisok

Heparin Citrat Heparin Citrat
n=52 (%) n=35 (%) n=21 (%) n=18 (%)
Zaré cseppszam 18 (34.6) 23 (65.7) 0 (0.0) 0(0.0)
Rl 10 (19.2) 24 (68.6) 0 (0.0) 0(0.0)
RHll 31 (59.6) 27 (77.1) 3 (14.3) 1(5.6)
2. tbl.
A zaré cseppszam, a thrombocyta-retencié | és Il (R-l és RIl)

megoszlasa krénikus myeloproliferativ

betegségekben (KMB),

reaktiv thrombocytosisban (RT) és a kontroll csoportban
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Heparinnal alvadisgdtolt vérmintdk Citrdttal alvaddsgidtolt vérmintdk

KMB RT Eontroll EMB RT Kontroll
n=>52 n=21 n=20 n=35 n=18 n=20
Zard cseppszam ZAré cseppszéam
dtlag 25 14 21 52 19 28
SD 12 4 5 21 7 7

thrombocyta retencid - I (%) Sarcmkoeyte oecmasds oL L]

atlag 484 73.1 72.5 37.7 71.6 68.6

SD 18.5 13.4 14.8 16.1 14.2 11.0

thrombocyta retencié -II (%) thrombocyta retencid - II (%)

dtlag 74.8 93.1 95.0 53.7 919 87.8

SD 18.7 78 44 17.9 84 96
1. abra.

A zaré cseppszam megoszlasa kréonikus myeloproliferativ
betegségekben (KMB), reaktiv thrombocytosisokban (RT) és a

kontroll csoportban. (Citrattal alvadasgatolt vérmintakban).
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KMB RT Kontroll

KMB-ben a betegek kb. 65%-aban volt kbros a zar6 cseppszam

2. abra.
A thrombocyta-retencié | megoszlasa krénikus myeloproliferativ
betegségekben (KMB), reaktiv thrombocytosisokban (RT) és a

kontroll csoportban. (Citrattal alvadasgatolt vérmintakban).
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KMB-ben a betegek kb.2/3-aban kisebb (kéros) az R-1

3. abra.
A thrombocyta-retencié Il megoszlasa krénikus myeloproliferativ
betegségekben (KMB), reaktiv thrombocytosisokban (RT) és a

kontroll csoportban. (Citrattal alvadasgatolt vérmintakban).
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KMB-ben a legmarkansabban (a betegek 77%-aban)az R-11 valt kérossa
A reaktiv thrombocytosisos csoportban 21 heparinos, I8 citratos vizsgalat volt (1.
tablazat). Heparin alkalmazasakor a zaré cseppszam és az R-l minden esetben a

normalis tartomanyba esett, mig az R-lIl 3 alkalommal volt al-pozitiv. A 18 citratos
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vizsgalat kozul a zard cseppszam és az R-lI egy esetben sem, mig az R-Il egy
esetben bizonyult al-pozitivnak.

A vérzés-id6t a kronikus myeloprolfierativ betegségekben csupan a betegek
13%-ban talaltuk kérosnak.

A thrombocyta-aggregatio 86%-ban volt kéros adrenalin alkalmazasakor, 64%-
ban, ha ADP-t alkalmaztunk aggregalé szernek. Collagen, arachidonsav és
ristomycin alkalmazasakor kisebb (36, 23 és 28) szazalékban észleltiink csdkkent
thrombocyta-aggregatiot.

A VvWF:Ag plazmaszintie a myeloproliferativ csoportban atlagosan 1.19
(range:4.16 - 0.36) U/L, a reaktiv thrombocytosisos csoportban atlagosan 1.72
(range: 4.8 — 0.97) U/L volt.

A thrombocyta-szam, a zar6é cseppszam, az I. és Il. retencio - és a VWFAgQ
kozotti korrelacio analizis soran nem talaltunk 6sszefuggeést a thr-szam és a vWFAg
szintek kozott sem a KMB-esetekben, sem a reaktiv thrombocytosisokban.
Szignifikans korrelaciét észleltink a zaré cseppszam és a VWF-Ag-szintek kozott a
reaktiv thrombocytosisokban a heparinos médszerrel (p=0,016), amely 6sszefliggés
még szembetlin6bb, ha citratot alkalmaztunk antikoagulansként (p=0,0048). Nem
volt O6sszefuggés viszont e két érték kozott a KMB-eseteiben (p=0,28 és 0,24). Az R
és VWF-Ag Kkozotti osszefliggések vizsgalata soran szignifikans 0Osszefuggést
kaptunk a myeloproliferativ-betegségekben a heparinos médszerrel (p=0,047), amely
Osszefuggés nem eléggé vagy gyengén volt csak szignifikans reaktiv
thrombocytosisokban (p=0,064). A myeloproliferetiv betegségek kimutatasara
érzékenyebb citratos modszerrel ennek az ellenkezbjét kaptuk, a korrelacié csak
reaktiv thrombocytosisokban volt szignifikans (p=0,017 vs. 0,64) Nem talaltunk
Osszefuggeést az R-ll és az antigén-szintek kozott egyik csoportban sem, akar a
heparinos, akar a citratos modszert alkalmaztuk.

A filter-teszt legfontosabb eredménye tehat (3. és 4. tbl): a citratos modszer
minden esetben szenzitivebb a heparinosnal. A két csoport minden parameétere
(zaro-cseppszam, R-l, R-ll) szignifikansan kulonb6z6. A citratos mintak R-ll
ertékének szenzitivitasa 77,1%, specificitasa 94,4%, azaz megfelel6 a nagy
thrombocyta-szammal jar6 allapotok vizsgalatahoz. A fals-negativ (22,9%) és fals

pozitiv (5,6%) esetek aranya akceptalhato.
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3. tbl.

Az eredmények statisztikai jellemzésre

Zar6 cseppszam R-lI
heparin citrat heparin Citrat
Szenzitivitas (%) 34.6 65.7 59.6 771
Specifictas (%) 100 100 85.7 94.4
Fals - negativ (%) 65.4 34.3 40.4 22.9
Fals - pozitiv (%) 0 0 14.3 5.6
4. tbl.
A harom csoport (KMB, RT és kontroll) laboratériumi paramétereinek
osszehasonlitasa t-prébaval
Heparinos vérmintak Citratos vérmintak
KMB v RT KMB v Kontroll RT v Kontroll KMB v RT KMB v Kontroll RT v Kontroll
Zard cseppszam Zar6 cseppszam
Kiilonbseg + SE 1095+ 1.828 3.762 1951 -1.188 £ 1 412 3327+£5075 24.08 + 3.887 -0.194 +2303
p érték <0.0001 0.0580 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0003
thrombocyta retencio - | (%) thrombocyta retencio - | (%)
Kulénbség + SE -24.73 + 3 891 =24 08 £4.629 0.6452 + 4396 -33.87+4.49] -30.86 £3.671 3.006 + 4.094
p érték <0.0001 <0.0001 0.8840 <0.0001 <0.0001 0.4676
thrombocyta retencié - I (%) thrombocyta retencio - 11 (%)
Kilénbség + SE -1831=3.106 -2021£2.782 -1.905 £ 1.972 -38.23£3.627 -3404+£3714 4104 +£2.045
p érték <0.0001 <0.0001 03414 <0.0001 <0.0001 0.1630

2. A thrombocytak NO-termelésének vizsgalata naqgy thrombocyta-szammal

jaro kronikus myeloproliferativ korképekben:

A thrombocyta NO valasz az aktivator alkalmazasat kovetéen 20-40
masodpercen belll jelentkezett. Az L-Arg. kompetitiv antagonistai (L-NAME, L-NNA)

jelenlétében a thrombocytak NO termelésének mértéke legalabb 90%-kal csOkkent
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(4. abra). Az 5. abran a kulonb6z6 aktivatorokra adott NO-valasz lathato egészséges
személy mosott thrombocytaibdl készilt szuszpenzidban. Az 5. tablazatban a mosott
vérlemezkékben a kulonféle ingerekre képz6dd, 100000 thrombocytara szamolt
atlagos NO-koncentraciét (nmol/L/100000 thrombocyta), valamint kinetikus
paraméterként az atlagos Km-értéket (ez abszolut értékben a reakcio sebességével

forditottan aranyos), valamint szérasaikat tlntettuk fel.

4. abra.

A thrombocytak NO-képzése, ill. az L-Arg. specifikus inhibitorainak hatasa. (A
fels6 gorbe az L-Arg. pufferben a kollagén adasa utan megjelené thrombocyta NO-
valaszt jelzi, mig az als6 két gorbe esetén a pufferben az L-Arg. mellett L-NAME
vagy L-NNA (az NO-szintézis kompetitiv inhibitorai) is volt. Lathato, hogy az

inhibitorok mellett nem alakult ki NO-képz&dés).

1200 ==
1000 <=
800 4
600 <

400 +

NO Koncentracié
(nmol/L)

200 +

id® (min)

Collagen - —-—-—-L-NAME .....-. L-NNA

5. abra.

Jellegzetes thrombocyta NO-valasz vérlemezke-aktivatorokra. (Egészséges

személy).
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NO Koncentracié (nmol / L)

Collagen ==-==--- ADP — — — Epinephrine

— = = — Thrombin Ristomyein

5. tbl.
A thrombocytak NO-képzésének mennyisége (nmol/L/100000 thrombocyta) és
sebessége (K.) a vizsgalt egészségesekben és nagy thrombocyta-szammal

jaré myeloproliferativ betegség (KMB) miatt gondozottakban

Collagen ADP Epinephrine Thrombin Ristomycine
Csoport] Vmax | KM | Viax | Kv | Viux | Kv | Viax | K | Viax [ Kwu
nmol/. | Min [nmol/L | min |[nmol/L | min |nmol/L| min |nmol/L | min

No. 20 13 17 20 17
Kontroll [ 1185.9+] 3.19 508.3 452 | 1500.5 | 3.15 | 1950.5| 240 [1771.2] 2.01

n=20 3953 + + + + + + + + +

1.29 136.6 1.25 318.3 1.12 438.3 | 0.775 | 601.9 1.56

No. 15 13 13 15 12
KMB 422 2% 1.87% 76.1* 1.65* | 738.9* | 289 | 6253*% | 1.49* | 446.4* 1.56

2 5
n=15 + " + & - - - 4 +
1095 | o6 | 195 | 084 | 2367 | 077 | 2483 | (4o | 1084 [ 0.64

Az eredményekben észlelt jelentés széras ellenére KMB-ben a thrombocytak NO-
termelése  statisztikailag is szignifikans mértékben csokkentnek bizonyult a
kontrollcsoporthoz képest. Az NO-képz6dés mérteke aktivator-dependens, s jol
gatolhaté NO-szintézis inhibitorokkal.
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3. Poszttranszplantacios diabetes mellitusban végzett vizsqalatok:

Poszttranszplantacios diabeteses betegekben Iényegesen nagyobb, a
kontrollokéhoz képest tdbb mint kétszeres PAI-1 aktivitast és tPA szintet mértlnk.
Emlitést érdemel, hogy az irodalomban egyre nagyobb figyelmet kapott a fibrinolysis
és az artérias betegségek kozotti kapcsolat. Szintén markansan, (a PAI-1-hez
hasonlé mértékben) nétt a plasma sTM szintje, amely a sérult endothel-sejtekbél
szabadul fel. A legszembet(inbbb mértékben az in vivo thrombocyta-aktivaciot
tlkroz6 béta-thromboglobulin plasma-szintje nétt meg. (A betegcsoportban csaknem
hatszor nagyobb értékeket mértink). Varakozasunkkal szemben a kontroll

csoportban észleltink kisebb intravasalis NO-képzést (6. abra és 6. tbl).

6. abra.

Poszttranszplantaciés diabetes mellitusban vizsgalt haemostasis-paraméterek

250,0 o

200,0 o=

150,0 4

100,0 4+

EBKONTROLL 0 TRANSZPLANTALT

6. tbl.
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POSZTTRANSZPLANTACIOS DIABETES
MELLITUSBAN VIZSGALT HAEMOSTASIS -

PARAMETEREK

KONTROLL BETEG

n | ATLAG | SDEV n | ATLAG | SDEV
PAl 21 | 1352 | 328 | 47 | 3503% | +9,95
[AU/mI|
tPA 29 | 2496 | +675 | 47 | 50,06% | +14,.89
[ng/ml]
™ 28 | 2524 | +820 | 47 | 63.43* | 19,06
[ng/ml]
PTG 20 | 2634 | +718 | 53 | 154,74* | 26,66
(IU/ml]
NO/NO; | 59 | 2610 | +768 | 53 | 5089*% | +11,89
[pmol/l]
TAS 23 | +1553 | £011 | 47 | 1265% | 0,18
[mmol/ml]

* Szignifikans differencia

A vizsgalt haemostasis-paraméterek és a glycalt-Hg, vesefunkciok, lipidek valamint a
transzplantacio o6ta eltelt id6 kozotti korrelacio vizsgalatok soran hat esetben talaltunk
figyelemre méltdé pozitiv korrelaciot: szoros, de ,nem eléggé szignifikans”
Osszefuggést a HgA1-C - thrombomodulin (p=0.0758) (7. abra) ill. a
transzplantaciotol eltelt idé6 és a PAI-1 (p=0.092) koézott (8. abra). A korrelaciod
szignifikansnak bizonyult a creatinine - BTG (p=0.01) (9. abra); a triglicerid -
thrombomodulin (p=0.001) (10. abra); a triglicerid - PAI-1(p=0.028) (11. abra)
valamint a transzplantaciotdl eltelt id6 és a tPA (p=0.0289) kozott (12. abra)

7. abra.
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™ (ug/ml)

8. abra.

PAI-1 (ng/ml)

9. abra.

500 —

A HgAlC és a thrombomodulin k&ézdtti Ssszefiiggés PTDM-ban
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BTG (IU/ml)

10. abra.

T™ (ug/ml)

A szérum kreatin &s béta - TG k&ézdtti &sszefiiggés PTDM-ban
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A szérum triglicerid és a solubilis thrombomodulin k&z&tti &sszefliggés PTDM-bam
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11. abra.

PAI-1 (ng/ml)

12. abra.

tPA (ng/ml)

55 —

45 —

35 —

A szérum triglicerid és a PAI - 1 koézdétti &sszefiiggés PTDM-ban
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A transzplanticidétdl eltelt idd és a tPA kdzdtti Ssszefiliggés PTDM-ban
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4a. A CGH vizsgalatok eredményei:

Egy CLL-es betegnél talaltunk eltérést: raritasként a 7-es kromoszdéma
triszomiajat, melyet késébb FISH-sel is sikertlt bizonyitani. (A citogenetikai vizsgalat
8-as triszOmia mellett szolt. 7-es és 8-as kromoszoma centroméra-specifikus
szondak felhasznalasaval 7-es triszOmia igazolodott, a nyolcadik kromoszéma
diploidnak bizonyult). Tovabbi két CLL-es, egy CML-es és egy ALL-es beteg

esetében kariotipus-anomaliat nem talaltunk.

4b. A FISH-vizsgalatok eredményei:

CML, (vagy alapos gyanuja) miatt 44 beteget vizsgaltunk, s Osszesen 77
hibridizaciot végeztunk. (Tobb beteg esetében ismételten is vizsgaltuk a BCR/ABL
transzlokacio jelenlétét, ill. a pozitiv sejtek aranyanak valtozasat).

INF-kezelés megkezdése elbtt 28 beteg FISH-vizsgalatara kerult sor. Ezeknek
a betegeknek az adatai a 7. (a-d) tablazatokban lathatdk. A klinikai adatok CML-re
utaltak. 24 esetben a FISH-vizsgalat eredménye is alatamasztotta a CML feltételezett
diagndzisat. A kilencedik (n6) betegnél atrendezédést nem talaltunk, a citogenetikai
vizsgalat sem jelzett Ph-kromoszémat. Leletei myelofibrosist bizonyitottak. Tovabbi
harom beteg (a 14., 26. és 27.) esetében vizsgalataink (a hagyomanyos citogenetikai
vizsgalatok eredményeit megerésitve) BCR/ABL (azaz Ph) negativitast igazoltak, s a
végs6 diagndzis Ph-negativ CML, neutrofil-leukaemia, ill. pontosan nem definialhato
kronikus myeloproliferativ betegség lett.

Citogenetikai vizsgalatra aspiralhaté csontvelé hianyaban négy esetben nem
kerult sor: Az els6 betegnél a periférias veérbél izolalt fehérvérsejtek BCR/ABL
pozitivitasa CML mellett szélt. A diagndzist kdvetéen 16 honappal idegendonor
transzplantacidban részesult. A csontvelé-atlltetés ota komplett haematologiai
remisszidoban van. Ph-kromoszémat hordozd sejteket ismételten végzett FISH-
vizsgalattal sem talaltunk. (A kontroll vizsgalatok eredményei a tablazatban
nincsenek feltintetve). A 2. és 22. betegeknél szintén a periférias vér FISH-
vizsgalata biztositotta a korrekt diagnozist, majd (a 22. esetében) tette lehetévé a
Glivec-kezelést. A 24. beteg adatai (a crista-biopsiat is beleértve) myelofibrosis
(agnogen myeloid metaplasia mellett) szoltak. Aspiralhaté csontvel6 hianyaban,
jelentdés citopenia ellenére, vénas veérbdl szarmazo fehérvérsejtek FISH-vizsgalata

igazolta a BCR/ABL transzlokaciot, azaz bizonyitott CML-t.
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7a. tbl.

FISH-vizsgalatok CML-ben, (vagy annak gyanuja esetén)

INF kezelés el6tt I.

Betegek FISH (kéros: +) Citogenetika Prognozis Haematol ogiai Megjegyzés,
(kor/nem) (pozitiv sejtek %) remisszioé lefolyas
csontvel 6 vér
1. Nem + Nem tortént Joé Nincs A dg. utan 16 hénappal s-
30é/ffi nyerhetd 15% (myelofibrosis) keres MUD. CHR-ban van.
2. Nem + Nem tortént Intermedier Nincs Elt(int, nem kovetheté.
57é/ffi nyerhetd 1% (myelofibrosis)
3. + Harom honappal betegsé-
27é/In6 90% J6 CHR ge felismerése utan acce-
dupla:1%) Ph + (2 hénap) leralt, majd blastos fazis.
Kovetés:12 h6, meghalt.
4.* + + Ph + Intermedier CHR Kovetés: 39 ho.
54¢ /ffi 87% 7% (2 hénap) Meghalt.
Th: 5 ME INF/die
5. + Ph + Rossz CHR Kovetés: 30 ho.
54é /ffi 91% (85%) (4 hénap) CHR-ban van.
dupla:3% Th: 3 ME INF/die
6. + Ph:+ Intermedier PHR Hat hénappal betegségé-
37é/ffi 88% nek felismerése utan gyors
dupla:4% accelerdcié, majd BMT.
. PCR: pozitiv.
.o Nem o * Ph: - J6 Gyorsan kialakulé blastos
56é/n6 nyerhetd 10% .
fazis, meghalt.
A FISH-vizsgalat bete gsé-
8. g . . gének 88. hénapjaban tor-
506 /ffi 1;0/ Ph Jo Nincs tént. A 104. hénapban
? blastos fazis, exitus.
9. - Ph:- Myelofibrosis
62¢/n6 0%
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7b. tbl.

INF kezelés elott Il.

FISH-vizsgalatok CML-ben, (vagy annak gyanuja esetén)

Betegek FISH (koros: +) Citogenetika | Prognozis Haematologiai Megjegyzés,
(kor/nem) (pozitiv sejtek: %) remisszié lefolyas
csontweld vér
10. + + Ph: + Kovetés: 8 honap.
27¢/ffi 86% 81% 80% Blas.tos R CML blastos fazis ban kerilt felismerésre.
dupla:i2% | dupla:1% fazis
* Kemoterapia (mini ICE) utan.
0,
10. 44%
Kontroll
11.%* + + Ph: + Intermedier PHR Kovetés: 10 honap.
61é/n6 82% 91% 100 % 5 ME/m2/die INF és oralis Ara-C kezelés mellett sem
dupla:3% dupla: 1% alakult ki citogenetikai jawlas, vagy CHR.
Meghalt.
12. + + Ph: + Jo CHR Kovetés: 36 honap.
67¢é/n6 70% 72% 100% (2.5 hoénap) Kezelés: 5 ME/m2/die INF és oralis Ara-C,majd
Glivec, ilLHU. CHR-ban van.
13. + Ph: + Jo CHR Kovetés: 26 honap.
51é/né 87% 100 % (3 hénap) Kezelés:INF +Ara C, majd HU, kés6bb Glivec.
Meghalt.
14. Ph: - Intermedier CHR Kovetés: 12 honap.
73é/ffi - (6 hénap) Kezelés: HU
0% CHR-ban van.
15. + Ph: + Rossz Kovetés: 14 honap.
64¢é/fi 83% A diagnézis utan 6 hénappal
dupla: 1% acceleratio, majd blastos fadzis. Meghalt.
Kezelés: HU.
7c. tbl.
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FISH-vizsgalatok CML-ben, (vagy annak gyanuja esetén)
INF kezelés elott Ill.

Betegek FISH (koros: +) Citogenetika Prognézis | Haematologiai Megjegyzés,
(kor/nem) (pozitiv sejtek %) remisszio lefolyas
csontweld ver
16. *** + + Ph: + 56 CHR Kovetés: 39 hénap, CHR-ban van.
40/ffi 96% 93% (100%) (4 hénap) Kezelés: 10ME INF/nap, majd Glivec.
Kovetés: 9 hénap, meghalt.
Blastos fazisban kertilt felismerésre.
17. ) Kezdetben AML (M3)ra utalé6 morfolégia. A
65/fi " Ph: - Rossz t(15;17)-et ismételt citogenetikai és FISH
88% vizsgalat sem igazolta.
Kovetés: 31 hénap.
18.%*** + + Ph: + . CHR CHR-ban van.
Intermedier . _— . . .
50/ffi 93% 94% (100%) (3 honap) Kezelés: 9 ME INF/nap és oralis Ara-C, majd
INF, késébb Glivec
19. * Ph: + Interm edier CHR EZZ?IZZ:' :I’)-l?Jh(:TT:j% Glivec
L o o . 1 HU,
60/n6 96% (100%) (2,5 honap) CHR-ban van.
0w e . _— 5 CHR '\KA&;vegilst: A 40 honapban blastos fazis.
0, N . g .
AT/t 87% (2hénap) |, eles:9 ME INF/nap, majd Glivec.
21. Kovetés: 1 ho
i + Ph: + Intermedier ove (,ES_ onap
34/n6 90% kezelés: HU
Kbvetés: 18 hdnap.
22. Nem + Nem tortént Interm edier A dg. utan 2 hoénapal acceleratio.
51/né nyerhetd 93% (myelofibrosis) Kezelés: 3 x3 ME INF/hét és HU, majd
Glivec. El. CHR-ban van.
23 + Kovetés: 26 év.
o Ph: + Jo CHR INF-fet nem kapott.
90%
55/nd ° CHR-ban van.
7d. tbl.
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FISH-vizsgalatok CML-ben, (vagy annak gyanuja esetén)

INF kezelés elétt IV.
Betegek FISH (kéros: +) Citogenetika Progndzis Haematologiai Megjegyzés,
(kor'nem) (pozitivsejtek %) remisszio lefolyés
csontveld ver
Cirista biopsia myeldfibrosist jelzett.
24, + Nemtortént | Accereldit N Kowetés: 16 honap )
286 12% | (myelofbrosis) | fazis nes CML acoeleralt fzisban kertit
felismerésre. Meghalt.
Kowetés: 13 honap.
25, Ph: + . CHR-ban an.
706 iy NT (oo | emedier R Kezelés: Litalir, 3ME INF/die,
69% i
majd Glivec
26. y NT Ph - Nncs  [Newtrofil leukémia
556ffi 0% )
Pontosan nem definialhatd
27. NT - Ph - krénikus myeloprdliferativ betegség.
69n6 4% ) (CVPD).
(Kezdetben CML mertit fel).
6 éwel korabban ALL miatt kezeltik.
28. + Accerdldt Késtbb CML acceleralt #zist
685 NT 16% P - fazis NCs  eslettiink.
Kowetés: 5 hdnap Meghalt.

Tovabbi négy, FISH-sel BCR/ABL pozitivhak bizonyulé betegben (a 7., 8., 17.,

28. esetekben) a citogenetikai vizsgalat nem jelezte a Ph-kromoszdma jelenlétét.

A FISH-analiziseket részben csontvelbi, részben periférias vérbél szarmazé

sejteken végeztik. Hat alkalommal egy idében nyert csontvel6i és periférias

vérmintakon parhuzamos vizsgalatokat is végeztink, hasonldé eredménnyel. A sejtek

100%-at érintd génatrendezédést egyetlen esetben sem lattunk. A betegek jo,

intermedier és rossz prognosztikus csoportokba valdé besorolasat, valamint a

haematologiai remisszié kialakulasanak megitélését a 8. és 9. tablazatok alapjan
végeztik (132, 133).

7. tbl.
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Prognosztikai tényezok és csoportok frissen felismert CML-ben

Rossz prognosztikai tényezbk

Kor > 60 év

Lép > 10 cm-el meghaladja a bal bordaivet

Blastok: > 3% a vérben vagy > 5% a csontvel6ben
Thrombocytaszam: > 700 X 10°/ |

Basophilaranyok: > 7% a vérben vagy > 3 % a csontvel6ben

JO, intermedier és rossz progndzisu csoportok
J6 progndzis: 0 vagy 1 tényez6 esetén
Intermedier: 2 tényezd esetén

Rossz prognozis: 3 vagy tobb tényezd esetén

9. thl.

A haematologiai remisszié megitélése CML-ben

Kategoria Kritériumok

Haematologia remisszié Komplett normalis fvs.-szam < 10 X 109/l
és qualitativ vérkép
normalis thr-szam: < 450 X 10° /I
A betegség Gsszes tiinete
megsz{inik

parcialis nomalis fsv-szam: < 10 X 10° /I
fiatal-sejtek a periférian, vagy
splenomegalia, vagy
thrombocytosis: < a kiindulasi
érték 50 %-a

A 28 beteg koézul hat (a 3., 5., 6., 10., 11., 15. betegek) esetében észleltiink

(kis szazalékban) dupla Ph-pozitivitast. E kis szamok ovatosan kezelenddk, azonban
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a hat beteg kozul négy esetében gyors acceleraciot, ill. blastos fazis kialakulasat
észleltik, azaz a betegség felismerésekor (akar kis szazalékban) kimutathaté dupla
Ph-pozitivitas rossz prognozist sejtet, s intenzivebb kezelés szlikségességét vetheti
fel.

Vizsgalataink fontos tanulsaga, hogy a FISH-vizsgalat mind csontvel6i, mind
periférias sejteken elvégezhetd, a parallel végzett vizsgalatok eredményei
megfeleléen korrelalnak, azaz nem feltétlenil szikséges rendszeres csontvel6-
vizsgalat elvégzése. A betegek kovetésére (a kezelés kdzben, annak kdvetkeztében
valtoz6 Ph-kromoszoma pozitiv sejtek aranyvaltozasanak megitélésére) a kisebb
megterhelést jelentd vénas vérvétel, ill. a keringésbél szeparalt fehérvérsejtek
vizsgalata is megfeleld lehet.

A fentiek logikus kovetkezménye, hogy a FISH-technika azon betegek
szamara is informativ, hasznos, ill. diagnosztikus ereji vizsgalat lehet, akiknél
technikai okok miatt csontvel6-aspiraciora, citogenetikai vizsgalatra nincs lehet6ség,
vagy annak eredménye negativ. A hetedik beteglinknél a hagyomanyos citogenetikai
vizsgalattal nem lehetett Ph-pozitivitast demonstralni. A FISH-vizsgalat BCR/ABL
pozitivitast igazolt. A késbbbiekben elvégzett PCR-vizsgalat, ill. a klinikai lefolyas
(gyorsan kialakulé blastos fazis) is tamogatta a FISH-altal jelzett BCR/ABL
atrendez6dés valos voltat. A 8. beteg érdekessége, hogy (negativ citogenetikai és
PCR vizsgalat alapjan) sokaig Ph-negativ CML-nek kellett tartanunk. A PCR-nél
kevésbé szenzitiv FISH-technika jelezte a BCR/ABL atrendezédést. (A késébbiekben
megismeételt PCR-vizsgalat eredménye szintén pozitiv lett).

A 10., blastos fazisban lévé fiatal CML-es beteglinknél mini ICE kezelést
kovetden szignifikans Ph-pozitivitas csokkenést igazoltunk.

A 23., id6s nébetegunknél 26 évvel korabban kerult felismerésre a CML. INF-
fet nem kapott. Ph-pozitivitasa FISH-sel is megerésithet volt. Betegsége benignus
lefolyasanak oka nem ismert.

A FISH-vizsgalatok soran minden esetben meghataroztuk a Ph-pozitiv sejtek
aranyat. Hagyomanyos citogenetikai vizsgalattal ez nehezebben hatarozhaté meg.
Jol latszik azonban, hogy a konvencionalis citogenetikai vizsgalattal 100%-os Ph-
pozitivitassal jellemzett betegek kozul egy esetben sem tudtuk megerésiteni a
BCR/ABL atrendez6dés 100%-o0s gyakorisagat FISH-technikaval. Ez a residuadlis

egeszséges haematopoesis (a korabban gondoltnal jelentésebb) jelenlétére utal.
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A Kklinikai paramétereken alapuléo (Sokal-score-rendszerhez hasonld
informacio-tartalmat hordozd) Kantarjian és munkatarsai altal javasolt score rendszer
(amely segitségével a betegek j6, intermedier és rossz progndzisu csoportokba
sorolhatok) és a FISH-vizsgalatok eredményei kozott ellentmondas lehetséges. A
FISH-vizsgalatok pl. a 3., 6., és 11. beteg esetében rossz prognozist sugallt, a klinikai
score-rendszer alapjan azonban a ,jo” és ,intermedier”’ csoportban kapott helyet. A
betegség lefolyasa a feltételezhetd ,rossz progndzist” igazolta. A Kklinikai
paramétereken alapuld score-rendszer fontos eleme a frissen felismert CML-es
betegek jellemzésének, informacid tartalma mindazonaltal nem éri el a genetikai
vizsgalatokét. Adott esetben a genetikai vizsgalatok eredménye nagyobb sullyal

értékelendé.

21, INF-fel kezelt CML-es betegnél Osszesen 42 alkalommal végeztink FISH-
vizsgalatot. (Voltak k6z6s, mar az el6z6 csoportban is feltintetett betegek is, ezért
44, s nem 49 a CML-ben vizsgalt betegek szama). Az el6zd csoporthoz hasonldan itt
is szerepelnek mind csontvel6bél, mind vénas vérbdl szarmazo fehérvérsejtek
hibridizacios vizsgalatai. Parallel vizsgalatokra ebben a csoportban 10 esetben kerult

sor, az eredmények j6l korrelaltak (10. a,b,c tablazatok).

10.a. tbl.
INF-fel kezelt CML-es betegek |I.
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Betegek FISH (koros:+) Citogenetika Prognézis | Haematologiai | Citogenetikai valasz |Az INF- kezelés | INF (median Megjegyzés, lefolyas
(kor/nem) (pozitiv sejtek %) (a betegség remisszio tartama a FISH dozis)
felismerésekor) végzésekor
csontvel6 veér
1. 44 é/né + (6%) ) ) Teljes/re§zleges. 60 h(’)nap 2x5 ME/h(i:‘t Kovetés: 96 honap
1. Kontroll + (6%) + (8%) Ph + Jo CHR ( 4 hénap) | (citogenetika: Ph -) 67 hénap 2x5 ME/hét CHR-ban van
1. Kontroll - (3%) CCR 73 hénap 2x5 ME/hét
+ (61%) Kéwetés: 67 honap.
2. 58é/ffi fibrosis dupla: 1% Ph + Jo CHR ( 3 honap) Enyhe 23 hénap 5 ME/nap |55hénap CHR-ban, majd
a1 blastos fazis, exitus.
3. 32¢/ffi + (23%) Részleges 12 hénap e .
+ (90%) Ph + J6 CHR (2 honap) — ) 2x5 ME/hét Kowetés: 39 hona'p
3. Kontroll Progresszié 26 hénap Blastos fazis, exitus.
dupla: 3% -
) + (93%) . . Nincs . Kovetés: 39 honap
fib Ph + Int d CHR (2 h 22 h 5 ME/
4. 54é/ffi * rosis dupla: 1% niermecier (2 hénap) (Progresszid) onap nap Acceleratio, majd exitus.
. Ph + . . . Kowetés: 35 hénap
. 37é/ffi + (869 Int HR (4 h Enyh 12 h 10 ME
5. 37¢é/1 (86%) (100%) ntermedier| CHR ( 4 honap) nyhe énap 0 ME/nap Blastos fazis, exitus.
- 5 - ry —
LR R L
: ° Ph - Rossz | CHR (6 hénap) 9 P : P | CHR-ban van. INF, majd Glivec.
6. Kontroll + (73%) Enyhe (progresszio) 29 hénap 6 ME/nap |(CG-i romlas miatt)
. 24 hénappal a .
RészI 5x3 ME/hét
7. 408in6 + (20%) szieges BMTutan | >* M
Ph + 32 honappal @ Kéwetés: 96 honap
6 PHR Enyh ME/hét |CHR-| . INF jd Glivec.
7. Kontroll |+ (52%) | + (64%) (100%) Jo nyne BMTutan | > ME/St |CHR-ban van. INF, majd Glivec
64 honappal @ (CG-i romlas miatt).
7. Kontroll |+ (70%) Enyhe BMTutan | O ME/MEt
. +(96%) . . . . Kowetés: 60 hénap
8. 49¢/ffi +(96%) | dupla: 2% Ph + Jo CHR (2 hénap) Nincs 34 hoénap 5 ME/nap CHR-ban van
10.b. tbl.
Betegek FISH (kéros:+) Citogenetika Prognézis | Haematoldgiai | Citogenetikai valasz | Az INF- kezelés INF Megjegyzés, lefolyas
(kor/nem) (pozitiv sejtek %) (a betegség remisszié tartama a FISH (median
felismerésekor) végzésekor doézis)
csontveld vér
. +(81%) +(77%) .
9. 45 é/ffi DY oo Enyhe 6 hénap
dupla: 1% dupl:(.JDZ//o Kovetés: 52 hénap
+
9. Kontroll +(92%) | 4 (| ; 4‘;} Ph + Nincs 12 honap 9 ME/nap [CHR-ban van.
upla: 4% (100%) % CHR (INF és HU mellett alakul ki).
9. Kontroll + (9_5 /00) (A FISH- wzsgglatok ( 8 hénap) Nincs 23 hénap Cltogenenkauag nem Javul_t -
dupla: 3% végzésekor is) Glivec th. mellett atmeneti
9.Kontroll +(33%) Részleges (Glivec) - citogenetikai javulas.
+(92%) ) )
9. Kontroll dupla: 16% Nincs (Glivec) -
Kovetés: 16 hénap
10. 27¢é/ffi +(68%) Ph + Intermedier| CHR (3 hénap) Enyhe 6 hénap 3x9 ME/hét |A 13. hénapban blastos fazis,
meghalt.
ox +(69%) o . . . Kovetés: 22. honapban
11. 63é/n6 dupla: 1% +(68%) Ph + Intermedier| CHR (6 honap) Enyhe 7 hénap 6 ME/nap (CHR-ban) elketozét.
Nem +(79%) Kdvetés: 68 hénap
12. 60é/ffi ., X ‘L Ph + Rossz CHR ( 8 hénap) Enyhe 8 honap 4x3 ME/hét |A 35. hdnapban acceleratio.
nyerhet6 | dupla: 1%
Meghalt.
Kdvetés: 121 hénap
e ) ) .. |A94.hénapban ABMT. El
0, 0 a2 =
13. 21é/n6 +(88%) +(81%) Ph + Rossz CHR (2,5 honap) Enyhe 75 hénap 3x6 ME/hét CHR-ban van.
Th: INF, majd Glivec
Kovetés: 98 hénap
0, 0
14. 42¢é/ffi * (9_2 %) * (8f.3 %) Ph + Intermedier| CHR (6 hénap) Nincs 50 hénap 6x6 ME/hét |CHR-ban van.
dupla: 2% | dupla: 1% . A
Th: INF, majd Glivec.
Kovetés: 86 honap.
PCR: (12. hd): neg.
15. 51é/ffi +(33%) Ph - Intermedier Nincs Részleges 22 hénap 4x3 ME/hét |PCR: (34. hd): poz.
Th: INF, majd Glivec,
Meghalt.
10.c.tbl.
Betegek FISH (kéros:+) Citogenetika Prognézis | Haematoldgiai |Citogenetikai valasz [Az INF- kezelés INF Megjegyzés, lefolyas
(kor/nem) (pozitiv sejtek %) (a betegség remisszio tartama a FISH| (median
felismerésekor) végzésekor dozis) N
csontveld ver JZL
_ +(84%) | + (89%) ) CHR . . |Kovetés: 47 honap, ekkor CHR-
16. 50 €/nd dupla: 1% | dupla: 1% Ph + 6 (6 hénap) Enyhe 37honap | 3x5 ME/Nét |\ 1 \ait, majd elkaltozott
Meghalt?




Az els6 (44 éves ndbeteg) érdekessége, hogy csak kisdozisu (2x5 ME/hét)
INF kezelést toleralt. Gyorsan (4 honap alatt) kialakul6 komplett haematologiai
remisszid utan bd hat év elteltével tudtunk FISH-vizsgalattal komplett citogenetikai
remissziot bizonyitani. A masodik (58 éves férfi betegnél) a dupla Ph-pozitivtas rossz
prognoézist sejtetett. Annak ellenére, hogy 3 hdénap alatt komplett haematologiai
remisszid alakult ki, ennek fenntartasa a késébbiekben a megszokottnal intenzivebb
kombinalt (INF + HU + folyamatos, kisdozisu, s.c. Ara-C) kezelést tett szikségessé.
A 3. és 4. betegnél a citogenetikai romlas, ill. a dupla Ph-kromoszéma megjelenése
elére jelezte alapbetegséguik progredialasat, az acceleraciot, ill. a blastos fazis
kialakulasat. A 7., allogén csontvel6-atlultetésen atesett betegunknél (bar klinikailag
panaszmentes volt), a FISH-vizsgalat jelezte a Ph-pozitiv sejtek perzisztalasat, ill. a
késbbbiekben aranyuk fokozédasat. A j6 klinikai allapot fenntartasaban, a Ph-pozitiv
klon hattérbe szoritasaban feltehetéen fontos szerepe volt a transzplantaciét
kovetben folyamatosan alkalmazott INF-kezelésnek. A 7., ill. 6., 9., 19. betegeknél a
FISH-vizsgalat citogenetikai romlast jelzett, s indokolta a Glivec-kezelés elkezdését.

Az el6z6 csoporthoz hasonléan a FISH-vizsgalat a Ph-negativ (6, 15.)

betegekben is jelezte a BCR/ABL atrendez6dés jelenlétét.

A dupla Ph-pozitivitas prognosztikai jelentdsége tobb esetben ismét
nagyobbnak bizonyult, mint a klinikai paramétereken alapul6 score-rendszereé.
Az INF-fel kezelt betegek kozott (10. a-c tbl) egy alkalommal, (az 1. betegnél)

merult fel a teljes citogenetikai remisszié lehetésége (negativva valé citogenetikai
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lelet, valamint a hibahatarhoz kozel all6 FISH vizsgalati eredmény alapjan). Egy,
csontvel6-atultetés utan relabald, majd INF-kezelésben részesitett (a 7.), valamint
négy, 6-24 hoénapja INF-fel kezelt (a 3., 6., 15., és 21.) betegnél részleges
citogenetikai valasz igazolodott. (A 3., 6. és 7. betegnél a késdbbiekben a
citogenetikai remisszié6 mértéke romlott). Tiz, (a 2., 5., 9., 10., 11., 12, 13., 16., 17.
és 20) betegnél észleltink enyhe valaszt, négy (a 8., 14., 18. 19.) betegnél nem volt
citogenetikai javulas, mig a 4. betegnél citogenetikai progressziot észleltink. A
kilencedik esetben az INF-kezelést kdvetéen adott Glivec hatasara atmeneti
citogenetikai javulast lattunk. . Az INF-fel kezelt beteg kozul tehat hat esetében volt
major, tiznél pedig enyhe (minor) citogenetikai valasz. 18 beteg kerult tartésan CHR-
be, s ketten PHR-be. Kiemelend6, hogy egy, betegsége felismerésekor rossz
prognézisu betegnél is CHR és major citogenetikai remisszidé alakult ki. Az INF
hatékonysaga jelentés egyéni kulonbségeket mutathat: A 10.a. tbl. elsé betegénél
kisdozisu (heti 2x5 ME) INF-kezelés is lényegében teljes citogenetikai remissziot,
mig az oOtddik esetében napi 10 ME is csak enyhe citogenetikai valaszt
eredményezett. A jelzett eredményeket az irodalomban altalaban javasolt dozisoknal
kisebb INF-adagok adasaval kaptuk.

Négy, leukocytosis miatt obszervalt, citogenetikai vizsgalat soran Ph-
negativnak mindsitett betegnél is végeztink FISH-vizsgalatokat (11. tbl). A harmadik
beteg. periférids vérmintajaban a sejtek 16%-a mutatott BCR/ABL atrendezédést.
Fokozddd leukocytosis (20x10%/L-ig emelkedd fehérvérsejt-szam), anaemia és
thrombocyta-szam csoOkkenés miatt ismételt csontvel6-vizsgalatot végeztink: az
els6, csaknem normalis viszonyokat mutaté csontvel6i képpel ellentétben CML
nyugodt fazisanak megfelel6 viszonyokat lattunk. A FISH vizsgalat pozitiv
eredményét PCR-vizsgalat is megerssitette. INF- monoterapiat kezdtunk. Kisdozisu

kezelés (hetente 2x3 ME, késébb 3x3 ME) mellett vérképe javult, splenomegalidja

csokkent.
11. tbl.
Leukocytosis miatt vizsgalt betegek
Betegek FISH (kéros: +) |Citogenetika Megjegyzés,
(nem/kor) | (pozitiv sejtek %) lefolyas
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csontvelo vér

1. n6/27év - (0%) Ph - Kovetés: 30 honap.




A 1(9;22), azaz a BCR/ABL atrendez6dés jelenlétét hét ALL-es betegben is
vizsgaltuk (12. tbl.). Egy beteg kivételével csontvel6bdl nyert sejteket vizsgaltunk. A
hagyomanyos karyotipus-vizsgalat egy esetben sem jelzett kromoszéma-anomaliat.
FISH-vizsalattal az 6t6dik beteg esetében, a sejtek kis szazalékaban (a hibahatart

meghaladd mértékben) lattunk BCR/ABL atrendezddést. A beteg terapia-refrakternek
bizonyult.

12. tbl.

A t(9;22) vizsgalata ALL-ben FISH-technikaval

Betegek FISH (kéros: +) |Citogenetika
(nem/kor) | (pozitiv sejtek: %)
csontvelé vér

i <] R KavetéS: a4 hét.

Megjegyzés,
lefolyas




FISH-

AML-ben 32 hibridizaciét végeztink, s 0sszesen 14 beteget vizsgaltunk (13. és 14.

tablazatok).

13. tbl.

FISH-vizsgalatok AML-ben
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Betegek Vizsgalt kromoszémak, FISH (kéros: +) Citogenetika Megjegyzés,
(nem/kor) transzlokaciok (pozitiv sejtek: %) lefolyas
1. ffi/32é 1 - 46 X,Y
7 -
8 .
13 -
17 - AML M2,
18 + (20% ; monosomia) Meghalt
X -
Y -
(9;22) -
t(15;17) -
+ 46 X, X AML M1,
2. n6/65é 7 (9%; monosomia) Meghalt
3. ffil69é 7 +/- 46 XY AML M2,
(5.5%; monosomia) Meghalt
8 - (4%; monosomia)

- 46 X,X Myelofibrosisbol
4.n6/52é 1(9;22) transzformalédott
5.no6/72é - 46 XX AML M2

49;22) Meghalt

6. ffi/64é 1(9;22) + (11%) 46 X,Y (CLL-es beteg.
Betegsé-
gének 39.-ik
hoénapjaban
kibontakozé
AML).
Meghalt.
14. tbl.

A t(15;17) vizsgalata AML M3 lehetosége esetén

Betegek FISH (koros: +)  |Citogenetika Megjegyzés,
(nem/kor) | (pozitiv sejtek: %) lefolyas
csontveld |  vér
1. fi/58 & + (7%) +(6) 46 X,Y
1.(kontroll)
(adgutan 8 - (1%) Dg: AML M3
hénabbal) I




A 13. tablazatban feltlintetett vizsgalatokat (részben lokus-specifikus szondakkal,
részben centromera-specifikus szondakkal, numerikus anomaliak vizsgalata céljabdl)
csontvel6bdl szarmazo fehérvérsejteken végeztik. Az elsd, terapia refrakter férfi
betegnél a 18. kromoszoma monosomiajat észleltUk. A masodik betegnél a 7.
kromoszoma monosomigja igazolodott, mig a kovetkez6 betegnél a 7-es monosomia

gyanuja volt csak felvethet6. A 13. tablazatban szerepld betegek kozll a hatodik
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érdemel meég figyelmet, akinek alapbetegsége CLL volt. Betegségének 39.
hénapjaban masodik betegségként AML igazolodott, amely BCR/ABL pozitivhak és
terapia refrakternek bizonyult. A jelzett eltéréseket hagyomanyos citogenetikai
vizsgalatokkal nem lehetett kimutathatni.

A 14. tablazatban feltintetett nyolc betegnél heveny promyelocyta leukaemia
lehet6sége miatt végeztink FISH-vizsgalatokat, s az AML M3-ra specifikus
kromoszoma aberratio, a t(15;17) jelenlétét vizsgaltuk. A vizsgalt nyolc beteg kdzul 6t
esetében bizonyitottuk a transzlokacié jelenlétét, s igazolodott AML M3. A t(15;17)-
negativ esetekben (promyelocytas leukaemiara emlékeztet6 morfologia ellenére)
myelomoncytas leukaemia, CML blastos fazis és AML-be transzformalodé DMPS lett
a végs6 diagndzis. Mint a tablazatbdl is kitlinik, a transzlokacié vizsgalatat részben
diagnosztikus céllal, részben a betegek kovetése miatt végeztuk: az elsé és 6todik
beteg esetében a negativva valdo FISH-eredmény is segitette, ill. tette teljessé a
remisszio megitélését. Ebben a betegcsoportban kulondsen érdemes hangsulyozni a
FISH-vizsgalat jelentéségét, hiszen a citogenetikai vizsgalatok nem jelezték a
t(15;17) jelenlétét.

CLL-es betegeink FISH-vizsgalatait a 15. tablazatban foglaltuk 0ssze.
Elsésorban a 12-es kromoszoma trisomiajat vizsgaltuk, amely az egyik leggyakoribb
genetikai anomalia CLL-ben. 12-es kromoszéma szambeli eltérést nem talaltunk.
Kromoszdma-aberraciot egyedul az 5. beteg esetében észleltink: korabban végzett
CGH vizsgalat a 7-es kromoszdma trisomigjat jelezte. A hagyomanyos citogenetikai
vizsgalat (a kromoszémak hasonlésaga miatt) 8-as trisomiara utalt. A 7-es
kromoszoma centromera-régiojara specifikus szonda felhasznalasaval egyértelmien

igazolddott a 7-es kromoszdéma szambeli rendellenessége.

15. tbl.
FISH-vizsgalatok CLL-ben
Betegek FISH Citogenetika Megjegyzés,
(nem/kor- (vizsgalt kromosz6mak: lefolyas
stadium (Rai)) 7;8;12)
csontveld veér
1.ffil74é - st. | kr.7; 12: diploid 46 X,Y Kovetés: 78 honap. El.
2.n6/52é - st.ll kr.7; 12: diploid nem tenyészett |Kovetés: 28 hénap.
2. (kontroll), st.ll kr. 12: diploid 46 X, X Meghait.
| 3. ffi/59 -st. |l kr.12: diploid nem tenyészett |Kovetés: 96 héonap Meghalt




S végul egy, AML-be transzformaldédott DMPS-es beteglnk esetében szintén
sikerult bizonyitani a 7-es kromoszéma numerikus anomaligjat (80%-os

monoszomiajat).

FONTOSABB MEGALLAPITASOK

1. Ismert, hogy myeloproliferativ betegségekben a thrombocytak mennyiségi zavara

mellett sok esetben szerzett thrombocyta- miikédészavar is megfigyelheté (2, 3, 6),
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melynek felismerése adott esetben segitséget jelenthet a helyes diagndzis
felallitasaban.

Az irodalombdl kilonféle laboratériumi vizsgalatok ismeretesek, amelyek
megkonnyithetik a primer és secunder thrombocytosisok elkulonitését (2, 3, 6),
kellben megbizhatd, s screening-tesztként is alkalmazhaté6 modszer azonban nem
szerepel az ajanlasok kozott. O’Brien eredményeivel (19) 06sszhangban
megfigyeléseink arra utalnak, hogy myeloproliferativ thrombocythaemidban a
thrombocyta-retencié csdkkent, a filter késén, vagy nem zarédik.

A filter-teszt eredménye a legtobb, nagy thrombocyta-szammal jellemezhet6,
kronikus myeloproliferativ betegség miatt gondozott betegunk esetében kéros volt.

Eredményeink szerint els6sorban a citratos mintak R-Il értéke alkalmazhato
screening tesztként. A zard cseppszam és az R-l kevésbé szenzitiv. (Ha valamely
részeredmeény -zard cseppszam, R-l, R-Il - pozitivitdsa esetén a tesztet globalisan
korosnak mindsitjik, csokken a vizsgalat specificitdsa, azaz né az al-pozitiv betegek
aranya).

Az O'Brien-féle filterométer screening-tesztként vald alkalmazasa segiti a nagy
thrombocyta-szammal jaré allapotok differencialis diagnosztikajat. Normalis
eredmények esetén inkabb a reaktiv thrombocytosisok ismert okait célszeri tisztazni.
Koros eredmény (R-11) a részletes haematologiai kivizsgalast indokolja.

A vérlemezkékre gyakorolt nyirasi er6k a thrombocyta -membran GP Ib és GP
lIb/llla expresszidjat idézik el6, amely vWf-jelenlétében thrombocyta-aggregatiot
eredményez. Logikusnak tinik, hogy a filter-teszt soran észlelt eltérések oka
(legalabbis részben) a nem megfelel6 GP Ib és GP llb/llla - vWF kapcsolat lehet,
amely elképzelést a megel6zben jelzett vizsgalatok statisztikai eredményei is
tamogatnak. Felvethetd tehat, hogy MP betegségekben az észlelt eltérések, a koros
filter - teszt értékek hatterében a thrombocyta membran GP |b és GP lIb/llla szerzett
defektusa allhat. Ezt megerdsitendd, nagy thrombocyta-szammal jar6 KMB-ben a
vérlemezke-membran glycoproteinek vizsgalatat tervezzuk.

Tovabbi terveink kozé tartozik (parallel mérések végzésével) az O’'Brien-féle
filter-teszt és a PFA dsszehasonlitd vizsgalata, diagnosztikus értékuk, szenzitivitasuk,
specificitasuk 0sszevetése. A betegek kdvetése soran ismételt mérések végzésével a
(hidroxiurea, interferon, anagrelid, ill. aspirin) kezelés monitorizalasat is tervezzik. E
vizsgalatok segithetik az elényosebb hatasu gyogyszer (vagy kombinacio)

kivalasztasat, azaz a betegek optimalisabb kezelését.
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2. A mosott human thrombocytak rendkivul csekély mennyiségli NO képzése in
vitro rendszerben, L-Arg. jelenlétében, fiziolégias aktivaldé anyagok alkalmazasaval
(melyeket a laboratériumi  diagnosztikdban is rutinszerlen, s hasonlo
koncentraciéban hasznalunk) az altalunk alkalmazott elektrokémiai mddszerrel jél
vizsgalhatonak bizonyult.

Az NO szintézis jol ismert, gyakran hasznalt kompetitiv metabolikus inhibitorait
alkalmazva tobb mint 95%-0s NO valasz csokkenés kovetkezett be, mely igazolja az
NO képzésre vonatkoz6 eredmények specifikus voltat.

Vizsgalataink megerésitik azt a tényt, hogy nyugvé thrombocyta nem termel
NO-t in vitro korulmények kozott.

Adataink arra utalnak, hogy a thrombocyta NO valasz az in vitro renszerben a
myeloproliferativ thrombocytosisokban jelentésen csdkken.

Az O’Brien féle filterométerrel végzett vizsgalatok és a thrombocyta NO
vizsgalatok eredményei segitségével jobban magyarazhatjuk a myeloproliferativ
thrombocytosiokban  egyarant észlelhet6 thrombotikus és haemorrhagias
szovédmények kialakulasat: A szerzett thrombocytopathia, a GPlb, GP llb/llla
defektus vérzéses szovédményekre, mig a csokkent NO termelés (aktivabb
thrombocyta-muikodést eredményezve) inkabb thrombotikus vascularis
komplikacidkra hajlamosit. (Ezek az adatok kiegészithetéek 33 primér
thrombocytosisos beteglnk plasma F Xlll-szint meghatarozasanak eredményével:
myeloproliferativ thrombocytosisban nagyobb volt a plasma F Xlll szintje és
aktivitasa, amely szintén hozzajarulhat a thrombotikus vascularis szov6dmények
kialakulasahoz).

Feltételezéslinkkel dsszhangban, irodalmi adatok szerint is valoszinlsithetd ,sajatos”

quantitativ és qualitativ thrombocyta-anomalia myeloprolifertiv betegségekben (39).

3. Poszttranszplantacios diabetes mellitusban endothelium-sérulésre, karosodott
fibrinolysisre és fokozott thrombocyta-aktivaciora utalé laboratoriumi eltéréseket
észleltink. Ezek az eltérések ok-okozati 6sszefliggésben lehetnek a transzplantacié
utan ismerten fokozott (az egészséges populaciohoz képest 5-7-szer gyakoribb)

cardiovascularis morbiditassal és mortalitassal.
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A jelentésen fokozott thrombocyta-aktivacio nem csak az atherosclerosis
progressziojaban, a macroangiopathia pathogenesisében lehet kulcsfontossagu, de a
vesekarosodas (microangiopathia) kialakulasaban is fontos szerepet jatszhat. (Erre a
creatinine - BTG kdzétti szignifikans korrelacié utal).

Jobb vércukor és lipid-értékek biztositasaval PTDM-ben is késleltethetjuk az
angiopathia, ill. a cardiovascularis szovédmények kialakulasat, hiszen kisebb lesz az
endothel-sérulés és a fibrinolysis-karosodas mértéke. Irodalmi adatok alapjan
kronikus rejectio soran nagyobb szérum ftriglicerid-szintek észlelheték (77). A
nagyobb triglicerid-szintek vizsgalataink szerint nagyobb PAI-lI aktivitassal, azaz
csokkent fibtrinolysissel tarsulnak. Ez utobbi, irodalmi adatok szerint (68, 69, 77),
segiti a kis ér thrombosisok, azaz a vascularis rejectio kialakulasat.

Ismert mddon a cyclosporin A dnmagaban alig diabetogén, steroiddal egyutt
adva azonban kifejezetten azza valik. Kombinalt (steroid + CyA) kezelés estén
potencirozzak egymas diabetogén, endothel- és fibrinolysis karositd hatasat. PTDM-
ben nagy PAI-1 értékeket mértunk, amely hypofibrinolysist jelez. A transzplantaciétél
eltelt id6 és az endothel-karosodas, ill. a fibrinolysis csOkkenése kdzotti korrelacio a
tartésan steroidot is tartalmazé immunsuppresszios kezelés toxicitasara, a hosszan
tartd steroid-kiegészitésnek a szovédmeények kialakulasara és progresszidjara
gyakorolt jelentés hatasara hivja fel a figyelmet. A hypofibrinolysis az allograft
mikodésének romlasahoz, kronikus graft-elégtelenség kialakulasahoz, vascularis
rejectiohoz, valamint fokozédé atherosclerosishoz vezethet.

A steroid-mentes immunszuppresszid (CyA monoterapia) a steroidot is tartalmazé
kombinaciokhoz hasonld, vagy tartésabb graft mikodést és tulélést biztosithat
egyes adatok szerint (78, 79, 80, 81).

A modern immunszuppressziés kezelés altalaban kivédi az immurejectiot,
ugyanakkor el6segiti a kronikus vascularis rejectid kialakulasat. Az adequatabb
immunszuppresszios kezelés (steroid mentes protokollok), ill. a riziké-adaptalt
immunszuppresszié kidolgozasaban a haemostasis-vizsgalatoknak meghatarozé

szerepet kellene kapniuk.

4. A heveny és kronikus leukaemiak diagnosztikajaban és kezelésében egyre
nagyobb szerepe van a hattérben all6 genetikai anomaliak mind pontosabb

megismerésének, feltérképezésének. Egyes betegségekben (pl. CLL-ben) mind
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hangsulyosabba valik a riziko-adaptalt kezelés, amelyhez a kulonb6z6 prognosztikai
faktorok ismerete elengedhetetlen. A prognosztikai tényezdk kozott kiemelt
jelentésséggel birnak a kromoszéma-aberraciok (pl. a szambeli eltérések, deléciok),
amelyek a hagyomanyos citogenetikai vizsgalatokkal sokszor felismerhetéek, de nem
elhanyagolhaté aranyban rejtve is maradhatnak. A CGH alkalmazasaval a
leukaemias sejtek teljes genomra kiterjed6 genetikai analizise, (pl. prognosztikai
jelentéséggel bir6 numerikus kromoszéma-eltérések, deléciok pontosabb
felismerése) valik lehetségessé. Sikeres (még kis szamu) CGH vizsgalataink alapjan
ugy gondoljuk, hogy a késébbiekben a CGH-vizsgalatok gyakoribb alkalmazasa a
hagyomanyos citogenetikai vizsgalatokkal egyltt, azokat részben kiegészitve
segiteni fogjak a genetikai anomalidk pontosabb felismerését, hozzajarulva a riziké-
adaptalt kezelés jobb megvaldsitasahoz, s tovabbi (fontos) prognosztikai tényezdk

megismerésehez.

Az allogén csontvel6-atultetés és az INF-kezelés megvaltoztatta és
perspektivikusabba tette a CML kezelését. Realissa valt a hattérben allé genetikai
anomalia befolyasolasa, a betegek tulélése hosszabb lett. A citogenetikai valasz
minésége fontos, fuggetlen, tulélést befolyasold prognosztikai tényezdének bizonyult
(134). A citogenetikai valasz korrelal a tuléléssel: jobb citogenetikai valasz esetén
hosszabb tulélés varhatd. Az ujabban alkalmazott Glivec kezelés mellett a tulélés
varhatoan tovabb javul, ennek pontos megitélése azonban (az id6 rovidsége miatt)
még nem lehetséges. Ugyanigy, az imatinib-kezelés eredményeként kialakuld
citogenetikai valasz prediktiv értékét sem lehet még pontosan megitélni (135, 136). A
fentiek logikus koévetkezményeként a BCR/ABL transzlokacié pontos kimutatasa (a
betegség felismerésekor és koOvetése soran egyarant) rendkivul fontossa valt.
Vizsgalataink alapjan a BCR/ABL atrendez6dés FISH-vizsgalatanak gyakorlati

jelentésége a kovetkezdkben foglalhatoé dssze:

1. A diagndzis pontositasa (Ph-pozitivitas jobb megitélése, leukocytosisok
differencialis diagnosztikaja, atipusos és kezdeti CML felismerése).
2. Csontvel6 és periférias vérmintak egyarant vizsgalhatok.

3. Citogenetikai vizsgalatra nem alkalmas betegek esetében is elvégezhetd.
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4. A kromoszéma-aberraciét a hagyomanyos citogenetikai vizsgalatnal nagyobb
pontossaggal jelzi.

5. A Ph-pozitiv sejtek aranyvaltozasanak a vizsgalataval az INF (és egyéb)-kezelés
hatékonyagat mutatja, amely a terapias siker (sikertelenség) fontos jellemzéje.
Kérdéses lehet, hogy a FISH-vizsgalat alkalmas-e a Glivec-kel kezelt betegek
citogenetikai kovetésére. Az ezzel kapcsolatos irodalmi adatok egymasnak
ellentmondasosak (137, 138, 139). E kérdés megvalaszolasahoz vizsgalataink
folytatasaval magunk is keressik a valaszt.

6. A csontvel6-atiltetés javallatanak a megitélése.

7. Transzplantacion atesett betegek kovetése.

8. INF- kezelés hatasara még a rossz prognézisu csoportban is kialakulhat major
citogenetikai valasz, amelynek nagy jelentésége van a kronikus fazis
prolongalasaban, ill. a jobb tulélési idok biztositasaban.

9. A korabbi metafazist igénylé citogenetikai vizsgalatok adataival ellentétben,
interfazisos citogenetikai (FISH) vizsgalattal kezeletlen CML-es betegek csontvel6
(vagy vér) mintaiban sem mutathato ki feltétlentl nagy (95-100) szazalékban a Ph-
kromoszoma jelenléte. Ez moddosithatja a rezidualis normalis haematopoesis,

valamint a jelenleg is alkalmazott citogenetikai valasz kritériumainak megitélését.

CML-hez hasonléan a FISH-technika AML-ben és ALL-ben is jol alkalmazhat6 a
BCR/ABL atrendez6dés vizsgalatara, valamint AML M3-ban a diagnosztikus t(15;17)
kimutatasara és ennek (azaz a betegek citogenetikai) kdvetésére. Ugyan igy fontos
szerepe lehet heveny leukaemigkban a numerikus (és strukturalis) kromoszéma
anomaliak feltérképezésében. Annak ellenére, hogy CLL-es betegeink kozott csak
egy esetben észleltink kromoszoma-eltérést (raritasként a hetedik kromoszéma
triszémiajat), a késbbbiekben a FISH-vizsgalatok folytatasat tervezzik CLL-ben is,
amelytél a betegek kezelését befolyasold, egyben prognosztikai jelent6segi

genetikai eltérések pontosabb kimutathatosagat varjuk.

Osszességében tehat a mar alkalmazott (és terveink szerint a késébbiekben matrix-
CGH-val is kiegészitend6) molekularis biolégiai vizsgalatokat a rosszindulatu
vérképz6 szervi betegségekben szenvedd betegeink ellatasanak javitasara kivanjuk

felhasznalni. A fentieken tulmenéen valaszt kereslnk arra az ujabb feltételezésre,
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hogy a Glivec valéban eredményezhet-e genetikai instabilitast, s ez hogy viszonyul
bizonyos kedvezétlen citogenetikai prognosztikai faktrorok (pl. 9q del) jelenlétéhez. A
genetikai instabilitds vizsgalatara a FISH-technika is jél alkalmazhat6: az
acceleratiora utalé citogenetikai eltérések (pl. +8, +19, +21, i(17q), dupla Ph-
kromoszoma) megfeleld (pl. centroméra-specifikus, locus-specifikus) szondakkal
pontosan vizsgalhatéak és kovethetéek. A matrix-CGH hatékonyabba teheti a
terapia (pl. Glivec) refrakteritasra prediszponalé genotipus felismerését, ill. a klonalis
evolucio kovetését. A CML-en tulmendéen myeloma multiplex-ben, CLL-ben, ill.
heveny leukaemiakban is a genetikai prognosztikai faktorok teljesebb és pontosabb
felismerését varjuk, amely a kezelés arnyaltabba tételét, a rizik6-adaptalt kezelés

teljesebbé tételét vonja maga utan.

Osszefoglalas

1. A myeloproliferativ  betegségekben észlelheté thrombocytosisok
elkilonitése a reaktiv thrombocytosisoktél idénként komoly differencialis
diagnosztikai gondot okoz. A primer és szekunder thrombocytosisok elkulonitésére
magunk a hazankban még kevéssé ismert O’Brien-féle filter-tesztet vizsgaltuk.
Antikoagulansként citratot hasznalva az O’Brien-féle filter-teszt (R-Il értékének)
szenzitivitdsa 77.1%-nak, specificitasa 94.4%-nak bizonyult. Eddigi vizsgalataink
alapjan az O’Brien-féle filter-teszt hasznos a nagy thrombocyta-szammal jaré
allapotok elkulonité diagnosztikajaban. Normalis eredmények esetén elsésorban a

reaktiv thrombocytosisok ismert okait célszerl keresni, mig koéros eredmények
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esetén a beteg haematologiai kivizsgalasa is indokolt. A filter-teszt alkalmazasat
(PFA-val egyltt) a terapia megtervezéséhez, (a megfeleld gyogyszer, vagy

gyogyszer-kombinacié kivalasztahoz) is tervezzuk.

2. Az utébbi évek vizsgalatai szerint az NO synthase (iINOS, ecNOS) a
thrombocytakban is megtalalhatdo, amelyek a veérlemezkék aktivalédasa és
aggregacioja soran aktivalodnak. A thrombocytak aktivalodasa soran képz6dé
minimalis mennyiségl (thrombocyta eredetli) NO fontos szerepet jatszik a
vérlemezkék tovabbi aktivaldédasanak, kitapadasanak, aggregatidjanak gatlasaban.
Egészségesek és nagy thrombocyta-szammal jaré krénikus myeloproliferativ
betegségekben szenved6k mosott thrombocytait kulonb6z6é aggregald szerekkel (pl.
thrombin, kollagén, epinephrin, stb) aktivaltuk. A betegcsoportban jelentésen
csokkent NO-valaszt észleltink Feltételezésunk szerint a csOkkent NO-termelés
aktivabb thrombocyta-mikodést eredményezhet, s hozzajarulhat az angiopathia és a

thrombotikus szovédmények kialakulasahoz.

3. Veseatlltetést kovetben a betegek morbiditasanak és mortalitasanak
legfontosabb okai a fokozott atherosclerosis és thrombosis-hajlam. E szovédmények
kialakulasaban a csokkent fibrinolysis és lipid-eltérések szerepe kiemelt jelentéséga.
A transzplantacié utani PAI-1 aktivitas fokozdédas az irodalmi adatok alapjan
bizonyitottnak tekinthet6. Mas haemostasis-paraméterek (pl. tPA, TM) valtozasai
csak részben ismertek, s az adatok sokszor ellentmondasosak.

53 vesedtlltetésen atesett, immunszuppresszios kezelés (steroid +
cyclosporin A + azathioprin + mofetilium mycophenolicum) indukalta diabetes
mellitusos betegben vizsgaltuk a szérum PAI-1, tPA, B-TG és sTM-szinteket. A
kontroll csoporthoz képest tobb mint kétszeres PAI-1 aktivitast és tPA szintet
észleltink, amely fokozott atherogen kockazatra utal. A sTM csaknem haromszoros
emelkedése endothelium-karosodast jelez. A legfeltinébben a B-TG szint
emelkedett, s ez fokozott in vivo thrombocyta-aktivaciora wutal. Az
immunszuppresszios kezelés indukalta poszttranszplantacios diabetesben a
hypofibrinolysis mellett fokozott thrombogenitassal, acceleralt atherosclerossial kell

szamolni, amely eltérések fokozott cardiovascularis morbiditashoz és mortalitashoz,
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részben graft dysfunctio kialakulasahoz és annak progresszidjahoz vezethetnek. A
fenti haemostasis eredmények is alatdmasztjak, hogy az immunszuppresszios
kezelés altal indukalt diabetesnek komoly vascularis kdvetkezményei vannak, s
egyben steroid-mentes immunszuppresszidés protokollok elényben részesitésére

0sztondznek.

4. Malignus haematologiai betegségekben a daganatos sejtek genomjaban
létrejott génkarosodasok alapvetd jelentéséglek a leukaemiak kialakulasaban,
biolégiai viselkedésukben és Klinikai lefolyasukban egyarant. A kromoszdéma
elvaltozasoknak a megbizhaté kimutatasa ezért fontos lehet a helyes diagnozis
felallitasaban, a prognozis megitélésében, a kezelés megtervezésében és a
betegség kovetésében egyarant.

A CGH legfébb elénye a teljes genomra kiterjedé atfogd genetikai vizsgalat
lehetésége. A mddszertél a pathogenesis és progndzis szempontjabdl egyarant
fontos anomaliak pontosabb vizsgalatat, megismerését és a klonalis evolucio jobb
kovethetoségét varjuk.

A FISH-technika lehetéséget biztosit a kromoszoma-eltérések célzott, gyors
kimutatasara. Alkalmas a diagnosztikai és prognosztikai jelentéségli kromoszéma-
anomaliak felismerésére, a genetikai aberratiok monitorizalasara, azaz a betegség
kovetésére. Eredményeink szerint a FISH-technika segitségével heveny és idult
leukaemiakban egyarant eredményesen (a hagyomanyos citogenetikai vizsgalatnal
pontosabban) vizsgalhatjuk a BCR/ABL atrendezddés jelenlétét, annak quantitativ
valtozasat, amely fontos a diagndzisban, a differencialis diagnézisban és a betegek
kOvetésében, a kezelés eredményességének megitélésben egyarant. A csontveldi és
periférias sejtek lIényegében hasonlé eredménnyel vizsgalhatéak, azaz a betegek
citogenetikai kovetésére a periférias vérmintdk FISH-vizsgalata megfeleleld,
ritkabban végzett csontvelé-vizsgalattal is lehetséges. A BCR/ABL atrendez8déshez
hasonléan mas (ismert) transzlokokaciok, strukturalis és numerikus anomaliak

egyarant hatékonyan vizsgalhatok.
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