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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. A myelodysplasias szindroma definicioja, jelentésége

A myelodysplasias szindroma (MDS) egy klonalis hematoldgai megbetegedés, mely a
csontveldi hemopoetikus Ossejteket érinti.

Az MDS éves incidencidja a vilagon a teljes populaciora 5 eset/100 000 6. Tekintettel
arra, hogy az atlagos életkor MDS esetében 70 év, ha megvizsgaljuk az incidenciat a 60 év
feletti korosztalyban, akkor az 0j esetek szdma tizszer tobb is lehet (20-50 1j eset/100 000
f6/év). Amennyiben figyelembe vessziik, hogy az MDS a kozponti regiszterekben a nem
megfeleld jelentések miatt alulreprezentalt, tovabba, hogy egy sokszor aluldiagnosztizalt
betegségrol van szo6, az MDS incidencidja valdjaban magasabb, inkabb kozeliti, sot, akar meg
is haladja a 100 0j esetet 100 000 fére vonatkoztatva a 60 év feletti korosztalyban. Mivel
Eurdpa tarsadalma oregedd, az MDS-es betegek szdma évrdl évre ndvekedni fog. A betegség
Osszetettségébodl adodoan a kezelési koltségek valtozoak. Az enyhébb lefolyasu eseteknél is
rendszeres kovetés javasolt a jarobeteg szakellatas keretein beliil. Azoknal a betegeknél,
akiknél akut myeloid leukémiaba (AML) transzformalodott a betegség, vagy sulyos
sejtszegénység figyelhetd meg, rendszeres fekvdbeteg ellatasra van sziikség. Napjainkban
lehetdség van célzott, hatékony, ugyanakkor koltséges terdpiara is, melynek rendszeres
alkalmazasa jelent6sen javitja a betegek varhatd élettartamat, am a terapia elhagyasa gyors
progressziot eredményez. Mindez ndvekvd terhet r6 a tdrsadalomra, mely csak azaltal
csokkenthetd, ha minden beteg esetében a legoptimalisabb kezelési stratégia keriil
meghatarozasra, melyhez nélkiilozhetetlen a pontos diagnozis felallitasa és a megfeleld

prognosztikai besorolés.

1.2. Klasszifikacios rendszerek

A megfeleld diagnozis felallitasa és a prognosztika megitélése érdekében az elmult
évtizedekben klasszifikacidos rendszerek segitették ezen heterogén betegségen beliil
homogénebb alcsoportok kialakitasat. Az évek sordn Osszegytijtott tapasztalatok alapjan az
Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) 2016-ban az MDS
diagnosztikdjat segitd modszerek dinamikus fejlddésének hatdsara 1) ajanlast adott ki.

Nagyobb szerephez jutott az MDS-ben eléfordulo kiegyensulyozott és kiegyensulyozatlan



transzlokaciok jelenléte, mely dysplasia nélkiil is indikalja az MDS diagnozisanak felallitasat.
Noha szamos szomatikus mutaciot irtak le az elmult években, melyek MDS-sel tarsultan
fordulnak eld, jelenleg két mutacio szerepel a WHO ajanlasaban. Az egyik, az ,,MDS gyiiris
sideroblast szaporulattal” kategoria esetén a diagnosztikai hatarértéket befolyasolja: ha jelen
van az SF3B1 génben a mutacid, akkor a diagnézis mar 5% gylrls sideroblast esetén
felallithaté, mig hianydban 15% sziikséges. A masik eltérés a TP53 mutacid, melynek
segitségével az egyébként jo korlefolyassal jard ,,MDS izolalt del(5q)” kategdridban is
azonositani lehet azokat a betegeket, akiknél vérhatdéan rossz lesz a terapias valasz ¢és a

prognozis.

1.3. Az MDS diagnosztikai algoritmusa

A WHO Kklasszifikacids rendszere az esetek tobbségében segitséget nyujt az MDS
diagnozisanak felallitasaban. Szdmos esetben azonban nem teljesiilnek maradéktalanul a
diagnozishoz sziikséges feltételek, am kizarni sem lehet teljes bizonyossaggal az MDS-t.
Ezekben az helyzetekben, az MDS-t megel6z6 allapotok felismerésében, valamint az MDS
diagndzisdnak  felallitasdhoz  sziikséges ~ minimdlis  diagnosztikai  kritériumok
megfogalmazasdban nyujt segitséget az MDS Nemzetkdzi Munkacsoportja (International
Working Group, IWG of MDS) altal kiadott iranyelv.

Az MDS diagnosztikai algoritmusanak els6 1épcsOfoka két eldfeltétel teljesiilése:
egyrészt tartos sejtszegénységnek kell fennallnia, masrészt minden egyéb sejtszegénységet €s
dysplasiat okozo betegséget ki kell zarni. Amennyiben ez a két feltétel tejesiil, atléphetiink a
kovetkezd 1épcsdfokra, ahol harom MDS-sel Gsszefiiggd kritérium van, melybdl, ha egy is
teljesiil, a diagnozis felallithatd. A harom kritérium a kovetkezd: (i). a sejtek tobb mint 10%-at
érintd dysplasids vonas, mely érinthet egy vagy tobb sejtvonalat vagy 15% feletti (SF3B1
mutacié jelenlétekor 5% feletti) gytriis sideroblast jelenléte; (ii). MDS-sel Gsszefliggd
citogenetikai eltérés; (iii). 5-19% blast a csontvelében. Az Uj ajanlas a blastszaporulat
tekintetében elfogadja a periférias vérben detektalhatdo 2-19% myeloblast jelenlétét is a
kritérium teljesitéséhez.

Ha a diagnosztikai algoritmus masodik lépcséfokdnak kritériumai nem teljesiilnek,
tovabbi vizsgalomodszerek segitik a diagndzis felallitast, ugymint a biopsziaval nyert
csontveldi minta hisztologiai/immunhisztologiai vizsgalata, &ramlasi citometriai analizis vagy

szomatikus pontmutacio jelenléte.



1.4. Az MDS prognosztikaja

Az MDS esetében megkiilonboztethetiink a beteggel és a betegséggel 0sszefiiggd
prognosztikai faktorokat. A betegek kora, fizikai allapota, mentalis statusza és a
tarsbetegségek nagyban befolyasoljak a korlefolyast.

Tekintettel arra, hogy az MDS egy igen heterogén megbetegedés, szamos betegséggel
Osszefliggd tényezOt azonositottak, mely hozzajarul a korkép prognosztikai megitéléséhez.
Eppen ezért a WHO klasszifikacios rendszernél, mely leginkabb morfologian alapul és egyéb
hasznos paramétereket csak kismértékben vesz figyelembe, az egyes alcsoportba tartozo
betegek esetében a korlefolyas elég heterogénnek bizonyult. Ezért a rutin diagnosztikaban és a
terapiara vonatkoz¢d iranyelveknél széles korben hasznalt a Nemzetkézi Prognosztikai
Pontoz6 rendszer (International Prognostic Scoring System, IPSS) illetve annak modositott
valtozata, az R-IPSS (Revised IPSS). Mindkét pontozd rendszer a blastok szazalékat, a
kariotipust €s a sejtszegénység mélységét vizsgalja. Az R-IPSS eldnye, hogy nagy esetszamu
tanulmanyon alapul, igy a ritkdbban eléfordul6 citogenetikai eltérések és azok prognosztikai
jelentdsége is vizsgalhatova valt. Az R-IPSS mellett gyakran feltiintetik a betegek WHO alapt
prognosztikai rendszerének (WHO classification-based prognostic scoring system, WPSS)
megitélést tesznek lehetdvé az olyan 1j modszerek, mint a szomatikus mutaci6 vizsgalata és
az aramlasi citometria eredményei, melyek kiegészitik a klasszikus modszerek segitségével

kapott informaciokat.

1.5. Az MDS diagndzisanak felallitasat és prognosztikai besorolasat segité tovabbi

modszerek

Az MDS diagnozisanak felallitasaban és a prognosztika megitélésében a morfologiai
és citogentikai vizsgalatok klasszikus modszerekként alapvetd jelentdséggel birnak, minden
diagnosztikai és prognosztikai klasszifikacios rendszer alapjat képezik. Azonban napjainkban
egyre nagyobb figyelmet kapnak egyéb modszerek is, mint a szomatikus mutacio vizsgalata
¢és az aramlasi citometriai analizis, melyek egyre nagyobb szerephez jutnak a normal, reaktiv
¢és klonalis hematopoesis differencidlasaban, ezaltal az MDS diagnézisanak feldllitdsdban és

prognosztikai besoroldsanak pontositasaban.



1.5.1. Szomatikus mutacio6 vizsgalata

Az MDS-hez kapcsolddd szomatikus mutacio vizsgalata tekintetében 2014 tekinthetd
egy mérfoldkonek, amikor egymastol fiiggetleniil két munkacsoport kozolte eredményeit.
Mindkét vizsgalat célja az volt, hogy nagy esetszamu betegmintan (Papaemmanuil és
munkatarsai tanulmanyanal n=738; Haferlach és munkatarsai tanulmanyanal n = 944) yj
generacids szekvenaldssal felmérjék az MDS-ben el6forduld szomatikus mutaciokat. Az
altaluk leirt 15 leggyakrabban detektalhatdo mutacié koziil tizennégy ugyanaz a mutacio volt a
két tanulmanyban, ezek eléfordulasi sorrendje is nagyban megegyezett. Ma mar tobb mint 40
mutacié ismert, melyek nemcsak a klonalitds megitélést, az MDS és az azt megel6zo
allapotok azonositasat segitik, hanem eldrevetithetik a korkép lefolyasat és a terapiara adott

valaszkészséget.

1.5.2. Aramlasi ciometriai analizis

Az 4ramlasi citometriai vizsgalat az MDS diagnosztikai irdnyelve alapjan a kotelezo,
ajanlott és javasolt kategéridk koziil az ajanlott modszerek kozott szerepel. A felszini és
intracellularis antigének expresszidjanak valtozasa a normal hematopoiesis soran jol ismert.
Az elmult évtizedekben szamos tanulmany irt le a normal expresszids mintazattdl eltérd
immunfenotipust, mely MDS-ben gyakran fordult eld és segiteni tudta az MDS diagnézisat és
prognosztikai besorolasat. Jollehet, nincs egyetlen olyan immunfenotipus jel sem, amely
onmagaban elegend6 a diagnozishoz, azonban a gyakran eléforduld eltérések alapjan ki lehet
alakitani aramlasi citometriai pontozo rendszereket (Flow cytometry scoring system, FCSS),
melyek akar még szenzitivebbek is lehetnek a dysplasia megitélésében a morfologiai
vizsgalatnal. Ezen pontozé rendszerekkel nemcsak az eldrehaladott, jelentds dysplasidval,
blastszaporulattal rendelkezé esetek azonosithatéak, hanem segitséget tudnak nytjtani az
enyhe dysplasiaval jellemezhetd MDS azonositdsadban is. Kifejezetten az alacsony rizikoju
esetek elkiilonitésére alakitotta ki Ogata és munkatarsai az ugynevezett ,,mini-panelt”, mely
minddssze négy paraméterbdl all: 1. myeloblast szazalék (MB%), 2. granulocyta és
lymphocyta oldalra szort fényének (side scatter, SSC) aranya, 3. lymphoblastok (LB) aranya a
CD34 pozitiv sejteken beliil, 4. lymphocytak és a myeloblastok CD45 expresszidjanak atlagos
fluoreszcencia intenzitasa (mean fluorescence intensity, MFI) hanyadosa. A sziird panel
reprodukélhatdsagat, magas szenzitivitdsat és jO specificitdsat tobb nemzetkozi tanulmany

bizonyitotta magas esetszamtl populdcié vizsgalataval. Az évtizedek alatt Osszegyiijtott

6



tapasztalatok alapjan a Nemzetkozi/Eurdpai Leukémia Halozat Aramlasi Citometriai MDS
munkacsoportja (International/European Leukemia Net Working Group for Flow Cytometry
in MDS, ELN IMDSFlow) célul tiizte ki, hogy az dramlési citometriai vizsgalat a WHO altal
is elismerten, még nagyobb hangsulyt kapjon az MDS diagndzisanak felallitisiban és a
betegek prognosztikai besoroldsaban. Ennek a célnak eléréséhez nélkiilozhetetlen az MDS
irany aramlasi citometriai moédszer standardizalasa, harmonizalasa és az ELN ajanldsainak
szigoru betartasa. A jelenleg érvényben 1évé ajanlas szerint az MDS-ben eléforduld
immunfenotipus eltérések analizisének a mintavételt kovetden 24 oran beliill meg kell
torténnie. A vizsgalatra a legalkalmasabb a natrium (Na)-heparinnal alvadasgatolt csontvel6i
aspiracioval nyert minta, alternativaként etilén-diamin-tetraecetsav  (K3-EDTA)-val
alvadasgatolt minta is hasznalhatd. Ennek hatterében két dolog all. Egyrészt az nyilvanvalo,
hogy a megkésett mintafeldolgozas a sejtek apoptdzisdhoz, majd nekrdzisahoz vezet, masrészt
az is ismert jelenség, hogy a K3-EDTA ¢és Na-heparin eltérd6 moddon hat a sejtek
¢letképességére. Tobb tanulméany bebizonyitotta, hogy az EDTA gyorsitja a sejtek elhalasat.
Apoptosis soran a sejtek magja, a citoszkeletalis rendszer és a sejtek membranja jellegzetes
valtozdson megy keresztiil. Ezen valtozdsok a markerek expresszidos mintazatdban olyan
eltérést okozhatnak, melyek utdnozhatjdk a dysplasidra jellemezd jeleket és tévesen MDS
diagnozisat tamogato jelenségként lehet értelmezni. Az ELN ajanlas betartasaval ki lehet
kiisz6bolni vagy minimalizélni lehet ezen in vitro létrejott valtozasokat, igy csokkenthetd a
hibas interpretacié lehetdsége. Ugyanakkor szamos helyzetben elkeriilhetetlen a minta
szallitasa, és ezaltal a kés6i mintafeldolgozas. Az dramlési citometriai vizsgalathoz sziikséges
eszkozoket €s az eredmények interpretalasdhoz a munkaerdt az orszdgos centrumok tudjak
biztositani, igy a centrumtdl tavoli helyeken miikodd szakellatasrol a mintdk szallitasa

elkeriilhetetlen.

1.6. Mastocytak biologiaja

A mastocytak egy igen heterogén populacionak tekinthetok. Ebbdl addédoan eltérd
élettani folyamatokban vesznek részt, mint példaul az 6roklott és szerzett immunvalaszban, a
szovetkarosodés esetén a helyredllito folyamatokban (sebgydgyulds, fibrosis, angiogenesis).
Azonban, ha a mastocytak tartds stimulacidja kovetkezik be, akkor a normal funkcidk hatasa
fokozottan jelentkezik, igy a mastocytak szerepet jatszanak szamos megbetegedés

kialakulasaban.



Morfologiai vizsgalattal a mastocytak emelkedett csontveldi szazalékat talaltdk MDS
esetében is. Azt is kimutattak, hogy a triptazt expresszald mastocytdk aranya emelkedett.
Ezzel Osszhangban a szérum triptdz szintjének meghatarozasat, mint nem invaziv, Uj
biomarkert, a myeloproliferativ korképek diagnosztikajdban ajanljak. A mastocytdk szerepe

az MDS-ben tisztazatlan.

2. Célkitiizések

Munkank sordn a rutinszertien alkalmazott aramlasi citometriai vizsgalat hasznalatakor

felmertilé gyakorlati kérdésekre kerestiik a véalaszt.

1. Munkank soran célul tliztiik ki, hogy a markerek széles spektrumat felhasznalva
megvizsgaljuk a kés6i mintafeldolgozas okozta immunfenotipus eltéréseket.

2. Mivel az aramlasi citometriai vizsgalatot Na-heparinnal és Ks-EDTA-val
alvadasgatolt mintabdl is el lehet végezni, igy arra a kérdésre is kerestiik a valaszt,
hogy az alvadasgatld tipusa hogyan befolyasolja a vizsgalt sejtek
immunfenotipusat.

3. Kiilon figyelmet forditottunk arra, hogy az antikoagulans tipusa és a CDI11b
expressziojanak vizsgalatara szolgald antitest klonja hogyan befolyadsolja a CD11b
expresszidjanak intenzitasat a myeloid populacioba tartozoé sejteken.

4. Az MDS sziirésére szolgalo ,,mini-panel” els6sorban a myeloid populéciot érintd
eltérések vizsgalatan alapul. A hipotézisiink az volt, hogy ha az MDS-ben gyakran
érintett erythroid sejtvonalrdl és a mastocytakrol informacidt ado paramétereket is
belevesziink a ,,mini-panelbe”, akkor egy MDS vizsgalatara szenzitivebb pontoz6
rendszert alakithatunk ki.

5. Tovébbi célunk volt, hogy a CD71 expresszidjanak variacios koefficiensével
(rCD71CV%) és a mastocytak szazalékaval (MC%) kiegészitett ,,mini-panel”
MDS sziirésére vald alkalmazhatosagat egy masodik vizsgéalati csoporton is
elemezziik nyolcszinii jel6lési technikéaval.

6. Végezetill célunk volt annak vizsgélata, hogy milyen koriilmények kozott lehet
legpontosabban meghatdrozni a mastocytdk szazalékat aramlédsi citometriai

vizsgalattal.



3. Anyagok és modszerek

A tanulmény a hazai és nemzetkozi eldirasoknak megfeleléen késziilt az Egészségiigyi

Tudomanyos Tanacs jovahagyasaval (az engedély szama: 20582-2/2017/EKU).

3.1. A preanalitikai faktorok dysplasias jelek értelmezésére gyakorolt hatasat vizsgalé

tanulmany felépitése

Ebben a prospektiv tanulmanyban két betegcsoportot alakitottunk ki. Az elsd
betegcsoportba 23 MDS-re vagy MPN-re utal6d klinikai képpel rendelkezd beteget soroltunk
be, akiknek a mintdit 2014. januar és 2015. februar kozott kiildték a Debreceni Egyetem
Altaldnos Orvostudomanyi Kar Laboratériumi Medicina Intézetébe (DE AOK LMI). Minden
betegtdl harom csé csontvel6i mintat vettek diagnosztikus célbol. Egy Ks-EDTA-val
alvadasgatolt csdvet a morfologiai, dramlési citometriai €s molekularis onkologiai vizsgalatok
elvégzésére, €s két cs6 Na-heparinnal alvadasgatolt csovet, melybdl kariotipus meghatarozas
tortént. Munkank soran a diagnosztikai vizsgalatok elvégzése utan megmaradt mintakat
hasznaltuk. A vizsgalatsorozat elvégzésére mind a 23 betegnek maradt K3-EDTA-val
alvadasgatolt csontveldi mintaja, mig Na-heparinnal alvadasgatolt minta 16 esetben volt
elegendd. Annak érdekében, hogy felmérjiik az alvaddsgatld immunfenotipusra gyakorolt
hatasat a K3-EDTA-val és Na-heparinnal alvadasgatolt mintakbol aramlasi citometriai
vizsgalatot végeztiink a beérkezés napjan (de novo minta). Ezutan két egymast kdvetd napon
ujra megjeldltiik és analizaltuk a mintdkat, hogy nyomon kovessiik a kés6i mintafeldolgozas
soran bekovetkezd valtozdsokat. A mintdk a vizsgalat teljes ideje alatt szobahOmérsékleten
voltak tarolva.

A masodik betegcsoportba nyolc olyan beteget valogattunk be, akiknél a hematologai
betegség fennallasa kizarasra keriilt. Minden betegnek volt K3-EDTA-val és Na-heparinnal is
alvadasgatolt periférias vérmintédja, melyeket parhuzamosan vizsgaltunk a beérkezeés napjan és
két egymast kovetd napon. Ennél a betegcsoportndl a myeloid populacio CDI11b
expresszidjanak valtozasat vizsgaltuk. A jelolések két kiilonbozd klonnal rendelkezd

monoklonalis antitesttel torténtek.



3.2. Az MDS sziirésére szolgalé aramlasi citometriai pontozo rendszerrel kapcsolatos

tanulmany kialakitasa

Ennél a tanulmanynal is két vizsgalati csoport volt, egy az 0j aramlasi citometriai
pontozo rendszer kialakitasat szolgalta, mig egy masikon teszteltiik a rendszer hatékonysagat.
Mivel az elmult években az MDS irdnya aramlési citometriai vizsgédlatnal atallas tortént
négyrdl nyolcszinii jelolési technikdra, igy mig az elsé csoportban a pontozd rendszer
kialakitasat négyszinti jeloléssel végeztiik, addig a méasodik csoportnal a rendszer paramétereit
nyolcszinii jeloléssel detektaltuk, igy azt is vizsgaltuk, hogy a technika valtoztatasdnak van-e
hatasa az aramldsi citometriai pontoz6 rendszer hasznéalatira. A betegek bevalogatasa az
anamnesztikus adatok, a morfoldgiai, citogenetikai €s aramlasi citometriai vizsgalatok
eredményei alapjan torténtek. Az elsé csoportba tartozd mintakat 2009 decembere és 2014
januarja kozott kiildték a DE AOK LMI-be. A masodik csoport esetében a diagnosztikai
kivizsgélds 2014 majusa és 2015 majusa kozott tortént. Az adatokat retrospektiven elemeztiik.
A kontroll csoportba 25 f6 tartozott (18 nd és 7 férfi), akiknél a végsd diagnodzisok a
kovetkezok voltak: szisztémas autoimmun koérkép (n=3), immunthrombocytopenia (n=7),
terapiaval Osszefiiggd megbetegedés (sejtszegénység) (n=9), vashidny (n=2), kronikus
veseelégtelenség (n=2) és infekcio (n=2). A kontroll alcsoportban az atlagéletkor 53 év volt
(23-80 év). Az aramlasi citometriai vizsgalatok minden esetben K3-EDTA-val alvadasgatolt

csontveldl mintabdl torténtek a mintavételt kovetd 1-2 oraban.

3.3. Immunfenotipus vizsgalata

A preanalitikai irdnyl vizsgéalatokhoz, valamint az MDS sziirésére szolgaldé pontozo
rendszer paramétereinek detektaldsakor egy csé esetében négy vagy nyolc marker egyiittes
vizsgalata tortént. Az antitesteket minden csénél 50 mikroliter aspirdcioval nyert csontveldi
mintdhoz adtuk, melynek sejtszdmat eldzetesen 1x10°-ra 4llitottuk be. Ezt kovetben sotétben
15 percig inkubaltuk a mintakat, majd a vordsvértestek lizalasa érdekében 1 mL FacsLysing
oldatot adtunk minden cs6hoz és ismét inkubaltuk a mintakat 8 percig. Végiil 1 mL foszfat-
puffer oldattal tértént mosas utan 500 mikroliter 1%-os paraformaldehiddel fixaltuk a sejteket.
A mintakat négyszini jelolés esetén FACS Calibur, nyolcszinii jelolésnél FACS Canto II
aramlési citométeren mértiik. Minden cs6nél 100 000 eseményt gyiijtottiink be. Annak

érdekében, hogy az eredmények Osszevethetoek legyenek egymassal, az &ramlasi
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citométereket a gyarto utasitasainak megfeleléen minden nap fluoreszcens mikrogyongyokkel

kalibraltuk. Az adatok analizisét 6.1.3. FACS Diva és 1.2 Kaluza szoftverrel végeztiik.

3.4. A preanalitkai faktorok immunfenotipusra gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz

sziikséges paraméterek azonositasa

Részletes MDS iranyu aramlasi citometriai vizsgalat esetén a sejtek azonositasa a
kovetkezO kapuzas szerint tortént: ElsO 1épésként az elére (FSC) és oldalra (SSC) szort fényt
abrazolo kétvaltozos dot-plot-on kizartuk azon eseményeket, melyek a fényszorasi karakteriik
alapjan nem tekinthet6k valosnak. A myeloblastokat (MB) és lymphoblastokat (LB) az SSC,
valamint a CDI117 ¢és CD34 expressziojanak intenzitasa alapjan azonositottuk (MB:
CDI117+/CD34+/ kozepes oldalszoras; LB: CDI117-/CD34+/alacsony oldalszéras), majd a
CD45 ¢és SSC kétvaltozos dot-ploton visszakapuztunk, hogy biztosan csak a MB és LB
populéciét jeloljiik ki. A lymphocytdkat, monocytékat és granulocytdkat az SSC és CD45,
CD33, CD64 vagy HLA-DR expressziojanak intenzitasa alapjan kapuztuk (granulocyta: nagy
oldalszérasti, CD45+/CD33+/CD64-/HLA-DR-;  monocyta:  kozepes  oldalszorasu,
CD33++/CD64+/HLA-DR+/CD45+; lymphocyta: kis oldalszorasa, CD45+/CD33-/CD64-
/HLA-DR-+). Az erythroid prekurzorok a CD45-/CD71+ immunfenotipussal jellemezhetdk.
A plazmasejtek az élénk CD38 expressziojuk alapjan kiiloniilnek el a tobbi sejttipustol.
Miutdn a sejttipusokat minden csé esetében azonositottuk, 37 kiilonb6zé paramétert
vizsgaltunk mind az K3-EDTA-val mind a Na-heparinnal alvadasgatolt mintak esetében. A
beérkezés napjan mért paramétereket, melyek magukban foglaltdk szdmos marker atlagos
fluoreszcencia intenzitdsdnak (MFI), a CD71 marker varidcidos koefficiensének és tobb
sejtpopulacio szédzalékanak vizsgalatat, az elsé és masodik napon Ujrajelolés utdn meért
paraméterekhez hasonlitottuk.

A tanulmany maéasodik felében a granulocytak €s monocytak CD11b expresszidjat
vizsgaltuk. Nemcsak dnmagaban az alvadasgatlonak és a késdi mintafeldolgozasnak a hatasat
akartuk feltarni, hanem arra is kerestiik a valaszt, hogy a monoklonalis antitest klonja hogyan
befolyasolja a preanalitikai faktorok okozta valtozasokat. A fluoreszcein isotiocianat (FITC)
festékkel jelolt CD11b antitest klonja ICRF44 , mig a fikoeritrin (PE) festékkel jelzett antitest
klonja D12. A fényszorasi karakterikk alapjan nem valds események kizardsa utan a
monocytak és granulocytdk kapuzasa az elsé tanulmanyhoz hasonléan SSC és CD33, CD64,

CD45 ¢és HLA-DR expresszidjanak intenzitasa alapjan tortént.
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3.5. MDS sziirésére szolgalé aramlasi citometriai pontozo rendszer kialakitasa

A valos eseményeket itt is a fényszordsi karakterek alapjan azonositottuk, majd
kijeloltik a wvizsgalni kivant populacidkat: MB (CD34+/CD117+/CD45dim/kozepes
oldalszéras), LB (CD34+/CDI117-/alacsony oldalszéras), granulocyta (CD45+/nagy
oldalszoéras), lymphocyta (CD45+/alacsony oldalszéras), erythroid prekurzor (CD71+/CD45-
), mastocyta (CD117++). A ,mini-panel” négy paraméterénél az eredeti, a panel
kidolgozasanal hasznalt hatarértékeket vettiik figyelembe, mig az erythroidok CD71rCV és a
mastocytak szdzalékanal 0j hatarértékeket allapitottuk meg a kontroll csoport adatai alapjan
(CD71 rCV: 85,8%, MC%: 0.039%). Amennyiben egy adott mintdnal a vizsgalt paraméterek
eltértek a hatarértéktol, egy pontot adtunk. Ezt kovetden az igy kialakult hat paraméterbol allo

pontozd rendszer diagnosztikai és prognosztikai hatékonysagat vizsgaltuk két betegcsoporton.

3.6. A mastocytak detektalasa aramlasi citometriaval

Mivel korabban a mastocytak szazalékat nem vették bele aramlasi citometriai pontozo
rendszerbe, igy ezt a paramétert részletesebben is megvizsgaltuk. A mastocytak élénk CD117
expresszidjuk alapjan jol elkiiloniilnek a tobbi sejttipustol. Egyrészt vizsgaltuk a preanalitikai
faktorok hatasat a CD117 expressziojanak intenzitasara és a mastocytak szazalékara 7 beteg
K3-EDTA-val és Na-heparinnal alvadasgatolt csontveléi mintdjanak vizsgalataval. Masrészt,
az MDS szlirésére szolgalo aramlasi citometriai pontozod rendszer hatékonysaganak
novelésére iranyuld tanulméany betegcsoportjainak részletesebb vizsgéalataval ellendriztiik,
hogy a mastocytdk emelkedett ardnya az MDS-es betegeknél Osszefliggést mutat-e reaktiv
folyamatra utald jelekkel (periférias fehérvérsejtszam, csontveldi plazmasejt szazalék),
ugyanis a mastocytak aranya reaktiv folyamatoknal emelkedhet. Tovabba megnéztiik, hogy az
emelkedett mastocyta szadm és az aspirdcioval nyert csontveldi magvas sejtek szdma kozott

van-e kapcsolat.

3.7. Statisztikai analizis

A preanalitikai faktorok immunfenotipusra gyakorolt hatasat vizsgalé tanulmanynal az
alacsony esetszdmra val6 tekintettel nem parametrikus teszteket hasznaltunk. Két dsszetartozo

csoport esetében az elemzéseket Wilcoxon-teszttel, mig tobb 0Osszetartozd csoportnal a
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Friedman-teszttel végeztiik, post-hoc tesztként a Dunn-tesztet alkalmaztuk. Az aramlasi
citometriai pontozé rendszerrél szo6l6 tanulmanyban az adatok megoszlasat Shapiro-Wilk-
teszttel ellendriztiik. Két fliggetlen csoport adtainak vizsgalatakor normal eloszlasnal a
Student-féle t teszttel, mig nem normal eloszlasnal a Mann-Withney U teszttel végeztiik a
szamitasokat. Szignifikdnsnak tekintettiink egy kiilonbséget, ha a p értéke kisebb, mint 0,05.
Az aramlasi citometriai pontozo6 rendszer specificitasanak és szenzitivitasanak meghatarozasa
a ROC (Receiver Operating Characteristic) analizissel tortént, az IPSS-el vald korrelaciot
pedig Spearman-teszttel végeztiik. Khi négyzet-probat hasznaltunk a diszkrét valtozok kozotti
Osszefliggés vizsgalatara. Az eseménymentes tulélés becslését Kaplan-Meier-féle analizissel
végeztik, a kiillonbséget log-rank teszttel vizsgaltuk. A szamitasokhoz és az abrak

elkészitéséhez SPPS 20.0 és GraphPad Prism 6.0 statisztikai programokat hasznaltunk.

4. Eredmények

4.1. Preanalitikai faktorok hatasa az immunfenotipusra

4.1.1. Vizsgalt sejtek immunfenotipusanak dsszehasonlitasa de novo mintaknal

Amikor 6nmagaban az alvadasgatlo tipusanak immunfenotipusra gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk a mintavételt kovetéen 1-2 oran belill, a K3-EDTA-val és Na-heparinnal
alvadasgatolt mintaknal 14 paraméternél talaltunk szignifikans kiilonbséget. A Na-heparinnal
alvadasgatolt mintaknal mérthez képest hat paraméter szignifikdnsan magasabb a K3-EDTA-
val alvadasgatolt mintaknal: a CD4 MFI érték a monocytdkon, a CD117 MFI érték a
myeloblastokon, a CD45 MFI érték a lymphocytakon, CD71 rCV%-a az erythroid
prekurzorokon ¢és a plazmasejtek szazaléka és CD38 MFI értéke. Nyolc paraméter
szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult a Ks-EDTA-val alvadasgatolt mintdknal: az SSC és
a CD45, CD11b, valamint CD33 expresszidjanak atlagos intenzitasa a granulocytakon, a
CDI11b, CD13 MFI érték a monocytakon, a CD34 MFI érték a myeloblastokon és a CD71
MFTI érték az erythroid prekurzorokon. Annak ellenére, hogy a CD34, CD117 és CD71
markerek expressziojanak intenzitdsa szignifikans kiilonbséget mutatott a K3-EDTA és Na-
heparinnal alvadasgatolt mintdk kozott, az ezen markerek segitségével kijelolt myeloblast,
lymphoblast és erythroid prekurzorok szazaléka nem tért el szignifikdnsan a kétféle modon

alvadasgatolt mintadkban.
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4.1.2. A Kkésleltetett mintafeldolgozas okozta immunfenotipus-eltérések

Egy nappal késébb tortént mintafeldolgozas kovetkeztében a Ks-EDTA-val
alvadasgatolt mintaknal tiz, mig a Na-heparinnal alvadasgatolt mintaknal csak négy
paraméternél figyeltiink meg szignifikans valtozast. Ezen paraméterek koziil ketté bizonyult a
legérzékenyebbnek: a myeloblastok CD117 ¢és a plazmasejtek CD38 expressziojanak
intenzitdsa. Mindkét markernél az alvadasgatld tipusatol fiiggetlentil jelentésen csokkent az
expresszio intenzitasa a késéi mintafeldolgozas okozta valtozasok kovetkeztében.

Ujabb egy nap eltelte utan, a masodik napra, ugyanolyan mértékii immunfenotipus
eltérést lattunk a K3-EDTA-val és Na-heparinnal alvadasgatolt mintaknal. A megvizsgalt
paraméterek koziil tizenot esetben tapasztaltunk szignifikdns csokkenést a Ks3-EDTA
alvadasgatld haszndlatakor. A Na-heparinnal alvadasgatolt mintdknal harom paraméter
esetében szignifikans emelkedést, mig tizenkettdnél szignifikdns csokkenést detektaltunk.
Kilenc paraméter valtozott szignifikdnsan az alvadasgatlo tipusatol fliggetleniil: a
granulocytdk oldalra szort fényének karaktere, a monocytdk CD4, CD64, CD33
expressziojanak intenzitdsa és a CD14 pozitiv monocytdk aranya, a preB karakterii sejtek és
lymphocytak sz4zaléka, a lymphocytak CD45 és erythroid prekurzorok CD71 MFI értéke.

A mintavételtdl szamitott két nappal késobb elvégzett aramlési citometriai vizsgalatkor
a K3-EDTA-val tortént alvadasgatld hasznalatakor tizenkett6, Na-heparinnal tizennyolc
paraméter volt valtozatlan a mintavétel utdn 1-2 6ran beliil, friss mintabol tortént analizis
eredményeihez képest.

A kovetkezO tizenegy paraméternél sem a kés6i mintafeldolgozasnak sem az
alvadasgatld tipusanak nincs hatdsa: a granulocytak CD10, CD16 és CD33 MFI értéke; a
CD10 pozitiv granulocytak szazaléka, a monocytak HLA-DR MFI értéke; a myeloblastok
CD45 és CD34 MFI értéke; a lymphoblastok, erythroid prekurzorok és plazmasejtek
szézaléka, valamint az erythroidok CD71 rCV% értéke.

4.1.3. Preanalitikai faktorok hatiasa a myeloidok CD11b expresszidjara

A mintavétel utan azonnal és a mintavétel utan két nappal tortént analizis eredményeit
Osszehasonlitva eltéré jelenséget figyeltink meg a CDI11b expresszioja tekintetében a
kiilonbozd tipusu alvadasgatlok hasznalatakor. Ks-EDTA-val alvadasgatolt mintdknal a
CDI11b expresszi6 MFI értéke naprol napra csokkent a myeloidokon, mig Na-heparinnal
emelked6 tendenciat mutatott. D12 klonnal rendelkezd, phycoerythrin (PE) fluoreszcens
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festékkel konjugalt CD11b monoklonalis antitest hasznalatakor a granulocytakon szignifikans
valtozast figyeltiink meg a két nappal késobb tortént mintafeldolgozas esetében fiiggetleniil az
alvadasgatlo tipusatol. Mig a fluorescein isothiocyanate (FITC) fluoreszcens festékkel jelolt,
ICRF44 klonnal rendelkez6 monoklonalis antitest esetén a Ks-EDTA-val alvadasgatolt
mintdknal a CDI11b expresszidjanak intenzitasa stabil maradt. Monocytaknal ennek az
ellenkezdjét talaltuk: ennél a sejtpopulacional a D12 klon hasznalatakor a Na-heparinnal

alvadasgatolt minta esetében nem volt hatasa a késdi mintafeldolgozasnak.

4.2. MDS sziirésére alkalmas aramlasi citometriai pontozo rendszer diagnosztikai és

prognosztikai ereje

4.2.1. Az aramlasi citometriai pontozo rendszer Kkialakitasat célzo tanulmany

eredményei

Az aramlasi citometriai pontoz6 rendszer kialakitasat segitd kontroll és MDS-es
betegcsoport  laboratoriumi  eredményei  kozill a  hemoglobin-koncentracional, a
fehérvérsejtszamnal és az abszolut neutrophil szamnal talaltunk szignifikans kiilonbséget. A
thrombocyta szdm nem tért el egymastol jelentdsen, melynek magyardzata az lehet, hogy a

kontroll csoportba hét ITP-s beteget is bevalogattunk.

4.2.1.1. A négyszinii jelolési technikaval kialakitott hat paraméterbél allo aramlasi

citometriai pontozo rendszer diagnosztikai hatékonysaga

Els6 1épésként az dramlasi citometriai pontoz6 rendszer hat paraméterének alakulasat
vizsgaltuk meg a kontroll és az MDS-es betegcsoport kozott. Szignifikans kiilonbséget
talaltunk a kovetkezd paramétereknél: MB%-nal (p<0,001), a granulocyta €és lymphocyta SSC
hanyadosanal (p=0,003), a CD34 pozitiv sejteken beliil a LB%-nal (p<0,001), az erythroid
prekurzorok CD71 rCV%-anal (p=0,004), és a mastocytak szazalékanal (p=0,001). Egy
paraméternél, a lymphocytak és myeloblastok CD45 MFI értékének hanyadosanal, nem volt
szignifikans kiilonbség a két csoport kozott. Ennek hatterében az allhat, hogy MDS-nél,
dysplastikus jelként, a CD45 expressziojanak intenzitdsa ndéhet és csokkenhet is a

myeloblastokon.
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Masodik lépésként Osszehasonlitottuk az eredetileg négy paraméterbdl allo és a
modositott, hat paraméter alapjan kialakitott aramlasi citometriai pontoz6 rendszer ROC
gorbéit. Azt taldltuk, hogy ha a kardinalis négy paramétert kiegészitjik a mastocytak
szazalékéaval és az erythroid populéciordl informaciot addé CD71 rCV% értékkel, akkor a
szenzitivitds 65%-ro0l 84%-ra emelkedett, mikdzben a specificitds magas (80%) maradt. A
gorbe alatti teriilet ennek megfeleléen 0,789-r61 (95% CI: 0,689-0,889) 0,87-re (95% CI:
0,785-0,948) novekedett.

4.2.1.2. A négyszini jelolési technikaval Kkialakitott hat paraméterbol allé aramlasi

citometriai pontozé rendszer prognosztikai jelentosége

A morfologiai vizsgalat, citogenetikai analizis és az anamnesztikus adatok alapjan
MDS csoportba sorolt betegeket az aramlasi citometriai pontozérendszer alapjan tovabbi két
rizikocsoportba soroltuk. A betegek 37%-a (n=19), akik 0, 1, vagy 2 pontot értek el a hat
paraméterbdl allo6 dramlasi citometriai pontoz6 rendszer alapjan, az alacsony rizikédju (flow
low risk, FLR) csoportba kertiilt. A tobbi beteget (n=32), akiknek tobb mint 2 pontjuk volt, a
magas rizikdcsoportba (flow high risk, FHR) soroltuk. Az 4altalanos laboratériumi
paraméterek koziil szignifikansan alacsonyabb hemoglobin-koncentracio lathato a FHR
csoportban. Ezzel Osszhangban azt talaltuk, hogy az FHR csoportba tartozd betegek
szignifikansan nagyobb eséllyel kaptak transzfuziot (OR=3,51, 95% CI: 1,07-11,59, p=0,036).
A myeloblastok szazaléka, mely nemcsak az aramlasi citometriai pontozo rendszerek, hanem
minden az MDS prognosztikdjanak vizsgalatara kialakitott rendszer alapeleme, szignifikdnsan
kiilonbozott a két rizikdcsoportnal (p=0,009). Habar a citogenetikai eltérések tekintetében
nem volt statisztikailag jelentds eltérés a két rizikdcsoport kozott, a legsulyosabb, komplex
kariotipus eltéréssel rendelkezd betegek az FHR csoportba tartoztak. Az esemény-mentes
tuléleés vizsgalatdhoz 46 betegnek az adatai alltak rendelkezésiinkre, koziiliik kettd csontveld-
transzplanticion atesett beteg keriilt kizarasra. gy a 44 betegnél a hat paraméterbél allo
aramlasi citometriai pontozé rendszer alapjan felallitott két rizikocsoport kozott vizsgaltuk az

esemény-mentes és teljes talélést, mely szignifikans kiilonbséget mutatott (p=0,001, p=0.008).
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4.2.2. A hat paraméterbol Kkialakitott aramlasi citometriai pontozé rendszer

alkalmazhatosagat bizonyito tanulmany eredményei

Amennyiben Osszehasonlitjuk a hat paraméterbdl all6 pontozérendszer kialakitasat
szolgaldé négyszinli jelolési technikaval vizsgalt MDS-es csoport ¢és a rendszer
alkalmazhatdsadganak vizsgalatara létrehozott nyolcszint jelolési technikat hasznalo MDS
csoport kozott a hat paramétert, kettd esetben lattunk szignifikans kiilonbséget: MB%
(p=0,011) ¢és a lymphocyta/MB CD45 MFI értékének hanyadosa esetén (p=0,021). A
nyolcszinii jelolési technikaval analizalt MDS csoportba tobb alacsonyabb rizikoji beteg
kertilt besorolésra, ez okozza a szignifikdnsan alacsonyabb MB%-ot. Amikor részletesebben
vizsgaltuk a lymphocyta/MB CD45 MFI értékének héanyadosat, azt talaltuk, hogy a
lymphocytédk esetében, melyek jol hasznalhatéak az MDS-nél belsé kontroll populacionak,
nincs szignifikans kiilonbség a csoportok kozott, mig az MB CD45 MFI értéke szignifikansan
alacsonyabb a nyolcszinli jeloléssel vizsgalt MDS csoportndl. Tehat a magasabb
lymphocyta/MB CD45 MFI hanyados leginkdbb az MDS heterogenitdsabol adodik, nem az
eltér6 fluoreszcens festék tipusa vagy az dramlési citométer bedllitdsa okozza. A granulocyta
¢s lymphocyta SSC héanyadosanal (p=0,002), a CD34 pozitiv sejteken beliill a LB%-nal
(p<0,001), az erythroid prekurzorok CD71 rCV%-anal (p=0,001), és a mastocytak
szézalékanal (p=0,023) ennél a csoportndl is szignifikans kiilonbséget talaltunk a kontrollhoz
képest.

Az 4ramldsi citometriai pontozd rendszer diagnosztikai hatékonysaganak vizsgalata
érdekében ROC analizis segitségével dsszehasonlitottuk a két MDS csoportnal a négy és hat
paraméterbdl all6 aramlasi citometriai pontozd rendszer specificitdsat €s szenzitivitasat. A
négy paraméterbdl 4ll6 pontozd rendszer esetében a tobb alacsony rizikdju beteget tartalmazo
nyolcszinl jeldlési technikaval vizsgalt MDS-es csoportndl a szenzitivitds alacsonyabbnak
(42%) bizonyult, mint a masik MDS csoportnal (65%). Ezzel szemben a hat paraméteren
alapul6 pontozorendszernél az érzékenység nem tért el jelentden a két MDS csoportnal (84%-
négyszini jelolési technikdn alapuld, 81%- nyolcszinli jelolési technikat alkalmazo MDS
csoport). Hat paraméter hasznalata esetén nemcsak az érzékenység, hanem a gorbe alatti
teriilet is novekedett, 0,917-r6l (95% CI: 0,837-0,996) 0,957-re (95% CI: 0,902-1,00). Ez
alapjan megallapithatd, hogy a hat paraméterbdl allo aramlési citometriai pontozd rendszer
jobban el tudja kiiloniteni az egy€b hematologiai betegségben szenvedd betegeket az MDS-es

betegektdl még az alacsony rizikoval rendelkez6 MDS-es eseteknél is.
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Az 1) éaramlasi citometriai pontozd rendszer eredménye alapjdn a masodik MDS
csoportot is két részre osztottuk, hogy megvizsgalhassuk a rendszer prognosztikai
jelentdségét. Az el6z6 tanulméanyhoz hasonldan itt is szignifikdns kiillonbséget talaltunk a
hemoglobin-koncentracié és az MB% esetében az FLR és FHR rizikocsoportok kozott. A
hemoglobinszint szignifikdnsan alacsonyabb (p=0,021) az MB% magasabb (p=0,02) volt. A
transzfuzidigény is az el6zé tanulméanynal latottakhoz hasonléan alakult. Az FLR
rizikdcsoportban a betegek 38%-anal, mig az FHR csoportnal a betegek 58%-anal volt
sziikség rendszeres transzfuzidra. Citogenetikai eltérés szempontjabdl ennél az MDS
csoportnal sem talaltunk szignifikans kiilonbséget a rizikocsoportok kozott.

Végezetiill megnéztilk a korrelaciot a hat paraméterbdl allo aramlasi citometriai
pontozo rendszer és az R-IPSS kozott. A négyszint jelolési technika alkalmazasakor r=0,32,

p=0,02, mig nyolcszinii jel6lési technikaval meghatarozva a paramétereket r=0,507, p=0,02.

4.3. A mastocytak vizsgalata aramlasi citometriaval

Hét aspiracioval nyert csontveldi mintanal tudtunk mastocytakat azonositani, melynek
szdzaléka nagyban fiiggott az alvadasgatlo tipusatol. A K3-EDTA-val alvadasgatolt mintaknal
szignifikdnsan magasabb mastocyta szdzalékot mértiink a Na-heparinnal alvadasgatolt
mintakhoz képest, mind a mintavételt kovetd azonnali, mind az egy, illetve két nappal késdbb
mért mintdk esetében. Megvizsgalva a CD117 expresszidjanak intenzitasat a kétféle
alvadasgatld esetében, nem lathatd szignifikans eltérés. Habar a CDI117 expresszidjanak
intenzitasa a masodik napra az alvadasgatlo tipusatol fiiggetleniil csokkent, a mastocytdk
szézalékat nem befolyasolta, ugyanis a kései mintafeldolgozas nem volt hatassal a mastocytak
szézalékara. Tehat nem a mastocytak azonositasat szolgalé marker expresszidjanak valtozasa
okozza a kiillonb6zd szazalékos értéket a Kiz-EDTA-val és Na-heparinnal alvadésgatolt
mintaknal.

A mastocytak MDS-es betegeknél detektalt magasabb szazalékanak vizsgalata
érdekében a hat paraméterbdl all6 dramlasi citometriai pontozo6 rendszer kialakitasat szolgalo
MDS csoportot két részre osztottuk az alapjan, hogy a mastocytak aranya hatarérték (0,039%)
alatt vagy felett volt. Ezt kovetden megvizsgaltuk a két csoport betegeinek periférias
fehérvérsejtszamat, az aspiracioval nyert csontveléi minta magvas sejtjeinek szamat és a
csontveldi plazmasejtek szazalékat. Egyik esetben sem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a

magas (n=21) és az alacsony (n=30) mastocyta szazalékkal rendelkez6 betegek kozott.
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5. Megbeszélés

5.1. A késleltetett mintafeldolgozas és az alvadasgatlo tipusanak hatasa az aramlasi

citometriaval detektalt dysplasias jelek értelmezésére

A preanalitikai faktorok immunfenotipusra gyakorolt hatisat vizsgdld tanulmany
legfontosabb megallapitasa, hogy az alvadasgatlo tipusa jelentésen befolyasolja a késoi
mintafeldolgozas kdvetkeztében kialakult immunfenotipus-eltérések szamat és azok mértékét.
Tovabba az alvadéasgatld tipusa mar a kiindulasi antigén expresszids mintazatra is hatassal
van, amikor még nincs, vagy csak minimalis mennyiségben van jelen apoptotizalo sejt. Az
ELN alvadasgatlo tipusara tett ajanlasanak megfeleléen azt tapasztaltuk, hogy a Na-heparin
hasznalata esetén a kiilonbdzo sejttipusok antigénjeinek expresszids intenzitasa stabilabb.
Jollehet, még Na-heparin alkalmazasakor is detektaltunk néhany esetben szignifikans eltérést
akéar csak egy nappal késdbb tortént mintafeldolgozas esetén is. Amennyiben az aramlési
citometriai eredmény interpretalasat végz0 személy nincs tisztdban azzal, hogy az
alvadasgatld tipusa vagy a késdi mintafeldolgozds mely markerek expresszidjanak
intenzitasat, milyen irdnyban és mértékben képes megvaltoztatni, akkor ezeket az eltéréseket
konnyen dysplastikus jelként értelmezheti. Ezéltal tévesen MDS-re utald eredményt adhat ki,
vagy sokkal elérehaladottabb stddiumba val6d besorolast indikalhat.

Legjobb tudasunk szerint most eldszor tortént a preanalitikai faktorok hatasanak
vizsgalata a markerek széles spektrumén, kiilonbozd sejttipusokon, nyolcszinli jelolési
technika alkalmazasaval. Kordbbi nemzetkozi tanulmanyokban altaldban a myeloid
populéciora koncentraltak és csak egy vagy néhany marker valtozasat vizsgaltdk. Ezen
tanulmanyok eredményei alapjan néhény paraméter esetében egyértelmii, hogy a késoi
mintafeldolgozds hogyan fogja megvaltoztatni az adott paramétert fliggetleniil a mintanal
hasznalt alvadasgatld tipusatol. Ilyen paraméter a granulocytdk oldalra szort fényének
karaktere, melynek intenzitdsa apoptozis hatadsara konzekvensen csokkent. Ezt morfologiai
vizsgalattal is igazolhatjuk, hisz példdul jol ismert jelenség az apoptozis soran kialakuld
piknotikus mag. Citrattal, heparinnal vagy EDTA-val alvadasgétolt teljes vér, illetve izolalt
fehérvérsejtek esetén is az apoptotizdld myeloidokon csdkkent intenzitasi CD16, CD43 és
¢lénkebb CD45 expressziot detektaltak. Ugyanakkor a késéi mintafeldolgozas kovetkeztében
apoptotizalo sejteknél a CDI11b expresszidjanak intenzitds valtozasarol ellentmondésos

informéciokat olvashatunk a nemzetkozi irodalomban: néhany tanulméany fokozott, mig
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masok csokkent CDI11b expresszidt irtak le a megkésett mintafeldolgozas
kovetkezményeként. Az eredmény a tanulmanyokban hasznalt minta tipusatol, a
mintafeldolgozastol, és a vizsgélat kivitelezésétdl fiiggott. A CD11b fehérje a neutrophil
granulocytdk granulumaiban tarolédik, igy az expresszid intenzitdsa nagymértékben fiigg a
granulocyta aktivacidjatél. A neutrophilek aktivacidja bekovetkezhet a mintafeldolgozas
soran (pl.: fehérvérsejtek szepardldsa) vagy a vizsgalat kivitelezésekor is, példaul ha nem
spontan apoptozist, hanem mesterségesen kivaltott apoptozist vagy apoptdzis eldsegitd
technikdkat alkalmaznak. Azonban, ahogy azt a Saxton ¢és munkatarsai altal végzett
tanulmany eredményei is sugalljak az aktivacio kivaltdo oka nem mindig egyértelmii.
Vizsgalatuk soran hat EDTA-val alvadasgatolt teljes periférids vérmintat analizaltak
sejtstabilizalo oldat jelenlétében (Cyto-Chexe) és anélkiil. Azt talaltak, hogy négy ora eltelte
utan vizsgalva a szobahdmérsékleten tartott, stabilizalo oldatot nem tartalmazé mintdknal a
granulocytdk CD11b expresszidjanak intenzitasa ndtt. Ugyanakkor Hodge és munkatérsai azt
talaltdk, hogy a fehérvérsejteken az Annexin V jel6lddés, mely az apoptdzis soran a
sejtfelszinre athelyez6do foszfatidil-szerinhez kotddik, hat 6ra eltelte utan detektalhato. Ezek
az eredmények azt sugalljak, hogy a Saxton ¢és munkatarsai altal a nem stabilizalt, de
nyugalomban hagyott mintdkon detektalt fokozott CDI11b expresszié hatterében nem
apoptdzis, hanem inkébb az intracellularisan elhelyezkedd CD11b fehérjének a sejtmembran
kiilsé felszinére torténd spontan kihelyezddése allhat. Tehat az apoptozis eldtt és alatt
bekovetkezd aktivacio kovetkezményeit mindig figyelembe kell venni.

Munkank soran azt lattuk, hogy a CD11b expresszidjanak intenzitasa az alvadasgatlo
tipusanak fliggvényében valtozott a megkésett mintafeldolgozas soran: Na-heparin
hasznalatakor fokozddott, mig Ks3-EDTA esetében csokkent az antigén expressziodja.
Eredményeink alatdmasztjdk azt, hogy a minta tipusa megszabja a CD11b expresszidjanak
viselkedését. Az alvadasgatlo tipusa nemcsak a sejtek életképességére hat, hanem az antigén-
antitest kozott 1étrejovo kotés kialakulasat is meghatarozza. Repo €s munkatarsai altal végzett
tanulmany ramutatott arra, hogy hogyan tudja az alvadasgatlo befolyasolni a myeloidokon
detektalt CD11b expresszidjanak intenzitasat. Kimutattdk ugyanis, hogy a D12 klonnal
rendelkezd monoklondlis antitest antigénhez kotddéséhez kétértékii kation sziikséges, melyet
az EDTA megkot, igy akadalyozza az antigén-antitest kozotti kotés kialakulasat. Repo és
munkatarsai vizsgalatinak eredményét tamogatjdk a mi eredményeink is, hiszen a D12
monoklondlis antitest hasznalatakor kation kelator, EDTA, jelenlétében a CDI11b
expresszidjanak intenzitdsa mar a kiindulasi mintan csokkentnek bizonyult a Na-heparinnal

alvadasgatolt mintakhoz képest. A CD11b csokkent expresszidja markansan tovabb csokkent
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egy nap ecltelte utdn. Amikor egy masik klont, az ICRF44-t hasznaltuk, az EDTA-val
alvadasgatolt mintdkban nem valtozott a CD11b expresszidjanak intenzitasa a granulocytakon
a késoi mintafeldolgozas hatdsara. Emellett vizsgalataink eredménye a CD11b expresszidjat
befolyasold wjabb aspektusra mutatott rd. A csontvel6i mintaknal a Na-heparinnal
alvadasgatolt mintak esetében a késOi mintafeldolgozas kovetkeztében csokkent a CD11b
expresszidja a monocytakon, mig a granulocytdkon nem valtozott. Ezzel szemben a Na-
heparinnal alvadasgatolt teljes periférias vérminta vizsgalatakor szignifikansan fokozott
CD11b expressziot detektaltunk a monocytakon és granulocytdkon a napok muldsaval. A
csontveldi és periféridas vérminta vizsgalata soran latott eltérd jelenség hatterében az allhat,
hogy a két mintatipus esetében eltéré sejtpopulacidkat vizsgaltunk, melyeknek kiilonbozo
lehet az intracellularis CD11b tartalékuk. A periférids vérmintanal egyrészt normal mintak
voltak, masrészt csak érett granulocyta és monocyta alakok voltak jelen. Ezzel ellentétben a
csontvel6i mintdkndl patholdgias mintdkat vizsgéltunk, melyben a minta természetébol
adodoan myeloid elbalakok (promyelocyta, myelocyta, promonocyta) is voltak.

A legtobb altalunk vizsgalt markernél korabban nem vizsgaltak a preanalitkai faktorok
hatasat. Ezek koziil talan a legfontosabb a CDI117 expresszidjanak valtozasa a késoi
mintafeldolgozéds soran, mely mindkét tipust alvadasgiatld esetén eldfordult. A CDI117, a
CD34 ¢s CD45 mellett, az egyik legfontosabb marker, amelynek segitségével a
myeloblastokat azonositani lehet. A myeloblastok szazalékanak megallapitasara az aramlasi
citometriai vizsgalat a WHO altal ajanlott modszerek kozott szerepel. Ezért megnéztiik, hogy
a myeloblastok szazalékat befolyasolta-e a CD117 markans valtozasa. Az MB% egy nap
eltelte utan stabil maradt és csak a masodik napra valtozott szignifikansan a K3-EDTA-val
alvadasgatolt mintaban.

Jelen tanulmanynak t6bb korlatja van. Noha homogén betegcsoportot szerettiink volna
megvizsgalni, az MDS heterogenitasabol adodéan az MDS/MPN gyanuval kiildott betegeknél
a végsod diagndzis tobb esetnél sem MDS volt. Ugyanakkor a dysplastikus jelek detektalasa
nemcsak az MDS-es betegeknél kardinalis - akiknél a diagnozis felallitisa mellet a
prognosztikai besorolast is befolyasoljadk - hanem a norméal, MPN vagy AML eseténél is
kulcskérdés. MDS-bdl transzformaldédott AML a WHO ajanlasban kiilon entitasként szerepel,
és rossz prognozissal tarsul. Igy a preanalitikai hibabol adodo elvaltozasok helytelen
értelmezése nemcesak téves diagnozishoz, hanem helytelen prognosztikai megitéléshez, ezaltal
nem megfeleldé kezelési stratégia meghatarozdsahoz is vezethetnek. Végezetiil
tanulmanyunkba csak korlatozott szdmban tudtunk betegeket bevalogatni, igy az

eredményeink igazoldsara egy nagyobb esetszamu tanulmany sziikséges.
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Osszefoglalva elmondhato, hogy 6sszesen 37 paramétert vizsgaltunk meg a myeloid,
erythroid és lymphoid sejtvonalakon, érett és éretlen sejteken egyarant. Az alvadasgatld
tipusatol fiiggben, mar a kiinduldsi immunfenotipusnal eltéréseket detektaltunk. Mivel
aramlasi citometriai vizsgalat soran dysplastikus jelként értékeliink mindent, ami a normal
mintazattol eltér, ezért minden esetben figyelembe kell venni a vizsgélatra kiildott minta
alvadasgatlojanak tipusat, amikor a normal mintazathoz hasonlitunk. Ezt legegyszeriibben ugy
lehet Kkivitelezni, ha egy laboratorium csak egyféle alvadasgatolt mintat fogad el vizsgalatra.
Tekintettel arra, hogy a preanalitikai hibak, mint megkésett mintafeldolgozas, jelentds
immunfenotipus eltérést tudnak okozni, és ezaltal postanalitikai hibdhoz, vagyis az
eredmények helytelen interpretalasahoz vezethetnek, igy az ajanlasok szigori betartasat
javasoljuk. Amennyiben a regionalis ellaté helyekrél a minta szallitasa elkeriilhetetlen, ugy
egyrészt a Na-heparinnal alvaddsgatolt mintat sziikséges eldnyben részesiteni, masrészt az
altalunk végzett vizsgalat alapjan stabilnak bizonyult markerek valtozasat kell jobban

figyelembe venni az aramlasi citometriai eredmény értékelése soran.

5.2. A hat paraméterbdol all6 aramlasi citometriai pontozé rendszer alkalmazasi teriiletei

Az altalunk kialakitott és vizsgalt aramlési citometriai pontozé rendszer hasznalatanak
legnagyobb elonye, hogy minddssze hat, célzottan kivalasztott paraméter segitségével képes
differencialni a normal, reaktiv és az akar csak egy sejtvonalat érintd, alacsony rizikdja MDS-
es betegek kozott. Informaciot kapunk nemcsak a myeloid, hanem a lymphoid és erythroid
sejtvonalrdl is. A négyszinli jelolési technikaval kapott eredmények jol reprodukalhatdak a
nyolcszini jeldlési technika hasznalatakor is, tehat az eredményeket a fluoreszcens festék
tipusa, az aramlasi citométer beallitdsai nem befolyasoltdk. A kialakitott pontozd rendszer
nemcsak a diagnosztikdban, hanem a prognosztikdban is alkalmazhat6. Minél tobb pontot
értek el a betegek, annal eldrehaladottabbnak bizonyult a betegségiik. A hat paraméterbdl allo
aramlési citometriai pontozd rendszer ¢és az R-IPSS kozotti korrelacid a korabbi
tanulmanyokban 0Osszehasonlitott aramlasi citometriai pontozé rendszerek és R-IPSS
kozotti kiilonbségek Osszevetésekor két dolgot azonban fontos figyelembe venni: Egyrészt
azt, hogy az R-IPSS esetén a myeloblastok szazalékanak meghatarozasa morfologia vizsgalat
alapjan torténik, mely a dysplastikus csontvelé bizonyos eseteinél, ahol a myeloblastok,

monocytdk morfologidja és immunfenotiusa jelentdsen atipusos, az aramldsi citometriai
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vizsgalattal objektivebb modon lehetséges. Masrészt az R-IPSS egyik kardinalis paramétere a
sejtszegénység mértéke. Ugyanakkor jelen tanulmanyunkban ¢&s altaldban a rutin
diagnosztikdba is sokszor érkezik olyan betegektdl minta aramléasi citometriai vizsgalatra,
akik korabban, akar a vizsgalatot megel6z6 hetekben, transzfuzidoban részesiiltek. Ez hatassal
lehet a terapia megkezdése utan szamitott R-IPSS pontszdmra, mig az aramlési citometriai
pontozo rendszer eredményére nincs hatassal.

Az elmult évtizedekben szamos MDS-re jellegzetes immunfenotipus eltérést irtak le,
azonban az MDS heterogenitasabol adédoan nincs egy olyan eltérés sem, amely dnmagaban
egyértelmiien MDS-re utalna. Emiatt kiilonboz6 marker kombinaciokbol —felépiild
pontozorendszereket dolgoztak ki. Ezek a pontozérendszerek tobb szempontbdl is eltértek
egymastol. A pontozorendszereknél kiilonbozott a vizsgalt sejtpopulacio. Altalaban a myeloid
populacidra fokuszaltak, mig egy-egy tanulmany kifejezetten az erythroid prekurzorokat vette
gorcsd ala, ugyanakkor csak elvétve volt olyan vizsgélat, amely a megakariocyta vonalat
elemezte. A paraméterek szamanak tekintetében is nagy kiilonbségeket lathatunk, vannak
olyan rendszerek, melyek mindossze 3-4 paraméterbdl allnak, mig masok az éaramlasi
citometria nyujtotta lehetdségeket felhasznalva 83 paraméter alapjan alakitottdk ki pontozo
rendszeriiket. Eltérd a rendszerek kialakitasat szolgdlo betegcsoport szamossaga €s Osszetétele
is. A rendszerek specificitasa altalaban magas (90-100%), mig a szenzitivitasa 50-100%
kozott mozog. Az ELN IMDSFlow iranyelve az dramlasi citometriai pontoz6 rendszerek
koziil az Ogata és munkatarsai altal kialakitott ,,mini-panel”-t emeli ki, mely jol alkalmazhato
a koltségek csokkentése érdekében MDS szilirésére. Ha részletesebben megnézziik az Ogata és
munkatéarsai altal kialakitott pontozorendszer elemeit, megfigyelhetjiik, hogy miben rejlik
ennek a rendszernek az egyedisége, hogy mi alapjan emelkedik ki ez a pontozo rendszer a
tobbi koziil. Ogata és munkatarsai szamos paraméter vizsgalata utdn valasztotta ki azt a
négyet, amely alapjan a ,,mini-panel” felépiil. Amikor tiz csontvel6i mintat harom részre
osztottak és azokat kiilonb6z6 laboratoriumokban, ezaltal kiilonb6z6 minta-feldolgozasi
koriilmények €s aramlési citometriai bedllitdsok alkalmazasaval, megvizsgaltak, azt talaltak,
hogy a ,,mini-panel” négy paraméterénél nem volt szamottevd kiilonbség a laboratériumok
altal mért eredmények kozott. Ha alaposabban megvizsgaljuk a négy paramétert, abbol egy, a
myeloblast szazalék az, melynek meghatarozasat a WHO ajanlasban is aramlasi citometriaval
javasoljak. Két paraméter esetében pedig (granulocyta és lymphocyta oldalra szort fényének
aranya, lymphocytak és a myeloblastok CD45 expresszidjanak MFI hanyadosa) a mintan
beliili belsé kontrollként lymphocytdkat hasznéltak, mellyel csokkenthetd az eltérd
koriilmények hatdsa. A negyedik paraméter (LB aranya a CD34 pozitiv sejteken beliil) a
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myeloblastok vizsgalatahoz hasonldan, szintén egy progenitor szazalékanak meghatarozasa.
Ennek kdszonhetden a pontozo rendszerhez felallitott hatarértékeket minden laboratoriumban
biztonsaggal lehet haszndlni, az eredmények fliggetlenek a vizsgalati koriilményektdl.
Tanulmanyunkban ezt a jol reprodukalhaté rendszert egészitettiik ki mindossze két
paraméterrel, mely a szenzitivitast jelentdsen megndvelte. Mindkét paraméter tovabbi
informaciot nyujt a csontveldé miikdodésének eltérésérdl, melyek segitségével a heterogén
betegségcsoport tagjainak nagyobb része valik azonosithatova.

Ha csak azt vessziik figyelembe, hogy a refrakter anémia az MDS definidlasa ota
klasszikus ¢és népes alcsoportjat alkotta az MDS-nek, belathat6, hogy az erythroid vonal
gyakran érintett az MDS esetében. gy az erythroid prekurzorok rCD71 CV% értéke kivaloan
alkalmas ezen betegek szlirésére, még olyan aron is, hogy ennél a paraméternél nem lehet
alland6 hatarértéket feldllitani, hanem minden laboratériumnak kiilon sziikséges ezt
meghatarozni. Ez egyben a tanulmanyunk egyik korlatja is, mivel nem lehet az altalunk
hasznalt hatarértéket elézetes vizsgalat nélkiil barhol hasznalni, hiszen a négy- és nyolcszini
jelolési technikanal lathattuk, hogy ennek modositasara volt sziikség (négyszinli analizis:
85,8%, nyolcszinii analizis: 115,5%). A masik 10j paraméteriinknek, a mastocytak
szdzalékanak, kordbbi d4ramléasi citometriai pontozd rendszerek nem tulajdonitottak
kiilonosebb jelentéséget, annak ellenére nem, hogy az emelkedett mastocyta aranyt MDS-ben
mas metodikakkal is bizonyitottdk, €s hasznos diagnosztikai paraméternek tartottdk. A
mastocytak szazalékanak aramlési citometriai vizsgalata nem igényel a ,,mini panel”-nél
hasznalt markereken kiviil egyéb CD markert, tehat nem jelent plusz vizsgalati koltséget, és a
vizsgalati koriilmények, eltérd beallitasok sem befolyasoltdk az altalunk beallitott hatarértéket
sem.

Osszefoglalva tehat elmondhaté, hogy a minddssze egyetlen csével, néhany markerrel
vizsgalhato hat paraméterbdl allo aramlési citometriai vizsgalat hasznos segitséget nytjthat az
MDS diagnosztikajaban és prognosztikai megitélésben. Alkalmas az MDS-es betegek
szlirésére azaltal, hogy informacidt nyujt nemcsak a myeloid, de a lymphoid és erythroid
vonalrdl is, sét a mastocytak altal kozvetett moédon informécidhoz juthatunk a csontveldben

torténd pathologias folyamatokrol is.
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5.3. A preanalitkai faktorok hatasa az aramlasi citometriai pontozo rendszer hat

paraméterére

Az alvadasgatld tipusa szignifikansan befolyasolta a granulocytdk oldalra szort fény
karakterét, az erythroid prekurzorok CD71rCV% értékét és a mastocytdk szazalékat. Ezen
paraméterek koziil az alvadasgatld tipusdnak leginkdbb a mastocytdk szazalékanak
megitélésénél van jelentésége. Az Ki3-EDTA-val alvadésgatolt mintandl szignifikansan
magasabb értéket mértiink.

A mastocytdk szdzalékat, az erythroid prekurzorok CD71 rCV% értékét és a
lymphoblastok  szazalékat nem  befolyasolta a  késleltetett — mintafeldolgozas.

Osszességében tehat megallapithatd, hogy a hat paraméterbdl allo aramlési citometriai
vizsgalatra a K3-EDTA-val alvadasgatolt minta a legalkalmasabb és az egy nappal késobb

tortént mintafeldolgozas még nem befolyésolja ezen paraméterek megitélését.

5.4. Az aramlasi citometria felhasznalasanak optimalizacioja az MDS diagnosztikajaban

és prognosztikajaban

Napjainkban lehetéség van célzott kezelésre, példaul hipometilalé szerek
alkalmazasaval, melyek nemcsak az eseménymentes, hanem a teljes talélést is javitani tudjak.
Az igen koltséges, de hatékony hipometildld kezelésnél két dolgot azonban érdemes
figyelembe venni: Egyrészt a terapias valaszt biztonsaggal hat honap eltelte utan lehet
megitélni, igy a betegek szempontjabol egy rossz terapias valasz iddveszteséget okoz.
Masrészt a hipometilald szerek nem pusztitjak el a betegségért felelés malignus klont, igy a
terapia befejezésekor gyors relapszus varhatd. Ezekbdl az okokbdl kifolydlag az MDS
esetében a pontos diagnozis felallitasa, a kezelési stratégia alapjat képezd prognosztikai
megitélés, és a terapias valaszkészség elérevetitése a legfontosabb mind a beteg, mind pedig a
tarsadalom szempontjabol. Ezen harom elvéras teljesitéséhez a klasszikus modszerek mellett
két metodika tud hasznos informaciokat szolgaltatni, a szomatikus mutacio vizsgalata és az
aramlasi citomertia. A szomatikus mutaci6 modszertananak dinamikus fejlédését mutatja az,
hogy mig 2013-ban az ELN ajanldsban ez a moddszer a javasolt, ajanlott és kotelezd
kategoriak koziil a javasoltak kozott szerepelt, addig 2016-ban a WHO ajanlas mar kiemelt
két mutéciot, melyet mindenképp érdemes vizsgalni. Tovabba 2017-ben a Nemzetkdzi MDS

Munkacsoport iranyelvében mar szdmos szomatikus mutacié emlitésre keriilt, és azok
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vizsgalata szerves részét képezi az MDS-t megel6zd allapotok ¢és az MDS diagndzisa
felallitasanak. A metodika fejlédésének hatterében az 4ll, hogy nemcsak objektiv vizsgalatrol
van s$z0, hanem egy konnyen standardizalhaté modszerrdl. Ilyen mértéki fejlédést az elmult
¢vekben az aramlasi citometriai analizisnél nem lathattunk. Az dramlasi citometria mar 2006-
ban mint MDS-t tamogaté kritérium szerepelt a Nemzetkozi MDS munkacsoport ajanlasaban,
¢és ez a 2017-es 0j ajanlasban sem valtozott. Ha megvizsgéljuk, hogy mi all annak hatterében,
hogy az igen magas specificitdssal és szenzitivitassal rendelkezd pontozd rendszerek sem
jutottak nagyobb szerephez a nemzetkézi ajanlasokban, a kovetkezé megallapitasokat
tehetjik. Noha komoly torekvések voltak az 4ramldsi citometriai vizsgalatok
standardizaldsara és harmonizaldsara, feltehetden gazdasdgi okokbol nem sziiletett
konszenzus a mintatipus, mintakezelés, jelolés, mérés €s analizis szempontjabol, melyet
sz¢leskorlien szerte a vilagban egységesen hasznalndnak. Mésrészt, habar egy objektiv
modszerrdl van szd, az eredmények helyes interpretdldsa hosszi betanulasi id6t igényel,
melyet mi sem bizonyit jobban, mint a jelenlegi dramlasi citometriai ajanlas. MDS esetében
58 immunfenotipus eltérést sziikséges vizsgalni, ahol pozitiv eredménynek nem egy adott
marker expresszidja vagy hidnya, hanem a csokkent vagy emelkedett intenzitdsa, vagy az
atipusos mintdzat szamit. Ezen nehézségek athidalasara 0j irdnyvonal az analizal6 szoftverek
fejlesztése, melyek képesek arra, hogy tobb normal minta immunfenotipusat rogzitsék és azok
egyesitett adataihoz hasonlitani tudjak egy adott beteg adatat, s6t konkrét szamértékként meg
tudjak mondani, hogy az atlagtél hany SD-vel tér el egy marker expresszidja. Ezaltal
egyszerlibbé és egyértelmiivé valik az analizis, tovabbad ha minden laboratorium a sajat
beallitasai szerint mért normal mintakat hasznal referencianak, akkor még eltérd
mintafeldolgozas esetén is 1étrejohet egy standard interpretaldsi protokoll. Tanulményainkkal
az é4ramlasi citometria széleskorli hasznalatat szerettilk volna segiteni, eredményeinkkel
tamogatni a Nemzetk6zi MDS Munkacsoport torekvéseit. A preanalitikai faktorok
kovetkeztében kialakult immunfenotipus-eltérések részletes vizsgalataval szerettiink volna
egyrészt ravilagitani a standardizalds fontossadgara, masrészt az ajanlasok kialakitasat segiteni.
Tovabba felvetddik annak a lehetdsége, hogy ha az 0j analizal6 szoftverek tarolni tudjak a
normal minta adatait, akkor arra is képesek lehetnek idével, hogy a felhasznalé megvalassza
az analizdlni kivant minta alvadasgatlojanak tipusat, vagy a mintavételtdl szamitott

mintafeldolgozas id6pontjat.
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6. Osszefoglalas

Az MDS egy heterogén megbetegedés, mely természetébdl addddan valtozatos
klinikai kimenetellel tarsul. Az aramlasi citometriai vizsgalat hasznos segitséget tud nyujtani a
diagnozis felallitdsdban, a progndzis megitélésben, sot a terdpiara adott valasz elérejelzésében
is. Munkank célja egyrészt az volt, hogy a preanalitikai faktorok immunfenotipusra gyakorolt
hatasat felmérjiik, masrészt javitsuk az MDS szlirésére kialakitott ,,mini-panel” érzékenységét.

A preanalitikai faktorok koziil vizsgaltuk az alvadasgatlo tipusatol fiiggd
immunfenotipus eltéréseket a kiindulasi és késleltetett mintafeldolgozas soran. Az analiziskor
a markerek széles spektrumat felhasznalva nemcsak a myeloid, hanem a lymphoid, erythroid
sejtvonalat, s6t a ritka eseményeket is vizsgaltuk. Az ELN ajanlasnak megfeleléen a Na-
heparinnal alvadasgatolt mintaknal kevesebb immunfenotipus eltérés adddott a késleltetett
mintafeldolgozas kovetkeztében. Emellett kimutattuk, hogy az antitest klonja is
befolyasolhatja az immunfenotipust és annak valtozasat.

A ,mini-panel”-t két tovabbi paraméterrel kiegészitve (CD71 rCV%, mastocytak
szazaléka) egy érzékenyebb aramlasi citometriai pontoz6 rendszert kapunk, melynek
segitségével az alacsony rizikoji MDS-es betegek is hatékonyan azonosithatéak. A rendszer
paramétereinek négy- vagy nyolcszinli jelolési technikdval torténd vizsgalata nem
befolyasolja a rendszer hasznalhatosagat. Tovabba a paraméterek detektalasa egy nappal
késObb tortént mintafeldolgozas soran is megbizhatoak fliggetleniil az alvadasgatld tipusatol.
Ugyanakkor, mivel a mastocytak detektdlasdra a Ksz-EDTA-val alvadésgatolt vér az
optimalisabb, igy a hat paraméterb6l allo ,,mini-panel” hasznalatakor a Ks3-EDTA
alvadasgatld valasztasa javasolt. A kialakitott rendszer nemcsak a diagnozis felallitasahoz,
hanem a progn6zis megitéléshez is hozzajarulhat.

Munkankkal szerettiink volna timogatni a Nemzetkozi Aramlasi Citometriai
Munkacsoport ~ 4ramldsi  citometriai  vizsgalat  standardizalasara és  széleskorli

hasznalhatosagara vonatkozo torekvéseit.
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A disszertacio uj eredményei, megallapitasai, klinikai jelentosége

Legjobb tudasunk szerint most eldszor tortént a preanalitikai faktorok hatdsanak
vizsgalata a markerek széles spektruman (37 paraméter), kiilonbozd sejttipusokon,
nyolcszint jelolési technika alkalmazéasaval. Azt taldltuk, hogy az alvadasgatlo tipusa
jelentdsen befolyasolja a késoi mintafeldolgozas kovetkeztében kialakult immunfenotipus-
eltérések szamat és azok mértékét. Azonositottuk a stabil és érzékeny markereket.

Az alvadasgétlo tipusa mar a kiindulédsi antigén expresszids mintazatra is hatdssal van,
amikor még nincs, vagy csak minimalis mennyiségben van jelen apoptotizalo sejt.
Tisztaztuk a sejtek elhaldsa sordn bekdvetkezd CDI11b expresszidjanak valtozasarol a
nemzetkdzi irodalomban talélt eltérd informacidk okat: Eredményeink aldtdmasztjdk azt,
hogy az alvadasgatld tipusa, a minta szarmazasi helye (periférids, csontvel6i minta) és a
vizsgalathoz hasznalt antitest klénja megszabja a CD11b expressziojanak viselkedését
késoi mintafeldolgozas soran.

Hipotézisiinknek megfeleléen azt taldltuk, hogy ha a ,mini-panel”-t tovabbi két
paraméterrel kiegészitettik - a CD71 expresszidjanak varidcidés koefficiensével
(rCD71CV%) ¢és a mastocytak szazalékaval (MC%) — egy szenzitivebb pontozorendszert
tudtunk kialakitani, mikdzben a specificitas magas maradt.

A négyszinli jelolési technikdval meghatarozott hat paraméterbdl allé ,,mini-panel”
eredményei jol reprodukalhatéak a nyoleszinii jeldlési technika haszndlatakor is, tehat az
eredményeket a fluoreszcens festék tipusa, az &aramlasi citométer beallitasai nem
befolyasoltak.

Bizonyitani tudtuk, hogy a kialakitott pontoz6 rendszer nemcsak az MDS diagnosztikajat,
de a prognosztikai besorolast is segiteni tudta.

A négy paraméterbdl 4ll6 ,,mini-panel” elemeit az antikoagulans tipusa €s az egy nappal
késObb tortént mintafeldolgozas nem befolyasolta.

Eredményeink ravildgitottak arra, hogy a mastocytdk &ramlési citometridval torténd
meghatarozasara a Ks-EDTA-val alvadasgatolt csontveldi minta a legalkalmasabb. Igy a
hat paraméterbdl allo ,,mini-panel” vizsgalatdra a K3-EDTA-val alvadéasgatolt csontveldi

minta a legmegfelel6bb, melynek paraméterei egy napig stabilak.
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