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BEVEZETES

Kiilonb6z6 betegségek és allapotok eredményezhetnek koéros thrombocyta-
miikodést. A megvaltozott vérlemezke-funkcidnak késdbb jelentdsége lehet az
alapbetegség pathogenesisében ¢&és progressziojaban is. Maskor, pl. kronikus
myeloproliferativ megbetegségekben (KMB), a kérosan nagy thrombocyta-szam tlinhet a
(haemorrhagias vagy thrombotikus) szovodmények legfontosabb tényezdjének. A koros
thrombocyta-funkcid (szerzett thrombocytopathia) legtobbszor ilyenkor is kimutathatd, s6t
a klinikum is sugallhatja ezt.

Bizonyos betegségekben ¢és allapotokban (pl. nagy thrombocyta-szdmmal jaro
myeloproliferativ. ~ korképek és  reaktiv  thrombocytosisok, diabetes mellitus,
poszttranszplantacids diabetes mellitus) a feltételezhetd, vagy mar bizonyitott haemostasis-
rendellenességek  vizsgalata elméleti jelentdségén tulmenden fontos gyakorlati
konzekvencidkat  hordozhat. A  nagy  thrombocyta-szammal jar6  korképek,
myeloproliferativ és mas proliferativ haematologiai betegségek genetikai vizsgalatanak
szintén nagy gyakorlati jelentésége van: diagnosztikai és differencidlis diagnosztikai
szereplik mellett a terapia monitorizalasaban és a betegek kovetésében vald alkalmazasuk
ma mar nem vitathato.

A nagy thrombocyta-szammal jar6 allapotok vizsgalatara az irodalombdl kiilonféle
laboratériumi modszerek ismeretesek, amelyek megkonnyithetik a primer és szekunder
thrombocytosisok elkiilonitését. Kelléen megbizhaté ¢€s szlrdvizsgalati tesztként is
alkalmazhaté modszer azonban nem szerepel az ajanlasok kozott. Ujabb lehetdség e két,
alapvetden kiilonbozo allapot elkiilonitésére 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 eldnyét elemeztem a
kordbban alkalmazhat6 laboratoriumi vizsgalatokkal szemben. Lehetdségeink késObb
kiegésziiltek egyéb, a haemostasis-mikddése szempontjabdl fontos tovabbi paraméterek
(NO-termelés, ujabban F XIII) vizsgalatdval is. Mas, szintén koros thrombocyta-
mikddéssel jard allapotok koziil diabetes mellitusban ¢és veseatiiltetést kovetden az
immunszuppresszios kezelés szovodményeként kialakuld poszttranszplantacios diabetesben
vizsgéltuk az in vivo thrombocyta-aktivaciot jelzd B-thromboglobulin és mas, fontos
haemostasis-paraméterek (pl. a solubilis thrombomodulin) plazma-szintjét. Vizsgaltuk az

egyes laboratoriumi értékek kozotti, valamint a relevans labor-¢s klinikai adatok kozotti



Osszefiiggéseket. Végiil, hazankban talan az els6k kozott szerezhettem tapasztalatokat
bizonyos molekularis biologiai (pl. FISH) vizsgélatok gyakorlati alkalmazhatosagarol
kronikus myeloproliferativ  betegségekben, elsésorban a CML-ben. E vizsgalatokat
természetes modon mas malignus haematologiai kérképekben is alkalmaztuk. Ez utdbbi
vizsgélataim azon torekvésekhez kivannak kiegészité adatokat szolgaltatni, amelyek a
rosszindulati vérképzdszervi-betegségek hatékonyabb kezelését és jobb kovetését
szolgaljak.

A fentieknek megfeleléen az értekezés tobb alfejezetre, mégis alapvetden két 6
részre bonthatdé: a nagy thrombocyta-szammal, vagy koros vérlemezke-funkcioval
jellemzhetd korképek, allapotok haemostasis vizsgalataira, valamint a myeloproliferativ (és
ezért koéros thrombocyta-funkcioval jellemezhetd) és mas proliferativ haematologiai

betegségek molekularis bioldgiai vizsgélatara.

CELKITUZESEK

Munkam soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem valaszt:

1. Nagy thrombocyta-szammal jar6 allapotokban (O’Brien-féle filterométert alkalmazva)
mekkora a shear-indukalta thrombocyta-aggregatidos vizsgalatok diagnosztikai értéke,
haszna? Hasznalhat6-e mint egyszerii €s gyors screening teszt a primer €s szekunder
thrombocytosisok elkiilonitésére? A kapott eredmények alapjan meriilhetnek-e fel olyan
kérdések, amelyek tovabbi vizsgalatokat tesznek sziikségessé?

2. Az 1990-es évek kozepén valt ismertté, hogy a thrombocytak is rendelkeznek az EDRF-
NO (NO) termeléshez sziikséges NO szintdz enzimmel. A vérlemezkékben képzodott kis
mennyiségli NO csokkenti az aggregalddd thrombocytdk szdmat. A thrombocyta NO
generacié zavara elméletileg szerepet jatszhat a nagy thrombocyta-szammal jar6 kronikus
myeloproliferativ betegeségek thrombotikus szovédményeiben, erre utald kisérletes adat
azonban nem ismeretes. Kovetkezd célunk tehat a thrombocytdkban képzédé NO

quantitativ meghatdrozésa volt.



3. Feltételezhetd, hogy a haemostasis rendellenességeknek poszttranszplantacios
diabetesben is fontos szerepiik lehet a gyakoribb cardiovascularis morbiditasban és
mortalitisban. Erdemesnek lattuk ezért megvizsgalni, hogy sikeres veseatiiltetésben
részesiilt, s az immunszuppressziés kezelés kovetkezményeként diabetesessé valt
betegekben kimutathat6-e a thrombocytdk tulmiikodése és a vascularis endothelium
karosodasa. Az irodalmi adatok alapjan fontos lehet a PAI-I aktivités, ill. az intravascularis
EDRF-NO képzddés vizsgalata is.

4. A Kklasszikus tumor citogenetika értékes modszer a rosszindulati betegségekben
kialakul6 kromoszéma-anomalidk felderitésében. A sejttenyészetben azonban a malignus
sejteknek olyan szubpopulacidja szelektalodhat, amely nem sziikségszerlien jellegzetes
magara a tumorra, hanem az adott koriilmények kozott specidlis proliferativ eldnye van.
Limitalt a vizsgalhatdé metafazisok szama is. Az utobbi években eldtérbe keriild
fluoreszcencia in situ hibridizaciéval (FISH) és Osszehasonlitdé genomidlis hibridizacioval
(CGH) kivantuk vizsgalni:

Rosszindulati 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
vizsgélatok eredményeihez? Sziikséges-e beépiteni a leukaemiis betegek komplex
diagnosztikus protokolljaba? A bcr/abl génatrendez6dés (Philadelphia-kromoszéma, mint
marker-kromoszoma) FISH vizsgalata mennyire segit CML gyanuja esetén a diagndzis
megerdsitésében vagy kizardsaban, ill. a betegek kovetésében?

A FISH vizsgélatok segithetnek-e a korképek biologiai viselkedésének jobb
prognosztizalasdban, azaz a terdpids stratégia (kemoterapia, korai transzplantacio
sziikségessége) megvalasztasaban?

A periféridas keringésbdl szarmazd vérmintdk hasonld eredményességgel

vizsgalhatok-e mint az altalaban alkalmazott csontveld-mintak?



BETEGEK ES MODSZEREK

1. A primer és szekunder thrombocytosisok elkiilonitése céljabol a hazankban még

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

thrombocyta-aggregatiot. 53 kronikus myeloproliferativ betegségben (KMB) szenvedd

beteget vizsgaltunk. A betegcsoportot 27 férfi és 26 nd alkotta. Atlagos életkoruk 56
(range: 21 - 89) év volt. Reaktiv thrombocytosist 21 betegnél (kilenc férfi és 12 nd)
észleltiink. Atlagos életkoruk 52 (range 18 - 88) év volt.

A kontroll csoportot husz egészséges onként jelentkezd (kilenc férfi és 11 nd)
alkotta. Atlagos életkoruk 31 (range: 20 - 50) év volt.

A ,shear-dependens” thrombocyta-aggregatio vizsgalatara az O’Brien-féle
filterométer segitségével keriilt sor. Heparinnal és citrattal alvadasgatolt tejes vért
aramoltatunk at egy filteren 40 Hgmm nyomassal. Az ilyen koriilmények kozott aramlod
vérben a thrombocytdk aktivacidja és aggregatioja kovetkezik be. A képz0dd aggregatumok
a filter porusait elzarjdk. Az eszkdz 5 masodpercenként méri a filteren athaladod cseppek
szamat. A mérés eldtt, a mérés 0 - 5. masodperce kozott és a mérés 20 - 40. masodperce

kozotti cseppeket Osszegytijtve thrombocyta-szdmlalast végeztiink.

Jellemz6 paraméterek:

-zaro cseppszam: az a cseppszam, amelyet kovetden 5 masodperc alatt legfeljebb
egy csepp vér halad 4t a filteren. (Egészséges kontroll személyek heparinnal, ill. citréttal
anticoagulalt vérmintai esetén a zard cseppszam 11-29; ill. 11-42 volt).

-thrombocyta-retencio (R): az els6 5 masodperc soran (R-I), ill. a 20 - 40.
masodperc kozott (R-11) felfogott cseppekben levd thrombocytdk szamabdl és a kiindulasi
thrombocyta - szambol kalkulaljuk. (Az R-I normal értéke heparint, ill. citratot alkalmazva:
33-98%; ill. 45-89%, az R-II normal értéke 85-100%; ill. 68-100% volt).

Minden esetben megmértiik a vérzés-idét és a Willebrand-fehérje (VWF:Ag)
plazmaszintjét ELISA modszerrel. A thrombocyta-aggregatiot 6t aggregalo-szer (adrenalin,
adenozin-difoszfat, kollagén, ristomycin és arachidonsav) alkalmazéasaval vizsgaltuk.

2. A vérlemezkék NO termelésének vizsgalatat egészségesek ¢€s nagy thrombocyta-

szdmmal jar6 kronikus myeloproliferativ betegségben szenveddk mosott thrombocytdinak
felhasznalasaval végeztiikk. 15 kronikus myeloproliferativ betegségben szenvedd beteget

vizsgaltunk. A betegcsoportot 10 férfi és 5 nd alkotta. Atlagos életkoruk 65.4 (range: 38 -



80) év volt. A thrombocyta-szam minden beteg esetében korosan nagy (500x10°/L feletti)
volt.

A kontroll csoportot hlisz egészséges onként jelentkezd (7 férfi és 13 nd) alkotta.
Atlagos életkoruk 39.8 (range: 29 - 54) év volt. Egyik csoport tagja sem kapott nitrit-
tartalmu gyogyszert.

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

A thrombocyta-szuszpenzid NO-termelésének mérése: A méréseket NO-szenzitiv
mikroelektrodaju specialis késziilékkel (ISONOP 200, ISO-NO WPI, Sarasota, Florida)
végeztik. Az NO mennyiség standardizalasara a gyar altal mellékelt SNAP donort
hasznaltunk, hat koncentraciot felvéve. Az L-arginin tartalma pufferben vizsgéltuk a
vérlemezkék nyugalmi NO képzését, s ezt alapvonalnak tekintve alkalmaztuk az
aktivatorokat: kollagént (2,5 mg/ml), ADP-t (1,0 pg/ml), thrombint (3,1 mU/ml),
adrenalint (0,25 pg/ml), ristomycint (31,5 pg/ml). A zardjelben levd szdmok a
mérdfolyadékban levo aktivator végkoncentraciokat jelzik.

Minden esetben elvégeztiik 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.

Az NO termelddés pikoAmper (pA) nagysagrendi elektromos valaszként jelent meg
az altalunk alkalmazott thrombocyta-aktivator rendszerben. A gyorsan emelkedd, majd
tetdz6 aramerdsség valtozast a reakcididd fliggvényében gorbeként abrazoltuk, s azt az
enzimkémidbol jol ismert paraméterekkel jellemeztiik: igy Vmax: az idéegységre jutd pA
valtozas, a Km a félmaximalis valaszig eltelt id6. Az NO termelés mennyiségi véaltozasaira
a Vmax a jellemzd (ezt illesztettik a SNAP standard pontokhoz), mig a képzddés
gyorsasagat a Km-érték jelzi. (Nagyobb Km-érték lassabb termelddésre utal).

3. Poszttranszplantacios diabetes mellitusban végzett laboratoriumi vizsgdlatok:

53 (a SOTE Transzplantacios Klinikan) sikeres vesedatiiltetésen datesett, s az
immunsuppressios kezelés (steroid + cyclosporin A + azathioprin + mofetilium
mycophenolicum) miatt diabetes mellitusossa valt betegben vizsgaltuk az atherosclerosis és
a coronaria-betegség rizikdfaktorainak tekinthetd szérum plasminogen-aktivator inhibitor-1

(PAI-1) aktivitast és a szoveti tipusu plasminogen aktivator (tPA) szintet (enzimatikus



kromogén reakcioval, 47 betegnél), a thrombocyta aktivaciot tikr6zé béta-
thromboglobulint (B-TG) (ELISA mddszerrel, 53 esetben), az endothelium-karosodas soran
felszabadul6d solubilis thrombomodulin (sTM) szintet (ELISA technikéval, 47 esetben),
valamint az endothelidlis NO-termelést és a teljes antioxidans statuszt. A betegcsoportot 34
férfi és19 né alkotta. Atlagos életkoruk 47.6 (range: 14 - 68) év volt. A transzplantaci6 ota
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.
Az endothelium NO-termelése:

Az NO rendkiviil rovid (3-5 sec.) féléletidejii molekula, hamar NO,-v¢, ill. NO3-ma

alakul. Az endothelidlis NO-produkcié mérése kozvetleniil ugyan nehezen végezhetd el, a
szérum/vizelet nitrit-nitrat tartalma azonban mar kénnyebben mérhetd, s annak mennyisége
az endothelium NO termelését tiikrozi. (A szérumban ¢és vizeletben 1évé nitrat nitrat
reduktazzal nitritté redukalhato. A nitrat redukcidjaval keletkezett és a redukcio el6tt
jelenlévd nitrit Griess reakcioval meghatarozhat6). Ily modon viszonylag egyszerii, non-
invaziv modszert alkalmazva vizsgalhatjuk az intravacularis EDRF-NO termelést.

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

A HgA1-C, urea, creatinine, cholesterin, triglicerid méréseket a Transzplantacios
Klinika kdzponti laboratériuméaban végezték.
4a. Osszehasonlité genomidlis hibridizacié (CGH)

Ot betegiinknél (3 CLL; 1 CML és 1 ALL) végeztiink sikeres CGH vizsgalatot.

A CGH analizist Kallioneimi és mtsai altal kidolgozott modszerrel, korabbi leirasok
alapjan végeztiik. A hibridizacidhoz sziikséges DNS-t leukaemias sejtekbdl, ill. normalis
periférids lymphocytakbol Promega ,,Genomic DNA Purification Kit”-tel preparaltuk, a kit
leirdsanak megfeleléen. A leukaemias sejtekbdl szarmazd DNS-t nick-translatioval (z6lden
fluoreszkald) Spectrum Green-12-dUTP-vel, a normalis DNS-t (vorosen fluoreszkalo)
Spectrum Red-5-dUTP-vel jeloltik meg a gyartdé (Vysis, Inc. Downers Grove, IL USA)
protokolljanak megfeleléen. A nick translatiohoz ,,Vysis, CGH Nick translation kit”-et
hasznaltunk. A hibridizacids keverék a leukaemias és a normalis (jelzett) DNS-t egyenld
aranyban tartalmazta. A DNS-t denaturaltuk (73 C-on, 6t percig). A targylemezeken 1évd
(egészséges férfibdl szarmazo) target (metafazisban 1évd) kromoszomakat (Vysis Inc.)

szintén (3-5 percig 73 C-on) denaturaltuk, majd a hibridizacios elegyet a targylemezre



cseppentettiik és légmentesen lezartuk. A hibridizacié idétartama 72 ora volt. Ez alatt a
készitményeket 37 C-os nedves kamraban tartottuk. A hibridizaciot kdvetden a nem
hibridizalédott DNS-t a hibridizacids lemezekrdl eltavolitottuk. A sejtmagokat anti-fade
oldatban (Vysis Inc.) oldott (kék szinli) DAPI-val festettiik.

Digitalis image analizis: a harom fluoreszcencia intenzitast zold, piros és kék
optikai szlir6k alkalmazdsdval CCD kameraval (Compulog, IMAC-CCD-230, 8 bit
felbontas, Metasystem GmbH) rogzitjiik. (Mintanként 8-10 metafazis vizsgalata kivanatos).
A képanalizald rendszer a Zeiss Axioplan 135-0s mikroszkopon (Carl Zeiss, Jena,
Németorszag) alapszik, amelyhez szamitogép-vezérelt kvantitativ képfeldolgozd rendszert
(ISIS, Metasystem GmbH, Altlussheim, Németorszag) kapcsolunk. A kromoszémak
azonositdsa a DAPI-savozott image segitségével automatizalt szines kariotipus analizalo
programmal végezhetd. A zOld fluoreszcencia a hibridizalddott leukaemias DNS-t6l, a
piros fluoreszcencia a hibridizalédott normalis DNS-t6l szdrmazik. A kromoszoma-
eltérések meghatarozédsa a zold/vords fluoreszeencia intenzitds hanyadosok aranya alapjan
végezhetd. Az egyes metafazisokra vonatkozd kromoszoéma profilokat atlagolva az adott
betegségre jellemzd atlag eltérésekrdl nyeriink informacidt. DNS-tobblet allapithatd meg
azokban az esetekben, amelyekben a zold/vords fluoreszcencia intenzitds aranya
meghaladja az 1.15-6t. DNS-vesztést esetén ez az arany 0.85-nél kisebb.

4b Fluoreszcencia in situ hibridizacio (FISH)

A FISH-vizsgalatokat a DEOEC. 1II. sz. Belklinikén kezelt és gondozott betegek csontveld
és/vagy periférids vérmintaibol szarmazo fehérvérsejtek felhasznalasaval végeztiik. A
vizsgalando sejteket (megfeleld eldkészités utan) targylemezre cseppentjiikk, s a FISH
analizisig —20 C-on taroljuk. A vizsgalat sordn a targylemezen 1évé preparatumot
denaturdljuk (5 percig, 73 C-on, megfeleld ph-n). A kettés helikalis szerkezetli DNS-
molekuldk ilyen koriilmények kozott szétvalaszthatdak, s az ugyancsak denaturalt,
fluoreszcens festékkel megjeldlt, komplementer szekvencidkat tartalmazd DNS-szondat
rahibridizéljuk. (A szondak egy-egy kisebb genom-szakaszt jelenitenek meg). A
hibridizaciot kovetden, a felesleges szonda tobblépcsds eltavolitidsa utdn, a sejtmagokat és a
kromoszomakat kéken fluoreszkald6 DAPI-val, vagyis DNS-specifikus festékkel jeloljik. A
kromoszémék ¢és a sejtmag kék szinliek lesznek. A hibridizalodott, fluoreszcens festékkel
jelolt DNS-szonda megfelelé mikroszkop segitségével lathatova teheto.

A FISH-technika végzésekor DNS locus-¢€s centromera-specifikus szondakat

alkalmaztunk. A centromera-specifikus szondak segitségével a kromoszomak szambeli



eltérései vizsgalhatok. E szonddk a kromoszomék centromera-régidihoz hibridizalodva
nagyméretli fluoreszcens szignal formdjaban jelzik a sejtekben a vizsgalt kromoszomak
szamat, (diploid voltdt vagy pl. mono-triszomia jelenlétét). A locus-vagy szekvencia-
specifikus szondadk a deléciok, amplifikaciok, ill. transzlokaciok vizsgalatara alkalmasak.
Lehetové teszik a citogenetikai eltérések azonositasat interfazisban levd sejtekben is, s igy
kimutathatdak a klasszikus citogenetikédval nem felderithet6 aberraciok is.
Az Altalunk leggyakrabban vizsgalt Philadelphia kromoszéma (Ph), azaz a t(9;22)
onkogén a 22-es kromoszoma BCR génje mellé transzlokalodik. Egy fuzios kiméra-gén
keletkezik. A 22-es kromoszéman 1évé BCR 16kuszt zold, mig az ABL lokuszt piros szinnel
fluoreszkald DNS szondaval jeloljiik meg. Normalis sejtekben a szondék egymastol tavol,
kiilonallo szignalként jelennek meg. Ph-kromoszéma jelenlétekor a sejtekben a
kromoszomalis szegmentek transzlokacidja miatt a két fluoreszcens szignal egymas mellé
keriil, a szignalok részleges atfedése utal a transzlokaciéra. A heveny promyelocytas
leukaemiara jellemzo t(15;17) vizsgalatanak elve, ill. az alkalmazott szondak szine azonos
a BCR/ABL transzlokacio vizsgalatdhoz.

82 betegnél (CML, vagy annak gyanuja: 44; leukocytosis: 4, ALL: 7; AML: 6;
AML M3 (vagy gyanuja): 8; CLL: 13; DMPS/AML: 1) 6sszesen 140 hibridizaciot (FISH
vizsgalatot) végeztiink. Az esetek nagyobb felében CML, vagy annak gyanuja, ill.
leukocytosis miatt torténtek a vizsgalatok, s a ber/abl transzlokécio jelenlétét, ill. annak
quantitativ valtozasat vizsgaltuk. Ugyanennek a transzlokaciénak a jelenlétét kerestiik
ALL-ben, tobb alkalommal AML-ben is. AML M3-ban, ill. ennek gyanuja esetén a
promyelocytas leukaemiara specifikus t(15;17) jelenléte, ill. quantitativ valtozasa volt a
kérdés. Néhany esetben (AML-ben) egyes kromoszémak (pl. 1, 7, 8, stb) szambeli
anomaligjat is vizsgaltuk. CLL-ben legtobszor a 12-es kromoszdma triszomidjat, mig egy
beteg esetében, (akinek betegsége DMPS-b6l AML-be transzformalodott) a 7-es
kromoszoma szambeli eltérését vizsgaltuk. A transzlokacidkat, ill. a kromoszémak
szambeli eltérését direkt jelzett lokusz-specifikus, ill. centroméra-specifikus Vysis
szondakkal végeztik. Egyes betegeknél szimultan végzett hibridizaciokkal tobb
kromoszdéma-anomalidt is vizsgaltunk. Tobb betegnél ismételt vizsgalatokra is sor kertilt,

azaz a FISH-technikat ,,citogenetikai kovetésre” is hasznaltuk.



EREDMENYEK

1. A primer és szekunder thrombocytosisok vizsgdalata O’Brien-féle filterométerrell:

A KMB-ben szenvedd 53 beteg koziil 52 esetében keriilt sor heparinnal, 35-ben
pedig citrattal antikoagulalt teljes vér vizsgalatara. Antikoagulansként heparint alkalmazva
a zar6o cseppszam 18, az R-1 10, az R-II 31 esetben volt koros. Citrattal antikoagulalt
vérmintaink vizsgalatakor a zar6 cseppszam 23, az R-I1 24, az R-II 27 esetben bizonyult
kérosnak.

A reaktiv thrombocytosisos csoportban 21 heparinos, I8 citratos vizsgalat volt.
Heparin alkalmazédsakor a zar6 cseppszdm és az R-I minden esetben a normalis
tartomanyba esett, mig az R-II 3 alkalommal volt al-pozitiv. A 18 citratos vizsgalat koziil a
zard cseppszam €s az R-1 egy esetben sem, mig az R-II egy esetben bizonyult 4l-pozitivnak.

A vérzés-idot a kronikus myeloprolfierativ betegségekben csupan a betegek 13%-
ban taldltuk kérosnak.

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

A vWF:Ag plazmaszintje 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 zar6 cseppszam, az I. és II. retenci6 - és a vVWFAg kozotti
korrelaci6 analizis soran nem talaltunk Osszefiiggést a thr-szam és a vVWFAg szintek kozott
sem a KMB-esetekben, sem a reaktiv thrombocytosisokban. Szignifikdns korrelaciot
észleltiink a zar6 cseppszam és a VWF-Ag-szintek kozott a reaktiv thrombocytosisokban a
heparinos moddszerrel (p=0,016), amely 0Osszefliggés még szembetlindbb, ha citratot
alkalmaztunk antikoagulansként (p=0,0048). Nem volt Osszefiiggés viszont e két érték
kozott a KMB-eseteiben (p=0,28 és 0,24). Az R-1 és vWF-Ag kozotti Osszefliggések
vizsgalata soran szignifikans Osszefiiggést kaptunk a myeloproliferativ-betegségekben a
heparinos mddszerrel (p=0,047), amely Osszefiiggés nem eléggé vagy gyengén volt csak
szignifikans reaktiv thrombocytosisokban (p=0,064). A myeloproliferetiv betegségek

kimutatdsara érzékenyebb citratos modszerrel ennek az ellenkezdjét kaptuk, a korrelacio



csak reaktiv thrombocytosisokban volt szignifikans (p=0,017 vs. 0,64). Nem talaltunk
Osszefiiggést az R-1I és az antigén-szintek kozott egyik csoportban sem, akar a heparinos,
akar a citratos modszert alkalmaztuk.

A filter-teszt legfontosabb eredménye tehat: a citratos modszer minden esetben
szenzitivebb a heparinosnal. A két csoport minden paramétere (zaro-cseppszam, R-1, R-II)
szignifikansan kiilonb6z6. A citrdtos mintdk R-II értékének szenzitivitasa 77,1%,
specificitaisa 94,4%, azaz megfeleld6 a nagy thrombocyta-szdmmal jar6 4allapotok
vizsgalatahoz. A fals-negativ (22,9%) és fals pozitiv (5,6%) esetek aranya akceptalhato.

2. A thrombocytak NO-termelésének vizsgdalata nagy thrombocyta-szammal jdaro

kronikus myeloproliferativ korképekben:

A thrombocyta NO valasz az aktivator alkalmazasat kovetden 20-40 masodpercen
beliil jelentkezett. Az L-arginin kompetitiv antagonistai (L-NAME, L-NNA) jelenlétében a
thrombocytak NO termelésének mértéke legalabb 90%-kal csokkent.

KMB-ben a thrombocytdk NO-termelése statisztikailag is szignifikans mértékben
csOkkentnek bizonyult a kontrollcsoporthoz képest. Az NO-képzddés mértéke aktivator-
dependens, s jol gatolhatdo NO-szintézis inhibitorokkal.

3. Poszttranszplantdcios diabetes mellitusban végzett vizsgalatok:

Poszttranszplantacios diabeteses betegekben Iényegesen nagyobb, a kontrollokéhoz

képest tobb mint kétszeres PAI-1 aktivitast €s tPA szintet mértiink. Emlitést érdemel, hogy
az irodalomban egyre nagyobb figyelmet kapott a fibrinolysis és az artérias betegségek
kozotti kapesolat. Szintén markéansan, (a PAI-1-hez hasonlé mértékben) nétt a plasma sTM
szintje, amely a sériilt endothel-sejtekbdl szabadul fel. A legszembetlin6bb mértékben az in
vivo thrombocyta-aktivaciot tiikroz6 béta-thromboglobulin plasma-szintje nétt meg. (A
betegcsoportban csaknem hatszor nagyobb értékeket mértiink). Varakozasunkkal szemben
a kontroll csoportban észleltiink kisebb intravasalis NO-képzést.
A vizsgalt haemostasis-paraméterek és a glycalt-Hg, vesefunkciok, lipidek valamint a
transzplantacido ota eltelt id6 kozotti korrelacid vizsgélatok soran hat esetben taldltunk
figyelemre méltd pozitiv korrelaciot: szoros, de ,,nem eléggé szignifikdns” Osszefliggést a
HgA1-C - thrombomodulin (p=0.0758), ill. a transzplantaciotdl eltelt id6 és a PAI-1
(p=0.092) kozott. A korrelacié szignifikansnak bizonyult a creatinine - BTG (p=0.01); a
triglicerid - thrombomodulin (p=0.001); a triglicerid - PAI-1 (p=0.028), valamint a
transzplantaciotol eltelt id6 és a tPA (p=0.0289) kozott.
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4a. A CGH vizsgdlatok eredményei:

Egy CLL-es betegnél talaltunk eltérést: raritasként a 7-es kromoszoéma triszomiajat,
melyet késébb FISH-sel is sikeriilt bizonyitani. (A citogenetikai vizsgalat §-as triszOmia
mellett szolt. 7-es és 8-as kromoszoma centroméra-specifikus szondak felhasznalasaval 7-
es triszomia igazolodott, a nyolcadik kromoszoéma diploidnak bizonyult). Tovéabbi 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 végeztiink. (Tobb beteg esetében ismételten is vizsgaltuk a BCR/ABL
transzlokacio jelenlétét, ill. a pozitiv sejtek aranyanak valtozasat).

INF-kezelés megkezdése elott 28 beteg FISH-vizsgalatara keriilt sor. A klinikai
adatok CML-re utaltak. 24 esetben a FISH-vizsgalat eredménye is alatdmasztotta a CML
feltételezett diagnozisat. A négy BCR/ABL negativ beteg koziil (a citogenetikai vizsgalat
sem jelzett Ph-kromoszomat) a végsé diagndzis myelofibrosis, Ph-negativ CML, neutrofil-
leukaemia, ill. pontosan nem definialhaté kronikus myeloproliferativ betegség lett.

Citogenetikai vizsgalatra aspiralhatd csontveld hidnyaban négy esetben nem kertilt
sor: Az elsd betegnél a periférids vérbdl izolalt fehérvérsejtek BCR/ABL pozitivitisa CML
mellett szolt. A diagnézist kovetden 16 honappal idegendonor transzplantacioban részesiilt.
A csontveld-atiiltetés 6ta komplett haematologiai remisszioban van. Ph-kromoszomat
hordoz6 sejteket ismételten végzett FISH-vizsgalattal sem talaltunk. A 2. és 22. betegeknél
szintén a periférids vér FISH-vizsgéalata biztositotta a korrekt diagnoézist, majd (a 22.
esetében) tette lehetoveé a Glivec-kezelést. A 24. beteg adatai (a crista-biopsiat is beleértve)
myelofibrosis (agnogen myeloid metaplasia mellett) szoltak. Aspirdlhatdé csontveld
hidnyaban, jelentés citopenia ellenére, vénas vérbol szarmazd fehérvérsejtek FISH-
vizsgélata igazolta a BCR/ABL transzlokacidt, azaz bizonyitott CML-t.

Tovabbi négy, FISH-sel BCR/ABL pozitivnak bizonyul6 betegben a citogenetikai
vizsgélat nem jelezte a Ph-kromoszoma jelenlétét.

A FISH-analiziseket részben csontvel6i, részben periférias vérbol szarmazoé sejteken
végeztik. Hat alkalommal egy id6ben nyert csontveldi és periférids vérmintdkon
parhuzamos vizsgalatokat is végeztiink, hasonlé eredménnyel. A sejtek 100%-4at érintd
génatrendezddést egyetlen esetben sem lattunk. A 28 beteg koziil hat esetében észleltiink
(kis szazalékban) dupla Ph-pozitivitast. E kis szamok 6vatosan kezelenddk, azonban a hat

beteg koziil négy esetében gyors acceleraciot, ill. blastos fazis kialakuldsat észleltiik, azaz a
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betegség felismerésekor (akar kis szazalékban) kimutathaté dupla Ph-pozitivitas rossz
progndzist sejtet, s intenzivebb kezelés sziikségességét vetheti fel.

Vizsgalataink fontos tanulsdga, hogy a FISH-vizsgéalat mind csontvel6i, mind
periférias sejteken elvégezhetd, a parallel végzett vizsgalatok eredményei megfeleléen
korrelalnak, azaz nem feltétleniil sziikséges rendszeres csontveld-vizsgalat elvégzése. A
betegek kovetésére (a kezelés kozben, annak kovetkeztében valtozé Ph-kromoszéma
pozitiv sejtek ardnyvaltozdsanak megitélésére) a kisebb megterhelést jelentd vénas vérvétel,
ill. a keringésbdl szeparalt fehérvérsejtek vizsgélata is megfeleld lehet.

A fentiek logikus kovetkezménye, hogy a FISH-technika azon betegek szamara is
informativ, hasznos, ill. diagnosztikus erejii vizsgélat lehet, akiknél technikai okok miatt
csontveld-aspiraciora, citogenetikai vizsgalatra nincs lehetdség, vagy annak eredménye
negativ. A hetedik betegiinknél a hagyomanyos citogenetikai vizsgalattal nem lehetett Ph-
pozitivitast demonstralni. A FISH-vizsgalat BCR/ABL pozitivitast igazolt. A késdbbiekben
elvégzett PCR-vizsgalat, ill. a klinikai lefolyas (gyorsan kialakuld blastos fazis) is
tamogatta a FISH-altal jelzett BCR/ABL atrendezddés 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 atrendezddést.
(A késObbiekben megismételt PCR-vizsgalat eredménye szintén pozitiv lett).

Egy blastos fazisban 1évé fiatal CML-es betegilinknél mini ICE kezelést kovetden
szignifikans Ph-pozitivitas csokkenést igazoltunk.

A FISH-vizsgalatok soran minden esetben meghataroztuk a Ph-pozitiv sejtek
aranyat. Hagyomanyos citogenetikai vizsgélattal ez nehezebben hatarozhatd meg. A
konvenciondlis citogenetikai vizsgélattal 100%-0s Ph-pozitivitassal jellemzett betegek
kozil egy esetben sem tudtuk megerdsiteni a BCR/ABL atrendezédés 100%-os
gyakorisdgat FISH-technikaval. Ez a residudlis egészséges haematopoesis (a korabban
gondoltnal jelentdsebb) jelenlétére utal.

A klinikai paramétereken alapuld (Sokal-score-rendszerhez hasonld informacio-
tartalmat hordozo) Kantarjian ¢és munkatarsai altal javasolt score rendszer (amely
segitségével a betegek jo, intermedier €és rossz prognodzisu csoportokba sorolhatok) és a
FISH-vizsgalatok eredményei kozott ellentmondas lehetséges. A FISH-vizsgalat tobb beteg
esetében rossz prognodzist sugallt, a klinikai score-rendszer alapjan azonban a ,,j0” ¢és
»intermedier” csoportban kaptak helyet. A betegség lefolydsa a feltételezhetd ,,rossz

prognézist” igazolta. A klinikai paramétereken alapuld score-rendszer fontos eleme a

12



frissen felismert CML-es betegek jellemzésének, informacio tartalma mindazonaltal nem
éri el a genetikai vizsgalatokét. Adott esetben a genetikai vizsgalatok eredménye nagyobb

sullyal értékelendd.

21, INF-fel kezelt CML-es betegnél Osszesen 42 alkalommal végeztiink FISH-
vizsgalatot. (Voltak kozos, mar az el6z6 csoportban is szerepld betegek, ezért 44, s nem 49
a CML-ben vizsgalt betegek szama). Az el6z6 csoporthoz hasonlodan itt is szerepelnek mind
csontvelobol, mind vénas vérbol szarmazo fehérvérsejtek hibridizacids vizsgalatai. Parallel
vizsgélatokra ebben a csoportban 10 esetben keriilt sor, az eredmények jol korrelaltak.

Egy 44 éves nébeteg (10 a tbl. els6 betege) érdekessége, hogy csak kisddzistu (2x5
ME/hét) INF kezelést tolerdlt. Gyorsan (4 honap alatt) kialakulé komplett haematologiai
remisszid6 utan bd hat év elteltével tudtunk FISH-vizsgalattal komplett citogenetikai
remissziot bizonyitani. A kovetkezd (58 éves férfi betegnél) a dupla Ph-pozitivtds rossz
prognoézist sejtetett. Annak ellenére, hogy 3 honap alatt komplett haematologiai remisszio
alakult ki, ennek fenntartasa a késdbbiekben a megszokottnal intenzivebb kombinalt (INF +
HU + folyamatos, kisdozisu, s.c. Ara-C) kezelést tett sziikségessé. A kovetkezo (3. és 4.
betegnél) a citogenetikai romlas, ill. a dupla Ph-kromoszéma megjelenése eldre jelezte
alapbetegségiik progredialasat, az acceleraciot, ill. a blastos fazis kialakulasat. Egy allogén
csontveld-atiiltetésen atesett beteglinknél (bar klinikailag panaszmentes volt), a FISH-
vizsgalat jelezte a Ph-pozitiv sejtek perzisztalasat, ill. a késObbiekben aranyuk fokozodésat.
A jo klinikai éallapot fenntartdsdban, a Ph-pozitiv klon hattérbe szoritdsdban feltehetden
fontos szerepe volt a transzplantaciot kdvetden folyamatosan alkalmazott INF-kezelésnek.
Tobb betegnél a FISH-vizsgélat citogenetikai romlast jelzett, s indokolta a Glivec-kezelés
elkezdését.

Az el6z6 csoporthoz hasonldan a FISH-vizsgélat a Ph-negativ betegekben is jelezte
a BCR/ABL atrendez6dés jelenlétét.

A dupla Ph-pozitivitds prognosztikai jelentdsége tobb esetben ismét nagyobbnak
bizonyult, mint a klinikai paramétereken alapul6 score-rendszeré.

Az INF-fel kezelt betegek kozott egy alkalommal mertilt fel a teljes citogenetikai
remisszio lehetdsége (negativva valo citogenetikai lelet, valamint a hibahatarhoz kézel allo
FISH vizsgalati eredmény alapjan). Egy, csontveld-atiiltetés utdn relabald, majd INF-

kezelésben részesitett, valamint négy, 6-24 honapja INF-fel kezelt betegnél részleges
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citogenetikai valasz igazolodott. Tiz betegnél észleltiink enyhe valaszt, négy betegnél nem
volt citogenetikai javulas, mig egy betegnél citogenetikai progressziot észleltiink. Egy
esetben (10b. tbl. 9. betege) az INF-kezelést kovetden adott Glivec hatdsara atmeneti
citogenetikai javulast lattunk. Az INF-fel kezelt beteg koziil tehat hat esetében volt major,
tiznél pedig enyhe (minor) citogenetikai valasz. 18 beteg kertilt tartosan CHR-be, s ketten
PHR-be. Kiemelendd, hogy egy, betegsége felismerésekor rossz prognézisi betegnél is
CHR ¢és major citogenetikai remisszid alakult ki. Az INF hatékonysaga jelentds egyéni
kiilonbségeket mutathat: A 10.a. tbl. elsé betegénél kisdoézisu (heti 2x5 ME) INF-kezelés is
Iényegében teljes citogenetikai remisszidt, mig az 6todik esetében napi 10 ME is csak
enyhe citogenetikai valaszt eredményezett.

Négy, leukocytosis miatt obszervalt, citogenetikai vizsgalat soran Ph- negativnak
mindsitett betegnél is végeztiink FISH-vizsgalatokat. Egy betegnél a perifériarol szdrmazo
sejtek 16%-a mutatott BCR/ABL atrendezédést. Fokozoéd6 leukocytosis (20x10°/L-ig
emelkedd fehérvérsejt-szam), anaemia ¢és thrombocyta-szam csokkenés miatt ismételt
csontveld-vizsgalatot végeztiink: az elsd, csaknem normalis viszonyokat mutatd csontveldi
képpel ellentétben CML nyugodt fazisanak megfeleld viszonyokat lattunk. A FISH
vizsgalat pozitiv eredményét PCR-vizsgélat is megerdsitette. INF- monoterapiat kezdtiink.
Kisdoézisu kezelés (hetente 2x3 ME, késobb 3x3 ME) mellett vérképe javult,
splenomegalidja csokkent.

A t(9;22), azaz a BCR/ABL atrendezddés jelenlétét hét ALL-es betegben is
vizsgaltuk. Egy beteg kivételével csontvelobol nyert sejteket vizsgaltunk. A hagyomanyos
karyotipus-vizsgalat egy esetben sem jelzett kromoszoma-anomaliat. FISH-vizsalattal az
egyik beteg esetében, a sejtek kis szazalé¢kaban (a hibahatart meghaladé mértékben) lattunk
BCR/ABL atrendezddést. A beteg terapia-refrakternek bizonyult.

AML-ben 32 hibridizacidt végeztiink, s 0sszesen 14 beteget vizsgaltunk (részben
lokus-specifikus, részben centromera-specifikus szondakkal). Az els6, terapia refrakter férfi
betegnél a 18. kromoszoma monosomiajat észleltilk. A masodik betegnél a 7. kromoszoma
monosomidja igazolddott, mig a kdvetkezd betegnél a 7-es monosomia gyantja volt csak
felvethet6. Egy esetben (a 13. tbl. hatodik betege) az alapbetegség CLL volt. A
késébbiekben masodik betegségként AML igazolddott, amely BCR/ABL pozitivnak ¢és
terapia refrakternek bizonyult. A jelzett eltéréseket hagyomdnyos citogenetikai
vizsgalatokkal nem lehetett kimutathatni. A kdvetkezd nyolc betegnél (14. tbl) heveny
promyelocyta leukaemia lehetdsége miatt végeztiink FISH-vizsgalatokat, s az AML M3-ra
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specifikus kromoszoma aberratio, a t(15;17) jelenlétét vizsgaltuk. A vizsgalt nyolc beteg
kozil ot esetében bizonyitottuk a transzlokacid jelenlétét, s igazoldodott AML M3. A
t(15;17)-negativ esetekben (promyelocytds leukaemiara emlékeztetd morfoldgia ellenére)
myelomoncytéds leukaemia, CML blastos fazis és AML-be transzformalodéo DMPS lett a
végsO diagnozis. E transzlokacid vizsgalatat részben diagnosztikus céllal, részben a betegek
kovetése miatt végeztiik: az elsé és 6todik beteg esetében a negativva valdo FISH-eredmény
is segitette, ill. tette teljessé a remisszid megitélését. Ebben a betegcsoportban kiilondsen
érdemes hangstlyozni a FISH-vizsgalat jelent0ségét, hiszen a citogenetikai vizsgélatok
nem jelezték a t(15;17) jelenlétét.

CLL-ben 13 beteget vizsgaltunk (15. tbl.). Els6ésorban a 12-es kromoszéma
trisomidjat vizsgaltuk, amely az egyik leggyakoribb genetikai anomalia CLL-ben. 12-es
kromoszéma szambeli eltérést nem taldltunk. Kromoszoma-aberraciot minddssze egy beteg
esetében észleltiink: kordbban végzett CGH vizsgalat a 7-es kromoszoma trisomidjat
jelezte. A hagyomanyos citogenetikai vizsgalat (a kromoszoméak hasonlésdga miatt) 8-as
trisomiara utalt. A 7-es kromoszoma centromera-régidjara specifikus szonda
felhasznalasaval egyértelmiien igazolodott a 7-es kromoszdma szambeli rendellenessége.

S wvégiil egy, AML-be transzformalodott DMPS-es betegiink esetében szintén

crer

FONTOSABB MEGALLAPITASOK

1. Ismert, hogy myeloproliferativ betegségekben a thrombocytdk mennyiségi zavara mellett
sok esetben szerzett thrombocyta-miikodészavar is megfigyelhetd, melynek felismerése
adott esetben segitséget jelenthet a helyes diagnézis feldllitasaban.

Az irodalombol kiilonféle laboratoriumi vizsgalatok ismeretesek, amelyek
megkonnyithetik a primer és secunder thrombocytosisok elkiilonitését. Kellden
megbizhatd, screening-tesztként is alkalmazhaté moddszer azonban nem szerepel az
ajanlasok  kozott.  Megfigyeléseink  arra  utalnak, hogy  myeloproliferativ
thrombocythaemidban a thrombocyta-retencid csokkent, a filter késon, vagy nem zarodik.

A filter-teszt eredménye a legtobb, nagy thrombocyta-szammal jellemezhetd,

kronikus myeloproliferativ betegség miatt gondozott betegiink esetében koros volt.
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Eredményeink szerint elsdsorban a citrdtos mintdk R-II értéke alkalmazhato
screening tesztként. A zard cseppszam és az R-I kevésbé szenzitiv.

Az O'Brien-féle filterométer screening-tesztként vald alkalmazéasa segiti a nagy
thrombocyta-szdmmal jard allapotok differencialis diagnosztikdjat. Normalis eredmények
esetén inkabb a reaktiv thrombocytosisok ismert okait célszerl tisztazni. Koros eredmény
(R-1I) a részletes haematologiai kivizsgalast indokolja.

A vérlemezkékre gyakorolt nyirasi er6k a thrombocyta -membran GP Ib és GP
IIb/Illa expressziojat idézik eld, amely vWf-jelenlétében thrombocyta-aggregatiot
eredményez. Logikusnak tiinik, hogy a filter-teszt soran észlelt eltérések oka (legalabbis
részben) a nem megfelelé GP Ib és GP IIb/Illa - vWF kapcsolat lehet. Felvethet6 tehat,
hogy MP betegségekben az észlelt eltérések, a koros filter - teszt értékek hatterében a
thrombocyta membran GP Ib és GP IIb/Illa szerzett defektusa allhat. Ezt megerdsitendd,
nagy thrombocyta-szammal jar6 KMB-ben a vérlemezke-membran glycoproteinek
vizsgalatat tervezziik.

Tovabbi terveink kozé tartozik (parallel mérések végzésével) az O’Brien-féle filter-
teszt és a PFA 0Osszehasonlitdé vizsgalata, diagnosztikus értékiik, szenzitivitasuk,
specificitasuk Osszevetése. A betegek kovetése soran ismételt mérések végzésével a
(hidroxiurea, interferon, anagrelid, ill. aspirin) kezelés monitorizalasat is tervezziik. E
vizsgalatok segithetik az eldnydsebb hatasu gyogyszer (vagy kombinacio) kivalasztasat,

azaz a betegek optimalisabb kezelését.

2. A mosott human thrombocytdk rendkiviil csekély mennyiségii NO képzése in vitro
rendszerben, L-arginin jelenlétében, fizioldgias aktivald anyagok alkalmazasaval (melyeket
a laboratoriumi diagnosztikéban is rutinszertien, s hasonlo koncentraciéban hasznélunk) az
altalunk alkalmazott elektrokémiai modszerrel jol 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 vonatkozo eredmények specifikus voltat.

Vizsgalataink megerdsitik azt a tényt, hogy nyugvo thrombocyta nem termel NO-t
in vitro koriilmények kozott.

Adataink arra utalnak, hogy a thrombocyta NO valasz az in vitro rendszerben a

myeloproliferativ thrombocytosisokban jelentdsen csokken.
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Az O’Brien féle filterométerrel végzett vizsgalatok és a thrombocyta NO
vizsgéalatok eredményei segitségével jobban magyarazhatjuk a myeloproliferativ
thrombocytosiokban egyarant észlelhetd thrombotikus €s haemorrhagias szovédmények
kialakulasat: A szerzett thrombocytopathia, a GPIb, GP IIb/Illa defektus vérzéses
szovodményekre, mig a csokkent NO termelés (aktivabb thrombocyta-miikodést
eredményezve) inkabb thrombotikus vascularis komplikacidkra hajlamosit. (Ezek az adatok
kiegészithetbek 33 primér thrombocytosisos betegiink plasma F  XIII-szint
meghatarozasdnak eredményével: myeloproliferativ thrombocytosisban nagyobb volt a
plasma F XIII szintje és aktivitasa, amely szintén hozzajarulhat a thrombotikus vascularis
szovodmények kialakuldsédhoz).

Feltételezésiinkkel Osszhangban, irodalmi adatok szerint is valoszinlisithetd ,,sajatos”

quantitativ és qualitativ thrombocyta-anomalia myeloprolifertiv betegségekben.

3. Poszttranszplantacidos diabetes mellitusban endothelium-sériilésre, kéarosodott
fibrinolysisre ¢és fokozott thrombocyta-aktivaciora utaldé laboratériumi eltéréseket
észleltiink. Ezek az eltérések ok-okozati Gsszefliggésben lehetnek a transzplanticid utdn
ismerten fokozott (az egészséges populacidhoz képest 5-7-szer gyakoribb) cardiovascularis
morbiditassal és mortalitdssal.

A jelentésen fokozott thrombocyta-aktivaci6 nem csak az atherosclerosis
progresszidjaban, a macroangiopathia pathogenesisében lehet kulcsfontossdgi, de a
vesekarosodas (microangiopathia) kialakulasdban is fontos szerepet jatszhat. (Erre a
creatinine - BTG kozotti szignifikans korrelacio utal).

Jobb vércukor és lipid-értékek biztositasaval PTDM-ben is késleltethetjiik az
angiopathia, ill. a cardiovascularis szovodmények kialakuldsat, hiszen kisebb lesz az
endothel-sériilés és a fibrinolysis-karosodas mértéke. Irodalmi adatok alapjan kronikus
rejectio soran nagyobb szérum triglicerid-szintek észlelhetdk. A nagyobb triglicerid-szintek
vizsgélataink szerint nagyobb PAI-I aktivitassal, azaz csokkent fibtrinolysissel tarsulnak.
Ez utobbi, irodalmi adatok szerint segiti a kis ér thrombosisok, azaz a vascularis rejectio
kialakulésat.

Ismert mdédon a cyclosporin A Onmagaban alig diabetogén, steroiddal egyiitt adva
azonban kifejezetten azza valik. Kombinalt (steroid + CyA) kezelés estén potencirozzak
egymds diabetogén, endothel- és fibrinolysis karositd hatasat. PTDM-ben nagy PAI-1

értekeket mértlink, amely hypofibrinolysist jelez. A transzplantaciotol eltelt id6 és az

17



endothel-karosodas, ill. a fibrinolysis csokkenése kozotti korrelacid a tartdsan steroidot is
tartalmaz6 immunsuppresszids kezelés toxicitdsara, a hosszan tart6 steroid-kiegészitésnek a
szovodmeények kialakuldsara és progressziojara gyakorolt jelentds hatasara hivja fel a
figyelmet. A hypofibrinolysis az allograft miikodésének romldsdhoz, kronikus graft-
elégtelenség kialakuldsdhoz, vascularis rejectiohoz, valamint fokozo6do atherosclerosishoz
vezethet.
A steroid-mentes immunszuppresszid (CyA monoterapia) a steroidot is tartalmazo
kombinaciokhoz hasonlo, vagy tartésabb graft miikodést és talélést biztosithat egyes
adatok szerint.

A modern immunszuppresszios kezelés altalaban kivédi az immunrejectiot, ugyanakkor
eldsegiti a kronikus vascularis rejectio kialakuldsat. Az adequatabb immunszuppresszios
kezelés (steroid mentes protokollok), ill. a riziko-adaptalt immunszuppresszid

kidolgozasaban a haemostasis-vizsgalatoknak meghataroz6 szerepet kellene kapniuk.

4. A heveny és kronikus leukaemidk diagnosztikajaban és kezelésében egyre nagyobb
szerepe van a hattérben all6 genetikai anomadlidk mind pontosabb megismerésének,
feltérképezésének. Egyes betegségekben (pl. CLL-ben) mind hangstlyosabba valik a
rizik6-adaptalt kezelés, amelyhez a kiilonb6zé prognosztikai faktorok ismerete
elengedhetetlen. A prognosztikai tényezOk kozott kiemelt jelent6sséggel birnak a
kromoszéma-aberraciok (pl. a szambeli eltérések, delécidok), amelyek a hagyomanyos
citogenetikai vizsgalatokkal sokszor felismerhetéek, de nem elhanyagolhatdé aranyban
rejtve is maradhatnak. A CGH alkalmazéséaval a leukaemias sejtek teljes genomra kiterjedd
genetikai analizise (pl. prognosztikai jelentdséggel bird numerikus kromoszoma-eltérések,
deléciok pontosabb felismerése) valik lehetségessé. Sikeres (még kis szamu) CGH
vizsgélataink alapjan ugy gondoljuk, hogy a késébbiekben a CGH-vizsgalatok gyakoribb
alkalmazasa a hagyomanyos citogenetikai vizsgalatokkal egyiitt, azokat részben kiegészitve
segiteni fogjak a genetikai anomalidk pontosabb felismerését, hozzajarulva a rizik6-adaptalt

kezelés jobb megvalositdsdhoz, s tovabbi (fontos) prognosztikai tényezdk megismeréséhez.

Az allogén csontveld-atiiltetés és az INF-kezelés megvaltoztatta és perspektivikusabba
tette a CML kezelését. Redlissa valt a hattérben allo genetikai anomalia befolyasolasa, a
betegek tulélése hosszabb lett. A citogenetikai valasz mindsége fontos, fiiggetlen, talélést

befolyasold prognosztikai tényezének bizonyult. A citogenetikai valasz korreldl a
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taléléssel: jobb citogenetikai valasz esetén hosszabb talélés varhaté. Az 1jabban
alkalmazott Glivec kezelés mellett a talélés varhatéoan tovabb javul, ennek pontos
megitélése azonban (az id0 rovidsége miatt) még nem lehetséges. Ugyanigy, az imatinib-
kezelés eredményeként kialakuld citogenetikai valasz prediktiv értékét sem lehet még
pontosan megitélni. A fentiek logikus kovetkezményeként a ber/abl transzlokéacid pontos
kimutatdsa (a betegség felismerésekor és kdvetése soran egyarant) rendkiviil fontossa valt.
Vizsgalataink alapjan a bcr/abl atrendezddés FISH-vizsgalatanak gyakorlati jelentdsége a

kovetkezokben foglalhatd 0ssze:

1. A diagnozis pontositasa (Ph-pozitivitas jobb megitélése, leukocytosisok differencialis
diagnosztikdja, atipusos ¢és kezdeti CML felismerése).

2. Csontveld és periférias vérmintak egyarant vizsgalhatok.

3. Citogenetikai vizsgalatra nem alkalmas betegek esetében is elvégezheto.

4. A kromoszoma-aberraciot a hagyomanyos citogenetikai vizsgalatnal nagyobb
pontossaggal jelzi.

5. A Ph-pozitiv sejtek aranyvaltozasdnak a vizsgalataval az INF (és egyéb)-kezelés
hatékonyagat mutatja, amely a terapias siker (sikertelenség) fontos jellemzdje. Kérdéses
lehet, hogy a FISH-vizsgalat alkalmas-e a Glivec-kel kezelt betegek citogenetikai
kovetésére. Az ezzel kapcsolatos irodalmi adatok ellentmondédsosak. E kérdés
megvalaszolasahoz vizsgélataink folytatdsdval magunk is keressiik a valaszt.

6. A csontvel6-atiiltetés javallatanak a megitélése.

7. Transzplantacion atesett betegek kovetése.

8. INF- kezelés hatasdra még a rossz progndzisu csoportban is kialakulhat major
citogenetikai valasz, amelynek nagy jelentdsége 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 csontveld
(vagy vér) mintdiban sem mutathato ki feltétleniil nagy (95-100) szazalékban a Ph-
kromoszoma jelenléte. Ez modosithatja a rezidualis normalis haematopoesis, valamint a

jelenleg is alkalmazott citogenetikai valasz kritériumainak megitélését.

CML-hez hasonloan a FISH-technika AML-ben és ALL-ben is jol alkalmazhaté a
ber/abl atrendezédés vizsgalatara, valamint AML M3-ban a diagnosztikus t(15;17)
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kimutatasara €s ennek (azaz a betegek citogenetikai) kdvetésére. Ugyanigy fontos szerepe
lehet heveny leukaemidkban a numerikus (és struktiralis) kromoszéma anomalidk
feltérképezésében. Annak ellenére, hogy CLL-es betegeink kozott csak egy esetben
észleltiink kromoszoma-eltérést (raritdsként a hetedik kromoszoma triszomidjat), a
késobbiekben a FISH-vizsgélatok folytatasat tervezziik CLL-ben is, amelytdl a betegek
kezelését befolyasold, egyben prognosztikai jelentOségli genetikai eltérések pontosabb

kimutathatdsagat varjuk.

Osszességében tehat a mar alkalmazott (és terveink szerint a késébbiekben matrix-CGH-val
is kiegészitendd) molekuldris bioldgiai vizsgéalatokat a rosszindulatu vérképzd szervi
betegségekben szenvedod betegeink ellatasanak javitdsara kivanjuk felhasznalni. A fentieken
talmenden valaszt keresiink arra az ujabb feltételezésre, hogy a Glivec valoban
eredményezhet-e genetikai instabilitdst, s ez hogy viszonyul bizonyos kedvezdtlen
citogenetikai prognosztikai faktrorok (pl. 9q del) jelenlétéhez. A genetikai instabilitds
vizsgalatara a FISH-technika is jol alkalmazhato: az acceleratiéra utald citogenetikai
eltérések (pl. +8, +19, +21, i(17q), dupla Ph-kromoszoma) megfeleld (pl. centroméra-
specifikus, locus-specifikus) szondakkal pontosan vizsgéalhatoak és kovethetdek. A matrix-
CGH hatékonyabba teheti a terapia (pl. Glivec) refrakteritasra prediszponald genotipus
felismerését, ill. a klonalis evolucio kovetését. A CML-en tilmenden myeloma multiplex-
ben, CLL-ben, ill. heveny leukaemidkban is a genetikai prognosztikai faktorok teljesebb és
pontosabb felismerését varjuk, amely a kezelés arnyaltabba tételét, a riziko-adaptalt kezelés

teljesebbé tételét vonja maga utan.

OSSZEFOGLALAS

1. A myeloproliferativ betegségekben észlelhetd thrombocytosisok elkiilonitése a
reaktiv thrombocytosisoktol idénként komoly differencidlis diagnosztikai gondot okoz. A
primer ¢és szekunder thrombocytosisok elkiilonitésére magunk a hazankban még kevéssé
ismert O’Brien-féle filter-tesztet vizsgéltuk. Antikoagulansként citratot hasznalva az

O’Brien-féle filter-teszt (R-II értékének) szenzitivitasa 77.1%-nak, specificitasa 94.4%-nak

20



bizonyult. Eddigi vizsgalataink alapjan az O’Brien-féle filter-teszt hasznos a nagy
thrombocyta-szdmmal jard allapotok elkiilonitd diagnosztikdjdban. Normalis eredmények
esetén elsdsorban a reaktiv thrombocytosisok ismert okait célszerii keresni, mig koros
eredmények esetén a beteg haematologiai kivizsgaldsa is indokolt. A filter-teszt
alkalmazasat (PFA-val egyiitt) a terdpia megtervezéséhez, (a megfeleld gyogyszer, vagy

gyogyszer-kombindcio kivalasztahoz) is tervezziik.

2. Az utobbi évek vizsgéalatai szerint az NO synthase (iNOS, ecNOS) a
thrombocytakban is megtaldlhatd, amelyek a vérlemezkék aktivalodasa és aggregacioja
soran aktivalodnak. A thrombocytdk aktivalodasa sordn képzddd minimdlis mennyiségii
(thrombocyta eredetii) NO fontos szerepet jatszik a vérlemezkék tovabbi aktivalodasanak,
kitapadasanak, aggregatidjanak gétlasaban. Egészségesek és nagy thrombocyta-szammal
jaré kronikus myeloproliferativ betegségekben szenveddk mosott thrombocytait kiillonb6zo
aggregalo szerekkel (pl. thrombin, kollagén, epinephrin, stb) aktivaltuk. A betegcsoportban
jelentésen csokkent NO-valaszt észleltiink Feltételezésiink szerint a csokkent NO-termelés
aktivabb thrombocyta-miikodést eredményezhet, s hozzajarulhat az angiopathia és a

thrombotikus szovédmények kialakulasahoz.

3. Vesedtiiltetést kovetden a betegek morbiditdsdnak ¢s mortalitasanak legfontosabb
okai a fokozott atherosclerosis €s thrombosis-hajlam. E szovodmények kialakulasdban a
csokkent fibrinolysis és lipid-eltérések szerepe kiemelt jelentdségli. A transzplantacid utani
PAI-1 aktivitds fokozodas az irodalmi adatok alapjan bizonyitottnak tekinthetd. Mas
haemostasis-paraméterek (pl. tPA, TM) valtozasai csak részben ismertek, s az adatok
sokszor ellentmondésosak.

53 veseatiiltetésen atesett, immunszuppresszios kezelés (steroid + cyclosporin A +
azathioprin + mofetilium mycophenolicum) indukélta 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 észleltiink, amely fokozott atherogen
kockazatra utal. A sSTM csaknem haromszoros emelkedése endothelium-karosodast jelez. A
legfeltiindbben a B-TG szint emelkedett, s ez fokozott in vivo thrombocyta-aktivaciora utal.
Az immunszuppresszios kezelés indukélta poszttranszplantaciés diabetesben a
hypofibrinolysis mellett fokozott thrombogenitassal, acceleralt atherosclerossial kell

szamolni, amely eltérések fokozott cardiovascularis morbiditashoz és mortalitashoz,
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részben graft dysfunctio kialakuldsahoz és annak progresszidjahoz vezethetnek. A fenti
haemostasis eredmények is aladtdmasztjadk, hogy az immunszuppresszios kezelés altal
indukalt diabetesnek komoly vascularis kovetkezményei vannak, s egyben steroid-mentes

immunszuppresszios protokollok eldnyben részesitésére 6sztondznek.

4. Malignus haematologiai betegségekben a daganatos sejtek genomjdban létrejott
génkarosodasok alapvetd jelentdségiick a leukaemiak kialakuldsaban, biologiai
viselkedésiikben ¢és klinikai lefolyasukban egyarant. A kromoszoma elvaltozdsoknak a
megbizhatd kimutatdsa ezért fontos lehet a helyes diagnodzis feléllitasaban, a prognozis
megitélésében, a kezelés megtervezésében €s a betegség kovetésében egyarant.

A CGH legfobb elénye a teljes genomra kiterjedé atfogd genetikai vizsgalat
lehetdsége. A moddszertdél a pathogenesis és progndzis szempontjabol egyarant fontos
anomalidk pontosabb vizsgalatat, megismerését és a klonalis evolicid jobb kovethetoségét
varjuk.

A FISH-technika lehetéséget biztosit a kromoszéma-eltérések célzott, gyors
kimutatdsara. Alkalmas a diagnosztikai €és prognosztikai jelentdségli kromoszoéma-
anomalidk felismerésére, a genetikai aberratiok monitorizaldsara, azaz a betegség
kovetésére. Eredményeink szerint a FISH-technika segitségével heveny ¢és idiilt
leukaemiakban egyarant eredményesen (a hagyomdanyos citogenetikai vizsgalatnal
pontosabban) vizsgalhatjuk a BCR/ABL atrendez6dés jelenlétét, annak quantitativ
valtozasat, amely fontos a diagnozisban, a differencidlis diagndzisban és a betegek
kovetésében, a kezelés eredményességének megitélésben egyarant. A csontveldi és
periférias sejtek 1ényegében hasonld eredménnyel vizsgalhatéak, azaz a betegek
citogenetikai kovetésére a periférids vérmintak FISH-vizsgalata megfeleld, ritkabban
végzett csontveld-vizsgalattal is lehetséges. A BCR/ABL atrendez6déshez hasonléan mas
(ismert) transzlokaciok, struktardlis ¢€s numerikus anomalidk egyardnt hatékonyan

vizsgalhatok.

A TEZISEKHEZ FELHASZNALT KOZLEMENYEK JEGYZEKE
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