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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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ACT
AIDS
ALL
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APC
CD
CLPD
CMMoL
DMEM
ECL
FITC
FSC
Gp
GPI
HBSS
IgV(H)
Kalcein-AM
LAIP
LIBS
MAF

MDR

antibody binding capacity

antibody competition test

acquired immunodeficiency syndrome
akut limfoblasztos leukémia

akut mieloid leukémia
allo-fikocianin

,,cluster of differentiation”

krénikus limfoproliferativ betegség
krénikus mielomonocitds leukémia
»Dulbecco Modified Eagle Medium”
elektro-kemilumineszcencia
fluoreszcein izo-tiocianat

,forward scatter’

glikoprotein
glikozil-foszfatidil-inozitol

,,Hanks Balanced Salt Solution”

immunglobulin-nehézlancgén varidbilis régidja

kalcein-acetoximetilészter

leukémia asszocidlt immunfenotipus
»ligand induced binding site”
multidrog rezisztencia aktivitasi faktor

multidrog rezisztencia



MESF
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PV
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»mean fluorescence intensity”
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»»,phosphate buffered saline”
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propidium jodid
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BEVEZETES

A laboratériumi vizsgalat nélkiilozhetetlen a hematoldgiai koérképek korismézése,
valamint a betegek monitorozdsa sordn. Ezen betegségek gyogyuldsi esélyének
javitdsdban, a kezelés sikerességének nodvelésében perdontd szerepet jatszik a korrekt
diagnézis megdllapitdsa, a koros sejtek tipusdnak pontos meghatirozdsa, amely a
megfeleld terdpids protokoll megvalasztasdhoz is sziikséges. A morfoldgiai és
citokémiai vizsgdlatokon tdlmenden napjainkban elengedhetetlen a monoklondlis
antitestekkel végzett immunfenotipizalds dramlasi citometridval, mely lehetdvé teszi a
sejtvonal-specificitds meghatdrozdsat, valamint a sejtek érettségi fokanak, a
sejtpopulacié heterogenitdsdnak és a normdl sejtektdl vald fenotipusbeli eltérésének
megitélését. A kérismézésben betdltott szerepén til a patologids sejtek immunoldgiai és
genetikai tulajdonsdgainak ismeretében vélik lehetdvé a remisszié azonositdsa, valamint
a minimdlis rezidudlis betegség (,,minimal residual disease”: MRD) detektdldsa és a
relapszusok korai felismerése. Ehhez a neoplasztikus sejtek minél sokoldaliibb
karakterizdldsa, ugynevezett multiparametrikus analizise sziikséges, amely sordn
egyszerre tobb adatot nyerhetiink a sejtek strukturalis €s funkcionélis jellemzgirdl.

Ertekezésemben az elmilt 6 év sordn a Debreceni Egyetemen végzett kisérletes
munkdimon keresztiill bemutatom a celluldris markerek analizisének fontossdgat
elsésorban a hematoldgiai kérképek diagnosztikdjéban, a betegség nyomon kovetésének
lehetdségét is érintve, dontfen dramldsi citometriai technikdkat alkalmazva. A fent
emlitett eljaras mellett allitdsaim igazoldsara szamos egyéb sejtbioldgiai, mikroszkopos
és fehérje biokémiai moddszert is alkalmaztam. A munkdban bemutatisra keriild

eredmények Uj adatokat szolgaltatnak, amelyek a korfolyamat mélyebb megismerése



mellett a mindennapi diagnosztikus tevékenységben nyujthanak segitséget, és a betegek
kovetése soran is hasznosithatok. Az Gj megfigyelések és alkalmazdsok ismertetése
mellett rovid irodalmi 4ttekintést adok a sejtfelszini €s intracelluldris antigénekrdl és

azok jelentdségérdl néhdny hematoldgiai kérképben.

Célom ezen sejtfelszini és intracelluldris markerek vizsgdlatdnak optimalizéldsa,
valamint az 4dramldsi citometriai vizsgélat objektivitdsdnak novelése az eredmények
kvantitativ megjelenitése altal. Majd ezen technikdk alkalmazdsa klinikai mintdkon,
illetve diagnosztikailag felhasznilhaté vagy prognosztikai szempontbdl jelentds uj
markerek keresése leukémidban. Torekedtem a mddszertdl fiiggd lehetd legidedlisabb

szenzitivitds és specificitas elérésére munkam soran.



IRODALMI ATTEKINTES

Sejtfelszini fehérjék

A sejthartya f0 szerkezeti és funkciondlis részei a lipid kettds réteg és az abban
elhelyezkedd valtozatos fehérjék amelyek jol strukturélt, dinamikus rendszert alkotnak
(1,2). A membranfehérjék aminosav Osszetétele és térszerkezete heterogén, melyek
alapjan 6t nagy csoportba sorolhaték. Az I-es tipust transzmembran fehérjék karboxi-
termindlis része az intracelluldris kompartment felé irdnyul €s altaldban sejtfelszini
receptor és/vagy ligand funkciot toltenek be. A Il-es tipusu transzmembran fehérjék
forditott orientdcidjiak, ugyanis az amino-termindlis vég néz az intracitoplazmatikus
rész felé. A Ill-as tipusd transzmembran fehérjék a lipid kettOsréteget tobbszorosen
ivelik at, aminek kovetkeztében csatorndkat képezhetnek ionok és kis molekuldk
transzportdldsdra a sejtmembrdnon &4t. Ebbe a csoportba tartoznak a multidrog
rezisztencia (MDR) fehérjék (3,4). Ugyancsak ezen csaldd tagjai a membrint 4
alkalommal 4tiveld ,tetraspan” fehérjék, melyeknek intracelluldrisan taldlhat6 a
karboxi- és az amino-termindlis vége is (5). A IV-es tipust transzmembrin fehérjék
hidrofil transzmembran csatorndkat tartalmaznak. Az V-0s tipusi membrin fehérjék
lipidek altal kotddnek a plazmamembran kiilsé részéhez, esetenként glikozil-foszfatidil-
inozitol (GPI) kozvetitésével (6) (1. dbra). Ilyen GPI-horgonyzott fehérje a CDI14,
CD55 és a CDS59. Ezen fehérjék GPI rogzitésének bioszintézise kdrosodott paroxizmalis
nokturnélis hemoglobinuridban (PNH).

A membran antigének az dgynevezett ,cluster of differentiation” (CD) beosztas alapjan
keriiltek a mindennapi gyakorlat szdmara is jol atlathatd, rendszerezett formaba (7-9).

Ekkor lattak el egységes szdmozdssal az addig véletlenszerlien elnevezett



membranstruktirdkat. Ezen CD besorolds az elmult évtizedekben teljes mértékben
elfogadottd valt és egyes intracellularis fehérjékre is kiterjed. Négy fO csoportba
sorolhatjuk a ma ismert tobb mint 330 CD markert (10). A CD markerek legnagyobb
része az l-es tipusu transzmembrdn fehérjék csoportjdba, kevesebb a Il-es és Ill-as

tipushoz tartozik, valamint van néhdny, ami GPI horgonyzott (1. dbra).

Intracelluldris antigének

A sejten beliili antigének in situ detektildsa altaldban immunfluoreszcens technikakkal
morfoldgiai alapon, kiilonféle mikroszképos vizsgélatok segitségével torténik, melynek
soran antigén feltaras elvégzése is torténhet, amikor a mintael6készités soran karosodott
vagy maszkirozottd valt epitépok regenerdldsa torténik (11). A sejten belil a
diagnosztikai szempontbdl lényeges intracellularis markerek lokalizacidja valtozatos.
Megtaldlhatok a sejtmagban mint pl. a termindlis dezoxiribonukleozil transzferdz (TdT),
a mitokondriumban (bcl-2), a granulocitdk primer granulumaiban (mieloperoxidiz:
MPO) (1. 4bra), a trombocitdk alfa-granulumaiban (P-szelektin), vagy lehetnek
citoplazmatikus elhelyezkedéstieck mint pl. a CD3 a T limfocitdkban vagy a véralvadas
XIlI-as faktordnak "A" alegysége a trombocitdkban és a monocitidkban. A hemopoetikus
sejtek antigénjeinek dontd tobbsége intracellularisan taldlhatd, mégis a legtobb rutin
vizsgdlat sordn kizardlag a sejtfelszini markerek analizise torténik meg, pedig az
intracelluldris antigének vizsgdlata malignus hematoldgiai betegségek, kiillondsen akut
leukémia kapcsdn kiemelkedéen fontos. A kdros sejtvonal (“lineage”) legmegbizhatobb
meghatdrozasara az intracitoplazmatikus markerek szolgalnak, amelyek altaldban mar a
felszini markerek megjelenése eldtt kimutathatéak (12,13). Kiilonosen fontos a
sejtvonal meghatarozas a morfoldgiailag differencialatlan és a kevert immunfenotipusi

leukémia esetében. Az utébbiban a leukémia sejtek egyszerre tobb sejtvonalra



karakterisztikus markert exprimalnak. A valddi bifenotipusos leukémia jol definidlt

pontrendszer alapjan hatarozhaté meg (14).

I. Tipus I1. Tipus II1. Tipus V. Tipus
Egy transzmembran  Egy transzmembran Tobb transzmembran  GPI horgony
szakasz szakasz szakasz
CDh19 CD70 CD20 CD52
NH:
% ’aCOOH I,NHz
2 S 1! M
¢ ’ 3T M
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=
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Sejtmag

1. dbra: A sejtfelszini és intracelluldris fehérjék fajtai és véltozatos elhelyezkedésiik. Az dbra

fels6 része az extracelluldris teret, az alsé része az intracelluldris teret mutatja.

Celluldris antigének vizsgdlata antitesttel torténd jeloléssel dramldsi citometridval

Az antitestekkel valé jelolés lehet direkt, amikor a fluoreszkalé festékmolekula
kovalensen kotott az immunglobulinhoz tugy, hogy annak antigénkotd részének
specifitasat és kapcsolodasi képességét nem befolydsolja. Indirekt jelolés esetén a
vizsgdlt antigén ellen irdnyulé immunglobulin (els6 antitest) jeloletlen és a rendszerhez
egy kovetkezo 1épésben adjuk az eldbb emlitett, elso antitest ellen irdnyuld fluoroférral
jelzett mdasodik antitestet. A mérések eredményeit megjelenithetjiik ugynevezett

felhoképek (,,dot plot”) vagy hisztogramok segitségével. A vizsgdlt antigének ellen



gyakran tobbféle antitest klon 4ll rendelkezésre, melyek specificitdsa €s szenzitivitisa
eltér6. Az alkalmazott fluoreszcens festékek is befolydsolhatjak a jelolés érzékenységét,
hiszen kémiai és fizikai tulajdonsdgaik igen vdltozatosak. Az intracelluldris markerek
meghatdrozdsdhoz &4ramldsi citometriai analizis esetén a sejtek permeabilizédldsa
sziikséges, amely befolydsolhatja a vizsgédlat szenzitivitdsat és specificitdsasat is (15,16).
A permeabilizdl6 szer leginkdbb szaponin alapu detergens. Alkalmazdsihoz eldszor
fixdlni kell a sejtszuszpenzidt, mely célra dltaldban paraformaldehidet hasznalunk (17).
Ujabban masféle, fizikai elven miikodé permeabilizdldsi eljardsokra, igy
mikrohullimmal to6rténd kezelésre is van lehet6ség (18), melynek sordn szintén
paraformaldehidben fix4lt sejteket hasznalunk. A pozitiv és negativ sejtek elkiilonitése
torténhet autofluoreszcens minta vagy izotipus kontroll segitségével. Az utobbi technika
soran a jelolo antitesttel azonos immunglobulin csalddba tartozé, 4m relevans antigén-
specificitidssal nem rendelkezd anti-humdn antitestet hasznialunk, amely a jel6l0
antitesttel azonos fajbdl szdrmazik. Az intracelluldris markerek meghatdrozdsdnal nem
szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy a fixdlds és permeabilizdlds sordn, a membran
atjarhatésdginak novelésével megvdltozhatnak a sejtek fényszordsi tulajdonsigai és
autofluoreszcencidjuk (19).

Tovabbi lehetdséget kinal az antitestekkel torténd vizsgalatra a konformdcid véltozason
alapul6 antigén meghatarozds. Erre alkalmas az dgynevezett ,Jligand-induced binding-
site” (LIBS) detektdldsa 4ramldsi citometridval. A sejtek aktivacidja bizonyos
receptorokban konformécié véltozdst indukél, ily médon az eredetileg rejtett antigén
hozzaférhetové viélik az antitest szdmdra. Az egyik leggyakrabban LIBS mddszerrel
analizalt molekula az integrinek csaldadjaba tartozé trombocita glikoprotein IIb/Illa,
amelynek esetében az emlitett eljards nem csupan diagnosztikus szempontb6l fontos

(20,21). Az antitest kompeticiés teszt (antibody competition test: ACT) soran
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kiilonb6zé monoklondlis ellenanyagok megvaltoztatjadk egymdas kotdédését ugyanazon
antigénhez. FErre bizonyos sejtfelszini receptorok, pl. a P-glikoprotein (Pgp)
szubsztratjai/moduldtorai altal okozott konformaciés véltozdsok szolgaltatnak példat

(22).

Funkciondlis tesztek

A membrinfehérjék egy részénél az immunoldgiai kimutatds nem mindig célravezetd,
mert azok vagy tdl alacsony képiaszdmban vannak jelen vagy nem rendelkeziink
megfeleld antitesttel a vizsgdlt molekula extracellularis doménjével szemben. Eléfordul
olyan helyzet is, hogy a protein jelenléténél sokkal 1ényegesebb annak funkcionalis
aktivitasa. Ide tartoznak bizonyos membran transzporterek, amelyek szamos molekulat
tavolitanak el a sejtb6l aktiv pumpafunkcidval (23), igy a malignus hematoldgiai
koérképek kezelésében alkalmazott tobbféle citosztatikumot, miéltal a sejt — illetve a
beteg - ezekkel szemben rezisztensé valik. Ez a hatds felel6s az MDR kialakuldsaért
(24,25). A marker vizsgélatok diagnosztikus szerepével szemben az MDR jelenség
detektédldsa féleg terdpids és prognosztikai szempontbol fontos. A fehérjék tényleges
mukddésével, ezéltal a varhato klinikai kimenetellel az dgynevezett funkcionélis tesztek
korrelalnak leginkdbb, hiszen ennek sordn a fehérjék altal kifejtett transzport aktivitds
mérhetd (26). Illyen médszer esetén fluoreszcens szubsztratokat alkalmazunk és vagy a
kidramlast (effluxot), azaz az intra-€s extracelluldris tér k6zott megoszl6 fluoreszcencidt

mérjiikk a disztribicids tipusid esszékben, vagy az tgynevezett akkumuldcids tipusu

tesztekben a sejten beliil felhalmoz6do fluoreszcencidt detektéljuk.
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Kvantitativ dramldsi citometria

Az aramlasi citometria kvantitativ meghatarozasok elvégzésére is alkalmas maddszer.
Régota haszndlt a jelolddési intenzitds kiilonbségeire a ,,dim” (gyenge) illetve ,,bright”
(intenziv) kifejezés. KésObb egzakt antigénszdm megadésa is lehetdvé valt kalibracids

gyongyok (bead) segitségével (2. dbra).
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2. éabra: Kvantitaiv dramlési citomertiai vizsgalatra alkalmas gyari kit (Quantibrite, BD)
kalibréciés gyongyeinek az FL-2 csatorndn mért fluoreszcencia intenzitdsa. Az analizalt sejtek
fluoreszcencia intenzitdsat ugyanazon bedllitisok mellett meghatdrozva a vizsgélt sejtfelszini

antigének szama kiszamithato.

Meghatarozhatjuk a vizsgdlandé sejtpopulacié sejtjein adott antigén kifejezddésének
mértékét, azaz az exprimdlt molekula pontos szdmat (molekula/sejt egységben),
valamint egy adott mintdban adott sejtpopuldcié sejtjeinek pontos szdmat (sejt/uL
egységben) is. Tobb metodikét irtak le az irodalomban antigén kvantitalasra, igy a
relativ linedris fluoreszcencia intenzitast (RFI) (27), amely mesterséges egységként tobb
fluoreszcens mérés 6sszehasonlitasara is alkalmas ha belsd standardot hasznalunk, vagy

ha minden mérés ugyanazon a citométeren tortént azonos bedllitisokkal (,,setting”).
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Masik lehetoség a kvantitativ analizisre a MESF (molecules of equivalent soluble
fluorochrome) haszndlata (28). Ez egy abszolut ért€k, amelyben gravimetriailag
meghatdrozott tomegli fluorokrom fluoreszcencia intenzitdsdhoz hasonlitjuk a vizsgalt
sejtek fluoreszcencia intenzitisit. A MESF hasznédlhaté ha kiilonbozd késziilékek
kozotti  fluoreszcenciat akarunk Osszehasonlitani, de fontos, hogy ugyanazon
konjugatumokat alkalmazzuk. Az antitest kotd kapacitds (antibody binding capacity:
ABC) a kot6dd antitestek szamét hatdrozza meg (29). Indirekt mddszer a kvantitativ
indirekt immunoflureszcencia (QIFI) (30), amely sordn ismert mennyiségli antitesttel
fedett és azonos madasodik antitesttel jelolt kalibracidés gyongyoket kell hasznédlnunk.
Kereskedelmi forgalomban szdmos olyan kit kaphatd, amely a fent emlitett elvek
egyikén alapulva alkalmas kiilonb6z6 antigének pontos szadmdénak sejteken torténd
meghatdrozaséra.

A kvantitativ dramldsi citometria legfobb alkalmazdsi teriiletei napjainkban: CD4+
abszolit sejtszdim meghatarozds AIDS-es betegek mintdiban (31), CD34 abszolit
sejtszdm meghatdrozds hemopoetikus Ossejt transzplanticié sordn (32,33), rezidudlis
blasztok abszolit szdmdnak megadidsa MRD vizsgilat sordn (34). A sejtfelszini
antigének kvantitativ meghatdrozasara lehet sziikség trombocitopatidk, igy Glanzmann
trombaszténia (35,36) és Bernard-Soulier szindroma (37) diagnosztikdjaban, ahol a
trombocita felszini glikoproteinek hidnya vagy csokkent expresszidja all a hattérben.
PNH-ban a GPI-horgonyzott fehérjék kifejezddésének teljes vagy részleges hidnya all
fenn (38,39). A PNH a pluripotens &ssejt szerzett megbetegedése, a hatterében a PIG-A
gén szomatikus muticidja dll. Ez a gén felel6s a GPI horgony szintéziséért, melynek
tobb felszini receptor rogzitésében van szerepe. A PNH kialakuldsdhoz két tényezd
egylittes meglétére van sziikség, az egyik a mutalt Gssejt, a masik a hipoplasztikus

csontveldi kornyezet. Régebben a PNH-t a Ham-teszt vagy a szukréz hemolizis teszt
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segitségével diagnosztizaltak. Ezen tesztek alapja a PNH-s vvt-k hemolizissel szembeni
fokozott érzékenysége komplement aktivaciét kovetden. Az utébbi idében az dramlasi
citometria lIépett el6 a PNH standard vizsgélati mdédszerévé (40-42). A mddszer eldnye,
hogy nem-hemolizdl6 betegekben jelenlévd kis PNH klonok is kimutathaték és
megadhat6 a IIl-as tipusi (komplett deficiencia), II-es tipusi (részleges deficiencia) és
I-es tipusd (normél) sejtek ardnya az analizlt mintdban. A felszini receptorok pontos
mennyiségének ismeretében a deficiencia sulyossdgi foka megadhatd, ami a kezelés
illetve a betegség progndzisa szempontjabol fontos lehet.

Normal és leukémia sejtek kozt szintén igazoltak kvantitativ eltéréseket tobb marker
kifejez0désében (43-45). Legdjabban a szepszis laboratériumi diagnosztikdjaban
kezdték j6 eredményekkel alkalmazni a neutrofil leukocitdk CD64 kifejezodésének

kvantitativ meghatarozasat (46).

Malignus hematologiai korképek immunfenotipus vizsgdlata dramldsi citometridval

A leukémia kiilonb6z6 csoportjainak immunfenotipus vizsgalata, a ,Jeukémia tipizalas”
a diagnosztikai fejléddésben kulcsfontossdgi volt, mivel a kordbban kizdrélagosan
alkalmazott morfoldgiai és citokémiai vizsgalatok értékelése jelentés mértékben fiigg a
vizsgdld gyakorlatatol és gyakran meglehetdsen szubjektiv. Ezen kiviil a morfoldgiailag
vizsgdlhaté sejtszdm legfeljebb néhany szdz lehet, mig az A4ramldsi citometriai
vizsgélatok sordn a de novo esetek vizsgalatakor rutinszertien 10-50 000 sejt analizise
torténik, de rezidudlis betegség keresésekor akar 0,5-1 millié sejt analizisére is sor
keriilhet (34). Tovabbi felbecsiilhetetlen eldny, hogy az immunfenotipus meghatirozdsa
soran a leukémids populicié olyan molekuldinak mindségi, sziikség esetén mennyiségi
vizsgélatara keriil sor, amelyre a hagyomanyos panoptikus festés, illetdleg citokémiai

reakcidok nem nyujtanak lehetoséget.
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A fenotipus vizsgalatokat kezdetben indirekt, majd direkt immunfluoreszcencia
modszerrel végezték. Az alkalmazott antitest eloszor poliklondlis volt, késébb a
monoklondlis antitestekkel végzett jelolés terjedt el egyetlen fluorofor fluoreszcencia
intenzitdsat vizsgdlva. Ezt az eljardst igen hamar felvéltotta a 2- szinnel (FITC és PE)
konjugélt antitestekkel torténd analizis, mely sokdig "gold-standard"-ként mukodott.
Késébb az djabb fluoroforok és dramlasi citométerek kifejlesztésével a ,,multikolor”
analizis valt elfogadott mddszerré a leukémidk fenotipus vizsgilatdban (47,48). Az
Ujabb nemzetkozi protokollok altalaban 4 szinii analizist és a felszini antigének mellett
intracelluldris (cy) markerek vizsgélatat ajanljak akut leukémiaban (48). Erre a sejtvonal
meghatdrozdsa miatt van sziikség (igy az MPO a mieloid leukémia, a cyCD79a a B-
sejtvonal, a cyCD3 a T-sejtvonal ALL , konszenzus” markere), de a médszer lehetové
teszi a sejtek érettségi allapotdnak pontosabb jellemzését is (igy a TdT intranukleéris
kifejez6dése a korai B-sejt progenitor ALL jellegzetessége). Jelenleg akédr 10 szin
egyidejii analizise is kivihetd benchtop dramldsi citométereken. Ilyen adatmennyiség
feldolgozdsa azonban mir nem lehetséges a hagyomdnyos 2 dimenzids dot-plot
megjelenités mellett, hanem djabb szoftveres megolddsokat igényel.

A leukémidk immunfenotipus vizsgilatdnak tobb célja van. A diagnézis feldllitdsakor a
f6 elvards a sejtvonal identifikdlasa (49). Az dramlasi citometrids mddszer
alkalmazdsanak kiilonosen differencidlatlan leukémidk esetén van igen fontos, a
kezelést is meghatdrozd szerepe. Ezen tilmenden fontos a kéros koexpresszids
mintdzat, a leukémia-asszocidlt immunfenotipus (LAIP) azonositdsa, (50-54), valamint
a patologids sejtek érettségi fokdnak megitélése. A LAIP azonositdsanak MRD vizsgélat
kapcsan kiemelkedd jelentdsége van, hiszen a diagnéziskor észlelt koros fenotipusu
populacié kimutatisara toreksziink a beteg kés6bbi mintdib6l. Az aberrans fenotipus

gyakran sejtvonal promiszkuitds vagy mas néven ,.cross-lineage” antigén expresszid
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formdjaban nyilvanul meg. Ekkor a leukémia sejtekben az egészséges hemopoetikus
sejtek sejtvonal-specifikus markereitdl eltérd differencialédasi antigének fejez6dnek ki
pl. CD13 vagy CD33 mieloid antigén expresszid prekurzor B-sejtes ALL-ben (55), vagy
CD7 T-sejt marker pozitivitds mieloblasztokban (56). Aszinkron differencidci6 esetén
ugyanazon sejtvonal kiillonb6zd érési stddiumaira jellemzd markerek egyiittes
kifejezddése figyelhetd meg a koros sejtekben, igy CD10 és CD20 antigének
koexpresszidja érett B-sejtes ALL-ben (57), vagy CD117/CD15 koexpresszi6 AML-ben
(58). Az antigén overexpresszid egy fiziologidsan is megjelend marker kéros mértéki,
intenziv  kifejez6dése, amelyre az egyik legszembetiindbb példa a CDIO
overexpresszidja prekurzor B-sejtes ALL-ben.

Gyermekkori akut limfoblasztos leukémidban az indukciés €s a konszolidacids kezelési
fazisok kiilonbozo idOpontjaiban vett csontveldi mintabdl végzett vizsgalatok az MRD
kimutatdsira, valamint az abszolit blaszt szdm meghatdrozdsdra iranyulnak (34). Az
MRD meghatdrozdsnak napjainkban mar nem csupan diagnosztikai értéke van, hiszen
ezeket az adatokat tobb munkacsoport figyelembe veszi a klasszikus prognosztikai
besoroldsi kritériumok mellett, amelyek alkalmazédsdval igen heterogén rizikécsoportok
hozhatdk 1étre. Az MRD meghatdrozdsra alkalmas mddszerek koziil az igen szenzitiv
beteg specifikus genetikai eltéréseket vizsgdlo PCR és szekvendlds eljarasokat
hasznéljdk a gyakorlatban (59,60), de néhdny nemzetkdzi munkacsoport ajdnldsa
szerint az 4ramldsi citometridval gyorsabban, olcsébban és ugyancsak megbizhatéan
azonositott rezidudlis blaszt ardny is erdteljes és fiiggelten prognosztikai informéciét
szolgéltat ALL-ben (34,61). Tobben a két mddszer egyiittes alkalmazdsat javasoljdk
(62) a fals negativ eredmények elkeriilése érdekében, melynek oka lehet pl. fenotipus

.shift” (63).
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Nemcsak akut, hanem kronikus leukémidk esetén is vannak aramlasi citometriai
technikdval meghatdrozhatd, prognosztikai szempontbdl jelentés markerek, mint pl. a
sejtfelszini CD38 vagy az intracelluldris Zap-70 expresszid (64). A B-sejtes kronikus
limfoid leukémia (B-CLL) heterogén betegség, a nyugati vildgban a leggyakoribb
felndttkori malignus hematolégiai korkép. Lefolydsa igen vdltozatos, az indolenstdl a
rapidan progredidlé formdig a betegség széles spektrumadval taldlkozhatunk. A betegek
nagy része kezelés nélkiil évtizedekig tulél, mdsok az agressziv kemoterdpia ellenére
néhiany éven belill meghalnak. Emiatt fontos olyan markerek keresése, amelyek
segitségével a kedvezotlen progndzisu betegek a betegség korai fazisaban azonosithatok
és korai kezelésnek aldvethetok.

Szamos prognosztikai markert leirtak mar B-CLL-ben, a legfontosabb az
immunglobulin-nehézlancgén variabilis régidjanak (IgV(H)) muticids statusza, amely
erds korrelacidét mutatott a betegség kimenetelével (65,66). A mutalt IgV(H) jelenléte
kedvezébb, mig a nem mutélt IgV(H) gén megléte kedvezdtlenebb progndzist jelez. A
rutin laboratériumi diagnosztika szdmdra az IgV(H) gén szekvendldsa nem elérhetd,
mivel igen iddigényes és draga. Az elmult években szdmos konnyebben meghatarozhatd
eltérés korjoslo szerepe valt ismertté. A legfontosabbak a citogenetikai abnormalitdsok
(17p és 11q delécid, 12-es triszémia, 13g-) és a leukémia sejtek CD38 expresszidja.
Ezen eltérések szdmos nemzetkdzi tanulmédny alapjdn Osszefiiggésbe hozhaték a
koérlefolyassal és a varhat6 tiléléssel (64,66,67). Expresszids profil vizsgdlatokkal tobb
munkacsoport eredményei szerint a zéta-asszocidlt protein (Zap-70), egy 70 kDa
molekulatdmegli tirozin kindz, és az IgV(H) gén muticids stitusza kozott erds
korrelacié mutathaté ki (67,68). A Zap-70 fizioldgidsan megtaldlhaté a T- és NK-
sejtekben, és jelatviteli folyamatokban, foként a T-sejt receptor szignalizacioban jatszik

fontos szerepet (69,70). Ezzel szemben a normadl érett B-sejtek nem mutatnak Zap-70
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pozitivitast. Irodalmi adatok szerint a magas Zap-70 expresszié B-CLL-ben nem mutélt
IgV(H) gén mellett fordul el6 és kedvezdtlen prognézissal tarsul, mig a mutalt IgV(H)

gént tartalmazo csoportban a Zap-70 expresszi6 alacsony vagy hidnyzik (67).
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METODIKAK

Az értekezés Osszedllitdsdban felhaszndlt valamennyi médszer a Debreceni Egyetemen

keriilt kivitelezésre, illetve szintén itt sziiletett és innen keriilt kozlésre valamennyi

eredmény és publikacio.

Felhasznalt anyagok

Vegyszerek

A kisérletek sordn az alabbi vegyszereket hasznaltam fel.

anti-CD3 PerCP
anti-CD5 PE
anti-CDS5 PE-Cy5
anti-CD10 PE
anti-CD13 FITC
anti-CD14 FITC
anti-CD19 PerCP
anti-CD19 APC
anti-CD20 FITC
anti-CD33 PE
anti-CD34 PE
anti-CD34 PerCP
anti-CD41 PE
anti-CD42a FITC

anti-CD45 FITC

(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Immunotech, Marseille, France)
(Dako, Glostrup, Denmark)
(Dako, Glostrup, Denmark)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)

(Becton Dickinson, San Jose, CA)
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anti-CD45 PerCP
anti-CD55 PE
anti-CD56 PE-Cy5
anti-CD59 PE
anti-CD79a PE
anti-IgM PE

anti-MPO PE

anti-TdT FITC
anti-Zap-70 (clone 2F.3)
anti-egér FITC

anti-FXIITA nyul szérum

BSA

Calcein-AM

Calibrite

ECL Kit

EDTA

FacsLysing Solution
Ficoll Histopaque 1007
FITC-jelo16 kit
Fix&Perm kit

Glicerol

HBSS

Heparibene (Na-heparin)
HEPES

Intrastain kit

(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Pharmingen, San Diego, CA)
(Dako, Glostrup, Denmark)
(Pharmingen, San Diego, CA)
(Dako, Glostrup, Denmark)
(Dako, Glostrup, Denmark)
(Dako, Glostrup, Denmark)
(Dako, Glostrup, Denmark)
(Upstate, Lake Placid, NY)

(Dako, Glostrup, Denmark)

(CenteonPharma, ZLB Behring, Marburg, Germany)

(Sigma, St. Louis, MO)

(MolecularProbes, Eugene, OR,USA)

(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Amersham, Buckinghamshire, UK)
(Spektrum-3D, Debrecen, Hungary)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Sigma, St.Louis, MO)

(Sigma, St.Louis, MO)

(Caltag, Burlingame, USA)
(Sigma, St. Louis, MO)

(Sigma, St.Louis, MO)
(Ratiopharm, Merckle, Germany)
(Sigma, St. Louis, MO)

(Dako, Glostrup, Denmark)

20



KCl (ScharlauChemie, Barcelona, Spain)

MOWIOL 4-88 (Hoechst Pharmaceuticals, Frankfurt, Germany)
NaCl (Spektrum-3D, Debrecen, Hungary)
Paraformaldehid (Sigma, St. Louis, MO)

Propidium jodid (Sigma, St. Louis, MO)

Quantibrite (Becton Dickinson, San Jose, CA)

SDS (Bio-Rad, Hercules, CA)

TRIS (Bio-Rad, Hercules, CA)

Triton-X 100 (Reanal, Budapest, Hungary)

Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
Verapamil (Sigma, St. Louis, MO)

Humdn mintdk, sejtvonalak:

A vizsgdlatok sordn az aldbbi humdn eredetii mintdk keriiltek alkalmazdsra: rutin
diagnosztikai vizsgalatokra a laboratériumba érkezett heparinnal vagy EDTA-val
alvadasgatolt csontveld aspirdtum, EDTA-val antikoagulélt teljes vér (DE OEC-KEB
1034-2001), valamint humdn epidermoid karcindma sejtvonalak, KBV-1 (human

MDR1+ sejtvonal) és KB3-1 (human MDRI1- sejtvonal).

Modszerek

1. Antigének jelolése direkt és indirekt modszerrel
A leukémia immunfenotipus vizsgalatokhoz mind a de novo, mind reziduélis betegség
keresésére szobahOn tarolt 24 o6randl nem régebbi, heparinnal vagy EDTA-val

alvadasgatolt csontveldi mintit vagy EDTA-val antikoaguldlt periférids vérmintat
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haszndltam. A de novo eseteknél a mintavétel a betegség felfedezésekor, barmiféle
kezelés megkezdése elott rutin klinikai eljarasokkal tortént. A direkt jeloléshez a teljes
vér és csontveldi mintdkat megfeleld izotipus kontroll mellett, telitd koncentracidban
alkalmazott FITC-vel, PE-vel, PerCP-vel, Pe-Cy5-val, APC-vel direkt konjugalt
monoklondlis antitestekkel 20 percig szobah6n sotétben inkubdltam. Ezutin a
vorosvérsejteket (vvt) FacsLysing oldattal 10 percig lizéltam, majd a leukocitdkat
centrifugéléssal iilepitettem (Jouan C3/CR3, St. Herblain, France cetnrifuga 1200rpm, 5
perc). Ezt kovetdéen a mintat 2x mostam PBS-ben, majd 1%-os paraformaldehidben
(PFA) fixaltam és 4°C-on tdrolva a jelolt sejteket, 24 6rdn beliil elvégeztem a mérést.
Direkt intracitoplazmatikus jelolés esetén, pl. FXIII-A kimutatdsakor szigorian
kovettem az alkalmazott kit gyart6i utasitasait. A tobbi — kereskedelmi forgalomban
kaphat6 — direkt jelolt monoklondlis antitesttel ellentétben az FXIII-A kiilonb6z6
epitopjai ellen termelt monoklondlis antitesteket kordbban intézetiinkben fejlesztették ki
(71). Az FXIII-A ellenes antitestet FITC-jel6l6 (Sigma, St. Louis, MO) kit segitségével
konjugaltuk, az igy jeldlt antitesteket 0,1% Na-azid hozzdaddsa utdn taroltuk. Minden j
prepardldsi antitest esetén periférids vér permeabilizélt leukocitdin éallitottuk be a
vizsgilatokban hasznalt optimdlis koncentraciot. Az FXII-A FITC-vel jelolt
monoklondlis antitestet 2ug/mL végkoncentriacidban alkalmaztam. Direkt jel6ld
eljarasok mellett, indirekt intracitoplazmatikus jelolést hasznaltam B-CLL-es betegek
mintdiban a Zap-70 kifejez0dés meghatarozasasra 3- illetve 4-szinii jeloléssel. Az
indirekt intracitoplazmatikus jel5lés sordn a mintavételt koveté 24 6ran beliil 1,5x10°
sejthez 100 uL fixalét (Caltag, Fix&Perm kit) adtam (15 perc, 25°C), majd a sejteket
PBS-ben mostam. Ezutan 1,5 pg jeloletlen antitesttel (anti-Zap-70, Upstate, klon 2F3.2
egér IgG2a) inkubdltam a mintit a premeabilizdlé reagens (Caltag Fix&Perm kit)

jelenlétében, amely a vvt-k lizisét is biztositotta. Ujabb mosdst (PBS) kéveten 20
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percig 50x higitasu, kecskében termeltetett anti-egér-FITC antitesttel inkubaltam. Ezt
kovette a kordbban mar részletezett sejtfelszini direkt jelolés, majd ugyancsak 1%-os
paraformaldehidben valo fixdlds és tarolds 4°C-on a mérés elvégzéséig. A mintdkat
Becton Dickinson FacScan és FacsCalibur dramlési citométerrel mértem. Az analizis
dontéen CellQuest (BD) program segitségével, valmint néhdny esetben Pait A Gate
szoftverrel tortént. A mérések sordn az adott kisérlettdl fiiggéen 10 000 (de novo
leukémia immunfenotipizdlas), vagy 100 000 sejt adatait (Zap-70 analizis, MRD
vizsgélat) gyujtottem be ,list mode file”’-okban. A 3-as, illetve 4-es jelolés elott a
késziilékek bedllitisdhoz és a kalibraciéhoz Calibrite gyongyok (bead) hasznilata
mellett a standard el6irdsok szerinti protokollokat alkalmaztam. A blasztok azonositdsa
a normal sejtekhez viszonyitott alacsonyabb CD45/SSC szignédlok alapjan, a B-CLL
sejtek detektdldsa az FSC/SSC alapjan felallitott limfocita kapubdl a patoldgids
CD5/CD20 koexpresszi6 alapjan tortént. Az eredményekben a jel6l6dott (pozitiv) sejtek
szdzalékos ardnyédt, az atlagos fluoreszcencia intenzitast (MFI), vagy az antitest kotd
kapacitist (ABC) adtam meg, illetve abszolit sejtszam/uL. (MRD vizsgélatok)

egységben fejeztem ki az eredményeket.

2. Antigének kvantitativ meghatdrozdsa

A kvantitativ dramlasi citometriai méréseket kalibrald gyongyok segitségével végeztem.
A Quantibrite (BD, San Jose, CA) kalibralé gyongyokhoz gyérilag adott szimd PE
fluorofort konjugaltak. Ez alapjan a méréskor 4 eltér6 fluoreszcencia intenzitdsu cstcsot
kaptam (2. dbra). Az 4tlagos fluoreszcencia intenzitdst (MFI) és a gyongyhoz kotott
ismert flurofor (PE) szamot log-log skdldan dbrazolva kalibraciés egyenest kapunk. A
PE a jelold antitesttel 1:1 ardnyban kapcsolddik, amely idedlis esetben szintén 1:1

sztochiometriai ardnyban kotddik az antigénhez, igy adott FL-2 erdsitésnél, az antigén
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kifejezodés mértéke az antitest kot kapacitas (ABC) alapjan megadhat6. Valamennyi

alkalmazott antitest monovalens volt.

3. Kalcein esszé (funkcionadlis tesz)

A mononukledris sejteket Ficoll (Ficoll Histopaque 1007) grddiensen szepardltam
standard mddszer szerint, majd 1 mL Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) oldatban
reszuszpenddltam. Ezt kovetden a sejteket verapamillal (75uM) illetve anélkiil
inkubédltam 37°C-on 5 percig, majd a sejteket kalcein-AM-el telitettem 200 uM
végkoncentraciéban (10 perc, 37°C). A reakciot centrifugalassal allitottam le, majd a
sejtek életképességének vizsgalatira propidium-jodidot (PI) adtam a sejtszuszpenzidéhoz
(0,01 mg/ml végkoncentracid). A mérést legfeljebb 24 6ra 4°C-on torténd tarolds utan
végeztem el Becton Dickinson FACSCalibur illetdleg FACScan dramlési
citométereken 10 000 esemény adatait begytijtve. A teszt mindségi kontrolljaként KBV-
1 és KB3-1 humdin epidermoid carcinoma sejtvonalakat haszndltam, amelyeket
kordbban vinblastin jelenlétében vagy annak hidnydban tenyésztettem. A KBV-1
sejteket (human MDRI1-pozitiv sejtvonal) 10%-os fotdlis bovin szérummal
szupplementilt DMEM-ben tenyésztettem 0,2 pg/mL vinblastin jelenlétében 5%
széndioxid tartalmu atmoszférat biztositd, parasitott termosztatban. A KB3-1 sejteket

(human MDR1-negativ sejtvonal) vinblastin nélkiil tenyésztettem.

4. A kalcein teszt és felszini antigénjelolés kombindcidja

A minta el6készitésének menete a Ficollos szepardldst kovetd verapamillal és kalcein-
AM-el torténd inkubdcid 1épéséig hasonlé a fent leirtakhoz. Ezt kdvetden a sejteket
propidium jodid nélkiil reszuszpendéltam és mostam HBSS-ben, majd centrifugélést

kovetden a sejteket 50 uL. HBSS-ben vettem fel, melyben 10 pg/mL végkoncentricidji
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PerCP-konjugdlt antitestekkel (igy CD45-, CD3-, CDI19-ellenes), kontrollként
megfeleld izotipus antitestekkel inkubdltam 20 percig. A jel6lés utan a sejteket FacScan

dramlasi citométeren vizsgaltam.

5. Konfokdlis mikroszkopia

Koriilbeliil 10°, primer betegmintdbdl szarmazé sejtet centrifugaldst kovetden 100 pL
PBS-ben reszuszpendéltam és citocentrifugdban (Wescor, Logan, UT, 1000 rpm, 5 perc)
targylemezre iilepitettem. A prepardtumokat alufélidba csomagolva felhasznalasig -20
°C-on taroltam. A citospin készitményeket kiolvasztottam és 4%-os PFA-ban fixdltam
10 percig, majd 3x mostam PBS-ben. A FITC-vel konjugélt anti-FXIII monoklonalis
antitesteket 15 pg/mL koncentracidban vettem fel 1 mg/mL BSA-t tartalmaz6 PBS-ben,
majd 30 percen at 0,1% Triton X-100-ban szobah6n permeabilizdltam a sejteket. Az
inkubécid utolso 5 percében 0,5 png/mL végkoncentracidban propidium jodidot adtam az
oldathoz. Ezutdn a készitményeket 3x mostam 1 mg/mL BSA-t és 0,05% Triton X-100-
at tartalmazé PBS-ben. Végiil a mintdkat djra PBS-ben mostam és 10 uL. Mowiol-al
(0,1 M Tris-HCI, pH 8,5, 250 g/L glicerol és 10% Mowiol 4-88) fedtem be.

A szuszpendalt sejtek jelolése hasonld protokoll szerint tortént kivéve, hogy a jelolés
soran 0,05% Tritont, mig a mosdshoz 0,01% Tritont alkalmaztam. A mosasokhoz 3 mL
puffert haszndltam és 300 g-n 5 percig torténd centrifugdlast végeztem. Az utolsé
tiledéket 10 L. Mowiol-al kevertem 6ssze €s tiszta targylemezekre vittem fel a sejteket.
A mikroszképos analizist Zeiss (Gottingen, Germany) LSM 510 rendszerrel végeztem
C-Apochromat 63x/1,25 NA vizimmerziés objektivvel. A fluoreszceint 488 nm-es
Argon ion lézerrel, a propidium jodidot 543 nm HeNe 1ézerrel gerjesztettem és a jeleket
505-550 nm-es sdvsziirdn, illetve 560 nm-es long pass filtert hasznélva gyijtéttem be. A

detektdlashoz 1 um optikai szeleteket és 512x512 pixel-es képeket készitettem. A pixel
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id6 6,4 us volt. Valamennyi felvétel olyan médon tortént, amely a csatornak kozotti

atszennyezést (,,spillover”) kikiiszobolte.

6. FXIII-A ELISA vizsgdlat

A XllI-as faktor "A" alegységének sejtlizitumbdl torténd meghatdrozasat az intézetiik
munkacsoportja dltal kozolt mdédszer alapjan kis mddositdssal végeztem (71). Roviden,
a trombocita kontaminécio elkeriilése érdekében a limfoid sejteket, illetve a magnes
gyongyokkel CD14 pozitivitds alapjan szeparalt monocitdkat 3x mostam 20 mM
EDTA-t tartalmaz6 PBS-ben (2200g, 4 percig). Majd sejtszamot mértem az ultrahangos
szonikalds (Branson, Danbury, CT, 4°C, 3x30 masodperc) el6tt, hogy pontosan
kalkulalhaté legyen az FXIII-A/sejt tartalom. Ezt kdvetden streptavidinnel fedett ELISA
lemezeken egyiitt inkubdltam biotindlt FXIII-A ellenes befogd monoklondlis antitestet,
a higitott sejtlizitumot valamint egy mdsik FXIII-A epitop ellenes peroxidédzzal jelolt
monoklondlis antitestet. Az 1 6rds inkubéciét kovetden a lemezeket PBS-sel mostam
majd a reakciét el6hivtam és kénsavval leéllitottam. Az abszorbancidkat minden esetben

Labsystem Multiscan microplate leolvaséval olvastam le 450 nm-en.

7. Western-blot (FXIII-A)

A FXIII-A kimutatashoz az ALL-es, illetve a negativ kontrollként hasznalt B-CLL
eredetli csontveldi- illetve periférids vérmintdk vvt tartalmat BD FACS lizdloval
lizaltam, majd a sejteket 3x mostam 20 mM EDTA-t tartalmazé PBS-ben (2200g, 4
percig). Az utols6 mosast kovetden a sejteket 100 puL. SDS PAGE minta pufferben
vettem fel (62,5 mM Tris-HCI, 2% SDS, 10% glicerol, 0,1% brémfenol kék, 4,5%
merkaptoetanol), majd a keveréket 5 percig forraltam. A mintdkbdl minden esetben

egyforma sejtszaimnak megfeleld lizatumot vittem fel a gélre.
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A mintat 7,5%-0s SDS poliakrilamid gélre vittem fel, €s 40 mA-en redukdlé kozegben
elektroforetizaltam (BioRad, Hercules, CA), majd Immobilon P membranra (Millipore,
Bedford, MA) blottoltam (Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell késziilék, Bio-Rad).
A nem specifikus kotések blokkoldsdra 1 6rdn 4t rdzégépen szobahdn 3%-os zselatin
tartalmu oldatban (0,5 M NaCl, 20mM Tris-HCI, pH: 7,5; TBS) inkubéltam a membrant
és éjszakdra 4°C-on TBS-ben tartottam. Az elsd antitest FXIII-A ellenes poliklondlis
nyul szérum 5000x higitdsa volt 1%-os zselatinos TBS-ben. Majd rdzogépen 1 Ora
inkubécidt kovetden 3x5 percig TTBS-ben mostam a membrant. Masodik antitestként
biotinlt anti-nydl immunglobulin 4000x higitdsat hasznaltam. Ujabb 30 perc inkubéci6
kovetkezett a razogépen sotétben, majd mosas TTBS-ben 3x5 percig és ezt kovetden
Vectastain-kittel tortént az el6hivds. A szubsztrat oldat elektro-kemilumineszcencia

(ECL) elve alapjan detektalta a savokat, melyeket rontgenfilmen rogzitettem.
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EREDMENYEK

A normadil sejtek standardként valo alkalmazdsa PNH-ban

2001. januar és 2004. december kozott, munkatdrsaimmal egyiitt 80 klinikailag
hemolizdlé beteg mintdjat vizsgiltam PNH irdnyba, végiil 4 esetben lehetett PNH-t
kimutatni. Mind a 4 beteg anamnézisében hasi fdjdalom, hanyds, sotét vizelet és 14z
szerepelt. A laboratériumi tesztek nem konjugalt hiperbilirubinémiét, emelkedett LDH
aktivitdst és hemolizist mutattak.

A vorosvérsejteket és a leukocitdkat direkt immunfluoreszcens jelolést kdvetden az
atlagos fluoreszcencia intenzitisuk (MFI) alapjan soroltam I-es, Il-es, illetve Ill-as
csoportba. A CDS55 és CD59 jelolés kapcsan valamennyi sejttipus 10-es MFI érték alatt
nevezhet6 Ill-as tipustnak. A Il-es tipusu sejtek esetén az MFI 34+11 volt, I-es tipusd
sejtek estén pedig 280+150. A CD14 marker esetén a IIl-as tipusu sejtek MFI-je 39136
volt, II-es tipusi nem fordult eld, az I-es tipusi sejteké pedig 2060x1000 értéket
mutatott. Ezen értékek Osszhangban vannak a CD14 magasabb expresszidjaval
monocitdkon. A kvantitativ analizishez haszndlt Quantibrite gyongyokre felvitt PE
molekuldk fluoreszcencia intenzitdsit a sejtek MFI értékeihez viszonyitottam.
Valamennyi felhasznalt antitest monovalens volt és a PE:mAb ardny minden esetben 1
volt, igy az antitest kotd kapacitis (ABC) megadhat6 volt. Egy PNH-s beteg
granulocitdinak reprezentativ hisztogramjan (3. dbra) két sejtpopulacié kiilonithet6 el a
CD55 és CD59 expresszio alapjdn, ugyanis a sejtek egy részén nem mutathaté ki GPI-
horgonyzott fehérje, a masik szubpopulédcié normdl expresszidval jellemezhetd.

A vvt-k esetében az adott markerre negativ sejtek ardnya a granulocitdk és a monocitak
mintegy 40%-a volt. A jelenség a PNH-s vvt-k szeletiv destrukcidjdval magyarazhato.

A PNH-s klén ardnya jobban megitélhetd a granulocitak és a monocitak vizsgéalataval.
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3. dbra: A CDS55 és CD59 kifejez6dése granulocitdkon. Folytonos vonal: normdl minta,

szaggatott vonal: PNH-s minta.

A vizsgilatok sordn bevezettem az MFI rita hasznélatit, ami a II-es és Ill-as tipusud
PNH sejtek, valamint az ezekhez rendelheté normal populacié MFI értékek hanyadosa.
A PNH-s és a normdl sejtek anndl pontosabban kiilonboztetheték meg a GPI-
horgonyzott fehérje kifejezodése alapjan, minél kisebb az MFI rata. Régebbi
megfigyelés, hogy az anti-CD55 nem képes olyan mértékben a kdros vvt populicié
azonositdsira, mint az anti-CD59 (42). Ez szamszerlen is igazolhaté volt az MFI rata
hasznélatdval, ugyanis az anti-CD59 esetén alacsonyabb MFI réitdkat kapunk (0,011-
0,031) mint az anti-CD55 esetében (0,049-0,096).

Mindhdrom sejtpopuldcidban meghatdroztam a szdzalékos negativitds értékeket -ami a
nem jelolodott “negativ”’ sejtek szdzalékos el6forduldsa a vizsgalt sejtpopuldcidban - és
az MFI ratdkat (4. dbra). Az eredmények szerint a monocita a legmegfelelbb sejttipus a
PNH-s kl6n méretének meghatiarozdsira, hiszen ezen populdciéndl voltak a
legalacsonyabbak az MFI ratdk (0,007-0,015). Ezért az ajanlhat6, hogy a PNH klon
méretének meghatarozasarakor a CD14 negativ monocitdk %-os értéket adjuk meg az

MFI rataval egyiitt.

29



A
100
80
£
£ 60
s
GD)D
2 40 1 T
N3
20
[¢]
CDS5 CD59 CD55 CD59 CD55 CD59 CD14
VvVT PMN MONO
B
0.6
0.5
04 T
s
=
= 03
=
0.2
) !__-
0 m
CD55 CD59 CD55 CD59 CD55 CD59 CD14
VVT PMN MONO

4. dbra: A CD55 és CD59 valamint a CD14 kifejez0dés vizsgalata a vvt, granulocita (PMN) és
monocita (MONO) populacidkban. Az "A" dbrarész az eredményeket mint %-os negativitds (az

adott markerre negativ sejtek %-os ardnya), a "B" mint MFI ratt adja meg.

A P-glikoprotein és MDR vizsgdlata

A kalcein esszé sejtfelszini markerrel végzett jeloléssel kombindlhaté. Az MDR
aktivitdis PE-jelolt antitestekkel egyiitt vizsgalva problematikus. Ugyanis a kalcein
rendkiviil intenziven vilagit az FL-1 csatorndn, ezért az FL-2 csatorndn megjelend
fluoreszcencia atvilagitas (,,spillover”) miatt az itt jelet adé PE-jelolt antitesttel nem
alkalmazhaté. Megfelel6 kompenzacioval PerCP- vagy PE-Cy5-konjugélt antitestekkel
az FL3 csatorndn (>650 nm) az MDR aktivitas és a felszini jel6lés mégis kombinalhato.
Ennek sordn direkt sejtfelszini jelolés tortént anti-CD19- és anti-CD3-PE-Cy5
monoklondlis antitestekkel az izoldlt mononukledris sejtek kalceinnel tortént
inkubéldsat kovetden. Ennek eredményeképpen a kiilonbozd sejtek (B-, T-sejtek) MDR

aktivitdsa meghatdrozhatd volt. A jelolddést egészséges T- és B-sejteknél 20 esetben az
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FL1 (kalcein jel)-FL3 (PE-Cy5 jel) ,,dot plot” dbrak alkalmazéasaval elemeztem. Azt
talaltam, hogy a normal limfocitdk MDR aktivitasat tekintve a T-sejteké magasabb volt

mint a B-sejteké (5. dbra).
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5. dbra: Kalcein esszé és sejtfelszini jelolés kombinéciéja. A dot plot képeken a vizszintes
tengelyen a kalcein jel, az FL-3 csatorndn a felszini jelolés (marker fluoreszcencia) lathatd,
amelynek segitségével kiilon megadhaté a CD19+ B-sejtek (R2) és a CD3+ T-sejtek (R3) MDR
aktivitdsa. Az édbra alsé részén a B- (CD19+) és T-sejtek (CD3+) MAF értékeinek atlagat

mutatja 20 mérés alapjan, az oszlopok tetején a szdérassal.
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XIII-as faktor kimutatdsa AML-ben

Munkacsoportunk el6zetes adatai szerint az FXIII-A a monocita sejtvonal egyik igen

korai markerének tarthatd, amely egészséges és leukémidsan transzformalt sejtekben

egyarant megjelenik (72). Kiilonods értékét szelektiv expresszidja adja, ugyanis a

granulocita sejtvonalban nem fejezddik ki. Munkatarsaimmal kozosen folytatott

vizsgélatok szerint akut monocitds és mielomonocitds leukémidban az FXIII-A a CD14-

nél érzékenyebben azonositotta a blaszt sejteket (6. dbra).
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6. abra: FXIII-A jelolddési mintdzat AML
M1 (A) és M5 (B, C) esetén csontveldi
mintdkban 3-szinli dramldsi citometridval.
A jobb oldali panelek a felszini CD33 és
CD14 expresszit, a bal oldali panelek a
citoplazmatikus ~MPO és  FXIII-A
jelolédést dbrazoljak. Az M1-es mintdban
az MPO pozitivitdas CD14 ¢és FXIII-A
negativitassal tarsul. M5 esetekben az
MPO-ra gyengén jel6l6d6 FXIII-A pozitiv
sejtek ardnya vagy megegyezik a
sejtfelszini CD14 expresszidval (B), vagy
az FXIII-A pozitivitds alapjan tobb koros
sejt azonosithatd mint a CD14 jelolddés

alapjan (C).

Az M4 és M5 esetekkel ellentétben a krénikus mielomonocitds leukémia (CMML)

mintdkban a CD14 és az FXIII-A egyforma szdzalékos pozitvitdst adott, mely arra utalt,
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hogy érettebb sejtek esetén a két reakcié azonos populaciét jelolt. A mieloblasztos és
monoblasztos leukémidkat osszehasonlitva az FXIII-A reakci6 szenzitivitasa 100% volt,
a specificitdsa 95% volt. Az FXIII-A expresszionak, mds citoplazmatikus markerektdl
eltérden kiilonleges jellegzetessége AML M4, M5 és CMML esetén az, hogy a jelolodés

intenzitdsa nagyobb mint a normélis periférids vér monocitai esetén (7. dbra).

700
=
é §00 f-- - == ]I 7. abra: Normdl és leukémids monocitak
-;25 a0 L , ] FXIII-A jelolédése. A jelolédés intenzitdsa
é w00 | (MFI) szignifikdnsan (p<0.05) nagyobb
i- - volt a leukémids sejteken mint a normal
E g monocitdkon. (AML M4 n=25, AML M5

100

0 -

Mo M4 M5 CMML

A megakariocita sejtvonalat tekintve, AML M7 esetében az FXIII-A jel6lodés
specifikusabb a hagyomdnyosan alkalmazott trombocita/megakariocita markereknél,
ugyanis ezen markerek analizise alapjan a valédi megakarioblaszt arany megéllapitasa
nem mindig egyszer. AML M1-M6 FAB csoportokban, sot normél mieloid sejteken is
gyakran igen jelentds CD42a (GPIX), CD42b (GPIb) és CD41 (GPIIb) jelolodés
mutathat6 ki. Erre kordbban morfoldgiai eredmények alapjan mas szerzok is felhivtak a
figyelmet (73). Ennek oka az, hogy kalcium-fiiggd mddon trombocitik vagy
trombocita mikropartikuldk tapadnak a mieloid sejtekhez. Ez a jelenség nem csupdn
malignus hematoldgiai korképekben fordul eld, leirtdk extrakorpordlis keringést és
reperfiiziét kovetden a korondridkban és a periférids vérben (74). A vizsgdlati minta

EDTA-s mosdssal val6 el6kezelésével ez a fals-pozitiv reakci6 kikiiszobdlhetd. Ilyenkor
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a trombocita glikoprotein analizis eredménye az FXIII-A jelolodéssel megegyezo

eredményt mutat, amelynek eredményeként a valés megakariocita ardny adhaté meg (8.

abra).
GPIIb cyFXIII-A
nem
mosott
190 100 102 103 109 10" 102 108 1@
cyFXxIll FITC ->
mosott
100 1o 102 103 100 107 102
>y FXI FITC ->

8. dbra: A CD41 (GPIIb) és a cyFXIII-A jelolddési mintdzat vizsgalata akut megakarioblasztos
leukémias betegben (AML M7). (A ,,Paint a gate” szoftver alkalmazasaval altalunk kivalasztott
szinben jelenitheték meg adott sejtpopuléciok. Jelen eseteben az aldbbi szinkddokat haszndltam:

piros: megakarioblasztok, zold: mieloid sejtek, kék: limfoid sejtek).
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XIII-as faktor kimutatdsa ALL-ben

Az akut limfoblasztos leukémidk (ALL) immunfenotipusukat tekintve dramlasi
citometridval igen j6l karakterizalt csoportokba oszthatok. Az ALL-ek nagyobb hanyada
B-sejtes, amely tovdbb oszthaté az EGIL (European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias) ajdnldsai alapjan a kovetkezd alcsoportokra: pro-B
ALL, common ALL (cALL), (late) pre-B ALL és érett-B ALL (12). A leggyakrabban
eléforduld tipus a cALL. Erre a csoportra a sejtfelszini CD10 intenziv kifejez6dése
»overexpresszidja”, valamint ezzel egyidejileg az intracitoplazmatikus IgM hidnya
jellemz6. A limfoblasztok B-sejt markereket (CD19, CD22, CD79a) expresszalnak és
gyakran éretlenségi markerekre (CD34, TdT) is pozitivak. A fenti fenotipus
jellemzokon tdilmenden a B-sejtes ALL-ek gyakorta mutatnak egyéb aberrdns
markerexpressziokat (LAIP). Differencidlatlan ALL-ek fenotipus vizsgdlata sordn
észleltem el6szor, hogy az ALL-es mintdk egy részében intracelluldris FXIII-A poziti-
vitds mutathatd ki hasonléan a kordbban részletezett AML esetekhez. Az FXIII-A
jelolédés koexpressziot mutatott a limfoblasztok markereivel (CD79a, CD19, CD34,
CD10, TdT) (9. dbra). Négy év alatt 47 de novo B-sejtes ALL esetet szisztematikusan
vizsgiltam. Azt taldltam, hogy az esetek 40%-dban volt detektilhaté az
intracitoplazmatikus FXIII-A pozitivitds. A pozitivitds hatarértéket a sejtek 30%-anak
jelolodése esetén definidlva azt az eredményt kaptam, hogy az FXIII-A-pozitiv (FXIII-
A+) esetekben a jelolodés mértéke 66% volt, mig az FXII-A-negativ (FXIII-A-)

esetekben 6,5% (9. abra).
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9. dbra: A felszini és intracelluldris antigének expresszidja cALL FXIII-A+ (sotét oszlopok) és
FXIII-A- (savozott oszlopok) csoportjdban (pozitivitasi ,,cut-off” 30%). Az oszlopok tetején az
SD-ket is feltiintettiik. Az FXIII-A jelolddés kivételével nem voltak 1ényeges eltérések a két

csoport expressziés mintdzata kozott.

A pozitiv és negativ sejtek a fenotipus alapjan jol elkiilonithetdk voltak és az FXIII-A
jelolddés minden alkalommal a limfoblaszt populdciéban volt kimutathatd. Ezen sejtek
altaldban CD45-dim jelolédést és CD34 pozitivitdst mutattak. Az érett B-sejtek, mint
amilyenek B-sejtes CLL-ben detektdlhatok az dramldsi citometriai vizsgdlat sordn
valamennyi esetben negativak voltak az FXIII-A jelolodésre (10. dbra). A limfoblasztok
FXIII-A expresszidja vératlan eredmény volt, igy az FXIII-A jelenlétét a kodros

sejtekben egyéb mddszerekkel is verifikdltam (11. dbra).
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Azért, hogy a vérlemezkékben biztosan megtaldlhaté jelentés mennyiségii FXIII-A ne
zavarhasson a mérések soran, a limfoblasztokat EDTA-s mosassal trombocita-
mentesitettem. Ezt kovetden elvégeztem az FXIII-A kimutatdsit Western-blot
technikdval. A vizsgdlat aldtdmasztotta az dramldsi citometridval nyert eredményeket: a
kordbban FXIII-A+ esetekben - redukdlé koriilmények kozt - egy 82 kDa protein volt
kimutathat6. A trombocita-mentesitett limfoblasztokat lizdlva meghatiroztam az
intracelluldris FXIII-A tartalmat egy ELISA rendszerben, amely kizdrdlag az A,

alegységet detektdlja. A vizsgdlatok sordn Ugy taldltam, hogy a limfoblasztok 3,1
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fg/blaszt atlagos mennyiségben tartalmaznak FXIII-A-t, amely ugyan jelent6sen

kevesebb a monocitikban kimutatott 37 fg/sejt atlagértéktol, de a sejtek térfogatbeli

kiilonbségeit figyelembe véve ez a mennyiség nem elhanyagolhaté. Konfokalis 1ézer

szkenning mikroszkdpia segitségével kiillonbozé sikokban vizsgiltam az FXIII-A

elhelyezkedését. Azt taldltam a kisérletek sordn, hogy a lokalizdcié valamennyi esetben

intracitoplazmatikus volt (12. dbra).

146pum x 146pm 18.3um x 18.3pum
FXIII-A

FXIII-A/PI

20.9um x 20.9pum

18.3pum x 18.3pm 28.8um x 28.8um

12. 4bra: FXIII-A kimutatdsa
konfokalis mikroszképidval. A
sejtmagok PI jeloléssel pirosra
festddnek. A limfoblasztokban
(A-E) az FXII-A FITC-
jeloléssel  (zold) intracito-
plazmatikusan volt kimutat-
hatd, hasonléan a normal
monocitdkhoz (F). A C
abrarész bal alsé kvadransdban
a faziskontraszt kép lathat6. Az
FXIII-A mind a citospin (D),
mind a sejtszuszpenziébdl
késziilt (E) prepardtumokban a
sejtek  citoplazmdjaban  volt

kimutathato.

Az ALL-es sejtekben megjelend, tobb mddszerrel igazolt FXIII-A expresszid a

leukémias limfoblasztok jellegzetessége, ugyanis Ossejtmobilizacié kapcsdn magneses
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szeparalassal nyert normal CD34+ B-sejt prekurzorokban az FXIII-A jel6l6dés nem volt

kimutathaté (13. dbra).
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13. abra. Normadl B-sejt prekurzorokban FXIII-A nem volt kimutathatd, amint az a mignesesen
szeparalt CD34+ sejtekben lathaté. A B-sejteket jelold cyCD790+ sejtek nem mutatnak FXIII-

A expressziot.

Jelolés: FXII-A(FITC)/CD790(PE)/CD34PerCP és CD45(FITC)/CD79aPE/CD34PerCP.

Az FXII-A jelenlétét a monocita/makrofdg és a megakariocita/trombocita
sejtvonalakon kiviil a csontveldben és a vérben nem mutattdk ki mas eredetii sejtekben,
mikdzben — amint azt sajit vizsgdlataim is megerdsitették - a normdl csontveldi és
periférids vér limfocitdk és prekurzoraik nem tartalmaznak XIII-as faktort (72,75). A
legels6 esetben mellékjelenségként észleltem az FXIII-A megjelenését B-sejt eredetii
ALL-es mintdban. Ezt az 1j észlelést szisztematikus vizsgalatsorozat kovette, amely
soran szamos FXII-A+ ALL esetet azonositottam és az FXIII-A expressziot a
limfoblasztokban tobb mas mddszerrel (ELISA technika, Western-blot és konfokalis
mikroszkdpia) igazoltam. Az esetleges trombocita szatellitézis altal okozott dlpozitiv
reakciot dramldsi citometriai, mikroszképos technikdk, valamint ELISA alkalmazasaval
kizartam. Az FXIII-A+ limfoblasztok MFI értéke alacsonyabb volt mint az AML M4
vagy M5 alcsoporti leukémids sejteké. ELISA vizsgélatokkal azt taldltam, hogy az
aramlasi citometriaval FXIII-A+ leukémias limfoblasztok tartalmaznak FXIII-A-t, bar
egy nagysagrenddel kisebb mennyiségben mint a normal monocitdk. ALL-ben gyakori

az aberrdns immunfenotipus jelenléte, sokszor detektilhaté mieloid antigének
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expresszidja a patologids sejteken. Ezért fontos kiemelni, hogy az FXIII-A+ ALL-ek
nagy részében, nevezetesen a 19 betegbdl 15-ben nem volt kimutathaté mieloid marker
expresszid: 3 betegnél CD13 pozitivitést, egy esetben CD33 expressziot észleltem.

Alapvetden djonnan felismert ALL eseteket haszndltam az FXIII-A vizsgdlatokra, de
néhany esetben a betegek kovetésénél is elvégeztem harmas jeloléssel 100 000 sejt
analizisével az FXIII-A vizsgilatot dramlési citometridval, amely korreldciét mutatott a
klinikai képpel (az FXIII-A-pozitiv blasztok eltlinésével parhuzamosan klinikai
remisszid alakult ki) (14. dbra). Ezek alapjan felvetodik annak a lehetdsége, hogy az

FXIII-A kovetésre is alkalmas lehet a jovoben. Ilyen irdnyu vizsgalatok folyamatban

vannak.
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14. abra. FXIII-A-pozitiv ALL kovetése dramldsi citometridval. A CD45dim/FXIII-A +
blasztokat bekeretzve tiintettem fel. A diagndziskor észlelt blaszt populécié a 8. napra jelentdsen

csokkent, a 33. napon a jel a detektdlasi limit ald esett.

Zap-70 analizis optimalizdldsa B-CLL-ben
A Zap-70 dramlédsi citometridval kimutathatd6 marker, melynek detektdldsara
konjugdlatlan és direkt fluoroforral konjugalt tobbféle antitest klén all rendelkezésre,

amelyek alkalmazdsaval 3- és 4-szini multikolor aramldsi citometriai analizis is
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végezhetd. Az eltérd jelolési eljarasokon tilmenden a kiilonbozo sejtpermeabilizasi
kitek haszndlata, az analizis mdédszerek, lehet6ségek terén is nagy a variabilitds (76). A
detektdlds mddszertani kiilonbségei jelentdsen befolydsoljdk az analizis eredményét, a
Zap-70-pozitiv B-sejtek ardnyét. Kontrollként az elsd vizsgilatok a biztosan Zap-70-
pozitiv T- és NK-sejteket haszndltdk (77). Negativ kontrollként egyes szerzok semleges
izotipus antitestet alkalmaztak (78), mds centrumokban a biztosan Zap-70-negativ
normdl B-sejtekhez viszonyitottak (79,80). Tobb munkacsoport végzett kvantitativ
dramlési citometriat, az eredményt (81) példaul MFI rataban (T+NK vs. B-sejt
populacié MFI) fejezték ki, vagy MESF értékeket haszonlitottak 6ssze a hagyomanyos
szdzalékos eredményekkel (82). Mindez az analizis standardizaldsanak,
optimalizdlasdnak sziikségességét jelzi, amelyre, a munkacsoportommal kozosen
folytatott viszgalatokban indirekt jelolési technikat alkalmazva tettem kisérletet. Tiz
normdl periférids vérmintat 24 6ran beliil vizsgdltam, hogy pontosan meghatirozhaté
legyen az eredmények megaddsdndl kulcsfontossdgu vertikdlis kurzor helyzete az
alapjan, hogy ismert a normél B-, illetve T- és NK-sejtekben a Zap-70 hidnya, illetve
jelenléte, rendre. A vertikdlis kurzort tébb pozicidba allitva (1%, 2%, 5% T/NK-sejt
negativitds), a leghitelesebb eredményeket abban az esetben kaptam, ha a T/NK-sejtek
5%-a mutatott Zap-70 negativitist. Ekkor a normdal B-sejtek atlagos jelolodése
3,36%12,32 volt, ami j6 korrelaciét mutatott korabbi irodalmi adatokkal (5-6%) (77).
Ez az érték 2%-os T/NK-sejt negativitas esetén 9,1%=x7,16 volt, mig 1%-os T/NK-sejt
negativitast véve alapul 17,3%=11,45-nek adodott. Ahogyan a normal sejtek esetén, Ggy
CLL-es betegek ugyanazon médon meghatirozott Zap-70 eredményeiben is jelentds
kiillonbségekhez vezetnek a vertikdlis kurzor eltérd bedllitdsai. A megbizhat6, standard
moédszer hidnya akdr a prognosztikai besoroldst is megvaltoztathatja, a hagyoményos

20%-os ,,cut off” értéket véve alapul (15. dbra).
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15. dbra: A vertikdlis kurzor helyzetének hatdsa a normdl és B-CLL-es limfocitik Zap-70-
pozitivitdsara. Minél magasabb a Zap-70-negativ T/NK-sejt ardny, annal alacsonyabb a Zap-70-

pozitiv B-sejtek aranya.

Amennyiben normél B-sejteket akarunk belsd negativ kontrollként haszndlni CLL-es
betegek vizsgilata sordn, sziikség lehet mds egészséges egyéntdl szdrmazd szepardlt
mononukledris sejtek hozzdkeverésére a beteg mintdhoz (80), ugyanis a legtébb
betegben az Osszes B-sejt kéros (CD5/CD20/CD23-pozitiv) fenotipusu.

Egészséges egyéntdl mononukledris sejteket szepardltam, majd a sejtszuszpenzidt
ismert B-CLL-es betegek vérmintdihoz kevertem. A vizsgélatba bevont betegek limfoid
sejtjei dontéen B-CLL immunfenotipustiak voltak, benniik kevés T/NK-sejt mellett
normdl rezidudlis B-sejt nem volt kimutathatd. Az analizis sordn mintegy 4%-ban

megjelent a patoldgids sejtpopulacié mellett egy CDS5-negativ normal B-sejt csoport,
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amelyhez a vertikdlis kurzort 4llitva hasonlé eredményt kaptam, mint amikor a
mintdban ugyancsak jelenlévé T/NK-sejtekhez illesztettem, a kordbban emitett médon

(5% Zap-70-negativ T/NK-sejt) a kurzort (16. 4dbra).

A B

SSC

CD3+CD5

16. abra: Normadl és CLL B-sejtek 4-szinii, keveréses dramlési citometrids vizsgalata.

B-CLL-es beteg periférids véréhez szeparalt egészséges mononukledris sejteket kevertem és 4-
szinnel jeldltem: Zap-70-FITC(FL-1)/CD5-PE(FL-2)/CD3-PerCP,CD56-PE-Cy5(FL-3)/CD19-
APC(FL-4). Az ,,A” dot ploton a B-limfocitdkat kapuztam be, a piros dot plotok ebbdl a
kapubdl szarmaznak. Az ,.B” dot ploton a limfocitdkra kapuztam, a zold felh6képek erre a
sejtpopuldciéra vonatkoznak. A normdl (CD19+/CD5-) B-sejtek ardnya 4%, a Zap-70
expresszi6 a B-CLL sejteken 91%, a vertikalis kurzort a T/NK-sejtekre (5%-uk negativ) allitva.
A vertikdlis kurzort a normdl B-sejtekre (5%-uk pozitiv) dllitva a Zap-70 expresszié hasonld:

94%.
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Minimalis rezidudlis betegség (MRD) vizsgdlata monoklondlis antitest terdpidt
kovetden dramldsi citometridval ALL-ben

Egy 15 éves ndébeteget klinikus kollaboraciés partnereim cALL miatt az ALL-BFM 95
(83) protokoll szerint kezeltek. A beteg a diagn6zis utdn 48 honappal visszaesett. Ekkor
ALL R-87 (84) protokoll szerinti terdpiat kapott, amelyet kortikoszteroid pszichdzis és a
jobb femurfej avaszkuldris nekrézisa kisért. Hatvanhét honap milva masodik csontveldi
relapszus  kovetkezett be. Ekkor dramldsi citometridval 76%-ban CDI10
bright/CD19/TdT koexpressziéju limfoblasztokat (3432 blaszt/uL) mutattam ki a
csontveldi mintdban. A relapszuskor azonositott blaszt populdcié 59%-a egyidejiileg
CD20-pozitiv volt. A korabbi sulyos kortikoszteroid mellékhatdsok miatt alkalmazott
FLAG-IDA (85) indukcios kezelés harmadik, komplett remisszidt eredményezett,
detektdlasi hatdr alatti szigndlokkal mind morfoldgiai, mind &4ramldsi citometriai
technikdkkal vizsgdlva. A ,,Protokol M” konszolidacids kezelés utdn a blasztok dramlasi
citometridval ismét kimutathatovd valtak. Mivel a hagyomdnyos kemoterdpia
intenzifikdcidjat stlyos mieloszuppresszié korldtozta, és a beteg MRD pozitiv volt, két
alkalommal rituximabot (monoklondlis anti-CD20 antitest, MabThera®, Roche,
Hertfordshire, UK) kapott az ,,interim” fenntart6 kezelésbe illesztve, amelyet jol toleralt

(17. dbra).
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17. abra: cALL 3. relapszus korlefolyésa, kiilonos tekintettel a beteg MRD statuszara. MRD
nyomon kovetése dramldsi citometridval. Rituximab terdpia: 375 mg/mz, IMT: ,,interim”
fenntarté kezelés (egyezik a fennterté kezeléssel: 6-merkaptopurin 50mg/m’> naponta,
metotrexdt 20 mg/m’ hetente, per os). G-CSF: granulocita kolénia-stimuldlé faktor, Neg:

detektalasi limit alatt.

Az MRD vizsgélatokat szdmos idépontban, 100 000 sejt analizisével 3-szinii direkt
jelolési technikdval végeztem. A rituximab kezelés a CDI10/CDI19/TdT pozitiv
szubpopulacié csokkenését eredményezte, bar a blasztok szigndlja mindvégig
kimutathat6 volt, a CD20 expresszié mar az els6 inftziot kdvetden teljesen eltlint mind
a csontvel6i, mind a periférids vérmintdb6l és a késObbiekben sem tért vissza. A
mdsodik relapszus utdn 13 hénappal egy éretlen, CD19/TdT-pozitiv, ugyanakkor
CD10/CD20-negativ limfoblaszt populacié volt detektalhaté (12%, 879 blaszt/ulL) a
csontvelOben (17. dbra). A beteg ekkor beleegyezett az allogén hematopoetikus Ossejt

transzplantacioba (HSCT), djabb FLAG-IDA kezelést kapott és a HSCT elvégzése elott
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fulmindns tiido aszpergillézisban massziv pancitopénia mellett, 14 hénappal a masodik
relapszust kovetden elhinyt. Az dramlési citometriai MRD meghatdrozas mellett Q-
PCR alapti MRD monitorozds tortént a DE OEC Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Intézet Klinikai Genomika laboratériumdban, ahol a masodik relapszuskor azonositott
paciens-specifikus  monoklondlis  inkomplett T-sejt receptor (TCR) delta
génatrendezddés volt a target szekvencia. A kovetések sordn az elsd napi mintdhoz
tortént a tovabbiak hasonlitdsa. A kvantitdci6s hatdr 4,75x107 volt. Az MRD szignal
fokozatosan csokkent, majd a 6. honapra a detektdldsi hatar ald csokkent, az els6
rituximab kezelés elott, egészen a 10. honapig. Ekkortél az RQ-PCR-ral vizsgilt jel

ismét detektalhatéva valt és a 13. hénapra a kezdeti értéket is meghaladta.
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MEGBESZELES

A laboratériumi teszteknél fontos a szenzitivitds, specifitds és a prediktiv érték
ismerete. A sejteket jellemzO markerek detektdldsdndl lényeges kérdés a minta-
el6készités, ugyanis nem megfeleld metodikdk alkalmazdsa dalpozitiv és dlnegativ
eredményekhez vezethet. Meghatdrozd szempont, hogy a jelolés kizarélag azon sejteket
azonositsa, amelyek valddi pozitivitdst mutatnak az adott markerre és ne adjon nem-
specifikus reakciot. Az eredmények értékelésénél az aldbbi szempontokat vettem
figyelembe: a jel specificitisdnak értékelése (a fals pozitiv jelet adé populdciok
azonositdsa), a szenzitivitds vizsgélata és ahol értékelhetd, a prediktiv érték megadasa.

Az dramldsi citometridval tobb szini jeloléssel végzett immunfenotipus
vizsgédlatok a hagyomanyos morfoldgiai mdédszerek mellett a malignus és premalignus
hematolédgiai korképek diagnosztikdjdban a napjainkban haszndlatos eszkoztar alapvetd
kellékei. A pontos diagndzishoz, mely a kezelést alapvetden meghatirozza, sziikséges
egy reprodukdlhaté €s — hasonléan mds klinikai laboratériumi vizsgilatokhoz — jol
standardizalt médszer alkalmazdsa. A korrekt diagnézis megéllapitidsa mellett a klinikai
onkoldgidban jelentds igény mutatkozik prognosztikai faktorok detektildsara is. Ilyen
egyebek mellett a malignus sejtek citosztatikum rezisztencidja, hiszen ennek ismerete
meghatdrozhatja a vélasztott kemoterdpids kezelést. Az ezen betegségben szenveddknél
a kovetés ugyancsak nélkiilozhetetlen. Vizsgélataimat ezen témakorok (i) diagnosztika
aberrans fenotipusok azonositidsdval, (ii) prognosztika MDR kimutatdssal és Zap-70
expresszid vizsgalattal és (iii) kovetés MRD meghatdrozdsaval - koré csoportositottam.
Torekedtem az ezekre alkalmas dramldsi citometriai  markervizsgalatok

optimalizdlasara, valamint a modszert6l fiiggd lehetd legidedlisabb szenzitivitds és
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specificitds elérésére. Az 4aramlasi citometriai vizsgalat objektivitisdnak novelését
prébaltam elérni munkam sordn. Ehhez sziikséges szamos alapvetd modszertani ismeret,
mint a detektalhatdsdgi limit, amely a vizsgdlat szenzitivitdsit alapvetden meghatirozza.
Ez a paraméter ritka események azonositidsdndl leginkdbb a begylijtott események
szamatol fiigg, ezért sziikséges az, hogy rezidudlis betegség keresésekor joval tobb
sejtet (100 000-1 000 000) gytjtsiink be mint a diagnézis megallapitdsakor. A sejtek
sajat fényszorasabdl eredd autofluoreszcencids jelet sem hagyhatjuk figyelmen kiviil az
analizis sordn. Ez a jelenség kizardlag a kék (argon) 1€zer gerjesztésnél jelenthet komoly
problémét, mig az egyéb lézer fényforrdsokndl (pl. voros lézer) gyakorlatilag
elhanyagolhatd. A fluoroforok kvantumhatisfokanak ismerete, amely az &ltalam
alkalmazott festékmolekuldk esetén a fikoeritrinnél a legmagasabb, a fluoreszcencia
intenzitdson alapulé kiértékelések alkalmazasakor - igy az MFI-alapti eredménykozlés
esetén PNH-ban - nélkiilozhetetlen. Igen fontos a megfelel6 kontrollok hasznélata a
vizsgdlatok sordn, amely 2- és 3-szinli analizis esetén lehet példdul rutin
immunfenotipizaldskor izotipus kontroll (ugyanolyan eredetli, megegyezd izotipusu
ugyanazon fluoroforral jelolt, az emberben biztosan nem el6fordulé fehérje epitdp ellen
termeltetett antitest) vagy valamely ismert, biztosan pozitiv illetve negativ kontroll
hasznélata, mint példaul a Zap-70 meghatdrozasnal a jelolt normédl B- vagy T/NK-
sejtek. Ha a vizsgdland6 molekula funkciondlis aktivitisa lényegesebb a puszta
jelenléténél, célszerii funkciondlis tesztet alkalmazni, mint a Pgp esetén a kalcein esszét,
ami tovdbb kombindlhat6 felszini jelolésel, amely lehetdvé teszi a leukémia sejtek MDR
aktivitdsdnak mérését és a normdl sejtek kizardsat a vizsgdlatbol.

Bizonyos korképekben a kvantitativ meghatarozds 1ényegibb informaciot
szolgéltat, ennek segitségével kiilonithetok el példaul a PNH I-es, Il-es, illetve III-as

tipusi sejtek egymdstdl. PNH esetében mdara az dramlési citometriai vizsgalat
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gyorsasdga, egyszerlisége, pontossiga, relative olcsé volta és a kvantitativ analizis
lehet6sége miatt kulcsfontossdgi labordiagnosztikai modszerré valt, amelynek
segitségével a nem hemolizdl6 betegek kis PNH klénjai is detektalhaték. Igy a korabban
a diagnosztikdban haszndlatos teszteknél joval szenzitivebb moddszerré lépett eld.
Alkalmazésdval az I-es, II-es és IlI-as tipusu sejtek ardnya egzakt modon megadhatd.
A korabbi tanulmédnyok a GPI-horgonyzott fehérjék expressziéjat a PNH-s klon sejtjein
nem vetették Ossze az egészséges sejtek expresszids mintdzatdval. Vizsgélataim alapjan
egy Uj paraméter - az MFI réta - haszndlatat vezettem be, amely a Il-es és IIl-as tipusu
PNH sejtek és a megfelel6 normal populacié MFI értékének a hdanyadosa. Minél kisebb
az MFI réta, anndl jobban diszkriminél a GPI-horgonyzott marker a PNH-s és a normal
sejtek kozott. Eredményeim régebbi megfigyelésekkel 0sszhangban azt mutattik, hogy
az anti-CD55 nem azonositja olyan jol a kéros vvt populaciét, mint az anti-CD59 (42).
Ezt az észrevételt szamszerlien is tudtam igazolni az MFI rata alapjdn, mivel az anti-
CD59 esetén joval alacsonyabb MFI ritdkat kapunk, mint az anti-CD55 esetében.
Meghataroztam a szdzalékos negativitds értékeket és az MFI ratdkat a vvt, granulocita
és monocita sejtpopuldcidkban. Kordbbi vizsgélatok utaltak arra, hogy PNH esetén a
monocitdk rendelkeznek a legkevesebb GPI-horgonyzott fehérje mennyiséggel (86).
Eredményeim alapjan is elmondhatd, hogy a monocita az idedlis sejttipus a PNH-s klon
méretének meghatdrozasira, mivel az MFI ratak itt a legalacsonyabbak. Ezért ajanlhat6
az, hogy a PNH kl6n méretének meghatirozdsakor a CDI14-negativ monocitdk %-os
értékét adjuk meg a munkacsoportunk altal bevezetett MFI ritdval egyiitt.

A prognosztikai faktorok kozé sorolt citosztatikum rezisztencia detektildsara
igen sok moédszer 1étezik. A Pgp-t, bar nem az egyetlen fehérje a multidrog rezisztencia
(MDR) mechanizmus kialakuldsaban, az egyik legfontosabbnak tartjak. A Pgp analizis

alapvetéen harom kiilonb6z6 modszerrel torténhet: a Pgp mRNS kimutatasaval, a Pgp
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antigén meghatarozasaval €s a Pgp aktivitds vizsgdlataval. Az MDR detektalasa esetén
konszenzus protokoll ajanldsanak megfelelden két kiillonb6z6 mddszer hasznélata helyes
(87), példaul funkciondlis teszt és monoklondlis antitesttel végzett felszini jelolés
egyiittes alkalmazasa. A kalcein teszt egy funkciondlis esszé, amelynek alapja, hogy a
kalcein-acetoximetilészter (kalcein-AM), hidroféb molekulaként a sejtbe diffundil, a
vegyiiletet nem-specifikus intracitoplazmatikus eszterdzok hasitjdk, majd a MDR-ért
felelds transzporterek - koziilik a legfontosabb a Pgp - a fluoreszkélé kalceint
kipumpadljak. Az elobb emlitett proteinek hidnydban a hidrofil kalcein csapdaba esik.
Igy dramldsi citométerrel j61 mérhetd jelintenzitdsa jellemzi az MDR aktivitast. A
tesztben a fehérjék aktivitisanak gatlasira dgynevezett revertalé dgensek, modulator
vegyiiletek haszndlhatok. Ezek koziil a kisérletek sordn a verapamilt (Vp) alkalmaztam
(88). Az intracelluldris fluoreszcencia intenzitést a revertalo dgens jelenlétében (Vp+) és
hidnyaban (Vp-) detektdlva a transzporterek aktivitdsdnak mértékére kovetkeztethetiink.
Kvantitativ eredményt a fluoreszcencia intenzitdsok kiilonbségébdl nyerhetiink a
[MFI(Vp+) - MFI(Vp-)I/MFI (Vp+) x 100 képlet alapjan. A kapott eredmény egy
dimenzié nélkiili szdm, a multidrog rezisztencia aktivitds faktor (MAF), amelyet 3-3
parhuzamos mérés fluoreszcencia intenzitds értékeinek datlagdbol szdmoltam. Ezen
értékkel a MDR megléte érzékenyebben mutathaté ki mint direkt jelolési technikaval. A
kalcein teszt felszini jeloléssel egyiitt is elvégezhetd, ezdltal a specificitds novelésére
van lehetdség, amely lehetdvé teszi a malignus sejtek MDR aktivitdsdnak mérését és a
normdl sejtek kizdrdsdt a vizsgélatb6l. Irodalmi adatok alapjdn a leukémia sejtek
azonositdsara leginkdbb a CD34 jel6lés haszndlhaté (89), de vizsgdlhatjuk a CD45 dim
blaszt populaci6 MDR aktivitdsat is (90). Normdl limfocitdk MDR aktivitdsat
megvizsgdlva a T-sejteké magasabbnak mutatkozott a B-sejtekénél. Azonban az MDR

aktivitds PE-jelolt antitestekkel kombinélva problematikus, mivel a kalcein rendkiviil

50



intenziven vilagit az FL-1 csatorndn, igy az FL-2 csatorndn megjelend fluoreszcencia
atszennyezés miatt az itt jelet adé PE-jelolt antitesttel nem alkalmazhat6. Megfeleld
kompenzaciéval PerCP-konjugalt antitestekkel az FL3 csatornan (>650 nm) az MDR
aktivitds és a felszini jelolés mégis kombindlhaté. Ez azért birhat jelentdséggel, mivel a
kiilonb6z6 laboratériumok eredményeinek dsszevetése, az eltérd fluoroforok és az eltérd
kompenzicié kdvetkeztében nem minden esetben lehetséges (91).

A XllII-as véralvadasi faktor A alegységének (FXIII-A) citoplazmatikus jelenléte
régdta ismert a monocita/makrofég, illetve a megakariocita/trombocita sejtvonalban (75,
92-95). Kezdetben immunmorfolégiai moddszerek segitségével az FXIII-A-t ezen
sejtvonalak malignusan elfajult alakjaiban is kimutattdk (96). Az FXIII-A expressziot
munkacsoportunk tagjai, kordbbi munkdjuk sordn meghatiroztdk monocita és
granulocita sejtvonalakban. Méréseik kapcsdn azt taldltdk, hogy a monoblaszt
sejtvonalban konstitutive jelen van az FXIII-A és expresszidja nem fokozdodik tovabb az
éréssel. Ezzel szemben a mieloblasztokban a differencidlédds sordn nem mutathaté ki
FXIII-A. Tehdt az FXIII-A igen korai markernek tarthaté a monocita sejtvonalban,
szemben a granulocita sejtvonallal. Ezek alapjdn, munkatdrsaimmal AML blasztok
FXIII-A expresszidjat tanulmanyoztam. Az eredmények szerint az FXIII-A akut
monocitds és mielomonocitds leukémidkban, a hagyomanyos CD14 monocita markernél
szenzitivebbnek bizonyult a blasztok identifikdlasaban. A patoldgias sejtek FXIII-A
jelolodését a normdl periférids vér monocitdinak expresszidjaval Osszevetve azt
taldltam, hogy mas intracellularis markerektdl eltéréen a jelol6dés intenzivebb AML
M4, M5 és CMML esetén, ami az  FXIII-A expressziénak egy kiilonleges
jellegzetessége. A masik csontveldi eredetii, ismerten FXIII-A pozitiv (megakariociter)
sejtpopulacié koéros alakjait vizsgdlva azt taldltam, hogy az FXII-A jelolodés

specifikusabb a konvenciondlisan alkalmazott trombocita/megakariocita markereknél.
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Ezen markerek analizise alapjan ugyanis nem minden esetben egyszerii a trombocita
szatellitézis miatt a valdédi megakariocita/megakarioblaszt ardny megéallapitdsa.
Vizsgalataimban ezért egy specidlis trombocita-mentesité EDTA-s mosdsi technikét
haszndltam és azt taldltam, hogy megfeleld koriilmények kozott, a minta ilyen
eldkezelésével a trombocita adhézi6 a fehérvérsejt felszinekhez jelentdsen
csokkenthetd, igy ez a fals-pozitiv reakcid kikiiszobolhetd. Ekkor a trombocita
glikoprotein analizis eredménye az FXIII-A jeloléssel megegyezdvé valik, amelynek
eredményeként a valés megakariocita ardny adhat6 meg.

Eddigi ismereteink szerint a monocita/makrofag és a megakariocita/trombocita
sejtvonal normdl és leukémia sejtjeiben volt kimutathaté FXIII-A. A korabbi
vizsgédlatokban - beleértve sajat munkacsoportunk korabbi adatait is - azt talaltuk, hogy
a normdl csontveldi és periférids vér limfocitdk nem tartalmaznak XIII-as faktort
(72,75). Az FXIII-A megjelenése a gyermek- és felndttkori B-sejtes ALL-ek 40%-aban
véaratlan eredmény volt. A normdl B-sejt prekurzorokat megvizsgélva, nem volt FXIII-A
expresszid detektdlhatd, ahogyan érett B-sejt eredetli leukémia (B-CLL) sejtekben sem.
Természetesen ismét felmeriilt a trombocitdk dltal okozott, potencidlisan fals pozitiv
reakcié lehetdsége, amelyet kizdrtam az dramldsi citometriai moédszer mellett
alkalmazott mikroszkopos, valamint ELISA technikdkkal. Konfokalis 1ézer szkenning
mikroszkdpia segitségével kiillonbozo sikokban vizsgaltam az FXIII-A elhelyezkedését,
ugyanis kordbban az FXIII-A-t monocita/makrofdg sejtekben intranukledris
lokalizaciéban is megtaldltdk (97). A kisérletek sordn azt taldltam, hogy a lokalizacid
valamennyi esetben intracitoplazmatikus volt és a kordbban - peritonedlis makrofagok
esetén mar leirt - kondenzalt festddést mutatta (95). Az AML M4 vagy M5 alcsoportd
leukémia sejtekéhez viszonyitva az FXIII-A-pozitiv limfoblasztok MFI értéke

alacsonyabb volt. ELISA vizsgélatokkal azt taldltam, hogy a kdros limfoblasztok a
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normal monocitdkndl meglehetdsen kevesebb FXIII-A-t tartalmaznak (3,1 fg/sejt és 37
fg/sejt), rendre. Azonban az 4tlagos sejttérfogatok figyelembe vételével - hiszen a
monocitdk térfogata joval nagyobb - elmondhatd, hogy a limfoblasztokban az FXIII-A
mennyisége nem elhanyagolhaté és aramldsi citometridval az FXIII-A-pozitiv és —
negativ sejtpopulécié biztonsdggal elkiilonithetd. Mivel ALL-ben gyakran mutathatok
ki mieloid antigének, fontos megjegyezni, hogy az FXIII-A pozitiv ALL-ek nagy
részében nem volt egyéb mieloid marker koexpresszid, igy sem CD13-, sem CD33-
pozitivitas. Igy elmondhaté, hogy az FXIII-A pozitivitis ALL-ben egy kiilonleges,
leukémia-specifikus alcsoportot képvisel. Az aberrans, leukemia asszocidlt fenotipus
gyakori eltérés ALL-ben, de egyéb sejtvonalbdl szarmazo intracitoplazmatikus marker
lefrasara eddigi ismereteink szerint még nem keriilt sor. Nem ismert a XIII-as faktor
szerepe intracelluldrisan. Feltételezik szerepét a fagocitézisban (98), a makrofagok
alternativ aktivicidéjdban (99), de lefrtdk mar proangiogén hatdsit is (100). Tovabbi
vizsgdlatok zajlanak annak kideritése érdekében, hogy az FXIII-A pozitiv betegek
prognosztikailag kiilon csoportot jelentenek-e a negativakhoz képest.

A krénikus limfoporiferativ betegségek (CLPD) kozé sorolt B-sejtes kronikus
limfocitds leukémia felndttekben a leggyakoribb leukémia-forma, melynek lefolydsa
rendkiviil valtozatos. Prognosztikai csoportok létrehozdsa igen fontos, ugyanis a
betegek egy részében a viarhaté tdlélés nem tér el jelentdsen a hasonlé kord
egészségesekétdl, mig masokat a betegség gyors progresszidja és rovid tilélés jellemez
(64). Az utobbi idében szdmos nemzetkdzi tanulminy alapjdn az immunglobulin-
nehézldnc gén varidbilis régidjdnak (IgV(H)) muticids stitusza és a Zap-70
intracelluldris expresszidja kozott korrelaciot taldltak és a Zap-70 expressziot
Osszefiiggésbe hoztdk a betegség klinikai viselkedésével (67,68), igy a Zap-70

kifejez0dés meghatarozasa B-CLL-ben prediktiv értékii lehet. Fontos azt is
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megjegyezni, hogy a Zap-70 expresszid és a progndzis kozotti Osszefiiggés nem
egyértelmii, sokszor ellentmondasos (64).
A Zap-70 é4ramldsi citometridval kimutathaté marker, amelynek detektdldsa tobb
modszerrel lehetséges a sejtek permeabilizdlasat kovetden. Az ebbdl eredd
kiilonbségeken tdlmenden az analizis terén is nagy a variabilitds (76), melyek
eredményeként a Zap-70 pozitiv B-sejtek ardnya megadhatd.
Vizsgdlataimban a Zap-70 dramldsi citometridval  torténd  kimutatdsdnak
optimalizalasara torkedtem. A mintavételt kovetd 24 dran beliil elvégeztem normél B-
és T/NK-sejtek, valamint klinikai B-CLL-es vérmintdk Zap-70 expresszios vizsgalatat
és analizisét indirekt intracitoplazmatikus jeloléssel, 100 000 sejt begyiijtésével, igy a
detektdlasi limit véltoztatdsival a szenzitivitist igyekeztem novelni. Fontos
megjegyezni, hogy vizsgilataimban az irodalomban legelfogadottabban hasznalt 20%-
os ,,cut off” értéket tekintettem a pozitivitds hatdrdnak. Az analizis sordn a specificitds
kérdése is létfontossagu, amelyet a vertikdlis kurzor pozicidja hatdroz meg és ez a Zap-
70 pozitiv kéros B-sejtek kalkuldcidjanak az alapja. A mérés optimalizadldsa sordn a
vertikalis kurzort szdmos pozicidba 4allitottam a bels6 pozitiv kontrollként hasznalt T- és
NK-sejtek 1%, 2% és 5%-at negativnak véve (77). A mésik lehetdség az, hogy a normal
B-sejtek 5%-at vessziik Zap-70 pozitivnak és ehhez allitjuk be a vertikalis kurzort (79).
Tapasztalataim alapjdn a Zap-70 analiziskor hasonlé eredményt kapunk ha a normaél
T/NK-sejteket belsd pozitiv kontrollként haszndlva tgy allitjuk a vertikdlis kurzort,
hogy ezen sejtek 5%-a essen a Zap-70 negativ kvadrdnsba, mintha a nehézkesebben
kivitelezhetd modszerrel, szepardlt egészséges mononukledris sejtek B-CLL-es
mintdhoz val6 keverésével a normdl-B sejteket haszndljuk belsd negativ kontrollként.
Az aramlédsi citometria a diagnosztikai és prognosztikai vizsgélatokon til

malignus hematoldgiai kérképek kovetésére is alkalmas modszer. Ilyenkor a cél a
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kezelést kovetden esetlegesen a szervezteben még jelenlévé koros sejtek, azaz a
minimélis rezidudlis betegség (MRD) kimutatdsa. Ezért ezeknél a vizsgédlatoknal
nagyobb szdmi esemény begyiijtése sziikséges, hiszen ezdltal csokkenthetjiik a
detektélasi limitet és megfeleld biztonsdggal, szenzitiven azonosithatd akar 1 kéros sejt
is 100 000 normal mellett. Kulcsfontossigi az MRD vizsgilatokat megel6zden a
kezdeti aberrans, leukémia asszocidlt immunfenotipusok (LAIP) detektdldsa, hiszen
legtobbszor ezen kéros fenotipusok azonositdsara toreksziink a beteg késobbi mintdibol.
Ez biztositja a megfeleld specificitist, az dlpozitiv jelet addé sejtpopuldciok
értékelésével, a normal hematogénok kizarasaval. Prekurzor B- és T-sejtes ALL-ben az
esetek tobb mint 95%-ban jellemezhetok aberrans fenotipussal (54). Vizsgalataink soran
kovettiink egy gyermekkori CD20-pozitiv prekurzor-B ALL esetet (a blasztok 59%-an
volt CD20 expresszié detektdlhatd), ahol a tobbszori relapszus €s kordbbi sulyos
gyogyszer mellékhatds miatt kiilonleges terdpia bevetéséhez folyamodtak a kezeld orvos
munkatdrsak, amelyet gyermekkori ALL-ben ezeldtt ritkdn adtak (101,102). Az
alkalmazott rituximab CD20-ellenes monoklondlis antitest, melyet B-sejtes CLPD
kezelésében haszndlnak leginkabb, de felndttkori ALL-ben is kiprobaltdk méar (101). Az
MRD vizsgédlatokat 100 000 sejt analizisével 3-szinti direkt jelolési technikédval tobb
idépontban (25. nap, 4., 6., 7., 8., 10. és 13. hoénap) elvégeztem és kerestem a
relapszuskor identifikdlt aberrdns fenotipusi sejteket. A rituximab ugyan a CD20-
pozitiv szubpopulécid teljes elimindcidjat eredményezte, de az éretlenebb fenotipusu
CD20-negativ limfoblasztokét nem. Az dramldsi citometriai moddszer a beteg
kovetésében ugyancsak alkalmazott kvantitativ PCR technika mellett, megbizhaténak és
hasznosnak bizonyult, a betegség kimenetelére nézve prediktiv volt. A parhuzamosan
folytatott Q-PCR mddszerrel torténéd MRD analizis az dramlasi citometriai médszerrel

meghatarozott MRD kléntdl eltérd sejtpopuléaciot detektalt. Ezért a két mddszer klinikai

55



prediktiv értékének pontos tisztizasdig egyiittes alkalmazdsuk javasolhaté a minimalis
rezidualis leukémias klon(ok) kimutatasara.

A hematolégiai diagnosztikdban és a betegek nyomon kovetése sordn az
dramlési citometriai moédszerek szolgéltatjdk az egyik legobjektivebb és leginkdbb
kvantitdlhat6 metodikdt az eredmények kifejezésére. Ez a begylijtott események
szdmdanak novelésével, az egyidejlileg vizsgilt fluoreszcens jelolések alkalmazdsdval és
a kapott fluoreszcencia eredmények kiilonb6z0 numerikus formdban vald

megjelenitésével érheto el.

Az eredmények gyakorlati jelentisége

A kvantitativ formdban kifejezett dramldsi citometriai eredmények, kiilondsen ha
multiparametrikus analizissel kombindljuk, rendkiviil hasznosnak bizonyultak a
vérképzOszervi korképek diagnosztikdjdban és a malignus hematoldgiai betegségek
alcsoportjainak elkiilonitésében. A prognosztikai markerek koziil az dramlési citometriai
modszerekkel kivitelezhetd vizsgdlatok az immunfenotipus vizsgélatokkal egyszerre

allnak rendelkezésre a klinikus szamara.
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OSSZEFOGLALAS

A hematolégiai kérképekben az dramlési citometriai vizsgdlatoknak jelentOs szerepe
van. A celluldris markervizsgédlataim eredményeit az aldbbiakban sszegzem.

- A paroxizmadlis nokturndlis hemoglobinuria (PNH) esetén a PNH kl6n nagysdga nem a
vvt felszini markerexpresszidja, hanem leginkdbb a leukocitdk alapjan itélhetd meg.
Kimutattam, hogy a monocitdk CD14 expresszidjanak vizsgédlata a legszenzitivebb
marker. Bevezettem egy Uj daramldsi citometriai paramétert a PNH-s klon méretének
megitélésére.

- AML-ben a multidrog rezisztencia (MDR) kimutatdsi lehetdségeit elemezve arra
jutottam, hogy a funkciondlis tesztet felszini markerexpresszidval kombindlva lehetové
valik a malignus sejtek MDR aktivitdsdnak mérése a normal sejtek kizardsa mellett. Igy
kiilénb6z6 centrumok eredményei jobban 0sszevethetdk.

- A véralvadas XIlI-as faktora intracelluldris forméjanak vizsgdlatit alkalmaztam AML-
ek dramlési citometriai méréseken alapulé differencidldiagnosztikdjaban és segitségével,
valamint egy specidlis mosdsi technika hasznélatdval az AML-ben nem ritkdn
eléforduld trombocita szatellitézisbol eredd fals-pozitiv reakcidkat csokkentettem.

- Akut limfoblasztos leukémidk jelentds hanyadaban - aberrdns markerexpresszidoként —
szdmos modszerrrel kimutattam az FXIII-A intracelluldris megjelenését.

- A Zap-70 expresszioval kapcsolatos sok technikai ismeret ellenére standard analizis
protokollok kidolgozdsa sziikséges lenne. B-CLL-ben 6ndllé prognosztikai faktorként
nem ajanljuk hasznlni.

- Aramldsi citometridval ALL-es beteget specidlis, az immunfenotipusra is kihat6
terdpia alkalmazasa utdn minimalis rezidudlis betegség meghatarozasa céljabol kovetve

a mddszert megbizhatonak és hasznosnak talaltam.
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