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BEVEZETES

A hematologia az a része az orvostudomanynak, ahol talan leginkdbb tetten érhetd a
laboratoriumi vizsgélatok kiemelt szerepe a betegségek diagnosztikdjaban. Ha az
anémiak, a malignus hematologiai korképek, a haemorrhagids diathesisek vagy a
prothrombotikus allapotok kivizsgalasat tekintjiik, mindegyik teriileten perdontd a
laboratoriumi analizis a betegség diagndézisdnak megallapitdsakor, csakigy mint a

betegek monitorozasa soran. A laboratoriumi tesztek alapvetden harom félék lehetnek:

1: jelenthetik sejtes antigének analizisét
2: valamely plazmadsszetevd mennyiségének vagy aktivitdsanak mérését

3: genetikai eltérések kimutatasat

Mind a malignus hematologiai betegségekben, mind a véralvadasi rendellenességek terén
nagy jelentdségili a celluldris kompartment analizise.

Ertekezésemben az elmalt 12 év sordan a Debreceni Egyetemen végzett
kisérleteimen keresztiil mutatom be a cellularis markerek analizisének fontossagat a
hematologiai korképek diagnosztikdjaban illetve azt, hogy milyen 1 ismeretekhez
juthatunk dontéen aramlasi citometriai illetve mikroszkopos technikékat alkalmazva. Az
emlitett eljarasok mellett, a feltett kérdések megvalaszolasara illetve allitasaink
igazolasara szamos egy¢b sejtbiologiai és fehérje biokémiai modszert is alkalmaztunk. Az
itt bemutatando eredmények egyrészt az alapkutatds szdmara szolgaltatnak 0j adatokat,
masrészt - reményeim szerint - a mindennapi diagnosztikus munkaban nyujtanak

segitséget, illetve a betegek monitorizalasa soran is hasznosithatéak lesznek majd.



A tovabbiakban rovid irodalmi attekintést adok a cellularis markerekrél és azok
jelentdségérél néhany hematologiai korképben. A Bevezetés fejezetet csak olyan
mértékig részletezem, mely feltétleniil sziikséges az értekezésben bemutatott eredmények
megértéséhez. Ezek utdn ismertetem az értekezés célkitiizéseit, a felhasznalt modszereket,

majd az elért eredményeket és azok diszkusszidjat egy kozos fejezetben targyalom.



Cellularis antigének

A membranantigének dltalanos szerkezete és fajtdai

A membranok lipid kettds rétege és az abban elhelyezkedd és allanddan mozgasban 1évo
fehérjék alapjan kialakitott membranmodell évtizedek ota ismert (Singer and Nicolson
1971, Singer and Nicolson 1972). A sejtmembran egy jol struktaralt, de igen dinamikus
rendszer (Vereb, et al. 2003), melynek Osszetétele alapjan azt mondhatjuk, hogy
hozzavetbélegesen 50 lipidmolekuldra jut egy membranfehérje. A membranfehérjék az
adott membran funkcidinak megfelelden igen nagy valtozatossagot mutatnak aminosav
Osszetételliket és térszerkezetiiket illetden. A gyakorlat szdmdara is jol rendszerezhetd
forméba a membran antigének a CD beosztas alapjan keriiltek (Caligaris-Cappio 2001,
Chan, et al. 1988, Chorvath and Sedlak 1998). Ekkor, az addig teljesen véletlenszertien
elnevezett membranstruktirdkat egységes szamozassal lattdk el, amely CD sorszamozas
az elmult évtizedekben teljesen elfogadotta valt. A ma ismert tobb mint 330 CD markert 4
nagy csoportba sorolhatjuk (Kipps 2001). Az I-es tipust transzmembran fehérjék azok,
amelyek karboxi termindlis vége az intracitoplazmatikus rész felé iranyul. Ezen
molekuldk szigndl szekvencidja lehasad miutdn a molekula bejut az endoplazmas
retikulumba. Ezek a fehérjék altalaban sejtfelszini receptor és/vagy ligand funkciot latnak
el. Valamennyi I-es tipusii proteinnek van egy transzmembran szekvencidja mely
altalaban 25 hidrofoéb aminosavbol all. A Il-es tipust transzmembran fehérjék forditott
a karboxi termindlis az extracellularis tér felé. Ezen fehérjéknek a legtobbszor hasitatlan
szignal szekvencidjuk van, mely altal lehasithatok a sejt felszinérdél. A Ill-as tipusu
transzmembran fehérjék a membrant egynél tobb alkalommal ivelik at. Néhanyan
kozilik akar 12-szer is athaladnak a membranon mint pl. a multidrog rezisztencia
fehérjék (Klein, et al. 1999, Pitlik E and Holl6 1996). Eppen az elébb emlitett
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tulajdonsagaik alapjan ezen fehérjék csatorndkat képezhetnek melyek ionokat vagy kis
molekuldkat transzportalhatnak a kettds lipid rétegen at. Ezen csoport bioldgiailag igen
fontos tagjai a ,tetraspan” fehérjék, melyek 4 alkalommal ivelik 4t a membrant és mind a
karboxi, mind az amino termindlisuk intracellularisan helyezkedik el (Maecker, et al.
1997). Az egyik ilyen fehérje pl. a CD20, mely az érett B-sejtek felszinén expresszalodik
¢és kalcium csatornaként szolgal, mely a B-sejt aktivaciohoz sziikséges. A IV-es tipusu
transzmembran fehérjék abban térnek el a Ill-as tipustol, hogy vizzel telt transzmembran
csatorndkat tartalmaznak, azonban a CD markerek koziil egyetlen egy sem tartozik ebbe a
csoportba. Az V-6s tipusit membran fehérjék nem ivelik at a membrant, hanem csak az
extracellularis oldalon lipidek altal horganyzddnak a citoplazmaba. Ezen a csoporton
beliil, az egyik leggyakoribb eset az hogy GPI segitségével rogziilnek a fehérjék a
plazmamembran kiils6 részébe (Yeh, et al. 1994). Ezt a GPI-kotést egy bakterialis eredetli

foszfolipaz hasithatja, mialtal az ily modon rogzitett fehérjék levalhatnak a sejt felszinérdl

(1. abra).
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1. dbra: Kiilonb6z6 tipusu CD markerek szerkezete (Kipps T.J. alapjan).



Ilyen GPI horganyzott fehérje pl. a CDI14, CD55 és a CD59. Ezen fehérjék GPI
rogzitésének bioszintézise karosodott paroxysmalis nocturnalis haemoglobinuridban. A
CD markerek legnagyobb része az I-es tipusi transzmembran fehérjékhez tartozik,

kevesebb a Il-es és IlI-as tipushoz, mig minddssze néhany van ami GPI horganyzott.

Az intracellularis antigének tipusai

A sejten beliili antigének in situ vizsgalata altalaban egyértelmii eredményt ad ha fény-
vagy floureszcens mikroszkoppal torténik, de még inkabb ha konfokalis laser scanning
mikroszkoppal. A morfoldgiai vizsgélatok sordn lehetéség van un. "antigen retrieval”
vagyis antigén feltaras elvégzésére is, mely eljards segitségével a mintaelokészités soran
karosodott vagy maszkirozottd valt epitopok regeneralasara van lehetéség (Myers 2006)
¢s igy olyan antigének is kimutathatdak, melyek a hagyomanyos technikakkal negativnak
tlinnek.

Aramlasi citometriai analizis esetén az intracellularis markerek vizsgalatahoz a
sejteket permeabilizélni sziikséges. Ez leginkabb valamely enyhe detergenssel vald
kezelést jelent, melyhez eldszor fixdlni kell a sejtszuszpenzidt (Jacobberger 2000).
Ujabban fizikai elven miikodé permeabilizalasi eljarasok pl. mikrohullimmal torténé
kezelés is kidolgozasra keriiltek (Lan, et al. 1996, Millard, et al. 1998), de ez is
formaldehidben fixalt sejteken torténik. Feltehetéen ez utobbi esetben alacsonyabb
autofluoreszcenciat kapunk, ami a sejtpermeabilizéldsnal egy jelentds probléma lehet
(Millard, et al. 1998). A diagnosztikai szempontbdl fontos intracellularis markerek
lehetnek a sejtmagban mint pl. a TdT, a mitokondriumban pl. a bcl-2, a granulocyta
granulumokban pl. az MPO, a thrombocyta, alfa-granulumban a P-selectin, vagy az V-0s
véralvadasi faktor, vagy lehet citoplazmatikus elhelyezkedésti mint pl. a CD3
lymphoblastokban vagy a véralvadas XIlI-as faktoranak "A" alegysége thrombocytdkban

vagy monocytakban. A hemopoetikus sejtek antigénjeinek tobb mint 90%-a



intracelluldrisan talalhato ennek ellenére a legtobbszor pl. a leukocytak vizsgalata soran
kizarolag a sejtfelszini markerek analizise torténik meg, pedig az intracelluldris markerek

vizsgalata malignus hematologiai betegségek kapcsan kiemelkedd fontossagu lenne.

Cellularis markerek vizsgalatanak jelentésége hematologiai korképekben

Ertekezésemben 4 olyan hematologiai betegségcesoporttal foglalkozom, ahol a celluléris
markerek vizsgélatanak kiemelt jelentdsége van. Ezek az akut leukémidk, a
prothrombotikus allapotok, az anémidk és bizonyos membrandefektusok. Mindegyik
teriileten vannak természetesen egy¢b tipusu laboratoriumi vizsgalatok, de a cellularis

markeranalizis minden esetben fontos.

Akut leukémiak
A leukémidk fenotipusanak vizsgélata, a ,,Jleukémia tipizalas” a diagnosztikai fejlddésben
kulcsfontossagi volt, mivel a kordbban kizarolagosan alkalmazott morfologiai ¢és
citokémiai vizsgalatok értékelése a vizsgald gyakorlatatdl jelentds mértékben fligg és
gyakran meglehetdsen szubjektiv. Ezen kiviil a morfologiailag vizsgalhatd sejtszam
maximum néhany szaz lehet, mig az dramlési citometriai vizsgalatok sordn a de novo
esetek vizsgalatakor rutinszertien 10-50 000 sejt analizise torténik, de rezidudlis betegség
keresése soran akar 0,5-1 milli6 sejt analizisére is sziikség lehet. (Dworzak, et al. 2002)

A fenotipus vizsgalatokat eldszor indirekt, majd direkt jeldlt monoklonalis
antitestekkel végezték egyetlen fluorofor fluoreszcencia intenzitasat vizsgalva. Ezt igen
hamar felvéaltotta a 2-szinnel (FITC és PE) ¢és direkt jelolt antitestekkel torténd analizis,

mely sokaig "gold-standard"-ként miikodott. Késobb az wjabb fluoroforok és aramlési
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citométerek kifejlesztésével a 3 majd a 4 szinli analizis lett elfogadott a leukémidk
fenotipus vizsgélataban (Rothe and Schmitz 1996, Sanchez, et al. 2002). Jelenleg akar 7-8
szin egyidejii analizise is kivihetd benchtop aramlasi citométereken. Ilyen adatmennyiség
feldolgozdsa azonban mar nem lehetséges a hagyomanyos 2 dimenzidés dot-plot
megjelenités mellett, hanem Ujabb szoftveres megoldasokat igényel.

A leukémidk fenotipus vizsgalatanak tobb célja van. A diagnoziskor torténd vizs-
galat egyik célja a sejtvonal meghatarozdsa. Ennek biztonsadgat az 4ramlasi citometria
nagyban noveli (Qadir, et al. 2006). Ezen kiviil fontos a kéros koexpressziok azonositasa,
illetve a sejtek érettségi fokanak megitélése. Gyermekkori akut leukémidkban a kezelés
sordan a protokollok szerinti 15. és a 33. napon, illetve a 12. héten végzett vizsgéalatok
pedig az MRD kimutataséara iranyulnak, illetve az abszolut blast szam meghatdrozasara
(Dworzak, et al. 2002). Az ujabb nemzetkdzi protokollok altaldban 4 szinii analizist és - a
felszini antigének mellett - néhany intracitoplazmatikus marker vizsgalatat ajanljak akut
leukémidkban (Sanchez, et al. 2002). Erre részben a sejtvonal megallapitasa miatt lehet
sziikség (pl. MPO, cyCD79a, cyCD3) vagy a sejtek érettségi allapotanak jellemzésére (pl.
TdT). Rendkiviil fontos az aberrans fenotipusok kimutatdsa (Griesinger, et al. 1999,

Voskova, et al. 2004), melynek MRD vizsgélat kapcsan kiemelkedd jelentdsége van.

A prothrombotikus dllapotok

A thrombosist megel6zd allapotok kimutatisa elétt eldszor is kivanatos a fogalmak
pontos tisztazésa. A prothrombotikus allapotok vizsgalata nem a velesziiletett thrombosis
hajlam, vagyis a thrombophilia diagnosztikajat jelenti. Ez utobbit az inhibitorok (pl.
antithrombin III), az antiaktivatorok (pl. protein C és protein S) vagy a mutans alvadasi
faktorok (FII, FV) vizsgalataval kozelitjiik meg. Fontos megemliteni, hogy a velesziiletett

thrombophilids egyéneknek szinte kizardlag vénas thrombosisuk fordul elé. Ezzel
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szemben a prothrombotikus allapotokat altalaban a véralvadas celluléris résztvevdinek
(thrombocytak, leukocytak) vizsgélataval tudjuk kimutatni és a cellularis hiperaktivitas
kovetkezménye legtobbszor artérids thrombosis pl. myocardialis infarctus vagy
ischaemias stroke.

Az, hogy a leukocytdknak szerepe van a véralvadasban, egy relative ujabb
felvetésnek tekinthetd, ugyanis altalaban a thrombosist kordbban "fokozott alvadas"-ként
értekeltek. Mivel a leukopenia - ellentétben a thrombocytopenidval - nem jar
vérzékenységgel, a leukocytak és a thrombosis kozti kapcsolat nem volt nyilvanvalo.
Azonban szdmos kordbbi kisérleti eredmény alapjan felvet6dott, hogy a fehérvérsejtek
kozott a monocyta/macrophag kompartment az, amely procoagulans aktivitasért felelds
(Garg and Niemetz 1973, Rivers, et al. 1975). Ugyan a leukopenia valéban nem okoz
vérzékenységet de kimutattdk, hogy az emelkedett leukocyta szam a coronaria betegség
rizikofaktora és ezen beliil is az emelkedett granulocyta és monocyta szam jelent rizikot
(Lowe, et al. 1985, Prentice, et al. 1982, Schlant, et al. 1982). A sejtek vizsgalatanak
egyik lehetdsége igy a prothrombotikus allapotokban maga a sejtszdm meghatarozasa és
az abszolut sejtszamok megadésa. Egy tovabbi lehetdség a sejtek térfogatanak analizise.
A ma alkalmazott hematoldgiai analizdtorok meghatarozzak az abszolut sejtszémokat,
kivétel nélkiil mérik a vorosvértestek térfogatat az MCV-t és gyakran az MPV-t is. Ezen
térfogat értékeknek is igen nagy jelentdsége lehet bizonyos korképekben, hiszen pl. a
nagyobb thrombocytdkat hemosztdzis szempontjabol aktivabbnak tartjadk mint a kicsiket
(Bath and Butterworth 1996) és régi megfigyelés, hogy thrombocytopenia esetén is azok
a betegek véreznek jobban akiknek a thrombocytopenidjuk mellett a thrombocytaik kis
méretlick (Eldor, et al. 1982). A prothrombotikus allapotok egyik gyakran vizsgalt
markere a thrombocytdk hiperaktivacidjanak kimutatdsa (Andre 2004, Andrews and

Berndt 2004, Gurney, et al. 2002, McEver 2001). A vérlemezkék aktivacidjanak
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kimutatasara tobb direkt és indirekt teszt is van. A direkt tesztek kozé sorolhato a
thrombocyta P-selectin (CD62) illetve a LAMP (CD63) kimutatisa. Ezen kiviil
GPIIb/IlIa glikoprotein receptorok szama emelkedik a thrombocyta aktivacid soran
(Gawaz, et al. 1996) ¢s megjelenik egy olyan epitop (PAC-1) mely csak aktivalt
GPIIb/IIIa receptoron mutathato ki (Shattil, et al. 1985). Ha a GPIIb/Illa fibrinogént kot
akkor tgynevezett ligand indukélta kotohelyek (LIBS) jelennek meg a receptoron. A
GPIb/IX/V komplex mennyisége viszont — ellentétben a GPIIb/IIla-val — jelentdsen
csokken a thrombocyta aktivacid soran. A thrombocyta aktivacioé soran a sejtfelszinre

keriild anyagok egy része a (pl. P-selectin) a plazmaba is szekretalodik (2. dbra).

Thrombocyta

- =
| GPliblila & >—anti—LIBS]
anti-CD41
anti-Fg Aggregacid
Jaa]

>—anti-CD62P
a/’—>

a-Degranulécio

anti-vWF — VWF Adhézid

Endothelium ( P )( - )L - j E
Subendothelium /_\/ ¢ /\-/ /Q/

e S A S =

2. dbra: A thrombocyta aktivacié soran bekovetkezd legfontosabb folyamatok (Gawaz M. és munkatarsai
alapjan).

A membran Osszetételének egy igen érdekes valtozasa a jellegzetes membran
asszimetria elvesztése, amelynek kovetkeztében a kordbban csak az intracellularis oldalon
kimutathat6 foszfatidil-szerin megjelenik a membran kiilsé oldalan, mely specifikusan

kimutathat6 az annexin kotés révén (Vermes, et al. 1995). Ezaltal a sejtek prokoagulans
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aktivitast nyernek. Az aktivacid soran megjelenhetnek thrombocyta fragmentumok
(mikropartikuldk), melyek nem csak markerként hasznosithatok, hanem jelentds
prokoagulans hatassal is rendelkeznek

A mikropartikuldk szinte kizardlag olyan fragmentek amelyek felszinén az annexin
kotddése kimutathatd (Diamant, et al. 2004, Jy, et al. 2004). Az indirekt thrombocyta
aktivacios markerek koz¢é azok az elvaltozasok tartoznak, melyek masodlagosan
alakulnak ki a vérlemezke aktivaciot kdvetden, de amelyek szenzitivitdsa elérheti vagy
akar meg is haladhatja az els6dleges thrombocyta aktivacidos markerekét. Ide tartozik a
monocyta szoveti faktor expresszi6 vizsgalata (Amirkhosravi, et al. 1996, Schmitz, et al.
1998), amely az esetek nagy részében aramlési citometriaval torténik de vizsgalhatd
alvadasi tesztben is vagy a szoveti faktor mRNS kimutatasaval. Egy igen érzékeny
thrombocyta aktivaciés marker a thrombocyta-monocyta heterotipikus aggregdtumok
kimutatasa mely mindig aramlési citometriaval torténik (Michelson, et al. 2001).

A thrombocytdk és leukocytak kozott kialakuld tigynevezett heterotipikus aggre-
gatumoknak jelentdsége van a thrombosis pathogenesisében és ez tobb kdzvetlen receptor
interakcion keresztiil valosul meg. Ezek kozott az egyik fontos receptorpar a selectinek és
a selectinek f6 ligandja a P-selectin glikoprotein ligand 1 (PSGL-1), (Cerletti, et al. 1999,

McEver 2001, McEver 2002, McEver 2004). (3. abra).

Neutrophil : s -
4 Loselectin Véraramlas
Aktivalt
t/hrombocyta P-selectin
PSGL-1 —y, ‘ Monocyta R eoits
“Lym

P-selectin ~ 3 i
- - B

Endothelium

3. abra: A kering6 vérsejtek és az endothelium kozott kialakuld interakciokban a selectineknek és a PSGL-
1-nek dontd szerepe van.
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A selectinek ¢és ligandjuknak abban van kiemelt szerepe, hogy a keringd leukocytdk az
endothel felszinén lefékezddjenek. Az aktivalt endothelsejt P-selectint expresszal a
felszinén, mely kapcsolodik a myeloid sejteken konstitutiven expresszalédé PSGL-1-hez.
A PSGL-1 egyéb selectinekhez is (pl. a myeloid sejteken is meglévd L-selectinhez)
kapcsolodhat és igy egy endothelbdl, leukocytakbol és thrombocytakbdl kialakuld halozat

jon létre, melyet jelentds mértékben a selectinek és ligandjuk stabilizal.

Anémiak

Az anémiak vizsgélata esetén a cellularis markerek analizise csak bizonyos vizsgalatokra
illetve néhany specialis anémia tipusra szoritkozik. A csokkent vordsvérsejt képzeés miatti
kialakulé anémidk koziil a vashidnyos anémia és a megaloblastos anémidk a
leggyakoribbak. A cellularis markerek koziil mindkét anémia tipus esetében fontos adat
az MCV. A plazma komponensek koziil az eldbbiben a vas, transzferrin, transzferrin
szaturacio, ferritin, szolubilis transzferrin receptor, mig az utobbiban a folsav és B12
vitamin analizise adja meg a diagnoézishoz sziikséges informaciot. A haemolyticus
anémidk  kialakulhatnak a  vorosvérsejtek  Oroklott — rendellenességei  miatt
(intracorpuscularis anémidk) vagy a vérpalydban fennallo okok (extracorpuscularis
anémiak) miatt. A cellularis markerek vizsgalata elsdsorban olyan anémidkban indokolt,
ahol pl. vorosvérsejteknek valamely enzim defektusa van jelen. Ez Magyarorszagon - a
tobb mint 60 féle enzimkarosodas kozil - szinte kizarolag a gliikdz-6-foszfat
dehidrogenaz hidnyat jelenti (Sréter, et al. 2006). A cellularis kompartment vizsgélata
jelentés még bizonyos velesziiletett vorosvérsejt membran defektusok esetében, melyeket

a kovetkez6 fejezetben targyalok.
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Membrandefektusok

A leukémidk esetén leirt aramlasi citometriai metodikdk segitségével tobb olyan
hematologiai korkép is vizsgalhatd, ahol az elvéaltozast nem valamely aberrans
markerkombinacié megjelenése jelenti, hanem éppen valamely - a normalis hemopoesis
soran megjelend - marker hidnya vagy csokkent expresszidja. Ilyen pl. a GPI horganyzott
fehérjék expresszidjanak teljes vagy részleges hidnya paroxysmalis nocturnalis
hemoglobinuridban (Alfinito, et al. 1996). Ezt vagy az adott GPI-hez ko6t6dd fehérjék
vizsgalataval lehet igazolni, vagy egy a GPI horganyhoz ko6tddé anyag - mint pl a
fluoreszcensen jelolt inaktiv toxin aerolizin - kimutatasaval (Krauss 2003).

A vorosvértest membran abnormalitdsok kozé tartozik a PNH-nal gyakrabban
eléforduld herediter spherocytosis. Itt a spherikus alakt, ozmotikusan fragilis vOros-
vértestek igen fiatalon elpusztulnak a Iépben. Az alapveté biokémiai abnormalitas
bizonyos struktura fehérjék (spektrin, ankyrin, "protein 4.2", "band3") részleges
deficienciaja (Jarolim, et al. 1995, Maillet, et al. 1996).

A vvt membrandefektusokhoz hasonl6 modon azonosithatok a velesziiletett
thrombocyta membran glikoprotein defektusok, mint pl. a Glanzmann-thrombasthenia
vagy a Bernard-Soulier szindroma. Az elébbi esetén a glikoprotein IIb/Ila komplex, mig
az utdbbinal a glikoprotein Ib/IX/V komplex hianya vagy cs6kkent mennyisége mutathatd
ki (Clemetson, et al. 1982, Nurden 2005). Ezek a korképek igen ritkak és régebben
altalaban csak indirekt modon voltak vizsgalhatok. A PNH klasszikus vizsgalati tesztjei a
hemolizis tesztek voltak, mig a thrombocyta membran defektusok esetén - a ma is széles
korben alkalmazott - aggregacids vizsgdlatok. Azonban az utdbbi évtizedekben
kifejlesztett ¢és 4aramlédsi citometridban is jol alkalmazhatéo fluoreszcensen jeldlt
monoklondlis antitestek felhaszndldsa a diagnosztikdban is joval egyértelmiibb

eredényeket ad. Ezekkel a vizsgélatokkal ma mar nem csak az mondhatdé meg, hogy
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kimutathato-e az adott receptor defektusa, hanem megadhato a felszini receptorok pontos
mennyisége is, azaz a deficiencia stlyossagi foka, ami a kezelés illetve a betegség

prognoézisa szempontjabol fontos lehet.
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CELKITUZESEK

Annak érdekében, hogy a Bevezetés-ben ismertetett korképek cellularis marker-

crer

alabbi vizsgalatok elvégzését tliztem ki célul:

1.

Vorosvérsejt méret és életkor dsszefiiggésének analizise anémiakban

Vorosvérsejt, leukocyta és thrombocyta felszineken receptorok kvantitativ

analizise normal mintékon és kiilonb6z6 hematologiai kérképekben

Diagnosztikailag felhasznalhat6 uj markerek keresése akut leukémiakban

Prognosztikailag hasznalhat6 multidrog rezisztencia meghatarozasi modszerek

komparativ analizise AML-ben ¢és sejtvonalakon

Prothrombotikus allapotokban thrombocyta és leukocyta hiperaktivitas

markereinek vizsgalata human mintdkon

A leukocyta-thrombocyta interakci6 vizsgalata allatkisérletben létrehozott

thrombosis soran.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Valamennyi az értekezés Osszedllitdsaban felhasznalt médszer a Debreceni Egyetemen

keriilt kivitelezésre és valamennyi eredmény ¢€s publikacid is itt sziiletett illetve innen

kertilt kozlésre.

Felhasznalt anyagok

Vegyszerek

A kisérletekhez az alabbi vegyszereket hasznaltuk fel.

Acepramin (EACA)
Adiaflo Kit

AEBSF

(Pannonpharma, Pécs, Hungary)
(American Diagnostica, Stamford, CT)

(Sigma, St.Louis, MO)

4-(2-aminoetil)-benzénneszulfonil fluorid

anti-CD41 PE
anti-CD41 PerCP
anti-CD42a FITC
anti-CD62 PE

Anti-egér FITC
anti-FXIIIA nyul szérum
Antigen retrieval system
aprotinin

Apyrase

o.-Thrombin
a2-Mercaptoethanol

BCA Protein Assay Kit

(Dako, Glostrup, Denmark)

(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Dako, Glostrup, Denmark)
(CenteonPharma, ZLB Behring, Marburg, Germany)
(Biogenex, San Ramon, CA)

(Richter Gedeon Rt., Budapest, Hungary)
(Sigma A-6535, St.Louis, MO)

(Sigma T-7009, St.Louis, MO)

(Sigma, St. Louis, MO)

(Pierce, Rockford, IL)
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Biotinalt antiegér IgG
BSA

Calcein-AM

Calibrite

Citromsav

D-dimer ELISA
D-Gliikoz
Diaminobenzidin

ECL Kit

EDTA

EnVision+ Perox, AEC
F1+2 ELISA
FacsLysing Solution
Ficoll Histopaque 1007
Formalin

Glicerol

HBSS

Heparibene (Na-heparin)

HEPES

Innovin

KCl

Kollagenreagens Horm
MADb 350

MgCl

MOWIOL 4-88
Na2CO3

Na2HPO4

(VectorLaboratories, Burlingame, CA)
(Sigma, St. Louis, MO)
(MolecularProbes, Eugene, OR,USA)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Reanal, Budapest, Hungary)
(Boehringer, Mannheim, Germany)
(Reanal, Budapest, Hungary)

(Sigma, St. Louis, MO)

(Amersham, Buckinghamshire, UK)
(Spektrum-3D, Debrecen, Hungary)
(DAKO, Glostrup, Denmark)
(Behring, Marburg, Germany)
(Becton Dickinson, San Jose, CA)
(Sigma, St.Louis, MO)

(Reanal, Budapest)

(Sigma, St. Louis, MO)

(Sigma, St.Louis, MO)

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

(ScharlauChemie, Barcelona, Spain)

(Nycomed Pharma GmbH Unterschleissheim Germany)

(AmericanDiagnostica, Stamford, CT)

(Sigma, St. Louis, MO)

(Hoechst Pharmaceuticals, Frankfurt, Germany)

(Reanal, Budapest, Hungary)

(Spektrum-3D, Debrecen, Hungary)
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Na3-citrat (Sigma, St. Louis, MO)

NaCl (Spektrum-3D, Debrecen, Hungary)
Paraformaldehid (Sigma, St. Louis, MO)

PGE1 (Sigma P-5515, St.Louis, MO)
Propidium jodid (Sigma, St. Louis, MO)

QIFI Kit (Dako, Glostrup, Denmark)

Quantibrite (Becton Dickinson, San Jose, CA)
SBH-Ketamin inj. (SelBruHa Kft. Budapest, Hungary)
SDS (Bio-Rad, Hercules, CA)

SURGIPATH (Surgipath, Micromount, Richmond IL)
TAT ELISA (Behring, Marburg, Germany)

Texas voros streptaividin (Amersham, Little Chalfont, UK)
Tonogen inj. (Richter Gedeon Rt. Budapest, Hungary)
TRAP (thrombin receptor activating peptide Sigma St.Louis, MO)
TRIS (Bio-Rad, Hercules, CA)

Triton-X 100 (Reanal, Budapest, Hungary)

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

Humadn mintak, sejtvonalak:

A vizsgalatok soran az aldbbi human eredetli mintdk keriiltek alkalmazésra: heparinnal
alvadasgatolt csontveld, citrattal antikoagulalt teljes vér, teljes vérbdl centrifugalassal
nyert PRP, valamint human epidermoid carcinoma sejtvonalak, KBV-1 (human MDR1+
sejtvonal) és KB3-1 (human MDR1- sejtvonal) valamint egy monocyta iranyu sejtvonal a
MonoMacb, illetve egy granulocyta iranyba differencialhaté myeloblast sejtvonal a PLB-

985.
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Kisérleti dallatok:

Az allatkisérletekhez minimum 10-12 hetes him vagy ndstény C57B6/J genotipusi
egereket hasznaltunk fel, melyek tomege 20-25 gramm kozotti volt mind a vad tipust
mind a PSGL-1 knockout egértorzsben. A kisérleti engedély szama: 4/2003 DE MAB és

1/2006 DE MAB volt.

Modszerek

Az 1-5. sorszamu modszerek aramlasi citometriai, a 6-8. sorszami modszerek mikrosz-
képos technikdk. A 9-10. mddszer szintén antigének vizsgéalatdra alkalmas (ELISA és
Western-blotting), mig a 11. modszer egy koagulométerrel mérhetd funkcionalis teszt. A
12. metodika a sejtek térfogat szerinti szeparaldsara alkalmas centrifugalis elutriacios

technika, mig a 13. mddszer az allatkisérleti rendszer ismertetése.

1. Antigének jelolése direkt és indirekt modszerrel

A direkt jeloléshez a teljes vér és csontvel6i mintdkat telité koncentracidban alkalmazott
FITC-el, PE-vel vagy PerCP-vel direkt konjugélt monoklonalis antitestekkel 20 percig
szobahdn sotétben inkubaltuk. Ezutan a vordsvérsejteket FacsLysing oldattal 10 percig
lizaltuk, majd a leukocytadkat lecentrifugaltuk. Ezt kovetéen a sejteket 2x mostuk PBS-
ben majd 1%-os paraformaldehidben fixaltuk. Az indirekt jelolést szeparalt
mononuklearis sejteken végeztiik, ahol elészor a sejtszamot 5x10°ra allitottuk, majd a
sejteket azidos PBS-ben mostuk, majd 45 percig 50x higitast anti-egér-FITC antitesttel

inkubaltuk. Ezutan a sejteket 3x mostuk azidos PBS-ben, majd fixaltuk. Valamennyi
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inkubacios [épést 4°C-on végeztink. A mintdkat Becton Dickinson FacScan ¢és
FacsCalibur aramlasi citéméterrel mértiik le Lysis II majd késébb CellQuest programok
segitségével ¢és a 3-as jelolés elott a késziilekeket Calibrite gyongyokkel (bead)

kalibraltuk.

2. Antigének kvantitativ meghatarozdsa

A kvantitativ dramlasi citometriai méréseket kalibralé gyongyok segitségével végeztiik
kétféle elv alapjan. Az egyik fajta vizsgéalatban a QIFI-kit illetve az Adiaflo-kit kalibralo
bead-jeit hasznaltuk, melyre gyarilag mar mindkét esetben adott szami monoklonalis
antitestet vittek fel. A gyongyoket egy masodik antitesttel (antiegér-FITC) inkubalva 4
kiilonboz6 intenzitast csucsot kaptunk, melyek az antitestkotd képességnek megfeleld
atlagos fluoreszcencia intenzitast (MFI) adnak. Az MFI értékeket és az antitestkotd
kapacitast (ABC) log-log rendszerben abrazolva egy kalibracids egyenest kapunk. A
minték jelolése soran az elsé monoklonalis antitest mindig jeldletlen és a masodik antitest
ugyanaz az antiegér-FITC amit a gyongyok kalibralasahoz hasznalunk, igy a mintak ABC
értéke vagyis az antigén expressszio mértéke a kalibracios egyenesrdl leolvashatd. A QIFI
¢s Adiaflo rendszer kozott az eltérés a kalibralo gyongyok méretében és a felvitt
antitestek mennyiségében van, igy a QIFI a leukocytdk, mig az Adiaflo a thrombocytadk
antigén expresszidjanak meghatdrozasdra volt inkdbb alkalmas. Természetesen
valamennyi méréshez ugyanazon FL-1 erdsitést hasznaltuk. A masik tipusu kvantitativ
analizisnél a Quantibrite tipusu kalibralé gyongyokhoz PE fluorophor-t konjugaltak 1:1
aranyban igy adott FL-2 erdsitésnél a PE jelolt antitestek esetén - ahol szintén 1 IgG: 1PE

molekula az arany — az antigén expresszié megadhato.
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3. Thrombocyta aktivdcio vizsgalata

Vacutainercsbe 0.129 M citrattal 1:10 aranyban levett antikoagulalt teljes vérbol 40 ul-t
vettiink ki. A vérlemezkék kiillonb6z6 mértékii aktivacios allapotaban bekovetkezd FXIII-
A felszini expressziot eltérd o-thrombin (0-0.1 U/ml) koncentracidval aktivalt mintdkon
vizsgaltuk in vitro, és a stimulacié a thrombocytak felszini jelolésével egyidejiileg tortént.
A nem stimulalt kontroll mintakban a thrombint HEPES pufferrel helyettesitettiik.

A teljes vérhez telitd koncentracioban konjugélt monoklonalis, FXIII-A ellenes
antitestet adtunk 1 ug/ml végkoncentracioban, illetve phycoerythreinnel jel6lt anti-CD41
antitestet a thrombocytdk azonositdsa érdekében, ami a GPIIb/Illa receptorhoz
specifikusan kotddik. A mintat modositott pH 7,4-es HEPES pufferrel (10 mM HEPES,
137 mM NaCl, 2,8 mM KCI, 1 mM MgCl,, 12 mM Na,COs, 5,5 mM gliikoz, 0,35 %
BSA, 0,4 mM Na,HPO,) egészitettiik ki 100 ul-re. A mintdkat 37°C-os vizfiirddben 15
percig inkubaltuk, majd 1 ml, 1 %-os PFA-ban lefixaltuk. Legalabb 1 6ras
szobahdmérsékleten torténd fixalast kovetden lecentrifugaltuk 1200 g-n, 25°C-on, 15
percig, majd 1 ml PBS-ben (pH 7,4) mostuk, ezutin a mintdkat 0,5 ml PBS-ben
szuszpendaltuk Ujra az dramlési citometriai méréshez.

A vérlemezkék aktivaltsagi allapotanak kovetésére - ezen vizsgélatokkal par-
amelyhez anti-CD62 illetve CD42a (GPIX ellenes) monoklondlis antitestet alkalmaztunk.
A kettds felszini jelolés mellett harmas jeldlést (FXIII-A-FITC-CD62-PE-CD41-PerCP)
is végeztiink a fenti két aktivacidos marker egyidejii vizsgalata érdekében.

A mosott thrombocytakat az alabbi modon készitettiik eld.

"A" oldatbdl (140 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 0,1 mM MgCl,, 10 mM NaHCO:s,

0,5 mM NaH,POu., 0,1 % gliikoz, 10 mM HEPES) 10x-es higitast készitiink desztillalt

vizzel, amit 37°C-ra elémelegitettiik. (Az ,,A” oldatot, a PGE,-t és az Apyrase-t -20°C-on
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taroltuk felhasznalasukig.) A PGE; (1 mg/ml, Sigma, P-5515) torzsoldatb6l a mar
higitott “A” oldattal 10x-es higitast készitlink. Az Apyrase-t (200 U/ml-s tdrzsoldat,
Sigma, A-6535) kiolvasztottuk. A vérvételt kovetden Vacutainer csébe 1,5 ml ACD-t (38
mM citromsav, 75 mM Nas-citrat, 136 mM gliik6z) tettiink, amihez 6 ml teljes vért
szivtunk le és hozzdadtuk a PGE;-et (300 ng/ml), amelyet 6vatosan Osszeforgattunk. A
mosds megkezdése elott Advia 120 hematoldgiai automatin meghatiroztuk a
thrombocytaszamot.

A teljes vérbol centrifugalassal PRP-t készitettiink 150 g-n, 15 percig, 37°C-on.
A PRP felsd 2/3-at leszivtuk kupos alju miianyag csébe, majd lecentrifugaltuk 1200 g-n,
15 percig, 37°C-on, a feliiluszot leszivtuk és a thrombocytaszamot ismét ellendriztiik. Az
iiledék felett maradt feliiluszot harmonikaszeriien dsszehajtott szlir@papirral felitattuk. A
thrombocytak fokozatos reszuszpendalasat a PRP fele mennyiségének megfelelé 37°C-os
mosofolyadékkal végeztiik, amely BSA-t (0,36 %), Apyrase-t (1 U/ml) és PGE;-t (300
ng/ml) tartalmazd ,,A” oldat. Centrifugdlds utdn leszivtuk a 2. feliiliszot, illetve a
csapadékot reszuszpendal6 oldatba (BSA (0,36 %), Apyrase (1 U/ml), ,,A” oldat) vettiik
fel. A thrombocytdk aktivalasa a fentebb bemutatott, a teljes vérrel végzett kisérleteknek
megfelelden torténtek. A megjel6lt thrombocyta szuszpenziot FacsCalibur citométeren
analizaltuk 10 000 sejt begytjtésével. A FXIII-A és CD62 pozitivitas analiziséhez 1gG

osztalyu izotipus kontroll antitestet hasznaltunk.
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4. Calcein assay (funkcionalis tesz)

Valamennyi esetben a leukémia diagndzisakor tortént a meghatarozas a korabbi leirdsnak
megfeleléen (Hollo, et al. 1994, Homolya, et al. 1996), kisebb mddositasokkal. Roviden,
mononukledris sejteket szeparaltunk periférias vérbol és csontvel6bdl Ficoll gradiensen
(Histopaque-1007, Sigma St. Louis MO), melyet kétszer mostunk PBS-ben és 0.5 x 10°
sejtet 5 percig HBSS-ben inkubaltunk 5 percig 50 wmol/L verapamillal vagy HBSS-el. A
sejteket ezt kovetden 0.25 [Imol/L calcein-AM-el (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
inkubaltuk 10 percig 37°C-on. Rovid centrifugalast kovetéen (15 sec, 14 000 rpm) a
sejteket 5 [1g/mL propidium jodidban reszuszpendaltuk a sejt viabilitds vizsgélatdra. A
mintakat 4°C-on taroltuk és 4 6ran beliil lemértiik FACScan aramlasi citométeren (Becton
Dickinson Biosciences, San Jose, CA). Az analizis sordan 3 régiét definidltunk és a
sejteket az FSC-SSC plot kép alapjan valasztottuk ki (R1). Az alacsony fluoreszcencia
intenzitasu sejteket a hisztogram analizisbdl kizartuk (R2). Az elhalt sejtek kizarasa pedig
a magas PI fluoreszcencia alapjan tortént (R3). Az analizis soran csak az R1+R2+R3
kapuk kritériumait teljesitd sejteket (€16 leukémias blast sejt) vizsgaltuk meg. Az analizis
soran 10 000 esemény adatait gytijtottiik be Lysis II software segitségével. A multidrog
transzporterek aktivitdsat (MAF) egy dimenzié nélkiili szamban adtuk meg a verapamil
nélkiili (Vp-) illetve a verapamil jelenlétében (Vp+) mért atlagos fluoreszcencia
intenzitasok (MFI) segitségével. MAF = 100 x (MFly,. - MFly,+ ) / MFly,.. A teszt
mindségi kontrolljaként huméan epidermoid carcinoma sejtvonalakat hasznaltunk,
melyeket kordbban vinblastin jelenlétében vagy annak hidnyaban tenyésztettiink. A KBV-
1 sejteket (human MDR1 + sejtvonal) 10%-0s magzati bovin szérummal szupplementalt
DMEM-ben tenyésztettiik 0.2 [1g/ml vinblastin jelenlétében 5% széndioxidot tartalmazd
termosztatban. A KB3-1 sejteket (humédn MDRI1 - sejtvonal) vinblastin nélkiil

tenyésztettiik.

26



5. A calcein assay és felszini antigénjelolés kombindcidja

A calcein assay kombindacidja a fluoreszcens jeldléssel azért problematikus, mert a calcein
rendkiviil erésen vildgit az FL-1 csatorndn, és az FL-2 csatorndn megjelend
fluoreszcencia ,,spillover” miatt az itt jelet addo PE-jeldlt antitesttel sem alkalmazhat6. De
megfeleld kompenzéacioval PerCP-konjugalt antitestekkel az FL3 csatornan (>650 nm) az
MDR aktivitas és a felszini jelolés kombinalhat6. A minta el6készitésének elsd 1épésében
egy Ficollos szepardlas tortént, majd verapamillal és calcein-AM-el torténd inkubécio
kovetkezett hasonldan a fent leirtakhoz, de ezek utan a sejteket propidium jodid nélkiili
HBSS-ben reszuszpendaltuk. Ez utdn a sejteket lecentrifugaltuk és 50 ul HBSS-ben
CD3, CD19) inkubaltuk 20 percig. Kontroll mintdk esetén PerCP-vel jeldlt izotipus
kontrollt alkalmaztunk. Az inkubécios id6 letelte utan a sejteket HBSS-ben

reszuszpendaltuk és FacScan dramlasi citométeren vizsgaltuk.

6. Immunperoxidaz jelolés

A FXIII-A immunreakcidt a Vectastain ABC Kkittel végeztiik. PFA-ban fixalt paraftinba
agyazott metszeteket deparaffinaltunk ¢és rehidraltunk. Az endogén peroxidaz aktivitast
1%-0s hidrogén peroxiddal blokkoltuk 30 percen keresztil 1% H>O, abszolut
metanolban. A nemspecifikus IgG kotddést 20%-os kecskeszérummal — torténd
inkubécioval gatoltuk.

Az antigén-antitest reakciot biotinalt anti-nyul IgG és avidin-biotinalt peroxidaz
komplex segitségével mutattuk ki a Vectastain leirdsa szerint. A specifikus peroxidaz
aktivitast 0.05%-0s diaminobenzidinnel végeztiik (Sigma St Louis, MO) 0.01% H,O,
tartalmt 0.1 mol Tris-s6sav pufferben (pH 7.2). A hattérfestés hematoxilinnal tortént. A

metszeteket felszallo alkoholsorban dehidraltuk és Surgipath micromount-al fedtiik.
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Néhany paraffinos metszeten antigén feltarast is végeztiink, hogy megvizsgaljuk
annak lehetdségét, hogy a mintaelokészités soran nem vesztettiink e el bizonyos antigén
struktardkat. Az antigén feltarashoz az immunhisztokémiai reakcio elétt a BioGenex
antigén feltar6 rendszerét hasznaltuk a gyart6 utasitasa szerint.

Az allatkisérletek soran a formalinba tett szervrészek egy éjszakdn keresztiil
fixdlodtak. Ezutdn kovetkezett a paraffinos bedgyazds, majd 3-5 wm vastagsagu
metszeteket készitettiink és deparaffinizacidé utdn immunhisztokémiai feldolgozas tortént
az aldbbi moédon. Az elsd antitesttel a poliklondlis (nyudl) anti-human fibrinogénnel 45
percig inkubaltuk a metszeteket, majd a masodik antitesttel a biotinalt anti-nyul 1gG-vel
30 percig és a diaminobenzidinnel torténd el6hivas 3-6 percig tartott. A kisérletek egy
részében csak a fibrint detektdlo monoklondlis antitestet, az mAb 350-et hasznaltuk, mely
egy anti-human fibrin antitest, de keresztreakciot ad az egér-fibrinnel is (Smyth, et al.
2001). Masodik antitestként biotinalt anti-egér IgG-t (30 perc) alkalmaztunk és a reakciot
EnVisiont+ rendszerrel torténd 30 perces inkubécioval hivtuk eld. Kiegészitd

magfestésként Hemalaum-Eozint alkalmaztunk.

7. Fluoreszcens mikroszkopia

A kriosztatban késziilt metszeteket 10 percig acetonban fixaltuk 4°C-on. A nem-
specifikus jelolddés kivédését 5%-os normal kecske szérummal térténd inkubacioval
végezhettik PBS-ben 25 percen keresztil. A FXIIIA kimutatdsa indirekt
immunfluoreszcens reakcidval tortént. Az FXIIIA ellenes 200x-os higitdsban hasznalt
poliklonalis antiszérummal torténd 2 oras inkubacid utan 40x-es higitast - kecskében
termeltetett - FITC-konjugalt anti nyal IgG-t hasznéaltunk 45 perces inkubacio alatt. Az
FXIIA jelolését PE-konjugalt HLA-DR reakcidval vagy monoklondlis KiM7, illetve

RFD7 reakcidkkal kombinaltuk. Ez utobbi két esetben jeldlérendszernek biotinalt
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antiegér 1gG-t 30 percig és Texas vordssel jelolt strepatvidint 45 percig hasznaltunk. A
FITC konjugalt CD42b reakci6 esetén a FXIIIA jel616dést biotinalt antinyul IgG és Texas
vorossel jelolt Streptavidin jeloléssel hivtuk eld. Kontroll kisérletekben a monoklonalis
antitestek helyett egér IgG-t, a FXIIIA antitest helyett megfeleléen higitott nytlszérumot
hasznaltunk. Minden antitest higitdshoz és a mosasi 1épésekhez PBS-t hasznaltunk. A
metszeteket PBS-glicerol 1:1 ardnyt keverékével fedtiik le. A felvételek Opton Axioplan

mikroszkdopban (Oberkochen, Németorszag) késziiltek.

8. Konfokalis mikroszkdpia

A cytospin készitményeket kiolvasztottuk és 4%-os PFA-ban fixaltuk 10 percig, majd 3x
mostuk PBS-ben. A FITC-el konjugélt anti-FXIII monoklondlis antitesteket 15 wug/ml
koncentréacioban vettiik fel 1 mg/ml BSA-t (Sigma, Schnelldorf, Németorszag) tartalmazo
PBS-ben, majd 0.1% Triton X-100-at adtunk a sejtekhez 30 percen &t szobahdn. Az
inkubécio utolsd 5 percében propidium jodidot adtunk a a jel6ld oldathoz 0.5 ug/mL
végkoncentracioban. Ezutan a cytospin készitményeket 3x mostuk 1 mg/ml BSA-t és
0.05% Triton X-100-at tartalmaz6 PBS-ben. Végiil a mintékat ujra PBS-ben mostuk és 10
ul Mowiol-al (0.1 M Tris-HCI, pH 8.5, 25 w/v % glicerol and 10% Mowiol 4-88, Hoechst
Pharmaceuticals, Frankfurt, Németorszag) fedtiik be.

A szuszpendalt sejtek jelolése hasonld protokoll szerint tortént kivéve, hogy a
jeloléshez 0.05% Tritont mig a mosashoz 0.01% Tritont alkalmaztunk. A moséasokhoz 3
ml puffert hasznéaltunk és 300 g-n 5 percig torténd centrifugalast végeztiink. Az utolsod
pellet-et 10 ul Mowiol-al kevertiik 6ssze ¢€s tiszta targylemezekre vittiik fel a sejteket.

A mikroszkopos analizist Zeiss (Gottingen, Németorszag) LSM 510 rendszerrel
végeztik és C-Apochromat 63x/1.25 NA vizimmerzids objektivet hasznaltunk. A

fluoresceint 488 nm-es Argon ion laser-rel, a propidium jodidot 543 nm HeNe laser-rel

29



gerjesztettiilk és a jeleket 505-550 nm-es savsziirdn, illetve 560 nm-es long pass filtert
hasznalva gytijtottiik be. A detektalashoz 1 um optikai szeleteket készitettlink és 512x512
pixel-es képeket készitettiink ahol a pixel id6 6.4 us volt. Valamennyi felvétel olyan

modon tortént, mely a csatornak kozotti atszennyezést kikiiszobdlte.

9. ELISA vizsgadlatok (TAT, F+; fragment, D-dimer FXIII-A)

Az Fy, fragment és D-dimer ELISA esetében a reakcio elve hasonl6 volt. Az elsddleges
befogo antitesttel fedett lemezekbe mértiik a megfeleléen higitott plazma mintékat, majd
a masodik (peroxidaz-konjugalt) antitesttel torténd inkubacioé utdn a orto-fenilén-diamin
szubsztrat jelenlétében értékeltiik az abszorbanciavaltozast, miutdn a reakciot kénsavval
leallitottuk. A TAT ELISA az elézéekhez teljesen hasonld volt kivéve, hogy a TAT az
ELISA cs6 felszinéhez rogzitett thrombin elleni antitestekhez kotddik. A nem kotott
alkotorészeket ezutan kimosassal eltdvolitottuk, majd egy masodik reakcioban a human
ATII elleni peroxidaz-konjugalt antitesteket adtunk a szabad ATIII molekuldkhoz. A
feleslegben 1év0 enzimkonjugdlt antitestet ezutdn mosassal eltavolitottuk, majd a kotott
enzim aktivitdsdt az el6zéekhez hasonldéan meghataroztuk. A Xlll-as faktor "A"
alegységének mennyiségét korabban intézetiik munkacsoportja altal publikalt modszer
alapjan végeztiik (Katona, et al. 2001). Itt - ellentétben az el6z6 harom ELISA-val - nem a
plazmat, hanem sejtlizdtumot vizsgéltunk. Streptavidinnel fedett ELISA lemezeken egyiitt
inkubaltunk biotindlt FXIII-A ellenes befogd monoklondlis antitestet, higitott
sejtlizatumot valamint egy mésik FXIII-A epitop ellenes peroxidazzal jellt monoklonalis
antitestet. Az 1 oréds inkubaciot kovetden a plate-eket PBS-sel mostuk majd a reakciot
elohivtuk és kénsavval ledllitottuk. Az abszorbancidkat minden esetben Labsystem

Multiscan microplate leolvasdval olvastuk le 450 nm-en.
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10. Western-blot (FXIII-A, fibrin)

Az értekezésben leirt Western-blot soran FXIII-A-t illetve fibrint mutatunk ki. A médszer
igen hasonl6 volt, de az el6készitési és elohivasi 1épésben eltérés volt a két kisérletsorozat
kozott.

A lymphoblastokbdl torténé FXIII-A kimutatas esetén a vvt-ket lizaltuk BD FACS
lizaloval, majd a blastokat 3x mostuk 20 mM EDTA-t tartalmazé PBS-ben (2200g, 4
percig). Az utolsé mosas utan a sejteket 100 uL SDS PAGE minta pufferben vettiik fel
(62.5 mM Tris-HCI, 2% SDS, 10% glicerol, 0.1% bromfenol kék, 4.5% merkaptoetanol)
¢és a keveréket 5 percig forraltuk. A mintdkbol minden esetben egyforma sejtszdmnak
megfeleld lizatumot vittiink fel.

A mintat 7.5%-os SDS poliakrilamid gélre vittiik fel, és 40 mA-en redukald
kozegben elektroforetizaltuk, majd Immobilon P membranra (Millipore, Bedford, MA)
blottoltuk (Trans-Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell késziilék, Bio-Rad). A nem specifikus
kotések blokkolasara 1 6ran at razogépen szobahdn 3%-os zselatin tartalma oldatban (0.5
M NaCl, 20mM Tris-HCI, pH: 7.5; TBS) inkubaltuk a membrant, majd ¢jszakara 4°C-on
TBS-ben tartottuk. Az elsd antitest FXIIIA ellenes poliklondlis nyul szérum 5000x
higitdsa volt 1%-os zselatinos TBS-ben. Ezt kdvetden 1 oOra inkubacid kovetkezett a
razogépen, majd mosas TTBS-ben 3x5 percig. A 2. antitest biotinalt anti-nyutl
immunglobulin 4000x higitasa volt. Ujabb 30 perc inkubécié kovetkezett a razégépen
lefedve, majd mosas TTBS-ben 3x5 percig és ezutan Vectastain-kittel tortént az el6hivas.
A szubsztrat oldat ECL elve alapjan detektalta a savokat, melyeket rontgenfilmen
rogzitettiink.

A fibrin kimutatasat egér tiidészovetekbdl extrahalt fibrinen végeztiik az alabbi
moédon. Az egér tiidoszoveteket prepardlas utan 1 ml extrakcids pufferbe helyeztiik,

melynek Osszetétele az alabbi volt: 150mM NaCl, 10mM EDTA, 100U/ml heparin,

31



10mM Tris, 0.1M e-aminokapronsav, 10U/ml aprotinin 24 ug/ml végkonc. AEBSF4-(2-
aminoethyl)-benzénszulfonilfluorid (pH=7.4). Ezutdn folyékony nitrogénben gyors-
fagyasztottuk kb. 1 percig és felhasznalasig -20°C-on taroltuk a szoveteket. A kisérlet
kezdetekor a tiidét 37°C-os vizfiirdon kiolvasztottuk, majd 100 mg szdvethez 0.5 ml
extrakcids puffert adtunk és a szovetet Medimachine késziiléken (DAKO, Glostrup,
Déania) homogenizaltuk. A mintakat 4 6ran keresztiil jégen inkubaltuk, majd eppendorf
centrifugaban 2x centrifugaltuk (16000g, 4°C, 30 perc) és az iledéket 200ul
denaturéloban (1.51g Tris, 4.0g SDS és 20mL glicerol 100mL desztillalt vizhez, pH=6.8)
vettiik fel. Ezutan a mintakat 18 6ran at inkubaltuk 37°C-os vizfiirdében és centrifugalas
(16 000g, 25°C, 30 perc) utan feliiliszobol dolgoztunk tovabb. A fehérjetartalom meg-
hatarozasat BCA Protein Assay Kittel végeztiikk. Az azonos fehérjetartalmii mintakat a
FXIII-A esetén leirt modon elektroforetizaltuk és blottoltuk. A fibrin detektalasa esetén
azonban az mAb 350 monoklondlis antitestet hasznaltuk és masodlagos antitestnek
kecskében termeltetett biotinalt anti-egér immunglobulint alkalmaztunk, majd a reakciot

az elézbdekben leirt ECL detektald rendszerrel tettiik lathatova.

11. Egyfazisu alvadasi teszt

Az egyfazisu alvadasi assayt korabbi leiras modositasa alapjan végeztiik (Conkling, et al.
1988, Kappelmayer, et al. 1998). Az eldzéekben leirt Ficollon torténd szeparalds utan
kapott mononuklearis sejteket PBS-ben mostuk, majd hematoldgiai automata segitségével
(Bayer Technicon HI1, Tarrytown NJ) megszdmoltuk, a mintabdl kenetet készitettiink,
amib6l meghataroztuk a monocyta aranyt. A mononukledris sejtek neutrophil aranya
valamennyi esetben 5% alatti volt. Ezutan a sejteket Branson B-30-as szonikaloval 3x30

masodpercig lizaltuk majd 100 wul lizdtumot 100 ul normdl plazmaval inkubaltunk 5
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percig €s az alvadasi reakciot 100 ul 25 mmol/L-es CaCl, hozzéadasaval inditottuk el. Az
alvadasi iddket egy rekombinans thrombolplasztin (Innovin, Dade) higitdsaihoz
hasonlitottuk, ugy hogy a 10x-es higitast tekintettiik 100 000 mU-nak. A mononuklearis

sejtek prokoagulans aktivitasat mU/10° monocytara adtuk meg.

12. Ellendramlasos centrifugadlis elutridacio

A centrifugélis elutridci6 a sejtek méret szerinti szeparaldsara szolgalé modszer, mellyel
periféridas vér vagy csontveld ritkdbb sejtpopuldcidinak (pl. monocyta vagy
megakaryocyta) nagy tisztasagu eldallitasat lehet elérni. A modszer masik felhasznalasi
terlilete, hogy homogén sejtpopulaciok (pl. vordsvértest, thrombocyta) sejttérfogat
szerinti elvélasztasat teszi lehetové. Kisérleteinket egy kordbban leirt mddszer (van der
Vegt, et al. 1985) kisebb mddositasa alapjan végeztiikk Beckman JE6B elutriacids rotorral.
A méréseknél 0.8 ml EDTA-val alvadasgatolt teljes vért foszfatpufferrel 10x-re
higitottunk és 5 ml/perc-es pumpasebességnél az elutriaciés kamraba mostuk. A sejteket a
kamrabol szekvencidlisan gytjtottiik, gy hogy a pumpasebességet 1 ml/perc-enként
noveltiik 20 ml/perc értékig Gilson Minipuls 2 pumpat haszndlva. A tovabbi vizsgélatok
elott a vorosvértest liledéket 2 ml PBS-ben vettiik fel (Kocsis, et al. 1998). Az MCV
értekeket Bayer Technicon H1 hematologiai automataval hatdroztuk meg, a retikulocyta
méréshez tiazol narancs festékkel jeloltiik a sejtszuszpenzidkat és a retikulocyta aranyt
FacScan 4ramlasi citométerrel hatdroztuk meg RetiCount szoftver segitségével. A
hemoglobin komponensek — igy a HbA;. — azonositdsa a BioRad Diamat teljesen

automatizalt kromatografias rendszerével tortént.
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13. Egér thrombosis modell kivitelezése

Az allatkisérleti modellben a 12-18 hetes (20-25 grammos) C57B6/J genotipust, PSGL-1
knockout egerek altatasa intraperitonealis SBH-Ketamin injekcidéval (100-120 ul/egér)
tortént. A hatds 3-6 perc alatt allt be és atlag 60 percig tartott. Az elaltatott egerek
farokvénajaba 100 ul térfogatban bejuttattunk 15 ng kollagént + 2 ug Tonogent, a
kontroll allatokba pedig 100 wul fiziologids sdoldatot. A 3. percben a retroorbitélis
plexusbol heparinozott kapillaris segitségével vért vettiink sejtszdm meghatarozasra mely
Bayer Advia 120 késziilékkel tortént, valamint TAT komplex meghatarozasara a plazmat
lefagyasztottuk. A 30. percben cervicalis dislocatiot hajtottunk végre az egereken. Ezutan
felboncoltuk ¢ ket és eltavolitottuk a tiidot, vesét, majat, 1épet, szivet. A szerveket
kettémetszettiik €s egyik felét 10 %-os formalinba, masik felét extrakcids pufferbe tettiik,
melynek Osszetétele az alabbi volt: 150mM NaCl, 10mM EDTA, 100U/ml heparin,
10mM Tris, 0.1M e-aminokapronsav, 10U/ml aprotinin 24 ug/ml végkonc. AEBSF4-(2-

aminoethyl)-benzénszulfonilfluorid (pH=7.4).
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EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Az itt Osszegzett kisérleti eredmények az experimentalis €s klinikai hematologia tobb
teriiletét érintik ezért a konnyebb attekinthetdség és érthetdség miatt az eredmények
ismertetése €s azok megbeszélése minden témateriileten kozvetleniil egymas utan kertil

majd bemutatasra.

1. Cellularis markerek anémiakban

1.1 Az MCV és a vvt életkor dsszefiiggése
A vorosvérsejtek atlagos élettartama 120 nap. A korabbi vizsgéalatok alapjan az a nézet
alakult ki, hogy a fiatalabb vordsvérsejtek nagyobbak, majd a kor elérehaladtaval a sejtek
mérete csokken (Bosch, et al. 1992). Ezeket a megallapitasokat a sejtek szeparaldsa
alapjan tették, melyet vagy a siirliség alapjan torténd izolalassal (Cohen, et al. 1976) vagy
centrifugalis elutriaci6 segitségével nyertek. A centrifugalis elutriacié homogén sejtpopu-
laciokat a térfogatuk alapjan szeparal és a sejtek térfogata pedig - altalanos feltételezés
szerint - azok életkordval ardnyos. A kordbbi vizsgélatok eredményei alapjan ugy
tartottdk, hogy a vvt életkorral a HbAlc koncentracié aranyos, mivel a vvt-ben az élete
sordn a hemoglobin folyamatos non-enzimatikus glikozildcién megy at. Annak kiderité-
sére, hogy vajon az MCV abszolit médon determindlja-e a vvt életkorat, anisocytosisos
mintdk vorosvérsejtjeiben vizsgaltunk meg HbAlc és retikulocyta tartalmat.

A vizsgéalatokhoz az alabbi mintdkat hasznéaltuk fel: normocytaer anisocytosis
urémias mintdk, microcytaer anisocytosis vashidnyos anémids mintdk és macrocytaer
anisocytosis megaloblastos anémias mintéak.

A betegek jellemzoit az 1.-es tablazat mutatja be.
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Microcyter mintak

Diagndzis MCV (fl) RDW (%) Hemoglobin (g/l) | vas (umol/l) ferritin(ug/1)

vashidnyos 63.2+0.9 19.1x1.9 118+7.1 602+1.5 4.8+0.8

anémia

Normocyter mintak

Diagndzis MCV (fl) RDW (%) Hemoglobin (g/1) | urea (mmol/l) kreatinin
(umol/l)

Uremia 90=+2.1 20.6x1.5 90.2+2.7 20.1+602 278+66

Macrocyter mintak

Diagndzis MCV (fl) RDW (%) Hemoglobin (g/1) | csontveldi kép

Megaloblastos | 106.8+3.2 21.8+1.1 115.4+2.6 Hypercellularis csontveld

anémia proliferalé megaloblastokkal,

intenziv mitotikus aktivitassal.

1. tdblazat: A betegek laboratoriumi jellemzdi (n=5, 4tlag + SEM).

A betegek a vizsgalat el6tt nem részesiiltek transzfuzidban, poikylocytosis nem volt jelen,
csak anisocytosis. A centrifugélis elutriacio soran a vvt frakcidkat az 5 és 20 ml/perc-es
atfolyasi sebesség kozott lehetett begytijteni. A begyiijtott frakciokban az MCV értéket
Bayer Technicon H1 hematologiai automatdval, a retikulocyta ardnyt tiazol narancs
jelolés utan FacScan aramlasi citométerrel, mig a HbAlc-t automatizalt HPLC-vel
(BioRad Diamat) végeztiik.

Az irodalomban korabban kozo6lt vvt elutridcios kozleményekben kordbban 6

frakciot kiilonitettek el, melybdl azt a
61— 6
kovetkeztetést vontdk le, hogy az MCV = s °o 4 5
£ 77 o e |
novekedésével né a retikulocyta arany és £ 4+ 8 4 _
3 . X
\ , o z 3 -3 <
csokken a HbAlc ardnya. Normal mintadk = . -
2 2‘ o —2 é
esetén mi is hasonlé eredményt kaptunk (4. 14 Ly
ibra). Azonban anisocytaer mintak esetén csak O o e e
abra). Azonban anisocytaer mintdk esetén csa 80 85 90 95 100 105
az elutriacios gorbe kozépsd szakasza mutatott MCYV (fl)

hasonld képet (5. abra). A gorbék mindkét 4. abra: Normal RDW-vel rendelkez6 minta
elutriacios profilja (lires kor: glikalt hemoglo-
vége ellaposodott vagy a tendencia meg is bin teli kor: retikulocyta).

fordult.
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5. &bra: Normocytaer (A), microcytaer (B) és macrocytaer (C) anémids minta HBAlc és retikulocyta
tartalma. Az RDW minden esetben jelentdsen emelkedett volt (n=5, atlag=SEM). Ures kor: HbAlc, fekete
kor: retikulocyta

A vizsgélataink alapjan elmondhatd, hogy a centrifugélis elutridcié megfeleld technika a
kiilonb6z6 méretii vvt-k elvalasztasara igen nagy mérettartomanyban. Ezt korabbi
vizsgalatok sordan csak a Percoll-os szepardldas ¢és a centrifugalis elutridcid
kombinacidjaval tudtak elérni (Bosch, et al. 1992). Mivel az MCV a vvt életkoraval
Osszefiigg, feltételezhetden az elutridcio kiilonbozo életkort vvt frakcidkat eredményez.
Ezt kordbban bizonyos szerzok megkérddjelezték és arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy
a vvt mérete nem megfelelé markere a vvt életkoranak, és hogy a centrifugalis elutriacié
nem alkalmas korfliggd vvt populéaciok eléallitasara (Vaysse, et al. 1988). Eredményeink
alapjan elmondhatd, hogy a centrifugalis elutriaci6 mindig korfiiggd vvt frakciokat
eredményezett normal RDW-vel rendelkezd normocytaer mintadkban és a patologias
mintdk elutriacios profiljanak k6zéps6 szakaszan. Azonban az elutridcios gorbék végén a
legkisebb sejtek nem a legoregebbek ¢€s a legnagyobb sejtek nem a legfiatalabbak. Az
RDW a hematolégiai diagnosztikdban gyakran hasznalt paraméter, mivel anémidk esetén
az RDW ¢értéke gyakran hamarabb emelkedik, mint ahogy a hemoglobin koncentracio
csokken. Eredményeink arra utalnak, hogy ilyen esetekben adott MCV-vel rendelkezd
vvt-k korban heterogének lehetnek. Nem kizart, hogy anisocytosis sordn a vvt nem veszit
folyamatosan vizet a vvt oregedésének utolsd szakaszaban. A masik lehetdség, hogy a

nagy ¢és az alacsony strliségli vvt-k okozzdk az eredményt, ugyanis ezek pusztan
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centrifugalis elutridcidval nem valaszthatok szét. Erdekes, hogy olyan sejttipusoknal, ahol
a sejtméret igen nagy heterogenitast mutat, mint pl. a thrombocyta vagy a granulocyta
esetén a sejttérfogat nem mutat korrelaciot a korral (Berkow and Dodson 1987, d'Onoftio,
et al. 1995), mig az igen homogén vvt-k esetében a sejtméret altaldban meghatarozza a
sejt ¢letkorat, hacsak nincs jelentés méretbeli variabilitds mint anisocytosis esetén.
Osszefoglalva elmondhaté, hogy a centrifugélis elutriacié megbizhaté modszer a vvt-k
méretbeli elvalasztasara igen széles mérettartomanyban, azonban a sejtméret nem

megbizhatd markere az életkornak patologias koriilmények kozott.

1.2 A normal sejtek standardkeént valo alkalmazdisa PNH-ban

Az anémidk egy specialis csoportja a paroxysmalis nocturmalis haemoglobinuria (PNH) a
kovetkezménye. Ez a gén vesz részt a GPI horgany szintézisében, melynek jo néhany
felszini receptor rogzitésében is szerepe van. A PNH kialakuldsdhoz 2 faktor egyidejii
meglétére van sziikkség: a mutdlt Jssejt és hyoplasztikus csontveld. Az é&ramlasi
citometriai modszerek elterjedése eldtt a PNH-t a Ham-teszt vagy a szukr6éz hemolizis
teszt segitségével diagnosztizaltdk. Ezek a tesztek komplement aktivaciot kdvetden a
PNH-s vvt-k hemolizissel szembeni fokozott érzékenységén alapulnak. Az utdbbi
években azonban az dramlési citometria valt a PNH standard vizsgélati modszerévé (Hall
and Rosse 1996, Piedras and Lopez-Karpovitch 2000, Schubert, et al. 1991). Az dramlasi
citometria elénye az, hogy nem-hemolizdlé betegekben meglévé kis PNH klonok
kimutathatok és megadhat6 a Ill-as tipusu (komplett deficiencia), II-es tipust (részleges
deficiencia) és I-es tipusu (normal) sejtek aranya. Mi, vizsgalatainkban olyan megbizhato
numerikus adatot kerestiink, mellyel a GPI-horganyzott fehérjék deficencidjanak

sulyossaga jellemezhetd.
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2001. januér és 2004. december kozott 80 olyan beteg mintdjat vizsgaltuk PNH
iranyéba ahol klinikailag hemolizis allt fenn, melyek kozott mindossze 4 esetben lehetett
kimutatni PNH-t. Mind a 4 beteg anamnézisében hasi fajdalom, hanyés, sotét vizelet és
laz szerepelt. A laboratoriumi tesztek nem konjugélt hyperbilirubinémiat, emelkedett

LDH aktivitast és hemolizist mutattak. (2. tablazat).

1. beteg 2. beteg 3. beteg 4. beteg Ref tart.
Nem férfi férfi nd nd
Hemoglobin, g/ 86 109 113 97 120-175
Total bilirubin, wumol/l 63 145 25 50 <17
Konj. bilirubin, umol/l 20 10.6 5.6 7 <4
LDH, U/l 3682 5711 2187 1498 280-460
Haptoglobin, g/l <0.26 <0.26 <0.26 <0.26 0.5-2.3
Retikulocyta, % 7.2 6.8 3.9 7.9 0.5-1.7

2. tablazat: A 4 PNH-s beteg laboratdriumi paraméterei.

Az é4ramlési citometriai analizis soran a vvt-k vizsgalatat PBS-sel higitott vérmintaban
végeztiik, mig a granulocyta és monocyta vizsgalatot a leukémia tipizaldsnal ismertetett
moédon (Lasd Anyag és Modszer 1-es fejezet). Minden marker esetében PE-vel direkt-
konjugalt antitesteket hasznaltunk. A sejteket az atlagos fluoreszcencia intenzitdsuk
(MFI) alapjan karakterizaltuk I-es, II-es és Ill-as csoportba. CDS55 és CD59 jelolésnél
valamennyi sejttipus esetén 10-es MFI érték alatt neveztiik I1I-as tipusunak. A Il-es tipust
sejtek esetén az MFI 34=11 volt és I-es tipusu sejtek estén pedig 280+150. A CD14
marker esetén a I1I-as tipusu sejtek MFI-je 39+36 volt, a II-es tipust nem fordult eld, mig
az I-es tipustiaké 2060 +1000 értéket mutatott. Ezen értékek dsszhangban vannak a CD14
magasabb expresszidjaval monocytakon.

A kvantitativ analizist Quantibrite gyongyok segitségével végeztiik, ahol is a
gyongyokre felvitt PE molekuldk fluoreszcencia intenzitdsat viszonyitottuk a sejtek MFI
értékeihez. Valamennyi felhasznalt antitest monovalens volt és a PE:mAb arany minden
esetben 1 volt, mely alapjan az antitest kotd kapacitds (ABC) megadhato volt. A PNH-s

granulocytdk karakterisztikus hisztogramjan lathatd abra (6. abra) azt mutatja, hogy a
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CD55 ¢és CD59 markerek estén a sejtek egy részén nincs GPI-horganyzott fehérje, mig
egy résziikk normal expressziot mutat. A vvt-k esetében az adott markerre negativ sejtek
aranya kb 40%-a volt a granulocytdknak és monocytaknak. Ez a jelenség jol ismert PNH
esetében és a PNH-s vvt-k szeletiv destrukcidjdval magyarazhatd6. A PNH-s klon
nagysaga jobban megitélheté a granulocytdk és a monocytdk vizsgalataval. A korabbi
tanulméanyok azonban nem vizsgaltak a GPI horganyzott fehérjék heterogén expresszidjat

a normal sejtekhez képest.
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6. dbra: A CD55 és CD59 expresszidja a granulocytdkon (folytonos vonal: normal minta, szaggatott vonal:
PNH-s minta).

Bevezettiink egy 0j pareméter - az MFI rata hasznalatat mely a II-es és IlI-as tipusu PNH
sejtek és a megfeleld normal populacié MFI-jének hanyadosa. Minél kisebb az MFI rata
annal jobban diszkrimindl a GPI-anchor marker a negativ és a normal sejtek kozott.
Eredményeink részben alatamasztjak azokat a korabbi megfigyeléseket, miszerint az anti-
CD55 nem azonositja olyan jol a kéros vvt populaciot, mint az anti-CD59. Az MFI rata
alapjan ez numerikusan is igazolhat6 volt, mivel az anti-CD59 esetén joval alacsonyabb
MFTI ratakat kapunk (0.011-0.031) mint az anti-CD55 esetében (0.049-0.096).
Valamennyi sejtpopulacioban megallapitottuk a %-os negativitas értékét és az MFI
ratakat (7. &bra). Korabbi vizsgalatok arra utaltak, hogy PNH esetén a monocytak

rendelkeznek a legalacsonyabb GPI-horganyzott fehérje mennyiséggel (Maciejewski, et
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al. 1996). A mi eredményeink alapjan is az mondhatd, hogy a monocyta az ideélis
sejttipus a PNH-s klon méretének meghatarozdsira mivel az MFI ratdk itt a
legalacsonyabbak (0.007-0.015). Ezért azt ajanljuk, hogy a PNH klon méretének

meghatarozasara a CD14 negativ monocyta %-os értéket adjuk meg az dltalunk bevezetett

MFI rataval egyiitt.
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7. dbra: A CD55 és CD59 valamint a CD14 expresszié vizsgalata a vvt, granulocyta (PNN) és monocyta
(MONO) populaciokban. Az "A" abrarész az eredményeket mint %-os negativitds a "B" pedig mint MFI
ratat adja meg.

2. Akut leukémiak diagnosztikai és prognosztikai modszerei

Ebben az alfejezetben az akut myeloid leukémidval (AML) és az akut lymphoid
leukémiaval (ALL) kapcsolatos cellularis markeranalizisek eredményeit ismertetem,
valamint egy rovid részben a malignus hematoldgiai betegségek csaladi halmozodéasanak

epidemioldgiai analizisét mutatom be.
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2.1 Sejtfelszini markerek

2.1.1 A PSGL-1 (CDI162) expresszio akut myeloid leukémiaban

A leukémidk analizisében olyan diagnosztikailag és prognosztikailag alkalmazhatd
markereket kivantunk vizsgalni, melyek lehetévé teszik adott homogén leukémia
populécidk finomabb analizisét és differencidldiagnosztikdjat.

A P-selectin glikoprotein ligand 1 (PSGL-1) egy konstitucionalisan expresszalt
marker myeloid sejtek felszinén, de kimutathaté T-sejteken, s6t tobb nem hemopoietikus
sejten is (Laszik, et al. 1996). Szerepe az, hogy az aktivalt vérlemezkék és az aktivalt
endothel felszinén megjelend selectinekkel (P-selectin, E-selectin) ligand interakcidba 1ép
heterotipikus aggregatumok kialakulasat. A normalis periférids vérben 4 sejtpopulacio

volt elkiilonithetd a SSC-FL1 plot képeken (8. &bra).
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8. dbra: Az FL-1 és SSC dot-plot képe normal periférids vér leukocytain indirekt modon torténd anti-
PSGL-1 jelolés utdn. Négy sejtpopulacidé azonosithatd, granulocyta, monocyta, illetve egy bright és dim
lymphocyta populécio.
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9. dbra: Harom szinii analizissel vizsgdlva a lymphocytékat, kimutathatd, hogy a a PSGL-1 bright lympho-
cytdk a CD3+ T-sejtek (A) vagy CD16+, NK-sejtek (C) mig a PSGL-1 dim sejtek CD19+ B-sejtek (B).

A monocytak ¢és neutrophilek mellett két elkiiloniild lymphocyta populacié lathatd
melybdl a PSGL-1 bright sejtek CD3 és CD16 pozitivitast mig a PSGI-1 dim sejtek CD19
pozitvitast mutattak vagyis az erds expresszié a T- és NK-sejtek, mig a gyenge expresszid
a B-sejtek jellegzetessége (9. abra). A jelolddés a neutrophileken és a monocytdkon
unimodalis volt és az MFI szordsa ezen sejteken joval kisebb mértékii volt, mint a
lymphocytdkon. A normal mintdk mellett megvizsgaltuk 20 de novo AML-es betegbdl
szarmazo sejtek PSGL-1 expressziojat is. Az AML-es betegek blast ardnya 50-100%

kozott valtozott és részletes fenotipus eredményeit a 3-as tablazat tartalmazza.

Beteg FAB Minta CD13 CD33 | HLA-DR CD14 CD34 | Blast arany

szama tipus tipusa (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 M1 PV 53 55 55 2 53 45
2 Ml PV 44 72 32 12 36 45
3 M1 PV 75 83 81 6 82 80
4 M1 PV NT 53 94 NT NT 65
5 Ml CSvV 63 73 39 13 24 40
6 M2 PV 5 64 8 2 6 80
7 M2 PV 65 63 73 6 8 80
8 M2 CSV 81 56 48 14 29 65
9 M2 CSV 82 88 65 6 42 48
10 M4 PV 62 66 24 5 4 53
11 M4 PV 85 63 82 14 59 50
12 M4 PV 89 92 84 68 2 100
13 M4 PV 84 83 84 4 14 70
14 M4 PV 50 90 50 26 43 85
15 M4 PV 57 83 86 62 16 100
16 M4 CSV 90 88 80 18 71 68
17 M4 CSV 70 81 41 25 5 36
18 M5 PV 83 81 76 23 53 67
19 M5 PV 35 91 45 26 2 100
20 M5 PB 82 86 75 74% 1% 84

3. tablazat: A de novo AML-es mintak fenotipusa (CSV: csontveld, PV: periférias vér, NT: nem tortént).
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10. abra: De novo AML M4 esetén a myeloid sejtek (monoblast és myeloblast) domindlnak és alig mutat-
hato ki lymphoid elem (A). A myeloid sejteken bimodalis jelolddés lathato PSGL-1-re.

Az AML-es blastok PSGL-1 expresszidja altaldban unimodalis eloszlast mutatott, kivéve
az AML M4 esetén, ahol a myeloblastok és monoblastoknak megfeleléen bimodalis
eloszlast talaltunk (10. abra). A PSGL-1 dim sejtek kisebb FSC-SSC mig a PSGL-1
bright sejtek nagyobb FSC-SSC értékeket mutattak, mely megfelel a myeloblast és
monoblast fényszorasi karakterisztikumoknak. A kordbban ismertetett kvantitativ analizis
segitségével meghatdroztuk az antigén expresszié mértékét 20 normal és 20 AML-es

mintan (4. tablazat).

ABC (atlag+=SD) az MFI variaciés koefficiense
(%)
Neutrophilek 26500+4500 17
Monocytak 472009900 21
T- és NK sejtek 38200+26000 68
B sejtek 2600+1500 58
AML blastok 12000+5300 44
Monoblastok, Promonocytdk 41000+20300 51
Promyelocytak 19000+7100 37
Myelocytak,
Metamyelocytadk

4. tablazat: Normal periférids vér leukocytdi és az éretlen myeloid sejtek PSGL-1 jelolddése kvantitativ
aramlési citometriaval vizsgélva.
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Az eredmények alapjan megallapithatd volt, hogy a monocyta leukémiakban a PSGL-1
expresszio meglehetdsen nagy szorast mutatott, de szignifikdnsan nem kiilonbozott az
érett monocytaktdl (p=0.084), mig az AML Ml-ben és AML M2-ben megjelend
blastokon a PSGL-1 expresszid6 mértéke jelentdsen csokkentnek adodott, mely
szignifikansan alacsonyabb volt mint a neutrophilek PSGL-1 expresszidja (p < 0.001).
Harom szinii analizisben vizsgalva a PSGL-1 expressziot azt taldltuk, hogy a PSGL-1
jelolédés koexpressziot mutat a CD45 jelolddéssel és forditottan korrelal a CD34 és a
CD7 expresszioval ami azt jelzi, hogy a sejtek érettségével az expresszid6 mértéke

novekszik (11. 4bra).
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11. abra: AML M2 esetén a PSGL-1 jelolddés 3 szinii analizissel tortént. Mindegyik képen a fiiggdleges
tengelyen a PSGL-1 jel616dés lathatd, mig a vizszintes tengelyen a CD34 (A), a CD45 (B) és a CD7 (C).

Az immunfenotipizalds az ALL-ek esetében igen jol hasznosithatd vizsgalat, de AML
esetében a vizsgalat értékelhetdsége gyakran limitalt. A kvalitativ eltéréseken kiviil a
sejtfelszini receptorok aktudlis szama is megadhato, amint azt a korabbiakban ismertettiik.
Korabbi vizsgalatokban, hasonldé mddszert alkalmazva j6 néhany receptor mennyiségét
meghataroztak normal és leukémias mintakon (Bikoue, et al. 1996, D'Arena, et al. 2000,
Porwit-MacDonald, et al. 1996). Ezen Kkisérletsorozatban elvégzett vizsgélatok
megbizhatdsagat mutatja az, hogy a normal neutrophilek és monocytak esetén kapott

sejtfelszini receptorszam gyakorlatilag megegyezett a korabban radioligand assay-vel
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kapott értékekkel (Ushiyama, et al. 1993). A PSGL-1-et mar kordbban tobb tanulmanyban
vizsgaltak kiilonbozé sejtek felszinén (Laszik, et al. 1996, Vachino, et al. 1995), de
el6szor mi kvantitaltuk ezen receptort normal és leukémias sejteken. Fontos volt, hogy a
kisérletekhez olyan antitestet hasznaljunk, amely egy megfeleld epitopot ismer fel a
receptoron. A vizsgalatainkhoz alkalmazott PL-1 antitest idealis mivel a PSGL-1 egyik
distalis epitopja ellen iranyul. Az eredmények értékelésénél azonban tudni kell, hogy a
PSGL-1-nek megfeleld6 poszttranszlacios moddositdsokon kell atmennie, hogy
ligandkdtésre legyen képes €s igy a kapott receptorszam nem feltétleniil jelez funkcionélo
receptort. Azonban korabbi tanulméanyok (Tracey and Rinder 1996) azt talaltdk, hogy a
CD34 pozitiv progenitor sejtek felszinén kimutathaté6 PSGL-1 megkdti az aktivalt
thrombocytakat igy valdsziniileg ebben az esetben egy funkcionald receptorrdl van szo. A
myeloid és kiilondsen a monocyta differencidlodas gyakran nem jar egyiitt megbizhatdan
identifikalhatd markerek expresszidjaval. A leggyakrabban haszndlt CD14 marker
sokszor negativ AML M4 és M5 esetében, de megjelenhet M1-ben és M2-ben is. Mi azt
talaltuk, hogy a myeloblastok és a monoblastok kozott nincs atfedés a PSGL-1
receptorszamot illetden, azt gondoljuk, hogy a PSGL-1 kvantitadlasa alapjan jol

elkiilonithhetd ez a két leukémids sejttipus.

2.1.2 A P-glikoprotein vizsgalata

A sejtfelszini markerek egy része igen fontos funkciondlisan, de az antigén expresszid
mennyisége nem teszi lehetdvé, hogy megfeleld szenzitivitassal ki lehessen mutatni direkt
konjugalt antitestekkel az aramlasi citometriai vizsgalatokban. Az egyik ilyen sejtfelszini
protein a P-glikoprotein (Pgp), mely egy 170 kD tomegli ABC (ATP-binding cassette)
fehérjék kozé tartozd protein, melynek jelentds szerepe van a xenobiotikumok

eltavolitasaban. Mivel a fehérjének szamos - a daganatos betegek kezelésében haszna-
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latos - szer szubsztratja, igy ezen betegekben a kezelés soran rezisztencidt okozhatnak
pl. vinca alkaloiddk (vinblastin), epipodophyllotoxinok (etoposid) vagy egyéb pl.
mytomycin, Taxol, topotecan kezelés soran. Mivel a Pgp tobb citosztatikummal szemben
is rezisztencidhoz vezet, ezért a Pgp-t a multidrog rezisztencia (MDR) kialakuldsdban az
egyik legfontosabb fehérjének tartjdk (MDR-1). A Pgp ugyan nem kizarolagos fehérje a
multidrog rezisztencia mechanizmus kialakuldsaban, de igen jelentds amit az is mutat,
hogy tobb nemzetkdzi tanulmanyban megprobaltdk az MDR-1 fehérje aktivitasat
blokkolni, hogy a terapias hatékonysagot javitsdk (Ghetie, et al. 1999, Maia, et al. 1996,
Sonneveld 2000, Thomas and Coley 2003). Az MDR vizsgalata sordan a Pgp analizis
alapvetden 3 kiilonb6z0 modszerrel torténhet, a Pgp antigén kimutatasaval, a Pgp
aktivitas vizsgalataval és a Pgp mRNS kimutatdsaval. A korabbi konszenzus ajanlas az
volt, hogy az MDR vizsgalata klinikai mintdkon legalabb 2 moddszerrel torténjen.
Kisérleteinkben megvizsgaltuk az antigén kimutatds és egy Pgp funkciondlis teszt — a
calcein assay- szenzitivitasat. Azt talaltuk, hogy a calcein assay-vel a KB-V1 MDR+
sejtvonalon a MAF érték kozel 100%-os volt és a sejtek 500 000 Pgp molekulat
tartalmaztak, mig a KB-8-5 sejtvonalon mely szintén MDR pozitiv, de csak 30 000 Pgp
molekulat expresszal, a MAF értéke mig mindig nagyon magas (80%-0s) volt. A klinikai
mintdk esetén pedig az antigén expresszidval nem lehetett kiilonbséget tenni olyan
esetben sem amikor nyilvanvalo eltérés volt MDR aktivitas tekintetében a klinkai mintak

kozott (5. tablazat).

Sejtvonal/minta MAF (%) ABC

KB-V1 98 500,000
KB-8-5 80 30,000
AML-es minta 32 <2500
Normal minta 9 <2500

5. tablazat: A Pgp antigént ABC értékekben adtuk meg indirekt kvantitativ aramlasi citometria segitségével.
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A MAF formdjaban kifejezett MDR aktivitds jol dichotomizalta az MDR- ¢s MDR+
sejtvonalakat és 25%-os érték alatt aktivitast adott normal mintak esetén, mig a leukémias
mintakban 0 és 62% kozti MAF volt kimutathato (12. abra).

A Pgp funkciojat lehetdség van a kordbban ismertetett antigén analizissel is
meghatarozni. Ennek egy igen jol érzékenyitett moddszere az amely soran a Pgp
konformacids valtozasat mutatjuk ki kiilonboz0 revertaloszerekkel tortént kezelés eldtt és
utan. Az adott Pgp elleni antitest klon (UIC2) kotddésében vald eltolodast (shift) vizsgalo
teszt az UIC2 shift tulajdonképpen mar egy funkciondlis teszt és ilyen értelemben

alkalmas lehet klinikai vizsgélatokra is.
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12. abra: A MAF cut-off értéke, 20 normal, 50 leukémias mintan és 10-10 ismételt mérés KB3-1 és KBV-1
sejtvonalakon.
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2.1.2.1 A calcein assay beadllitdsa

Ahhoz hogy a MAF vizsgalatot rutindiagnosztikai tesztként alkalmazni tudjuk, a mérési
kritériumokat ki kellett dolgozni olyan formdban, ahogy az a rutin klinikai laboratériumi
eljarasoknal szokasos. Ehhez a kovetkezd vizsgéalatokat végeztiik el.

Az assay komponenseinek stabilitasat megvizsgaltuk 4°C-on és -20°C-on torténd
tarolas soran 12 honapon at. A MAF értékeket MDR+ sejtvonalakon teszteltiik 0, 1, 3, 6
¢s 12 honap utdn és ugyanezen idépontokban a calcein-AM fluoreszcencidjat Perkin
Elmer fluoreszcens spektrofotométerben vizsgaltuk 488 nm-es excitacios €s 525 nm-es
emisszios hullimhosszon. Azt talaltuk, hogy a verapamil torzsoldat (8 mmol/L, HBSS-
ben tarolva) mindkét vizsgalt hdmérsékleten eltarolhatd a gatld aktivitds megvaltozésa
nélkiil. A calcein-AM (100 ['mol/L, DMSO-ban) 12 hoénapig -20°C-on eltarolhato, de
jelentds - hidrolizis miatti- fluoreszcencia ndvekedés volt tapasztalhato 4°C-on.

Az optimalis verapamil koncentrdcid6 megallapitdsa azért fontos, mert ha a
revertaldszer koncentracioja nem éri el a kelld mértéket, akkor suboptimalisak a mérési
kortiilmények, mig til magas revertaloszer koncentracié a sejtekre toxikus lehet. Ezért
AML-es mintdkon végeztiik el a MAF értékek verapamil fiiggésének vizsgalatat. Azt
talaltuk, hogy 50 wmol/L-es verapamil koncentracidé megfeleldé mértékli gatlast

eredményez, mig magasabb koncentracioknal a MAF értékek csokkennek (13. 4bra).

l 13. abra:
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meghatarozasa. Az MDR aktivitdst mint MAF
- érték fejeztiik ki egy AML-es beteg mintdjan. A
L 20 mononuklearis sejteket verapamillal inkubaltuk
- 5 percig, majd calcein-AM-et adtunk hozzd és
10 perc inkubacio utan leallitottuk a reakciot és
az MFI értékeket meghataroztuk. A verapamil
terapias tartomanya 0,2-1,1 umol/l (A) mely két
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A harmadik olyan vizsgéalatsorozat mely a modszer bedllitasdhoz elengedhetetlen, annak
kimutatasa volt, hogy milyen forméban és mennyi ideig tarolhatok a mintdk MDR
vizsgalatra, kiilonds tekintettel arra, hogy itt egy funkciondlis tesztrél van szo. A
funkcionalis tesztek intakt ¢él6 sejteket igényelnek és ellentétben a fixalt sejteket
alkalmazo6 antigén meghatarozasokkal, metabolikusan aktiv sejtekre van sziikség. Mivel
az aramlasi citometriai diagnosztikai vizsgalatokhoz a mintdk 24 o6ran at szobahdén
tarolhatok, mi teljes csontveld ¢és periférids vérmintdkat, valamint szeparalt
mononukledris sejteket 24 6ran keresztiil taroltunk és megvizsgaltuk MAF aktivitasukat.
Azt talaltuk, hogy a 6 o6ran at szobahdn tarolt csontveldi és vérmintdk még megfeleld
MAF értéket mutatnak, viszont a 24 6ra utan a MAF érték jelentésen csokken. Ezen
mintdkban a propidium jodid pozitivitds minimalis volt, de az ATP deplécié miatt az
efflux hatékonységa romlott és a Vp- mintdkban magasabb MFI értéket kaptunk mely az

alacsonyabb MAF értéket eredményezte (14. abra).
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14. abra: Teljes csontveldi mintat analizaltunk 0, 6 és 24 ora tarolas utdn. A Vp- minta (kér) MFI értéke
jelentdsen emelkedett 24 6ra alatt, mig a Vp+ minta (négyzet) nem valtozott (A). Ez jelentds csokkenést
okozott a MAF értékekben (B).

A funkciondlis tesztek egyik hatranya, hogy rutindiagnosztikai koriilmények kozt
pontosan a vizsgalat kivitelezhetdsége miatt nehezen alkalmazhatdak. Eredményeink
alapjan a calceinnel feltoltott AML-es mintak 4°C-on tarolva 24 oran at eltarolhatok
anélkiil, hogy a MAF érték megvaltozna, azonban a szobahdn (23°C-on) tarolt mintakban

a MAF értékek emelkedését tapasztaltuk 24 6ra mulva, mivel a sejtek a calceint tovabbra
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is eltavolitottak a sejtekbdl és igy a Vp- értékek csokkentek, azonban 4°C-on az efflux
proteinek megfeleld6 modon blokkoltak voltak, igy nem valtozott a mért MDR aktivitas

(15. abra).
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15. ébra: A Ficoll-on szeparalt és calceinnel feltdltdtt mononukledris sejtek MFI értéke jelentdsen csokkent
szobahds tarolasnal (A 4bra, teli kor) mely jelentésen ndvelte a MAF értéket (B abra teli haromszog), mig a
4°C-on tarolt mintanal csak minimalisan valtozas volt észlelhetd (A és B abra) ilires kor és haromszog.

A rutindiagnsoztikai applikacio eldtti utolsd vizsgalat a teszt reprodukalhatdsdganak
analizise volt. Egy normal minta, egy AML-es minta és egy MDR+ sejtvonal (KBV1)
MATF aktivitasat mértiik le 10 egymast kovetd alkalommal (within batch precision). Azt
talaltuk, hogy a magas MAF aktivitdsnal a mérésnek rendkiviil alacsony a szérdsa de a

klinikailag relevans MAF értékeknél is elfogadhato a reprodukalhatosag (6. tablazat).

Minta Atlag MAF CV (%)
KBV1 sejtvonal 97.9 0.3
AML-es minta 45.8 11
Normal minta 16 13

6. tdblazat: A calcein assay reprodukélhatdsaga.

2.1.2.2. Klinikai mintdk analizise
Megizsgaltunk 93 de novo akut leukemias mintat (65 AML ¢és 28 ALL) a calcein assay-
vel két centrumban, a Debreceni Egyetem Klinikai Biokémiai és Molekularis Patologiai

Intézetében ¢és az Orszagos Hematoldgiai ¢és Immunologiai Intézetben. Mindkét
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centrumban azt talaltuk, hogy az ALL-ben mért MAF ¢értékek szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak mint az AML-ben mért értékek, de az abszolit MAF értékek a két
centrumban kissé eltéréek voltak (16. abra). Az ALL-ben mért MAF értékek nem
kiilonboztek szignifikdnsan a normal mononukledris sejteken kapott MAF értékektdl. A
betegek egy részénél indukcids kemoterapidval remisszid volt elérhetd (reszponderek=R),
mas részénél nem (non-reszponderek=NR), itt a csontvel6i blast arany 5% feletti
maradt illetve a periférids vérben is valtozo aranyban blastok voltak kimutathatok. A
calcein assay prognosztikai alkalmazhatosdgat AML-ben Ggy vizsgaltuk meg, hogy a R és
NR csoportban meghataroztuk mindkét centrumban a MAF értékeket, mely az R

csoportban 17.1 és 14 mig az NR csoportban 32.9-nek és 23.3-nak adodott.

A B
35 35
30 30
i 16. dbra:
25 1 25 MAF értékek Osszehasonlitdsa
L AML-es és ALL-es betegeken a
< 20 T 20 T 2 centrumban. Az 4tlag és a =
= 15 il 15 1 SEM értékek keriiltek feltiin-
tetésre a DE OEC KBMPI-ben
10 10 T (A) ¢és az OHVI-ben (B).
T Mindkét centrumban az AML-es
5 5 betegek MAF értékei  szigni-
fikinsan  magasabbak  voltak
0 ALL AML 0 ALL AML mint az ALL-es betegeké.

Ezutan megallapitottuk a MAFR+SEM ¢és a MAFnr-SEM értékeket, mely Debrecenben
25%, Budapesten 20%-nak adodott. Ezen értékek validitdsait AUC (area under curve) és
ROC (receiver operator characteristic) analizissel is ellendriztiik, mely alapjan az elérhet6
legnagyobb szenzitivitast és specificitast ilyen értékeknél taldltuk. Ezen cut-off értékek
segitségével a 2 centrum betegeinek adatait Osszevontuk és megallapitottuk, hogy az
MDR negativitas 72%-os prediktiv értékil volt a kezelés hatasossaga szempontjabol, mig
az MDR pozitvitds 69%-os prediktiv értékii a kezelés hatastalansidga szempontjabol

(17. abra).

52



100;

80 LI resp.
[ non-resp.
X 60
40
20
0

MDR- MDR +

17. dbra: A teszt pozitiv és negativ prediktiv értéke. A kordbban meghatarozott cut-off értékek alapjan a a
betegeket MDR+ és MDR- csoportokra osztottuk. Az dbran mindkét centrum Gsszesitett adatait tiintettiik
fel. A responderek ardnya az MDR- csoportban 72% volt, mig a non-responderek ardanya az MDR+
csoportban 69%. Az MDR fenotipus és a kezelésre adott valasz kozt szignifikans korrelacio volt (p=0.004).

Ha az MDR pozitivitast és MDR negativitast binaris valtozoként kezeltiik, akkor az
MDR pozitivitds 5.7x-es valoszinliségi hanyadost jelentett a terdpia hatdstalansag
szempontjabol (95%-os konfidencia intervallum: 1.7-19 p=0.004). Az MDR aktivitas
mellett a vizsgalt beteganyagban a betegek ¢életkora jelentett még szignifikéns
prognosztikai faktort, minden 10 év életkorndvekedés 1.8x-es valosziniiségi hanyadost
jelentett a terdpia hatastalansag szempontjabodl (95%-os konfidencia intervallum: 1.2-2.6
p=0.005). Az MDR+/MDR- fenotipus analizisét a betegek tulélése szempontjabol, olyan
esetekben a Kaplan-Meier tipusu goérbe alapjan végeztiik, ahol 8 hoénap vagy annal
hosszabb volt a kovetési periodus. Azt talaltuk, hogy az MDR- esetekbdl 3x annyi volt az
50%-os tulélési ratat mutatok aranya mint MDR+ esetekben, de a kiilonbség nem érte el a
statisztikailag szignifikdns mértéket (p=0.07) (18. abra). Szelektalt esetekben relapszus
soran végzett kovetéses vizsgalatok eredménye alapjan azt mondhatjuk, hogy vagy a
kezdetben is magas MAF értékek valtozatlanok maradtak, vagy a kezdetben MDR
negativ esetek MDR pozitivva véltak. Relapszus vagy terapia refrakter esetekben MDR+

— MDR- atalakulast nem talaltunk (19. &bra).
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18. abra: A Kaplan-Meier talélési gorbe 26 19. abra: Kovetéses vizsgalatok sordn néhany beteg-
MDR+ és 39 MDR- beteg esetén. Az atlagos  nél meghataroztuk a MAF értéket a diagnoziskor

kovetési id6 11.7 hoénap volt és csak a 8.  (diag) és a relapszus vagy terdpia rezsiztencia soran
honapnal hosszabb tulélésii betegek keriiltek  (refi/rel). Kétfajta mintazat volt megfigyelhetd: vagy
feltiintetésre. a korabban MDR negativ betegek MDR pozitivva

valtak vagy az MDR+ egyének pozitivak maradtak.

A calcein-AM olyan efflux indikator, amely kival6 szubsztratja mind a Pgp-nek mind a -
drogrezisztencia szempontjabol 1ényeges masik transzmembran fehérjének - az MRP1-
nek (Legrand, et al. 1999) és igy sziirni tud az MDR-t okoz6 két legfontosabb
transzporterre. Ellentétben néhdny egyéb — gyakran alkalmazott — indikatorral mint pl. a
Rhodamin 123 vagy a Fluo3, a calcein fluoreszcencidja nem fligg az intracellularis
kornyezettdl vagy a kotddéstdl. Korabbi vizsgalatok alapjan (Hollo, et al. 1994, Hollo, et
al. 1998, Homolya, et al. 1996) bizonyitottnak vehetd, hogy a MAF formdjaban megadott
aktivitasi érték megfeleléen elkiiloniti az MDR+ és MDR- sejteket. Egy tovabbi elony,
hogy szelektiv inhibitorokkal kiilon-ko6lon vizsgalhaté a Pgp és az MRP1 (Feller 1995,
Hollo, 1998, Legrand 1998).

A calcein assay kombinalhat6 felszini markerrel torténd jeloléssel. Ennek azért van
jelentdsége, mert igy megadhat6 azonos fényszorasi tulajdonsaggal rendelkez6 kiillonbozo
eredetli sejtek (pl T- és B-sejtek) MDR aktivitasa, illetve elkiilonithetd a normal és
leukémias sejtpopulaciok MDR aktivitdsa a CD45 jeloldédés intenzitasa alapjan. Ezen
vizsgalatokhoz PerCP jelolést végeztiink a calcein assayt kovetden az izolalt mononuk-

learis sejteken és sejteket FL1-FL3 dot plot formajaban jelenitettiik meg (20. abra).
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20. abra: Az FL1-FL3 dot-plot képeken a vizszintes tengelyen a calcein jel, mig a fliggéleges tengelyen az
adott felszini marker l4that6, mely 4altal kiilon megadhaté a CD19+ sejtek (B), a CD3+ sejtek (C) és a
CD45dim+ sejtek (D) MDR aktivitasa.

crer

a kiilonb6z6 munkacsoportok altal kapott értékek 6sszehasonlitdsa gyakran nem egyszert,

ha nem vessziik figyelembe a normal sejtek aktivitasat.

2.1.3 A normal lymphocyta mint belsé kontroll

A P-glikoprotein analizishez hasonléan a sejtfelszini antigének koziil a lymphocyta
fenotipizalashoz leggyakrabban hasznélt markerek, mint a CD3, CD7, CD19 és CD22
nem mutatnak jelentds kiilonbséget a normal lymphocytdk és a leukémids mintak
rezidudlis normal sejtjei kozott. Mi, az Eurdpai Klinikai Sejtanalizis Munkacsoport

(European Working Group on Clinical Cell azaz EWGCCA) egyetlen magyar
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laboratoriumaként részt vehettiink egy olyan tanulmanyban, melyben normaél, ALL-es és
AML-es csontvel6i mintdkon vizsgaltuk meg a fenti markerek belsé kontrollként vald
alkalmazhatosagat. A rezidualis normal sejteket a CD45-SSC kép alapjan azonositottuk
(21. abra) és meghataroztuk a szazalékos pozitivitas aranyait rezidudlis valamint normal
sejtek sejtfelszini fluoreszcencidit (7. tablazat). A CD3 szoras alapjan az sziirhetd le, hogy
az altalunk jelentett eredmények (III) megegyeztek a vezetd eurdpai dramlasi citometriai

laboratériumok atlagaval (22. 4bra)

21. abra:

Az ALL-es minta dot-plot képén jol elkii-
16niilnek a reziduélis normal lymphocytak
(piros) a myelod sejtektdl (sziirke) és a
CD45dim+ lymphoblastoktol (z61d).

A
=
T
- =
AN

i'
i Laboratériumok kozti széras CD-3 kontroll kértya
|2 - - - —
> _ — | T e — R
1
S | |-l -V 4V ||
| O i ® T o |
| E 15 { m
» 0
£ 10 o
| 3
o 5
RNl I
oL , Lo Y . N — S
| | n n v v Vi vl Vil | 234567000V UBBTBNDANRZANERTE
| Eurdpai centrumok ; Mintak J
— esee— . L - — - ————— — ————

22. dbra: Az eurdpai aramlési citometriai laboratoriumok kozott a reprodukélhatdésagban az eurdpai atlagot
értiik el (a KBMPI a IlI-as laboratdrium).
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Vizsgalt antigén KBMPI (n=13) Total (n=161)
CD19
% pozitiv 18 (16.4) 16 (5.0)

MFI 3.8 (1.8) 532.7)
CD22

% pozitiv 21 (15.5) 17 (5.2)

MFI 50.5(51.5) 36 (18.7)
CD7

% pozitiv 57 (24.5) 66 (26.4)

MEFI 6.7 (4.8) 7.4 (4.2)
cyCD3

% pozitiv 56 (25.2) 65 (21.7)

MFI 15.3 (6.8) 21.5(11.2)
CD7/cyCD3

% pozitiv 1.1 (0.2) 1.0 (0.1)
CD19/CD22

% pozitiv 0.9 (0.2) 1.0 1.8
cyCD3/CD19

% pozitiv 5.4 (4.0) 6.7 (6.3)

7. tdblazat: A laboratoriumok kozotti 6sszehasonlitdsban csak a KBMPI és az 0ssz eredményeket tlintettiik
fel. A tablazat az atlag és (SD) eredményeket tartalmazza.

2.2 Intracitoplazmatikus markerek

2.2.1 Permeabilizdlasi technikak vizsgalata

A leukémidkban a legkorabbi markerek azonban nem a sejtfelszinen, hanem
intracelluldrisan helyezkednek el és lehetnek intracitoplazmatikusan, mitochondrialisan
vagy nukledrisan elhelyezkedd fehérjék. Diagnosztikai szempontbdl, illetve a sejtvonal
(lineage) meghatarozdsa szempontjabol az intracitoplazmatikus fehérjéknek van a
legnagyobb jelentésége, mig a mitochondridlis proteinek (pl. bcl-2) illetve a nuklearis
antigének (TdT) inkabb prognosztikai jelentdségiiek illetve a sejtek érettségének jelei.
Ahhoz azonban, hogy az intracellularisan elhelyezkedd antigéneket megbizhatéan ki
tudjuk mutatni, a sejteket eldszor permeabilizalni kell. Kisérleteinkben megvizsgéltuk,
hogy a kiilonb6z0 permeabilizald kitek koziil melyik az, amely megbizhatéan
alkalmazhat6 fényszoras ¢s autofluorszcencia szempontjabol. Megallapitottuk azt is, hogy
ugyanazon intracitoplazmatikus marker vizsgélatdra létezd kiilonb6zé klonok kozt

jelentds eltérések mutatkoznak szenzitivitds szempontjabol. Normal periférids vérmintat
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kiilonb6zé permeabilizald szerekkel kezeltiink és a fényszordsi képeket Osszehason-
litottuk fixalt, de nem permeabilizalt (FNP) illetve nem fixalt nem permeabilizalt (NFNP)
mintakkal. Azt talaltuk, hogy a legtobb permeabilizald szer megvaltoztatta mind az FSC
mind az SSC értékeket de a kiilonbozd sejtpopulaciok legjobban a Cytofic/Cytoperm
(CC), az Intraprep (IP) a Fix and Perm (FP) illetve a Intrastain (IS) permeabilizaloval
voltak elérhetdk. A Permeafix (PF) meglehetdsen sok tormeléket eredményezett, mig a

Permeacyte (PC) a fényszorasi tulajdonsagokat durvan megvaltoztatta (23. abra).
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23. abra: Kiilonbo6z6 fixalasi és permeabilizalasi modszerek hatasa az FSC-SSC képre. Minden diagramon a
fixalt nem-permeabilizalt sejtek kapujat tiintettiik fel. A roviditések jelentése az alabbi. NFNP: nem fixalt
nem permeabilizalt, CC: Cytofix/Cytoperm, FP: Fix and Perm, IP: Intraprep, IS: Intrastain, PC:
Permeacyte, PF: Permeafix
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A fényszorasi tulajdonsagok koziil az oldalszoras (sideward scatter) értékek csokkentek,
de még jelentdsebb volt az eldre szort fény (FSC) értékek novekedése. Ez mind a normal

mintaknal, mind a leukémias mintakban bekovetkezett (24. abra).

Periférias vér lymphocytai Periférias vér monocytai Periférias vér granulocytai
1023 q 1023 q 1023 1
768 768_@ i [ === 753-&g$@%
=
512 @ = = 512 512
== =
=
256 1 256 256
[ 0 1 01
LN-EN'E cC FP 1P I8 PF NON cc FP Ip Is PF NONE ~ CC FP 1P I8 PF
Csontveld lymphocytai Csontvel6 myeloid sejtjei AML-es blastok
1023 1 1023 4 1023 1
768 759-‘j E G E 768 1
g
512 — E = 512 512
256 1 256 256
o 0 0
NONE CC FP IP IS5 PF NON cC FP IP IS PF NO cC FP IP IS F

24. abra: A fixalas és permebilizalas hatasa az FSC jelre, normal és leukémias mintakon. A Kruskal-Wallis
teszt alapjan szignifikansan (p=0.0001) kiilonbozé eredményeket kaptunk (NONE: Nem permeabilizalt
minta:, egyéb roviditések megyeznek a 23. abran lévokkel).

A kiilonboz6 permeabilizaldsi technikék ohatatlanul az autofluoreszcencia ndvekedéséhez
vezethetnek, de ezen beliil is feltind volt, hogy mig a technikdk nagy része mérsékelt

novekedést okozott, addig a Cytofix/Cytoperm szignifikdnsan magasabb autofluo-

reszcenciat eredményezett mind az FL1 (FITC) mind az FL2 (PE) csatornan (25. ébra).

FITC PE
1023 1 1023 1
768 768
o

512 512 7
2se—é %@%% ZSG_EEI é%éé

4 o_

NONE CC FP 1P IS PF NONE cc FP 1P IS PF

25. abra: A permeabilizalasi technikdk hatdsa a sejtek autofluoreszcencidjara valamennyi minta poolozasa
esetén. Mindegyik permeabilizalasi mdodszer — erésen kiilonbdz6é mértékii — de szignifikans emelkedést
okozott mind a FITC mind a PE csatornan.
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Az autofluoreszcencias jel novekedése megnehezitheti a kis intenzitasu, de specifikus
jelek elkiilonitését. Ez a gyakorlatban ténylegesen is eléfordulhat, ugyanis egy adott
intracitoplazmatikus antigén (pl. MPO) kimutatdsdra alkalmas antitest klonok kozt

jelentds eltérés mutatkozott a szenzitivitast illetden (26. abra).

H-43~-5-FITC
CBL~-MPO-1-FITC

NEG

MPO-7-FITC

[

183 i

NEG

H-43~5-PE
MPO-7-PE

L3 T
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26. abra: Egy AML-es mintan lathatd, hogy a kiilonb6zé anti-MPO klonok jelentsen eltérd szenziti-
vitastiak mind a FITC (A) mind a PE (B) fluorophor konjugéci6 esetén.

Lényeges szempont, hogy az intracitoplazmatikus jelolés kizarolag azon sejteket jelolje,
amelyek valodi pozitivitdst mutatnak az adott markerre és ne adjon nem-specifikus
reakciot. Harom kiilonb6zd intracitoplazmatikus markerre tobb klont és tobb permeabi-
lizalo technikat megvizsgalva azt taldltuk, hogy kétféle nem-specifikus reakcio jelentke-
zett egy klon és egy permeabilizalasi technika fliggd. Eldbbit egy intracitoplazmatikus
CD3 kimutatasara alkalmas antitest (S4.1) utobbit a Cytofic/Cytoperm ¢€s valamennyi

MPO antitest klon esetén figyeltiilk meg (8. tablazat).
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Fals pozitiv (%)
Cytofix/Cytoperm | Fix and Perm Intraprep Intrastain Permeafix

CD 79a

(HM57) <1 <1 <1 <1 <1
cyCD3

UCHT-1 <1 <1 <1 <1 <1

Hit3a <1 <1 <1 <1 <1

S4.1 7.8 14.9 14.8 14.7 17.9
MPO

MPO-7 3.6 <l <l <l <l

CBP MPO-1 2.7 <1 <l <1 <1

H-43-5 5.9 <l <1 <1 <l

8. tablazat: A fals pozitiv szazalékok atlagértéke leukémias mintdkon kiilonbozé permeabilizalé szerek
hasznalata esetén.

Ezen kisérletsorozatban megvizsgéltuk a monoklonalis antitest klonok a fluorokromok és
a mintaelOkészitési technikak kozti interakciokat. Az eredményeket az alabbi szempontok
szerint értékeltiik: (i) az FSC és SSC jelintenzitdsban bekovetkezd valtozas, mely a
kérdéses sejtpopulacid kivalasztasaval interferalhat (ii) az autofluoreszcencia érték
novekedésének mértéke (iii) a jel specificitdsdnak értékelése (a fals pozitiv jelet add
populéciok értékelése) és végiil (iv) a szenzitivitds megadasa (a célpopulacio MFI-jének
analizise). Az eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a permeabilizalé reagensek
koziil az Intrastain (Dako) és az Intraprep (Caltag) mutatta minden tekintetben a legjobb
paramétereket és a két permeabilizalasi technika k6zott nem volt szignifikans kiilonbség.
A tovabbi vizsgalatainkhoz, illetve a rutinszerii alkalmazésra az Intrastain permeabilizalot
hasznaltuk. A vizsgalat masik célja a kiilonb6zd intracellularis markereket detektald
klénok 0Osszehasonlitdsa volt. Az MPO antitest klonok kiiziil az MPO-7 volt a
legszenzitivebb és a PE-konjugatumok jobb szenzitivitassal rendelkeztek, mint a FITC-
konjugatumok. Miutdn pl a Cytofix/Cytoperm permeabilizaloval fals pozitivitast is
kaptunk, ugy gondoljuk, hogy az MPO detektalasnal kiemelt jelentdségli a megfeleld
permeabilizalé ¢és fluorophor kombindci6. A cyCD3 kimutatdsanal is igen jelentds
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kiilonbségek voltak kimutathatok a kiilonbozé klonok kozt, mely a T-ALL-es mintdk

esetén pl a Hit3a klon esetén fals negativitast is eredményezhetett, ugyanis a leukémias

mintdk intracellularis marker jelintenzitasa altalaban alatta marad a normal sejtekének.

2.2.2  Xlll-as faktor kimutatasa AML-ben

Az el6z6 fejezetben ismertetett optimalis permeabilizasat alkalmazva a vizsgalatok elsé

részében a XlllI-as faktor (FXIII) kimutatdsdt normal periférids vérmintan végeztiik el.

Phycoerythreinnel konjugalt CD14 (CD14-PE) és FITC-el jelolt FXIII A ¢és B alegység

ellenes monoklonalis antitestettekkel (anti-FXIII-A és anti-FXIII-B) a myeloid kapuban a

monocytdk CD14-re jelolddtek, de egyik FXIII antitesttel sem kaptunk reakciot, tehat a

FXIII nem volt kimutathat6 a sejtfelszinen. Intrastain-el torténd permeabilizalas utan az

MPO-dim monocytdk pozitivak voltak FXIII-A, de negativak FXIII-B jelolésre (27.

abra).
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27. 4bra: Normal peri-
férids vér myeloid sejtek
felszini (A és B) és intra-
citoplazmatikus (C és D)
jelolése anti-FXIIT-A és
anti-FXIII-B  antitestek-
kel. A filigglleges tenge-
lyen a felszini jelolésnél
CD14 az intracitoplazma-
tikus jelolésnél az MPO
lathato.



A csontvelében a myeloid kapuban a FXIII-A két sejtpopulécidban volt kimutathatd egy
CD45bright sejtcsoportban (érett monocyta) és egy CD45dim sejtcsoportban (monoblast).
Az atlagos FXIII-A jel6l6dés a normal csontvel6i mintdban 5.7 + 1.8 % volt, mig a CD14
jelolédés 3.6 = 0.8 %. A megakaryocytak mivel csak kevesebb mint 1%-ban vannak
jelen a normal csontvelében, nem jarulnak hozza jelentdsen a FXIII-A pozitivitashoz.

A citoplazmatikusan elhelyezked6 FXIII-A-t a monoblast eredeti Mono-Mac6
sejtvonalban mar a tenyésztés 0. napjatdl ki tudtuk mutatni és a tenyésztés teljes idotar-
tama alatt stabilan expresszalodott. A felszini CD14 kezdetben negativ volt, de D-vita-
minnal torténd kezelés soran mar 14 ora utan pozitivva valt. A PLB-985 sejtvonalban a
felszini CD33 és a citoplazmatikus MPO folyamatos expressziot mutatott. DMSO-val
torténd indukcid soran CD11b jelent meg a sejtfelszinen, mely a myeloid differenciacio
jele, de a FXIII-A negativ maradt. Hasonld eredményeket kaptunk ATRA jelenlétében
torténd tenyésztés soran (28. abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a monoblast
sejtvonal mar eleve tartalmaz FXIII-A-t, melynek expresszidja a differenciacido soran
tovabb mar nem nd, viszont a myeloblastok az érési folyamatuk sordn nem mutatnak

FXIII-A jel518dést.
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28. dbra: MonoMac6 (A) és PLB-985 (B) sejtek tenyésztése soran kapott markerexpresszio. Mindkét sejt-
vonalban lathat6, hogy az érés-specifikus antigének megjelentek (fekete haromszog: CD14, fekete négyzet:
CD11b). A FXIII-A expresszio (iires haromszdg) csak a monocyta sejtvonalban volt kimutathato. Fekete
kor: CD64, fehér kor: CD33, fekete rombusz: MPO jeldlés.
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A fenti adatok alapjan a FXIII-A egy igen korai markernek tarthatd, mely a monocyta
sejtvonalban megjelenik, de a granulocyta sejtvonalban nem. A tovéabbi vizsgalatokban 86
de novo AML-es betegbdl szarmazd csontvel6i mintat vizsgaltunk meg és a FXIII-A
tartalmu sejteket karakterizaltuk. E mellett 6 CMMoL-es beteg periférids vérmintajat is
analizéltuk. Az M0, M1 és M2 M3 és M6 FAB tipusokbdl szarmazd leukémias blastok
vagy negativak voltak FXIII-A jeloldédésre, vagy a jelolddés mértéke elhanyagolhatd
aranyu volt. Akut leukémidk esetén 20%-os jelolodési arany felett tekinthetd pozitivnak
valamely immunreakcid. Ebbdl a szempontbol fontos, hogy a 37 M0, M1, M2, M3 és M6
esetben minddssze 2 esetben kaptunk 20% feletti jelolodést. Az M4 és M5 tipusu AML-
ekbdl szarmazoé mintdk dot-plot képein lathatd, hogy a FXIII-A jelolédés mértéke vagy
elérte vagy meghaladta a CDI14 pozitivitds értékét. Az AML M4 és M5 FAB
csoportokban a FXIII-A pozitiv sejtek ardnya szignifikdnsan meghaladta a CD14
jelolédést (p<0.0001). Ez a kiilonbség foleg az éretlen sejteket mutatd esetekben (M5a)
volt szembedtld, itt az atlagos FXIII-A jelolddés 68%-os volt. Az M4 és M5 esetekkel
ellentétben a CMMoL mintdkban a CD14 ¢és a FXIII-A egyforma szazalékos pozitvitast
adott, mely arra utal, hogy érettebb sejtek esetén a két reakciod azonos populéciot jeldl (29.
abra). A myeloblastos és monoblastos leukémidkat Gsszehasonlitva a FXIII-A reakcio
szenzitivitasa 100% volt, a specificitasa pedig 95%.

Egy kiilonleges jellegzetessége a FXIII-A jelolddésnek M4, M5 és CMMol esetén
az, hogy a jelolédés intenzitdsa nagyobb mint a normalis periférids vér monocytai esetén
(p<0.05 mind AML mind CMMoL esetén) (30. abra). Minden vizsgalt M7-es leukémia
pozitiv volt GPIIb/Illa-ra. Bar az 4tlagos FXIII-A pozitivitas alacsonyabb volt mint a GP
IIb/I1a jelolédés mértéke (24% versus 33%), ezen mintadkban egy nagyon intenziv FXIII-

A jelolddés volt kimutathato.
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29. 4bra: A CD14 ¢és FXIII-A jelolodés
Osszehasonlitasa AML-ben (A) és CMMoL-ben
(B). AML M4 és M5-ben a FXIII-A (csikos
oszlopok) joval szenzitivebb mint a CD14 (iires
oszlopok), mig CMMol-ben a 2 modszer
szenzitivitisa megegyezik.

30. abra: A jelolédés intenzitdsa (MFI) szigni-
fikansan (p<0.05) nagyobb volt a leukémias
sejteken mint a normal monocytdkon. (AML
M4 n=25, AML M5 n=19, CMML n=6, normal
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A valdédi megakaryocyta/megakaryoblast arany

markerek analizise alapjan nem mindig egyszeri

megallapitdsa azonban thrombocyta

. AMLMI1-M6 FAB csoportokban s6t

normdl myeloid sejteken is gyakran igen jelentds GPIX, GPIb és GPIIb jelolodés

mutathat6 ki. Erre korabban morfologiai eredmények alapjan més szerzok is felhivtak a

figyelmet (Betz, 1992). Ennek az az oka, hogy

Ca-fiiggd moédon thrombocytdk vagy

thrombocyta mikropartikuldk tapadnak a myeloid sejtekhez. Mi azt talaltuk, hogy

megfeleld koriilmények kozott torténd EDTA-s mosassal ez a fals-pozitiv reakcid

eliminalhat6. Ilyen koriilmények kozott a thrombocyta glikoprotein analizis eredménye a

FXIII-A jelolddéssel megegyezé eredményt mutat, mely a valés megakaryocyta aranyt

adja meg (31. abra).
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31. abra: A GPIIb és a cyFXIII-A jel616dési mintazat vizsgalata AML M7 esetén (piros: megakaryocytak,
z6ld: myeloid prekurzorok, kék: lymphoid prekurzorok).

2.2.3  Xlll-as faktor kimutatasa ALL-ben

Az akut lymphoid leukémiak (ALL) aramlasi citometriai szepontbdl igen jol karakterizalt
csoportokra oszthatok. Az ALL-ek nagyobb része B-sejtes és a B-sejtes ALL-eken beliil
is dominal a common ALL (cALL), melyet a sejtfelszini CD10 intenziv expresszidja €s
egyidejlileg az intracitoplazmatikus IgM hidnya jellemez. A lymphoblastok B-sejt
markereket (CD19, CD22) mutatnak ¢és altalaban éretlenségi markerekre (CD34, TdT)
szintén pozitivak. A fenti fenotipus jellemzdokon tilmenden a B-sejtes ALL-ek gyakran
mutatnak aberrans markerexpressziot. Ez lehet myeloid marker pozitivitds (My+ALL)
vagy valddi bifenotipusos leukémia, mely kritériumot egy jol definialt pontrendszer alap-
jéan lehet kimondani (Buccheri, et al. 1993). Differencialatlan ALL-ek fenotipus vizsga-

lata sordn észleltiik el6szor, hogy az ALL-ek egy részében intracellularis FXIII-A poziti-
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vitast talaltunk hasonldéan az pl. AML M5 esetekhez. A FXIII-A jelolodés koexpressiot
mutatott a lymphoid blastok markereivel (CD19, CD34, CD10, TdT). Harom év alatt 47
de novo B-sejtes ALL esetet szisztematikusan megvizsgalva azt talaltuk, hogy az esetek
40%-ban kimutathatd volt az intracitoplazmatikus FXIII-A pozitivitds. A pozitivitds
hatarértéket 30%-nal meghtzva azt az eredményt kaptuk, hogy a FXIII-A+ esetekben a

jelolédés mértéke 66% volt, mig a FXIII-A- esetekben 6.5% (32. abra).
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32. dbra: A felszini és intracellularis antigének expresszidja cALL FXIII-A+ (s6tét oszlopok) és FXIII-A-
(savozott oszlopok) csoportjaban (pozitivitasi cut-off 30%). A FXIII-A jel616dés kivételével nem volt sem-
milyen eltérés a 2 csoport markerexpresszidja kozott.

A sejtek fenotipusa alapjan jol elkiilonithetdek voltak, a pozitiv és negativ és FXIII-A+
jelolédés minden alkalommal a lymphoblast populacion volt kimutathatd, mely CD45-
dim jelolédést és CD34 pozitivitdst mutatott. Az érett B-sejtek mint amelyek B-sejtes
CLL-ben megjelennek az 4aramlasi citometriai vizsgdlat sordn, valamennyi esetben
negativak voltak FXIII-A jelolédése (33. ébra). A lymphoblastok FXIII-A jel6lodése
véaratlan eredmény volt, igy elvégeztik a FXIII-A kimutatdsat egyéb modszerekkel is,

melyeket a tovabbiakban részletesen bemutatok.

67



% 33. é4bra: Reprezentativ 4ramlasi citometriai
%} scatter képek FXII-A+ (A) FXII-A- (B)
2] normdl (C) és CLL-es (D) mintakbdl. CLL-ben
“ ] a FXIII-A jelolés mindig negativ volt.
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CLB 34. 4bra: A FXIII-A antigén kimutatisa
ol . Western-blottal. Két kontroll (thrombocyta és a
D O e e e e e *| FXII-A standard) mellett kimutathatd a FXIII-

A ALL-es mintakban de B-CLL-ben nem.

A lymphoblastokat EDTA-s mosas soran thrombocyta mentesitettiik, hogy a vérlemez-
kékben kimutathato jelentés mennyiségti FXIII-A ne zavarjon a mérések soran. Ezek utan
a Modszerek fejezetben részletesen ismertetett modon elvégeztiik a FXIII-A kimutatasat
Western-blotting technikdval, mely megerdsitette az aramlési citometria eredményeit és a
korabban FXIII-A+ esetekben - redukaléd koriilmények kozt - egy 82 kD tomegii protein
volt kimutathaté (34. 4abra). A thrombocyta mentesitett lymphoblastokat lizalva
meghataroztuk az intracellularis FXIII-A tartalmat egy olyan - az Anyag ¢és Modszer
részben mar ismertetett - ELISA rendszerben, mely kizarélag az A, alegységet mutatja ki.
Ezen vizsgélatok soran ugy talaltuk, hogy a lymphoblastok 3.1 fg/blast mennyiségben
tartalmaznak FXIII-A-t, mely ugyan jelentdsen kevesebb a monocytakban kimutatott 37
fg/sejt értéktdl, de figyelembe véve a sejtek méretbeli kiilonbségeit, ez a mennyiség nem

elhanyagolhato.
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35. ébra:

A FXIII-A kimutatdsa kon-
fokalis mikroszkopiaval. A lym-
phoblastokban (A-E) megjelend
FXII-A FITC-jeloléssel intra-
cytoplasmatikusan volt kimutat-
hat6, hasonléan a normal mono-
cytdkhoz (F). A C abrarész bal
als6 kvadransaban a faziskont-
raszt kép lathaté. A FXIII-A
mind a cytospin (D) mind a
szuszpenzioban (E) 1évd sejte-
ken intracitoplazmatikusan volt
kimutathato.

Mivel korabban a FXIII-A-t megtalaltak intranukledris lokalizacidban is (Adany, et al.

2001), mi konfokalis laser scanning mikroszkopia segitségével megvizsgaltuk kiilonbozo

sikokban a FXIII-A elhelyezkedését. A kisérletek soran azt talaltuk, hogy valamennyi

esetben a lokaliz4cio intracitoplazmatikus volt és a korabban a peritonedlis macrophagok

esetén mar leirt (Adany, et al. 1985) kondenzalt festddést mutatta (35. abra).

Az ALL-ben megjelend lymphoblastok esetén tobb moddszerrel igazolt FXIII-A

expresszio a leukémids lymphoblastok jellegzetessége, mivel ¢ ssejtmobilizacid kapcsan

magneses szeparalassal nyert normdl CD34+ B-sejt prekurzorok esetén a FXIII-A

jelolédés nem volt kimutathat6 (36. 4bra).
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36. abra. A normal B-sejt percursorokban FXIII-A nem volt kimutathatd amint az a magnesesen szeparalt
CD34 sejteken lathat6. A B-sejteket jeloldé cyCD79a+ sejtek nem mutatnak FXIII-A jelolddést.

Az eddigi ismereteink szerint a FXIII-A a csontveldben ¢és a vérben a
monocyta/macrophag ¢és a megakaryocyta sejtvonalban mutathaté ki. A korabbi
vizsgalatokban - beleértve sajat korabbi adatainkat is - azt talaltuk, hogy a normal
csontveldi és periphérias vér lymphocytadk nem tartalmaznak XIII-as faktort. A FXIII-A
megjelenése gyermek- és felndttkori ALL-ek 40%-ban egy varatlan eredmény volt. A
thrombocytak altali potencidlis fals pozitivitast dramlési citometriai és mikroszkopos
modszerekkel valamint ELISA technikéval kizartuk. A FXII-A+ lymphocytdk MFI
értéke kisebb volt mint az AML M4 vagy M5 blast sejteké és ELISA vizsgalatokban azt
talaltuk, hogy a leukémias lymphoblastok a normal monocytéknal joval kevesebb FXIII-
A-t tartalmaznak (31 fg/sejt és 37 fg/sejt). Azonban az atlagos sejttérfogatok figyelembe
vételével - mivel a monocytdk térfogata joval nagyobb - elmondhatd, hogy a
lymphoblastokban a FXIII-A mennyisége nem elhanyagolhato.

Mivel ALL-ben gyakran kimutathatok myeloid antigének fontos megjegyezni, hogy
a FXIII-A+ ALL-ek nagy részében (a 19 betegb6l 15-ben) nem volt myeloid marker
pozitivitas kimutathaté, igy elmondhato, hogy a FXIII-A pozitivitdis ALL-ben egy
kiilonleges alcsoportot jelent.

Az aberrans leukemia asszocialt fenotipus gyakori eltérés ALL-ben, de eddigi
ismereteink szerint egyéb sejtvonalbol szdrmazo intracytoplazmatikus marker leirdsara

még nem keriilt sor. Nem ismert a XllI-as faktor intracellularis szerepe. Feltételezik

70



szerepét fagocitdzisban (Sarvary, et al. 2004), macrophagok alternativ aktivacigjaban
(Torocsik, et al. 2005), de leirtak proangiogén hatasat is (Dardik, et al. 2005). Tovabbi
vizsgalatokat végziimk annak kideritésére, hogy a FXIII-A+ betegek prognosztikailag

kiilén csoportot jelentenek-e.

2.3 Epidemioldgiai elemzés familidris leukémidakban

A fenotipus vizsgalatok soran az elmult 12 évben tobb mint 6000 malignus hematoldgiai
betegség gyanuval kiildott esetet analizaltunk. A nyiregyhazi Josa Andras Koérhaz
munkatarsaival kdzosen a morfologiai, citokémiai és fenotipus vizsgalatok alapjan 20 év
anyagat dolgoztuk fel a familiarisan eléforduld leukémidk szempontjabol, mivel szamos
betegnél megfigyelhetd volt a malignus hematologiai betegség csaladi halmozddasa. Ilyen
jellegli megfigyelés pl. AML esetén legkorabban talan Horwitz és munkatarsai altal kertilt
leirasra (Horwitz, et al. 1996). A legyakoribb eléfordulas a sziil6- gyermek asszociacid
volt. Egy 20 éves periodus (1983-2003) adatait analizélva azt talaltuk, hogy a malignus
megbetegedés megjelenése a sziilokben az életkor 68.9 + 13.5 év volt mig a
gyermekeikben 43.7 = 18.3 év. Ez a kiilonbség még akkor is szignifikans volt ha csak a
kronikus eseteket vettiik figyelembe (66.3 = 13.9 év vs 47.7 = 14.6 év, p < 0.0001). Ez
azt eredményezte, hogy a vizsgalt esetek tilnyomo részében a gyermekekben hamarabb
jelentkezett a malignus megbetegedés, mint a sziilékben. Az életkori eltérésen kiviil a
malignitds foka is eltért a generaciok kozt, ugyanis 63% azonos, de 34% magasabb
malignitasi fokot mutatott, mig minddssze 1 esetben (3%) alakult ki kevésbé malignus
betegség a gyermekben. Adataink alapjan a rizikobecslést az alabbiakban adhatjuk meg.
Eszak-Kelet Magyarorszagon a kronikus lymphoproliferativ megbetegedések (CLPD)

incidenciaja 100 000 lakosra vonatkoztatva 12.5, az akut leukméiaé (AL) 3.1, vagyis a 20
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éves periddus alatti kumulativ incidencia 0.25% ¢és 0.06%. A vizsgalt 23 sziil6-gyermek
par esetén az emlitett periddusban 11 CLPD ¢és 4 AL keriilt diagnosztizalasra a 2269
malignus hematologiai betegségben szenvedd egyén koziil. Igy a 20 év alatti kumulativ
incidencia 11/2269 ami 0.48% illetve 4/2269 ami 0.18%. Vagyis ha a sziil6knél malignus
hematologiai betegség fordult eld, a gyermekekben a valoszindségi hanyados 0.48/0.25 =
1.9 CLPD ¢és 0.18/0.06 = 3.0 AL esetén. Kornyezeti expozicios faktor egyetlen esetben
sem volt kimutathatd. Fontos megjegyezni, hogy a 35 malignus hematoldgiai beteg parnal
mindossze 2 eset volt (5.7%), ahol a betegség a késdbbi generacidban fiatalabb életkorban
jelentkezett. A fenti adatok alapjan elmondhatjuk, hogy a relative magasabb rizikd
ellenére a hematoldgiai malignus betegség kialakuldsa nem valdszinii, ha az utdéd mar

meghaladta azt az ¢életkort, amikor a betegség a sziilonél jelentkezett.
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3. A XIII-as faktor expresszio egyéb allapotokban

3.1 A XIlI-as faktor expresszio ontogenezis sordn

Mint arra az el6z0 fejezetben leirt vizsgalatokban utaltunk, elséként alkalmaztuk dramlasi
citometriai vizsgalatokban a XIII-as faktort mint leukémidk vizsgéalati markerét. A XIII-as
faktor, mas néven Laki-Lorand faktor két kivaldo magyar kutat6 éltal leirt enzim, melynek
cellularis és szoveti lokalizacidjaban a talan legtobb felismerés a Debreceni Egyetemen
szliletett a nyolcvanas évek masodik felében (Adany, et al. 1985, Adany, et al. 1988,
Adany, et al. 1987, Muszbek, et al. 1988, Muszbek, et al. 1985, Nemes, et al. 1986). Mi a
kilencvenes évek elején kezdett vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy
mikor jelenik meg az emberi egyedfejlédés folyaman a kiillonb6zd szovetekben a XIII-as
faktor A alegysége.

Ezen munka sordn - melyekhez rendelkeztiink a Debreceni Orvostudoményi
Egyetem Etikai Bizottsdgdnak engedélyével - 30 embriondlis és magzati mintat
hasznaltunk fel melyek legalis abortuszokbdl szarmaztak. A kisérletekben elsédlegesen a
magzati hemopoetikus szerveket vizsgaltuk. A gesztaciés 5-6. hétbdl szarmazd
szikhélyag mintdkban a FXIII-A tartalmu sejteket nagy mennyiségben lehetett kimutatni
a mesenchymalis teriileten csillag alaktl sejtekben. A madjszovetben az 5-16 heti
gesztacids hétbdl szarmazo mintakat vizsgaltunk. A korai (5-7. hét) mintdkban szamos
FXIII-A tartalmu sejtet lehetett detektalni, de az ilyen sejtek ardnya a 13. hétre jelentésen
lecsokkent. A FXIII-A kimutatést elvégeztiik a Biogenex antigénfeltaré kezelése utan is.
M¢ég ilyen koriilmények kozott sem tudtunk kimutatni FXIII-A-t a majsejtekben a korai
mintakban, csak a 20. gesztacios héten jelent meg alacsony intenzitast jel616dés bizonyos
hepatocytékban, els6sorban a centralis vénak koriil. (37. dbra). A hosszu csdves csontok

¢és a clavicula esetén metszeteket és csontveldi keneteket vizsgaltunk meg. A FXIII-A
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pozitiv sejtek megjelenése a 10. héten kezdddott a claviculdban, de a 13. hét koriil
megjelent a hosszu csoves csontokban (humerus, femur) is.

Kettds jelzésli rendszerben jellemeztiik a FXIII-A tartalmu sejteket a parenchymas
szervekben ¢és a szisztémds keringésben is. Mivel a magzati életben a mdj a fo
hemopoetikus szerv, szdmos mdajmintat vizsgaltunk meg a legkiilonbozobb magzati
¢letkorokbol. A FXIII-A és a KiM7 reakcié gyakorlatilag ugyanazon sejtpopuléciot
jelolte, bar elvétve FXIII-A+/KiM7- ¢és FXIII-A-/KiM7+ sejtek kimutathatok voltak, de
ezek aranya nem haladta meg a 10%-ot. Az 5-7 gesztacios hétbdl szarmazd majakban a
FXIII-A ¢és az RFD7 75-80%-os atfedést mutatott. A HLA-DR pozitivitas meglehetdsen

ritka volt a mdjmintakban €s egy teljesen mas populéciot jelolt mint a FXIII-A.

37. abra: Az 5. gesztacios héttdl a szikhdlyag mintakban (A) és a 6. gesztacios héttél a majban (B)
kimutathaté volt a FXIII-A jelolddés. A majsejtekben csak antigén feltaras utan volt észlelheté minimalis
antigén pozitivitas (C, lasd nyilak).
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A fent emlitettektdl eltéréen a csontveldben egy mas jelolddési mintazatot talaltunk. A
FXIII-A pozitiv sejtek jelentés hanyada RFD7-re nem jelolodott. Ezen sejtek mega-
karyocytdk voltak és GPIb pozitivitast mutattak. A GPIb-/FXIII-A+ sejtek viszont
RFD7+ macrophagoknak bizonyultak. Hasonléan a magzati majmintdkhoz a csontvel6-
ben is a HLA-DR ¢és a FXIII-A két eltéré populéciot jelolt. A magzati keringésben
cytocentrifugalt sejteket vizsgaltunk meg. A 7. gesztacidés hét koriil valamennyi vvt
magvas volt. Olykor kimutathatoéak voltak FXIII-A+ nagy mononuclearis sejtek, melyek
KiM7+/HLA-DR-/RFD7- leukocytdknak bizonyultak. Nagyobb nagyitasnél nyilvanvald
volt, hogy - bar ezek a sejtek szdmos phagocyta vakudlumot tartalmaztak - a FXIII-A
egyértelmiien intracitoplazmatikus lokalizacioban volt kimutathatd (38. abra). A kiilon-
boz6 anatomiai helyekrdl szarmaz6 mintak Oszzefoglalasat a kovetkezd tablazat tartal-

mazza (9. tablazat).
.
.

38. abra: Kettds jeloléssel a 6. gesztacios héten a majban a FXIII-A+ sejtek (A) KiM7+ macrophagoknak
bizonyultak (B) csakigy mint a periférias vér cytospin mintdin a 7. gesztacios héten (C és D).
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Lokalizacid KIM7 RFD7 GPIb HLA-DR

Kering6 vér (7. hét) + - - -
M4j (7. hét) + + + -
Csontvel6 (14. hét) + + + -

9. tablazat: A FXIITA-pozitiv sejtek festddési jellegzetességei kiilonbozd anatomiai helyekrol.

Az egyéb szervek részletes vizsgalata soran azt taldltuk, hogy a tiidok esetén a korai
mintdk (6-8. gesztacidés hét) nem mutattak pozitivitast, de a 16. héten kerek, FXIII-A+
sejtek jelentek meg a tiidé6 mesenchymalis sejtjeiben az alveolusok kdrnyezetében. A
thymus mintdk esetében a 12-16. héten a FXIII-A pozitiv sejtek alacsony ardnyban az
interlobuléris kotészovetben voltak kimutathatok. A lépmintdkban a 13-16. gesztacios
héten a FXIII-A pozitiv sejtek a vords pulpaban jelentek meg. Ezen kiviil a Iépben a
stagnald véredényekben jelentds mennyiségti FXIII-A+ sejt volt kimutathato FXIII-A+
thrombocytakkal egyiitt. A sziv és a vesemetszetekben nem volt jelen a FXIII-A jelolodés
a 16. gesztacios hétig, mig a kotdszovetben FXIII-A+ sejtek mindig kimutathatok voltak a
legkiilonbozobb anatémiai lokalizaciokban. (39. ébra).

Az emberi egyedfejlodés sordn a 3. gesztacidos hét a foto-placentalis keringés
kialakulasaval ér véget és megjelennek a hemopoetikus sejtek elsé generacidi. Az
embrionalis hemopoesis kialakuldsdnak feltétele az intakt szikhdlyag megléte és az
Ossejtek migracidja a szikhdlyag vasculdris rendszerébdl. Feltehetéen a migrald
hemopoetikus sejtek nem csak a masodlagos hemopoetikus szervekben megjelend
vérképzésért felelosek, hanem ezen sejtek egyéb szervekben (pl placenta) vald
megjelenéséért is. A maj a gesztacid 6. hetétdl hemopoetikus szerv. Az itt 1évo sejtek
vagy a szikholyagbol vandorolnak ide, vagy in situ differencialédnak primitiv
mesenchyma sejtekbdl. A szikhoélyagban elvileg kétfajta sejt mutathat FXIII-A

pozitivitast: a macrophag és a megakaryocyta.
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39. abra: Immunoperoxidaz moédszerrel a 16. gesztacids héten szamos anatdmiai lokalizacioban kimutathatd
volt a cellularis FXIII-A jelenléte (A: tiid6, B:thymus, C,D,E: 1ép).

A fejlédé embridban a XllI-as faktor jel6lddés a kiilonb6zdé helyeken a macrophag
differenciacios markerekkel mutatott kolokalizaciot. Ezek alapjan a FXIII-A jelolodést
az embridban macrophagok hordozzdk, vagy olyan megakaryocytdk melyek nem
migralnak az intraembryonalis szovetekbe mint a macrophagok. A keringd vér sejtjeit
vizsgalva a 7. és 9. gesztacios héten a May-Griinwald-Giemsa festett keneteken nem volt
megakaryocyta kimutathatdé és a majban is elsddlegesen a macrophagok hordoztak a
FXIII-A pozitivitast, ugyanis a sejtek 90%-a KiM7-re és FXIII-A-ra egyidejiileg pozitiv
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volt. Az ontogenezis soran a csontveldben a FXIII-A pozitivitds a 9. gesztacids héten
jelent meg eldszor a claviculaban. A 12-14. gesztacidos hetekben a majban jelentdsen
csokkent a FXIII-A+ sejtek aranya a 7. héthez képest és a 19. hétre mar alig volt FXIII-A
pozitivitas kimutathat6. A gesztacio 9. hete utan a méajban rohamosan csokkent a FXIII-
A+ elemek ardnya ¢és ezzel egyidejiileg emelkedett a csontveldben. Ez a jelenség lehet
részben a magyarazata az allandé FXIII aktivitdsnak a vérben, ugyanis — legtobb alvadasi
faktorral ellentétben — a XIII-as faktor aktivitdsa a 2. trimeszter végétdl a sziilésig kozel
normadl, a felnétt szintjének megfeleld.

Megfigyeléseink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a FXIII-A eldszor
mesenchymalis sejtekbdl differencidlodott macrophagokban jelenik meg €s csak késébb a
csontveldben. A masodik differencidlodott sejttipus mely FXIII-A-t tartalmaz a
megakaryocyta. Mindkét sejttipus megeldzi a klasszikus csontveldi eredetli monocytat,
mely csak a fejlodés egy késobbi szakaban jelenik meg. Az utolsé sejttipus mely FXIII-A
expressziot mutat a hepatocyta. Itt a reakcid igen gyenge ¢s kizardlag antigén feltaras utan
volt kimutathat6. Ahhoz, hogy a FXIII szisztémds in vivo hatéast kifejtsen, vagy
szekretdlodni kell vagy a sejtfelszinen expresszalodni. Az el6z0 mechanizmusra
egyaltalan nem rendelkeziink adattal, az utobbira pedig meglehetdsen ellentmondasos

eredmények vannak, igy a cellularis FXIII szerepe ma is vita targya.

3.2 XIII-as faktor expresszio macrophagokban

A kiilonboz6 alvadasi faktorok cellularis expresszidjanak vizsgalatat normal és patologias
mintdkon mikroszkopos technikdkkal a 80-as évek végén és a 90-es évek elején
részletesen tanulméanyoztuk. Akkori eredményeinkben a vérelvadads extrinsic Utjanak
valamennyi faktorat és a XllI-as faktor antigént is ki tudtuk mutatni szamos szervben

illetve szerdzus liregben megjelend macrophagban (Adany, et al. 1989, Kappelmayer and

78



Adany 1989, Kappelmayer, et al. 1994, Muszbek 1993). Az elmult években a
bronchoalveloaris moséfolyadék XIlII-as faktor tartalméat vizsgaltuk gyermekpulmo-
nologusokkal torténd kollaboracidban. A vizsgalatok soran arrak a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a bronchoalveolaris moséfolyadékban a korabban ismertetett ELISA
technikdval kimutathatd A, alegység, melynek egyetlen forrdsa a bronchoalveolaris
macrophag. Ezekben a sejtekben - hasonléan az AML M4 és M5 blastokhoz - a FXIII-A
specifikusabb marker mint a CD14 (40. abra). A bronchoalveolaris térben 1évé FXIII-A a
fibrin és a fibrinolizis inhibitorok keresztkotésével az extravascularis fibrin turnovernek

egy fontos regulatora lehet.
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40. abra: FXIII-A kimutatasa a bronchoalveolaris macrophagokban. A PE-konjugalt CD14 és izotipus
kontroll (A) illetve a CD14 és a FITC konjugalt FXIII-A jelolédés (B) képe.
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4. Cellularis prothrombotikus mechanizmusok

Ebben az alfejezetben az alabbi eredmények keriilnek bemutatasra és megbeszélésre:

- két alvadasaktivacioval jarod betegségben (ischemias stroke és diabetes mellitus) végzett
vizsgalatok

- human mintakon végzett in vitro thrombocyta aktivacié kapcsan kapott eredmények

- egérkisérletekben kivaltott thrombosis modellben kapott eredmények.

4.1 Thrombocyta aktivdcio in vitro és in vivo vizsgalata

4.2.1 Thrombocyta receptorok mennyiségi valtozdsa aktivdcio sordan
A thrombocyta aktivacid soran gyors valtozasok jatszodnak le a thrombocyta felszinen,
melyek koziil kiemelkedd jelentdsége van az alfa granulumok kiiiriilése sordn a a
thrombocyta felszinére keriild P-selectin kimutatasanak. A nem aktivalt thrombocyta
gyakorlatilag nem mutat P-selectin expressziot, kontroll egyéneken a thrombocytak 1-
2%-a mutat P-selectin pozitivitdst. Kiillonb6zd korképekbdl szarmazdé ex vivo mintak
esetén a P-selectin expresszid mértéke - a mintakezelési modszertdl fliggden - 6-8%-0s
értéket is elérhet. Az in vitro thrombinnal vagy TRAP-al maximalisan aktivalt mintak
esetén 85-90%-0s expresszio jon létre és az aktivacid néhany percen beliil megtorténik. A
egyeb valtozasok is észlelhetdk.

Alacsonyabb thrombin koncentraci6 esetén (0.05 U/ml) a P-selectin expresszio mar
90% koril volt de a thrombocytdk felh6képén minimalis eltérés volt észlelheté a nem
aktivalt mintdhoz képest. A sejtek nagy része ugyanugy a normal thrombocyta kapuban
helyezkedett el és csak minimalisan emelkedett a mikropartikuldk aranya az R2 régidban.

Extrém nagy thrombin koncentracié esetén (0.5 U/ml) a P-selectin expresszid nem
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valtozott, de a mikropartikuldk ardnya jelentésen emelkedett (41. abra). Az olyan mértékii
aktivacio mely a thrombocyta populdcid nagy részének mikropartikuldkka torténd
szétesését eredményezte, komoly sejtlizissel jart amit az LDH aktivitds emelkedésével

kovettiink (42. abra).
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41. abra: Fényszorasi kép és P-selectin expresszid nyugvo és thrombin aktivalt thrombocytakon. A
vérlemezkéket anti-GPIX-el és anti-P-selectin-nel jeloltik. A nem aktivalt vérlemezkék (A,D) esetén
minimalis a P-selectin expresszié. Alacsony thrombin koncentracié (0.05 U/ml) mar maximalis P-selectin
expressziot hoz 1étre (B,E) de nem okoz jelentés mikropartikula képzédést, mig magas, 0.5 U/ml-es
thrombin koncentraciénal (C és F) a mikropartikula képzddés is jelentds.
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A thrombocytak és a plazmabdl izolalt mikropartikulak P-selectin expresszidja jelentdsen
eltért. Kontroll egyén aktivalatlan thrombocytdinak P-selectin expresszidja 2% volt, mig
ugyanezen egyén plazmajabol izolalt mikropartikuldk P-selectin expresszidja 50%-0s
értéket adott, ami arra utal, hogy a mikropartikula egy ,szelektiv shedding”
kovetkeztében keriil a plazmaba. A thrombocytdk igen jelentds mennyiségben
tartalmaznak XIII-as faktort mely a thrombocyta citoplazméjdban taldlhato. A
thrombocytak (és természetesen a megakaryocytdk is) a XIlI-as faktornak kizardlag az
,»A” alegységét tartalmazzdk, de ebbdl igen nagy mennyiséget. Az aktivalatlan
thrombocytdk felszinén nem mutathatd ki FXIII-A. Higitott teljes vérben torténd
thrombin aktivacido soran viszont a thrombocyta felszinén megjelenik a FXIII-A, de
FXIII-B nem mutathaté ki. Hasonld vizsgélatot végezve mosott thrombocytakon, nem
talaltunk FXIII-A emelkedést, noha a thrombocyta aktivaciot jelzd P-selectin expresszid

egyértelmiien kimutathat6 volt (43. 4bra).
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43. abra: Teljes vérben a novekvd thrombin koncentracidval emelkedik a P-selectin expresszio és ezzel
parhuzamosan a FXIII-A jel6lédés, de mosott thrombocytakon csak a P-selectin pozitivitds mutathato ki a
FXIII-A jelol6dés nem.
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Ez arra utal, hogy a FXIII-A valosziniileg a plazméabdl kotédik a thrombocyta felszinére
¢s nem a thrombocytdbdl szekretdlodik. Annak vizsgalatara, hogy a thrombocyta
felszinén mihez kotddhet a FXIII-A, aktivalt thrombocytakat két GPIIb/Illa gatld
anyaggal (RGDS és Integrilin) eldinkubdltuk majd vizsgaltuk a FXIII-A expressziot.
Mindkét esetben azt talaltuk, hogy a GPIIb/IIla blokkold szerek 50%-al csokkentették a
FXIII-A expressziot mely hatds dozisfiiggd volt de a GPIb elleni antitest eldinkubéci6 is
1/3-al csokkentette a FXIII-A kotddést. (44. abra). Sulyos Glanzmann thrombasthenias
beteg thrombocytdinak vizsgalatakor 50%-kal csokkent expressziot talaltunk (45. abra).
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a FXIII-A kotédésért a GPIIb/IIIa jelentds részben

felelds, de nem kizarolagos receptora a FXIII-A-nak.
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44. abra: Teljes vérben a thrombocyta felszini FXIII-A kotddés gatolhatd. A legkifejezetebb gatld hatast a
GPIIb/1l1a gatloszereivel lehetett elérni, de kismértékli gatlast a GPIb elleni antitest is eredményezett.

A Glanzmann-thrombasthenias minta egy olyan betegb6l szarmazott, akinek sem a
thrombocytainak felszinén sem Triton X100-al tortént permeabilizdlds utdn nem volt
kimutathat6 fibrinogén receptor. Kvantitativ dramlési citometridval meghatdrozva ez az
érték <50 receptor sejtnek adodott. Ha a vérlemezkéket TRAP-al aktivaltuk, akkor a
kontoll thrombocytdkon a GPIIb/Illa szint emelkedését ¢észleltik, mig a beteg

thrombocytdkon semmilyen véltozast nem észleltiink.
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45. abra: Glanzmann-thrombasthenids beteg vérlemezkéin a thrombinnal torténd aktivaciéo utan csak a
kontroll FXIII-A jelolodés felét latjuk.

Mivel a GPIlla tagja a fibrinogén receptornak és a vitronektin receptornak (VnR) is,

kvantitativ 4ramlasi citometriat alkalmazva megvizsgéaltuk, hogy a TRAP aktivacid

hataséra, hogyan alakul a VnR szint kontroll és Glanzmannos-beteg thrombocytain.
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46. abra:

A thrombocyta felszini receptorok anali-
zise. A kontroll thrombocyta mind a GPIX
mind a GPIIb jelol6désre pozitiv volt (A),
mig a Glanzmann-thrombasthenids beteg a
GPIIb-re teljesen negativnak adodott (B).
Az als6 abrakon indirekt jeloléssel vizs-
galtuk a GPIIb/Illa komplexet (C) és a
vitronectin receptort (D) TRAP aktivacio
utan. (a: beteg TRAP nélkiil, b: beteg
TRAP aktivacié utan, c: kontrol TRAP
nélkiil, d: kontrol TRAP aktivacid utan).



Ellentétben a GPIIb/Illa-val a VnR kimutathatd volt a beteg vérlemezkéin
(377/thrombocyta) ¢€s szintje szignifikdnsan magasabb volt mint a kontroll
thrombocytdkon mért érték (97+36/thrombocyta). A thrombasthenias beteg mintajanak
aktivacioja szignifikdns emelkedést eredményezett a thrombocytdk VnR szintjében
(634/thrombocyta) mig a kontroll VnR szintje nem valtozott (46. dbra). Ez arra utal, hogy
egyrészt a GPIIb hidnyaban a GPllla kialakitja a VnR-t az alpha, integrinnel kozosen,
masrészt szintje joval magasabb mint normal esetben, amikor az alfa granulumok

membranjaban dominal a GPIIb/IIIa komplex.

4.2 Alvadasaktivacioval jaro korképek vizsgalta

4.2.1 Szoveti faktor expresszio stroke-ban

Az artérids thrombosisok ethiopathogenesisében a thrombocyta aktivaciot igen
jelentdsnek tartjdk. Negyvennyolc, 50 év alatti stroke-os betegben (23 férfi és 25 nd)
végeztik a vizsgalatokat és a vérzést CT, MRI és agyi angiographids vizsgalat
segitségével zartuk ki. Ha a vérminta vétele a tiineteket kovetd 48 6ran beliil tortént,
akkor akut, ha ezen idén tal, akkor kronikus stroke-nak tartottuk az allapotot. Az
eredményeket az akut és a kronikus esetekre kiilon-kiilon adtuk meg és a kontroll
csoporthoz viszonyitottuk. A szoveti faktor expressziot aramlasi citometridval az Anyag
¢s Modszer fejezetben ismertetett indirekt immunfluoreszcens eljarassal végeztiik. A
szazalékos pozitivitds mellett az atlagos fluoreszcencia intenzitdsokat is megadtuk. A
szoveti faktor expresszid a monocytdk felszinén mind akut mind kronikus szakban
magasabb volt mint kontrollokban (p < 0.05). Annak eldontésére, hogy az emelkedett
szoveti faktor expresszid korabbi gyulladdas kovetkezménye lenne, C-reaktiv protein
(CRP) vizsgalatokat végeztiik és azt talaltuk, hogy a betegek 76%-nak a CRP értéke 10

mg/L alatt volt és a maradék 24%-ban sem volt jelentds CRP emelkedés. A
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mononukledris sejteket lizaltuk és egyfazisu alvadasi assay-vel prokoagulans aktivitast
(PCA) hataroztunk meg. A mononuklearis sejtek lizatumanak PCA-ja mindkét
betegcsoportban emelkedett volt a kontrollokhoz képest, de csak az akut stroke-os

betegek esetén ért el szignifikans emelkedést (p < 0.05). (10. tablazat).

kontroll Agyi ischemia
akut kronikus
szoveti faktor antigén, % 3.2x0.7 10.7+1.8%** 9.1x1.7*
szoveti faktor aktivitas, mU 109+25 220£29* 193+31
Betegek szama 40 25 23
A feltiintetett értékek atlag= SEM. **p<0.01, *p<0.05
A szoveti faktor aktivitas mU/10° monocytéra van megadva.

10. tdblazat: Monocyta szdveti faktor antigén és aktivitds a betegekben és kontrollokban.

Az agyi ischemia vagy thromboticus/embolias vagy hemodinamikai jelenség. Mind akut,
mind kronikus fazisban szignifikdnsan emelkedett TAT és protrombindz fragment (Fi.2)
értekeket taldltunk és a TAT értékek korrellaltak a szoveti faktor expresszid fokaval (r =
0.725). A fibrinolitikus rendszer aktivaciojat a D-dimer értékekkel kovettik és azt
talaltuk, hogy az akut fazisban nem kiilonbozott a kontroll értékektdl, de a kronikus
fazisban szignifikdnsan magasabb volt (p < 0.05), bar az emelkedés mértéke nem érte el a

TAT és Fi4, emelkedés mértékét (11. tablazat).

Vizsgélati csoportok TAT (ng/ml) F 11 (nmol/l) D-dimer (ng/ml)
Akut ischemia (n=25) 23.9+8.3%** 5.53x£1.24%** 30159
Kroénikus ischemia (n=23) 30.7£9.6** 3.18+0.64%* 488+80*
Kontroll ischemia (n=40) 3.1+0.27 1.41+0.20 254+33

F 1+, a prothrombin fragmentumokat jeldli.

Az atlag=SEM keriilt feltlintetésre. *** p<0.005,**p<0.01,*p<0.05

11. tablazat: Betegek és kontrollok F 1, TAT és D-dimer értékei.
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A vizsgalatok arra is fényt deritettek, hogy a kontroll monocytdk sem teljesen negativak a
szoveti faktor expressziora. Ennek vagy az izoldlasi folyamat enyhe aktivald hatasa az
oka vagy a kontrollokban is jelen lehet olyan egyéb allapot, mely enyhe foki monocyta
szoveti faktor expressziot indukal. A legvaldszinilibb az, hogy a szoveti faktor expresszid
a stroke-os betegek monocytdin az ischemids inzultus kdvetkezménye és igy stulyosbito
tényezé ebben a korképben. Nehéz megmondani, hogy mi indukéalja a monocytakat
szoveti faktor termelésére. Korabbi vizsgalatok azt talaltak, hogy az endotoxin (Niemetz
1972), C5a (Muhlfelder, et al. 1979), immunkomplexek (Schwartz and Edgington 1981)
¢s plazma lipoproteinek (Levy, et al. 1981) indukalhatnak monocyta szoveti fakor szinté-
zist és tjabban ilyen hatasat mutattak ki a CRP-nek is (Cermak, et al. 1993). Mivel meg-
el6z6 szubklinikai fertézés lehet oka az agyi ischemidnak és a CRP indukalhat szoveti
faktor expressziot, mi megvizsgaltuk a betegek CRP szintjét és az talaltuk, hogy az esetek
zomében az 10 mg/l alatt volt. A fentiek alapjan ugy gondoljuk, hogy a CRP agyi
ischemiaban valosziniileg nem olyan szenzitiv marker mint myocardialis ischemidban és
feltehetden nem jatszik dontd szerepet a szoveti faktor expresszio 1étrejottében.

Az agyi ischemia jelentds thrombin képzddést eredményez. Ennek kovetkeztében
mind a TAT, mind a prothrombinaz fragment értékek jelentdsen emelkedettek voltak. Az
emelkedés mértéke az elsd 72 oraban volt a legkifejezettebb. Ezzel ellentétben a D-dimer
szint ebben a periddusban normalis volt. Ez a megfigyelés 0sszhangban van azzal a
ténnyel, hogy az Fi., komplex szintje a prothrombinaz hatasat tiikrézi, a TAT a fokozott
thrombin hatasra utal mely mindkettd jellemzdje a friss thrombusnak, mig a D-dimer a
fibrinolitikus rendszer szekunder aktivaciojanak a kovetkezménye (Misz M, 1998, Olah

L, 2001).
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4.2.2  Akutfazis markerek stroke-ban

Mivel a 90-es években megjelent kozlések jelentdsen finomitottdk a CRP hatasat a
thromo- és atherogenesisben és a a CRP referencia tartomdnyanak felsé hatarava is az 5
mg/l-es érték valt a 10 mg/l helyett, mi egy késébbi tanulmanyban részletesen
megvizsgaltuk - tobbek kozott - gyulladdsos markerek szintjét olyan 55 év alatti
betegekben akiknél ultrahanggal kimutathatéan legalabb 30%-os sziikiilet volt
detektalhat6 a carotisokon.

A korabbi eredményekhez hasonldan itt is azt kaptuk, hogy a CRP értékek nagy
része a referencia tartomanyon belill van. Azonban szignifikdnsan magasabb (p=0.0012)
szintek voltak mérhetdk a stenosissal (7.3+6.4 mg/l) illetve teljes occlusioval (10.1x17.1
mg/l) rendelkezd csoportokban a kontrollhoz képest (3.7+2.1 mg/l). Ehhez hasonl6 eltérés
volt kimutathat6 a fehérvérsejt szamban ¢€s a fibrinogén szintekben is, ami arra utal, hogy
a gyulladdsos markereknek azért szerepe lehet az agyi atheroscleroticus folyamatok

kialakitasaban.

4.2.3 Thrombocyta aktivacio diabetesben

Az indirekt thrombocyta aktivacidos markerek sordban kiemelkedden szenzitiv vizs-
galatnak tartjak a thrombocyta-monocyta illetve a thrombocyta-granulocyta vegyes (un.
heterotipikus) aggregatumok létrejottét. Ezen vegyes aggregatumokat vizsgaltuk diabetes
mellitus-ban, ahol a thrombocyta aktivacio, illetve az érszovodmények igen gyakoriak. A
vegyes aggregatumok ardnyanak vizsgalata dramlasi citometridval tortént. A leukocyta
felhoképen a FSC-SSC illetve a CD14-SSC dot-plot képek alapjan kivalasztott leukocyta
subseteken vizsgaltuk meg a GPIX-et jelold thrombocyta marker (CD42a) aranyat. Az
eredmények alapjan szignifikdns emelkedést talaltunk a monocyta-thrombocyta vegyes
aggregatumok aranyaban a kontrollhoz képest mind 1-es mind 2-es tipusu diabeteses

mellitusban (47. abra), de a granulocyta-thrombocyta és a lymphocyta-thrombocyta
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vegyes aggregatumok mennyisége csak minimalisan volt emelkedett a diabeteses
csoporton beliil. A monocyta-thrombocyta és a granulocyta-thrombocyta aggregatumok
aranya kozt korrelacid volt kimutathatdé. A legnagyobb aranyt monocyta-thrombocyta

vegyes aggregatum a proliferativ retinopathia és a nephropathia csoportban alakult ki (48.

abra).
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47. dbra: Monocyta-thrombocyta vegyesaggregatumok diabetesben és kontrollcsoportban
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48. abra: Monocyta-thrombocyta vegyesaggregatumok diabéteszes angiopathia kiilonb6z6 csoportjaiban

A HbAlc értékével viszont nem mutatott dsszefiiggést a vegyes aggregdtumok aranya. A
2-es tipusu diabetesben a postprandialis szérum gliikoz és a vegyes aggregatumok szama
kozt dsszefliggés volt kimutathatd de ez nem érte el a szignifikdns mértéket, azonban egy,
a glikaz felszivodasat gatlo gyodgyszer - az acarbose - 120 perc utan mind a vércukrot

mind a vegyes aggregatum aranyt csokkentette (49. dbra).
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49. abra: Acarbose hatasa a postparndialis gliik6z szintekre és a vegyesaggregdtumok mennyiségére.

A diabeteses angiopathia kialakuldsanak pathomechanismusa multifaktorialis jellegli. Az
utobbi években a heterotipikus aggregatumok szerepe is felértékelddott. A vizsgalataink
sordan a GPIX kimutatdsdval vagy intakt vérlemezkéket vagy mikropartikuldkat
detektalunk. Mivel ismert, hogy a thrombocyta-leukocyta “cross-talk” révén ezen sejtek
egymast aktivalhatjdk, nem meglepd, hogy a legmagasabb heterotipikus aggregatum
szinteket a microvascularis komplikacioval rendelkezd csoportokban talaltuk. Bar a
granulocyta és monocyta receptorok jelentds atfedést mutatnak mi - hasonléan egy
korébbi in vitro vizsgélat eredményeihez (Rinder, et al. 1991) - nem taldltunk szignifi-
kans emelkedést a granulocyta-thrombocyta komplexek szintjében. Az a tény, hogy a
postprandialis gliikoz emelkedés is emeli a heterotipikus aggregatumok szintjét, fontos
lehet, mivel kimutattdk, hogy az enyhe postprandialis hyperglycemia is hozzajarulhat a
vasculéris szovodményekhez (Ceriello 2000).

A direkt thrombocyta aktivaciés markerek koziil egy kdzelmultban végzett vizsga-
latsorozatban meghataroztuk a thrombocyta €s a szolubilis P-selectin szinteket egészséges
normadl testtomegti, tulstlyos ¢és 1-es valamint 2-es tipusu diabeteses betegekben. A BMI
és kor szerint illesztett kontrollcsoportra azért volt sziikség mivel a 2-es tipusu diabeteses
betegeknek a BMI-je és életkora joval magasabb volt mint az l-es tipusu diabetes

kontrollcsoportjanak. Vizsgalataink sordn a direkt thrombocyta aktivacids tesztekben is
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szignifikans emelkedést talaltunk mindkét betegcsoportban és mar talsulyos kontrollok

esetén is tapasztalhatd volt emelkedés mindkét vizsgalt paraméterben. (50. ébra)
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50. abra: A szolubilis (A) és thrombocyta (B) P-selectin szintek diabetesben és a kontrollcsoportokban. A
boxok az interkvartilis tartomanyt, mig az “antennak™ az 5 és 95 percentiles értékeket mutatjak. (DM1: 1-es

tipusu diabetes, DM2: 2-es tipusu diabetes)

4.2.2. Thrombus kialakulasanak vizsgalata P-selectin ligand hianydaban

A thrombosis kialakuldsa soran thrombocytak, fehérvérsejtek és az endothelium kozott
szamos sejtes interakcid jon létre. A thrombcyta-leukocyta illetve az endothel-leukocyta
interakciok kozott kiemelkedd jelentdségii a selectinek (P és E) valamint a leukocytdk
felszinén konstitutiven expresszalodo selectin ligand (PSGL-1) kozt 1étrejovo kapcsolat.
A P-selectin-PSGL1 kotés szerepet jatszik a leukocytdk endothelen torténd lefékezddés-
ben, de feltételezheté, hogy a thrombosis folyamatdban szintén szerepe van. Mi,
allatkisérletes modellben megvizsgaltuk, hogy a thrombus kialakuldsa soran milyen

eltérés tapasztalhaté PSGL-1 hidnyaban. A kisérletekhez PSGL-1 knockout egereket és
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vad tipusu egereket haszndltunk. A thrombosist két modon valtottuk ki, egyrészt 5x

higitasti thromboplasztinnal (Innovin, Dade) az alvadasi kaszkdadot aktivaltuk, mig az

allatok egy masik csoportjaban kollagén és adrenalin kombinalt adasaval a vérlemezkék

7

(4

nagyobb mértékben csokkent mint az Innovin hatdsara (a kontrollhoz egerekhez képest,

melyekbe csak fiziologids sdoldatot fecskendeztiink be). A thromocytak szdmaban a

kollagén és adrenalin sokkal kifejezettebb csokkenést okozott mint az Innovin. Viszont az

Innovin hatasara lényegesen tobb trombin-antitrombin komplex generalddott, mint

amikor kollagént és adrenalint juttattunk be az egerekbe. A két egértdrzs értékei kozott

azonban nem volt szignifikans kiilonbség (51. abra).
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51. abra:

A fehérvérsejt (A) és thrombocyta
(B) szam csokkenés kollagén
hatasara kifejezettebb, mig az
Innovin a TAT komplex (C)
mennyiségében okoz nagyobb
emelkedést (sotét oszlop: vad
tipus, vilagos oszlop: PSGL-1 -/-).



A thromboplasztinnal kivaltott alvadasaktivacio utan a thrombocytopenia és leukopenia
mértéke joval kisebb volt, viszont jelentds thrombin aktivitas generalodott melyet a
thrombin-antithrombin (TAT) komplex szint valtozasaval kovetni tudtunk. A két genoti-
pus kozott nem volt eltérés. Valamennyi kisérletben az allatokat a 30. percben cervikalis
diszlokacidval elpusztitottuk €s megvizsgaltuk a tiidoben, a majban, a vesében, a szivben
vel indirekt jeldlésti immunhisztokémiai reakciokban. Jelentds kiilonbség mutatkozott a
két genotipus kozott a thrombusok szamaban illetve a thrombotikus folyamat kiterjedtsé-
gében. Minden esetben a szovettani vizsgéalatok soran a PSGL-1 knockout egerekben

kevesebb fibrindepozicid volt kimutathaté mint a vad tipusu egerekben (52. 4bra).
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52. abra: Fibrin depozitumok analizise En-vision detektald rendszerrel fixalt tidészoveten, fiz s6 (A és B)
¢és kollagén-adrenalin beadasa utan (C és D). A vad tipust egéren nagyobb mértékii fibrin depozicié volt
észlelhet6 (C) mint a PSGL-1-/- egéren (D).
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A morfoldgiai adatokat Western-blot vizsgalattal is igazolni tudtuk. Az egerek tiidejébdl
extrahalt fibrin mennyiségének kimutatdsa soran jol lathat6, hogy a vad tipusu egerekben
a fiziologias sos kontrollhoz képest jelentdsen ndvekedett a fibrin mennyisége a kollagén-
adrenalin expozicido utan, mig PSGL1 knockout egerekben nem valtozott a tiidoben

kimutathat6 fibrin mennyisége (53. abra).
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53. abra: A tiid6bdl extrahalt fibrin mennyiségének szemikvantitativ analizise Western-blottal. A kollagén-
adrenalin beadasa utan a vad tipusu egerekben jelentdsen novekedett az extrahalhatd fibrin mennyisége,
mig a PSGL-1 -/- egerekben gyakorlatilag nem valtozott.

Az a tény, hogy a thromboplasztin aktivacié azonos mértékli thrombin generaciot
eredményez vad tipusi és knockout egerekben nem meglepd, mivel a fluid fazis
aktivalhatosagat a selectin ligand hianya nem befolyasolja. Kollagén-adrenalin stimulacid
nyoman kialakult thrombocyta és a leukocyta szam csokkenés a 1étrejott disszeminalt
thrombosis miatti consumptio kdvetkezménye. Ezek igen durva becsldi a thrombotikus
folyamatnak, melyek értékében megint csak nem volt kiilonbség a 2 genotipus kozott. A
tiidoben kialakult thrombusok szdma, illetve a tiidébdl extrahalt fibrin Western blotting-al
torténd szemikvantitativ analizise viszont egybehangzoan arra utal, hogy a PSGL-1

hidnya valamelyes protektiv szereppel bir az intravascularis thrombusképzddés soran.
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OSSZEFOGLALAS

A hematoldgiai megbetegedésekben a laboratoriumi vizsgalatoknak jelentds szerepe van.

Az aldbbi 3 teriileten a cellularis markervizsgalataim eredményeit 6sszegzem.

Anémiak :

Megallapitottuk, hogy a vvt életkor és a vvt-k sejttérfogata kdzt normal mintak
esetén linearis kapcsolat van mig anisocytosis esetén a vvt életkor paramétereit
jelz6 markerek (glikalt hemoglobin és retikulocyta) inverz kapcsolatba is
keriilhetnek a sejttérfogattal.

A paroxysmalis nocturnalis hemoglobinuria (PNH) esetén a a PNH klon nagysaga
leginkdbb a leukocytdk és nem a vvt felszini markerexpresszidja alapjan itélhetd
meg. Kimutattuk, hogy ezen beliil is a legszenzitivebb marker a monocytak CD14
expressziojanak vizsgalata. Bevezettiink egy 0j aramlasi citometriai paramétert a

PNH-s klon méretének megitélésére.

Akut leukémiak:

Kimutattuk, hogy a myeloid sejtek felszinén konstitutiven expresszalodé PSGL-1
nevll mucin a myeloblastos €s monocytaer/monoblastos akut myeloid leukémiak
esetén differencidltan expresszalodik.

AML-ben a multidrog rezisztencia funkciondlis tesztjét alkalmazva
megallapitottuk annak diagnosztikai és prognosztikai értékét. Bevezettiink ujfajta
modszereket a funkcionalis teszt és a felszini markerexpresszid kombindlasara.
Igazoltuk, hogy a kiilonboz6 intracellularis markerek kimutatasa esetén jelentdsen
eltérd szenzitivitds és specificitas jellemzi a permeabilizalasi technikdkat és a
kiilonbozd intracellularis markerek elleni antitest klonokat.
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* A véralvadéas XllI-as faktora intracellularis forméjanak vizsgalata terén elséként
irtuk le annak megjelenését a human ontogenezis és organogenezis soran. Ezen
kiviil bevezettik az AML-ek 4ramlasi citometriai méréseken alapuld
differencialdiagnosztikdjdban ezen marker vizsgalatit. Akut lymphoblastos
leukémidk jelentds részében - aberrdns markerexpresszioként — szdmos

modszerrrel kimutattuk a FXIII-A intracellularis megjelenését.

Prothrombotikus dllapotok:

* Ischemids stroke esetén kimutattuk a monocytak szoveti faktor expressziojat,
mialtal hozzéjarulhatnak a stroke-ban észlelhetd alvadasaktivaciohoz. Diabetes
mellitusban t6bb mddszerrel igazoltuk a thrombocytdk fokozott aktivaciojat és
megallapitottuk ennek a klinikai képpel vald kapcsolatat. Kimutattuk, hogy a
postprandidlis gliikkoz koncentracidé korrelaciot mutat az alvadasaktivacio jelzd
bizonyos laboratériumi paraméterekkel.

* Ex vivo aktivalt mintdkon, megallapitottuk a kiilonb6zé thrombocyta aktivacios
markerek szenzitivitasat illetve adatokat szolgéltattunk a PSGL-1 protektiv
szerepére allatkisérletes modellben, thrombocyta aktivacion keresztiil kivaltott, in

vivo thrombusképzddés soran.
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KOSZONETNYILVANITAS

A tudomanyos munkat orvostanhallgatoként kezdtem el az 1980-as években. Ekkor 3
évig Muszbek Laszl6 docens volt a témavezetém, végzésem utan pedig Adany Réza
adjunktusné munkacsoportjaba keriiltem. A késébbi tudomanyos munkassagom mindkét
személy alapvetden meghatarozta. Koszondm Muszbek professzor Gr szakmai segitségét
¢s tAmogatasat, hogy az éltala 1978-ban alapitott intézet vezetését 2004-ben atvehettem.

Két alkalommal toltottem 6sszesen 3 évet az Egyesiilt Allamokban. Robert Colman
(Temple egyetem, Philadelphia) ¢és Rodger McEver (OMRF, Oklahoma City)
laboratoriumaiban vilagszinvonalt thrombosis kutatasba kapcsolédhattam be. Az eurdpai
sejtanalizis munkacsoport egyetlen magyar tagjaként tobb kollaboraciot —sikertilt
kiépitenem, elsésorban Alberto Orfao (Salamanca) és Jan Gratama (Rotterdam)
munkacsoportjaival akiknek tdmogatasaért halas vagyok.

Az eddig megjelent vagy elfogadott 73 kozleményem alapjait képezd vizsgalatok
nagy részében klinikus és kutatd tarsszerzok tucatjaival volt médom egyiitt dolgozni az
évek soran. Mindannyiuknak koszonom segité kozremiikodését, kiilon halaval tartozom
els¢ PhD hallgatomnak Dr. Kardszi Evanak. Az 6nalld6 munkacsoportként végzett
laboratériumi munkam elsé idészakaban 2 asszisztensnd (késdbb analitikus) segitett a
legtobbet; Palné Terdik Tiinde és Gyorfiné Veszprémi Anikd. Az utdbbi években egyre
inkabb fiatal orvoskollégadim (Hevessy Zsuzsa, Kiss Flora, Nagy Béla és Miszti-Blasius
Kornél) eredményeire tamaszkodhatok. Adminisztrativ segitséget is tobbektdl kaptam, de
els6sorban Bhattoa-Buzds Edindnak, Kopis Ildikonak és Antal Csabanak tartozok
koszonettel.

Halas vagyok gyermekgydgydsz édesapamnak, aki sajnos nagyon fiatalon elhtnyt,

hogy kisiskolds koromban a testnevelést és az angol nyelvet tartotta a legfontosabb
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tantargyaknak. K6szondm édesanyamnak, hogy felnevelt és az orvosi palyara iranyitott.
Feleségem, lanyom ¢és fiam harmonikus csalddi hatteret biztositanak ¢és koszondom, hogy
két alkalommal is velem jottek Amerikaba, ezzel segitve munkamat.

Az értekezés gondos atolvasasaért Bhattoa Harjit Palnak, Miszti-Blasius Kornélnak

Misz Marianak és Kaldi I1dikénak tartozom kdszonettel.
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