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Roviditések jegyzéke

ALL akut lymphoblastos leukaemia

ACVP American College of Vetenrinary Pathologists
CD markerek

CLL krénikus Kislymphocytas leukaemia

FACS Fluoreszcencia altal aktivalt sejtvalogatas és analizis
FSC Forward scattered light

HFR High fluorescence regio

LRR Lysis resistens regio

LUC Large Unstained Cells

MCT Mast Celll Tumor (mastocytoma)

MFI Atlagos fluoreszcencia-intenzitas

SSC Side scattered light

TNF-a Tumor nekrotikus faktor-o

WHO World Health Organization
Bevezetés

A daganatos elvaltozasok kisallatokban egyre gyakrabban fordulnak el6. Macskaknal és
kutyaknal is kiemelt jelentoségiiek a kiilonb6zé tipust leukaemidk, amiknek gyors felismerése
a sikeres kezelés szempontjabdl kulcsfontossagu. Ugyanakkor ezen betegségek biztos
diagnozisa gyakran nehézkes, haematoldgiaban nem jartas allatorvos szamara sokszor igen
nagy kihivas. A beteg allatok vérmintainak megfeleld vizsgald laboratoriumba valo eljuttatasa
¢s a haematologus szakember altal végzett kenetelemezés altaldban hosszabb id6t vesz
igénybe, ami csokkenti a talélési esélyeket.

Ezen problémafelvetés kapcsan vizsgaltuk hdrom kiilonb6z0 haematoldgiai automata
megbizhatdsagat kiilonb6z6 leukaemia tipusok és mastocytaemia tekintetében. Tanulmanyunk
céljai kozt szerepelt, hogy korrelaciot keressiink a kenetelemzés soran kapott eredmeények és a
berendezések altal szamolt értékek kozt az egyes fehérvérsejt tipusokat illetéen.

Kiilonb6z6 paramétereket vizsgalva igyekeztink felmérni, hogy milyen mértékben
alkalmazhatoak az automatak altal készitett felhddiagramok és a mért fehérvérsejt szdmok

illetve szazalékos aranyok az el6zetes korhatarozasban.



Irodalmi attekintés

Leukaemiak ismertetése és osztalyozasa

A leukaemia a csontveld altal termelt vérsejteket érinté rosszindulati neoplasticus elvaltozas
(Withrow et al., 2013a), aminek kdvetkeztében a leukaemia tipusatol fiiggben rendellenes
vérsejtek jelennek meg a periférias keringésben. Fontos kihangsulyozni, hogy a leukaemia
nem minden esetben jar a fehérversejtek szdmanak ndvekedésével, és az elvaltozast mutatd
vérsejtek felismerése is igen nehéz bizonyos tipusoknal. Mivel a leukaemia alatt alapvet6en a
jellegét els6sorban az érintett Gssejtvonalak tipusa hatdarozza meg, ezért a leukaemidk
osztéalyozésa is ennek alapjan torténik (Argyle et al., 2008a).

Megkilonbéztetiink lymphoid és myeloid leukaemiakat, ezen kategoriakon beliil pedig akut

ill. krénikus tipusokat. A pontos csoportositast az 1. sz. abra tartalmazza.
Limphoid leukémiak 1 Myeloid leukémiak l
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\_//

Kronikus:

. S Y o « neutrophil granulocytas
Akut: ‘ Kronikus: Akut: S dsaopll ulioeyi
e | . « basophil granulocytas
e CLL- kronikus « AML - akut myeloid & 2
kislimphocytas leukémia leukémia - monocylas jeuknaiia
« esszencialis
thrombocytosis

o ALL -akut limphoblastos
leukémia

1. sz. abra: Leukaemiak csoportositasa

Mivel a vizsgalatunk soran foként lymphoid leukaemias betegekkel dolgoztunk, ezért ezek a
betegségek keriilnek részletes bemutatasra, ill. a myeloid elvaltozasok kozil a szisztémas

mastocytoma.

Leukaemia tipusok

Krénikus kislymphocytas leukaemia - CLL

A krénikus leukaemiaknal a keringésben érett, differencialt kis lymphocytak jelennek meg
nagy szdmban (Linet et al., 2007). Kutyaknal a CD34-, T-sejtes CLL a jellemz6 (Argyle et al.,
2008a).



Féleg idGsebb, 10 év koriili kutyakban jelenik meg az elvaltozas (Withrow et al., 2013b). A
betegség koOvetkeztében az allat viselkedése, testsulya altalaban valtozatlan marad, de a
vérben extrém mddon megnovekedik a fehérvérsejtek szama, 30 000 sejt/ul feletti, de akér a
100 000 sejt/ul értéket is meghaladhatja. Féleg B-sejtes CLL esetében monoklonalis
gammopathia is megjelenhet (Withrow et al., 2013b).

A CLL prognozisa sokkal kedvez6bb, mivel jobban reagal a kezelésekre, mint az ALL. Az
atlagos talélési id6 is sokkal hosszabb, de kezelés nélkiil is eléfordulhat akar két éves tulélés
is. Kezelés mellett atlagosan az esetek 70%-ban mérséklédik a lymphocytaszdm és tobb évig
megfelel6 életszinvonalon élhet az allat (Withrow et al., 2013b).

Akut lymphoblastos leukaemia - ALL

Az akut leukaemiadk kozos tulajdonsaga az eretlen, differencialatlan sejtek (ALL esetén nagy
lymphocytdk) megjelenése a vérben €s csontveldben, amik infiltralhatjak a lépet, majat, a
nyirokcsomokat és a kdzponti idegrendszert is (Argyle et al.,2008a).

A nagy lymphocyték kozepes vagy nagyobb méretii sejtek, amelyek basophil citoplazmaval
és szemcsés kromatin allomannyal rendelkeznek. Kutyakban nagyobb részt B-sejtes (B-
lymphocytakbdl transzformalddott) forma fordul ¢l6, a T-sejtes forma az 6sszes ALL kb.
10%-a. Altaladban a B-sejt eredetti nagy lymphocytdk CD21 sejtfelszini markerrel
rendelkeznek, a T-sejtesek pedig CD3 markerrel. Ha a sejt expresszal CD34 Gssejt markert,
akkor minden esetben akut leukaemiaval allunk szemben. (Withrow et al., 2013b).
Macskaknal a T-sejtes forma a gyakoribb (Argyle et al.,2008a).

Az ALL vezet6 klinikai tiinetei a hepatosplenomegalia és lymphadenopathia. Az allat levert,
jellemz6 a jelentés sulyvesztés és az anorexia. A betegség altalaban sulyos anaemiat,
neutropeniat és thrombocytopeniat okoz, mivel a csontvel6t infiltralo nagy lymphocyték
lehetetlenné teszik az élettani vérsejtképzést (Withrow et al., 2013b). Az ALL-ben szenvedd
macskak 75%-a FeLV + (Argyle et al.,2008a).

A tobbi akut leukaemiahoz hasonléan az ALL prognézisa is igen kedvezdtlen. Tobb kutatas
alapjan az atlagos talélési id6 kezelési protokolltol fiiggetlentiil kb. 120 nap, egy kifejezetten
CD34+ eseteket vizsgalo tanulmany szerint 16 nap (Withrow et al., 2013b).

Mastocytoma - MCT

YV

mastocytosis, ebben az esetben a csontveldbdl, €s a boron kiviil talalhato elvaltozasokbdl is

kimutathat6ak transzformalodott hizosejtek (Swerdlow et al., 2008a). A rendellenes sejtek az
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egészséges hizodsejtekhez hasonloan metakromazids festddésli granulumokat tartalmaznak,
amikben kulonféle bioaktiv mediatorok (hisztamin, heparin, TNF-a, proteazok) talalhatok.

A betegség jellemzben kozépkora (8-9 éves) kutydkban és négy évnél fiatalabb macskékban
fordul elo.

Macskaknal vezetd tiinetek kozé tartozik a hanyds és a véres bélsar. Jellemzd vérképi
elvaltozas az eosinophilia, és eléfordulhat MCT sejteket tartalmazo, megvastagodott buffy
coat (Argyle et al.,2008b). Piviani és tarsai kutatdsa szerint macskak esetében a
mastocytaemia egyértelmii korjelz6je a MCT-nak, bar nagyon ritkin mas daganatos
elvaltozasnal is el6fordulhat kis szami mastocyta a periférias keringésben (Piviani et al.,
2013). Borelvaltozasok attétként macskaknal is megjelenhetnek, féleg a nyak-feji régioban.
(Argyle et al.,2008Db).

A prognozis nagyban fligg a sejtek differencialtsagatdl, minél differencialatlanabbak a MCT
sejtek, annal rdvidebb a varhatd talélési idé (Withrow et al., 2013c).

Leukaemiak osztalyozasa

A fent ismertetett betegségek kategorizalasa a WHO ajanlasa szerint torténik.

Lymphoid leukaemiak

Az akut leukaemiadk vonatkozasadban a WHO nem keszitett a hagyomanyos grade-rendszeren
alapuld besorolast, mivel ezen betegségek esetében a sejtek morfologidja, a sejtfelszini
markerek, az immunfenotipus vizsgalata és a Klinikai kép 0Osszességeben szlikséges a
prognozis felallitasahoz. (Swerdlow et al., 2008b).

A harom f6 kategbéria a WHO ajanlasban: akut myeloid leukaemiak, akut lymphoid
leukaemidk és nem besorolt sejtvonalakbol szarmazo ill. prekurzor lymphoid neoplasticus
elvaltozasok. Az ajanlas szerint mindenképp akut leukaemiarol beszéllink, ha a vérben vagy a
csontveldben a nagy lymphocytak aranya meghaladja a 20%-t (Leach et al., 2013a).

A kiilonboz6 sejtfelszini markerek segitik az adott leukaemia besorolasat, az ACVP ajanlasa
szerint B-lymphocytédk vizsgalatahoz a CD79a, T-lymphocytaknal a CD3; akut leukaemiak
esetén a CD34 sejtfelszini marker vizsgalata ajanlott. (Withrow et al.,, 2013d). Ezt
mindenképp szikséges kiegésziteni kenetelemzéssel és természetesen az allat élettani

értékeinek, kezelésre adott reakcidinak vizsgalata is elengedhetetlenek a besorolashoz.



Mastocytoma - MCT

Szisztémas MCT esetén a WHO major és minor feltételeket hatdroz meg a besorolashoz. Ha a
f0 kritérium vagy harom alkritérium teljesiil, akkor a diagndzis egyértelmlien szisztémas
mastocytoma, kizdrhatdé minden mas neoplasticus elvaltozéas. A 6 kritérium a csontveldben
vagy mas extracutan szervben olyan multifokalis mastocyta infiltracié detektalasa, ahol
minimum 15 mastocyta talalhat6 egy csoportban.

A négy minor feltétel a kovetkezd:

e a csontveldbdl vagy mas extracutdn szervbdl szarmazod mintaban az éretlen vagy
atipikus morfol6giaju mastocytak aranya nagyobb, mint 25%

e az aktivaciés pont mutacidjanak kimutatdsa a KIT gén 816-os kodonjan (vérbol,
csontveldbdl vagy extracutan szervbdl szarmazo mintabol)

e CD 117, CD2 es/vagy CD25 sejtfelszini markerek kimutatasa (egyeb normal markerek
mellett) a mastocyta sejteken (vérbdl, csontvelobdl vagy extracutan szervbol vett
mintabol)

e aszérumbol mért triptaz szint tartosan meghaladja 20 ng/mL értéket (Swerdlow et al.,
2008a).

Haematolbgiai automatak miikédési elve

A haematoloégiai automatdkat mikodési elviik alapjan két nagy csoportba soroljuk: az
impedancia elvén mikodo, ill. a l1ézeres sejtszamlalason alapulé automatak csoportjaba. Az
utdbbi harom tovabbi alcsoportra oszthato a felhasznalt festési eljaras szerint:
megkulénboztetlink myeloperoxidaz, fluorescens és immunologiai festési eljarason alapuld
berendezéseket, ill. ide tartoznak a radiofrekvenciat felhasznalo automaték is.

Az automatdk a fehérvérsejtek differencialasa tekintetében is csoportosithatéak. Vannak 1
part-os automatak, melyek csak a fehérvérsejt-szamot adjak meg, és a fehérvérsejteket harom
(lymphocyta, monocyta, granulocyta), 6t (lymphocyta, monocyta, neutrophil, basophil és
eosinophil granulocyta) részre szeparald gépek, ill. 5+1 automatak, melyek nem besorolt

sejteket is el tudnak kuldniteni.

Impedancia elven miikodé automatak

Ezen berendezések az Un. Coulter-elv alapjan miikodnek. Ennek 1ényege, hogy a mintat olyan
oldattal higitjak, amely a sejteknél jobb vezetd. Az elektrodok kozott, sziik kapillarison

athalado sejtek ellenallas-ndvekedést okoznak, amibdl elektromos impulzus keletkezik. Ennek



nagysagabdl a sejtek méretére, szamabol a sejtes alkotok mennyiségére lehet kovetkeztetni
(Géth, 2011).

Fehérvérsejtek esetében a sejtméret nem elegendd Onmagaban az osztdlyozashoz, ehhez
kiilonb6z6 lizalo oldatokat, reagenseket hasznalnak. Az &ltalunk vizsgalt gépek kozil az

Abacus Junior 5 Vet tartozik ebbe a csoportba.

Lézeres sejtszamlalé automatak

Ezek a gépek a vér sejtes elemeit egyenként vilagitjak meg fokuszalt fénynyalabbal, és a sejt
altal elnyelt, a sejten athalado, ill. a sejten megtort kiilonbozé torésmutatdjii sugarak
detektalasabol kovetkeztetnek a sejt mindseégi tulajdonsagaira és térfogatara.

A fény szdérodésat abszorpcids, magas és alacsony torésmutatoju detektorok érzékelik. A
kiilonbozo festési eljarasok segitségével tobblet informacio is nyerhetd a sejtrdl, pl. a DNS és
RNS tartalomra vonatkozoan. Ezeket a jeleket fluoreszcens detektorok fogjak fel. A jeleket
digitalisan alakitjak értelmezhet6 szamadatokka, felhédiagramokka (Damjanovich et al.,
2007).

A Siemens Advial20 automata myeloperoxiddz, a Sysmex XT2000iv pedig fluorescens

festéssel mukodik.

Fluoreszcencia altal aktivalt sejtvalogatas és kenetelemzés

Fluoreszcencia altal aktivalt sejtvalogatas és analizis - FACS

A sejtek immunfenotipizalasara és a sejtfelszini markerek detektalasara hasznaljuk a FACS-t,
ami az aramlasi citometria egyik valtozata. Lényege, hogy a szuszpenzidoban [évo,
fluoreszcens festéssel megfestett sejtek tllnyoméas hatasara egy aramlasi cellaba kerilnek,
aminek a végén 1évo nyilason keresztiil egyenként 1épnek at egy masik térbe (magba). Itt
kopenyfolyadék védi dket a fallal és egymassal vald érintkezéstol. A két folyadékrendszer
egymassal ellentétes irdnyban mozog, és a nyomasviszonyoknak kdszonhetden egymassal
nem keveredik, vagyis az aramlas laminaris. A magba val6 atlépés utan vildgitja meg a
sejteket a lézersugar (Damjanovich et al., 2007).

A fény vagy a sejt felszinén torik meg, és halad keskeny szogben eldre (forward scattered
light — FSC), vagy a belsé sejtalkotokon fog megtorni, és 90°-0s szogben oldalra halad (side
scattered light — SSC). Ezeknek a sugaraknak adszorpcios detektorokkal valo felfogasa és
digitalis jellé alakitdsa informaciot ad a sejtek fizikai tulajdonsagairdl és lehetdvé teszi

differencidlasukat (példaul fehérvérsejtek kivalogatasat). Az egyes sejtfelszini markerek
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meghatarozasahoz szikség van fluoreszcens festésre A fluoreszcens feny érzékelésére
fluoreszcens detektorokat hasznélnak. Az atlagos fluoreszcencia-intenzitas (MFI) segitségével
nem csak egy adott antigén vagy marker jelenlétét, hanem expresszidjanak mértékét is meg
lehet hatarozni egy sejtpopulacidban (Leach et al., 2013b).

Kenetelemzés

A kenetelemzés barmely neoplasticus elvaltozas esetén elengedhetetlen a pontos diagnozis
felallitdsahoz. Minden vérmintat K-EDTA-s csébe vettiink és kikenés és fixalas utan Diff-

Quick modszerrel festettiink meg.

Célkituzések

Vizsgéalatunkban a fent ismertetett betegségekben szenvedd kutyak és macskdk vérét
elemeztiik harom kiilonb6z6 haematologiai automataval (Abacus Junior 5 Vet, Siemens
Advial20, Sysmex XT-2000iv). A gépek altal készitett felhddiagramokat és sejtszam adatokat
vizsgaltuk és hasonlitottuk ©6ssze a kenetelemzés eredményével, amit Kiegészitettink az
aramlasi citometriaval végzett immunfenotipizalassal.

Célunk volt annak megéllapitasa, hogy az automatak altal mért konkrét fehérvérsejt szamok
és szazalékos aranyok mennyire korreldlnak a szakképzett haematologus altal végzett
kenetelemzés soran kapott adatokkal.

Az eredmények Osszehasonlitdsanak segitségével kivantuk meghatarozni, hogy a kiilonb6z6
berendezések mennyire megbizhatbak az ALL-es, CLL-es és mastocytaemias betegek
vervizsgalatakor. Elemeztik, hogy mely sejtcsoportokban és milyen mértékben valtoznak a
sejtszamok a fenti megbetegedéseknél.

Ez a harom, kutyakban és macskakban gyakran eléforduld daganattipus a vérben rendellenes
sejtek megjelenésével jar, ezért kilonds figyelmet forditottunk arra, hogy a berendezések
képesek-e differencialni ezeket a sejteket a fiziologias fehérvérsejtektdl, ill. melyik frakcidba
soroljak be tévesen a mérések soran.

Elemeztiik tovabbd a berendezések altal készitett felhddiagramokat és vizsgaltuk, hogy
megallapithatoak-e a klinikumban felhasznalhat6 altalanos kovetkeztetések, ill. 1étrehozhatok-

e a diagndzisban alkalmazhato sztenderdek a felhddiagramok alapjan.



Anyag és Moadszer

Mintavétel és minta-el6készités
Minden vérmintat K-EDTA-s csébe vettiink. A mintat zsirtalanitott targylemezen megfelel6

eljarassal kikentlk (par csepp Vvért az egyik targylemezre helyezve és a masik targylemezzel
eltolva szélesztettiik). A kikenés utan a keneteket Diff-Quick modszerrel festettik meg. A
festés menete a kdvetkezo:

1. alkoholos fixal6 oldattal fixalas majd szaritas

2. eosinos festés a piros oldattal

3. festék csapvizzel valo ledblitése

4. hematoxilines festés a kék oldattal

5. festék csapvizzel valo ledblitése

6. szaritas
A keneteket igyekeztlink rogton a vérvétel utan (de legkésébb 24 oran beliil) elkésziteni,
mivel a vorosvérsejtek szdma lizisuk miatt 24 Ora utan jelentésen csokken (Rebar et al.,
2001). Az Advial20 automata felhasznalasaval végzett kutatas szerint a vérvétel utan 4°C-on
tarolt vérmintdban 24 6ra utan kezd nagyobb mértékben csdkkeni a lymphocytdk szama
(Furlanello et al., 2006). Hasonlé eredményre jutottak Bauer és tarsai is, akik szerint 22°C-on
24 oraig, 4°C-on kozel 72 oréig stabil maradt a fehérvérsejt szam, kizarélag a monocytak
esetében volt kis mértékii valtozas (Bauer et al., 2012).
A mintékat szakképzett és tapasztalt hematoldgus szakember (dr. Vajdovich Péter) elemezte

kenetenként 250 db fehérveérsejt megszamlalasaval.

Haematoldgiai automaték részletes bemutatasa

Siemens Advial20

Ez a berendezés egy myeloxiperoxiddz festéssel miikddo, 1ézeres, 5+1-part-os automata. A
fehérvérsejtek szdmat és szazalékos megoszlasat két kiilonboz6 csatornan hatarozza meg. A
,Perox” csatornan a peroxidaz aktivitas (festddés) és sejtméret alapjan differencidlja a
sejteket, igy négy féle fehérvérsejtet (monocyta, lymphocyta, neutrophil és eosinophil
granulocyta) ill. az agynevezett LUC (Large Unstained Cells) sejteket tudja elkildniteni. A

berendezés ezeknek a sejteknek a szdmat és a szazalékos megoszlasat is megadja.
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A LUC sejtek nem tekinthet6k kiilonallo egységes csoportnak, mert ide kerlilnek az atlagosnal
nagyobb méretli lymphocytak, a kisebb peroxidaz aktivitassal rendelkez6 monocytak és
altaldban a neoplasticus elvaltozast mutatd sejtek (pl.: nagy lymphocyték) is.

A LUC sejteknek és a lymphocytédknak a legkisebb a peroxidaz aktivitasuk, az eosinophil
granulocytdknak pedig a legnagyobb, ezért a vizszintes tengelyen ez a két sejtcsoport
helyezkedik el a széli részeken.

A Perox csatornan készitett felhddiagramon a sejtek eloszlasat a 2. sz. abra szemlélteti. Y
tengelyen a sejtméret, X tengelyen pedig a myeloperoxidaz aktivitas mértéke lathato.

1. Zaj

2.Vorosvérsejtek

4. Lymphocytak és basophil granulocytak
5.LUC

6. Monocytak

7. Neutrophil granulocytik

8. Eosinophil granulocytik

2. sz. &bra: sejtek megoszlasa az Advial20 Perox csatornajanak felhédiagramjan (kép forrasa: ADVIA
Operator’s Guide, é. n.)

Az automata a BASO csatornan az 0sszes fehérvérsejt szam mellett meghatarozza a basophil
granulocytak szamat és szazalékos aranyat, ill. a blast sejtmagok, a mononuclearis és
polymorphonuclearis fehérvérsejtek szdzalékos aranyat. Elobbi csoportba a monocytak és
lymphocyték, utébbiba a neutrophil és eosinophil granulocytak tartoznak.

Ezen a csatornan az automata egy lizalé oldat segitségével valogatja szét a sejteket, aminek
hatdsara a basophil granulocytak, valamint a lizisrezisztens sejtek (pl: nagy lymphocyték,
mastocytak) kivételével az dsszes sejt denudalodik. A Baso csatornén készitett felhddiagram a
3. sz. &bran lathato.

Az Y-tengely a sejt térfogatat, az X-tengely pedig a lobularitasat mutatja. A basophil
granulocytadk mellett a nagy lymphocytak, és a mastocytak maradnak épek, ezek a sejtek

talalhatok a felh6diagram fels6é régidjaban. Az X-tengelyen valé megoszlast a denudalt
11



sejtmag alakja hatadrozza meg, ezért a diagramon balrél jobbra haladva helyezkednek el a
monocytak és lymphocytak, majd Oket kovetik a neutrophil és eosinophil granulocytdk
(ADVIA Operator’s Guide, €. n.).

Baso

1. Zaj

2. Blast sejtmagok

3. Mononuclearis fehérvérsejtek

4. Basophil granulocytik

5. Valészinisithetoen hasophil granulocytak
6. Szaturicids zéna

7. Polymorphonuclearis fehérvérsejtek

3. sz. abra: sejtek megoszlasa a Baso csatorna felhddiagramjan (kép forrasa: ADVIA Operator’s Guide, €. n.)

Sysmex XT2000-iv

Ez az automata egy lézeres, fluoreszcens festési eljarast alkalmazo berendezés. 5+1 part-0s
fehérvérsejt differencialasra képes és allatfajonként kiilonb6z6 mérési profilokkal rendelkezik.
Az Advial20-hoz hasonléan képes megadni a fehérvérsejtek szamat és a populaciok
szazalekos aranyait. A harom automata koziil ez az egyetlen, ahol szoftveresen lehet6ség van
a felh6diagramok utdlagos manudlis analizisére.

Ez a berendezés is két csatorndn méri a fehérvérsejteket. A Diff csatorndn négy féle
fehérvérsejt populéciot és egy un. ,other cell” (atipikus bels6é szerkezetli vagy fest6dési
sejtek) csoportot képes elkiiloniteni, amelyeket kiilonb6z6 szinekkel abrazol, ezt mutatja be a
4. sz. &bra. Ezen a csatornén a fluoreszcens festddés és a bels6 szerkezet (granulaltsag, mag
lebenyezettsége) alapjan helyezi el a sejtpopulacidkat a felhddiagramon. Elébbit az Y-
tengelyen, utobbit az X-tengelyen mutatja. Amennyiben nem képes kielégitden differencialni
a kiilonb6z6 sejtpopulacidkat, gy egységes sziirke csoportként jeleniti meg a sejthalmazt, és
nem ad részletes eredményt sem. Ebben az esetben az egyes populaciok differencialasara un.
,research” eredményeket tudunk hasznélni, melyeket fix gate-ek alapjan szamolja az

automata.
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Mivel élettani korilmények kozott a monocytak festédnek a legintenzivebben, ezért
alaphelyzetben ez a csoport keriil a diagram legfelsd részére. Bizonyos esetekben
megjelenhetnek a monocytéknal is jobban fest6dé sejtek, ezek keriilnek az ,other cell”
frakcioba (reaktiv lymphocyték, nagy lymphocyték).

1. Ghost
2. Lymphocytak
3. Monocytak

4. Neutrophil és basophil
granulocytak

5. Eosinophil granulocytak

4. sz. dbra: Sysmex XT2000-iv Diff csatorna felhédiagramja

A Baso csatorndn az Advial20 automatdhoz hasonldéan 1izal6 oldattal torténik a
sejtszeparalas, aminek hatasara ennél a berendezésnél is a basophil granulocytak, és egyéb
lizisrezisztens sejtek (nagy lymphocyta, mastocyta) 6rzik meg citoplazmajukat, igy ezek
nagyobb méretiick maradnak az analizis soran. A felhddiagramon az X-tengelyen itt is a bels6
szerkezet alapjan csoportosit a gép, az Y-tengelyen pedig a sejt térfogat szerint, igy a lizis
rezisztens sejtek keriilnek a felsé régioba. A tobbi granulocyta és a lymphocytak nagyjabol
hasonld6 méretik miatt egy tobbé-kevésbeé egyseéges populdciot képeznek a diagramon
(Sysmex Operator’s Manual, é.n.). A Baso csatornan késziilt felhédiagramot az 5. sz. dbra

mutatja be.

WBC/BASO

FSC

1. Basophil
granulocytak

2. Lymphocytak, neutrophil
és eosinophil granulocytak

3. Ghost

e
1
—
2
oo
p—
e
S8R0 2P o o

S5C

5. sz. 4bra. Sejtek élettani megoszlasa a Sysmex XT2000-iv Baso csatornjan
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Sysmex XT2000iv manualis analizis

Mind a Diff, mind a Baso csatornan van lehet6ség utélag manualisan megvaltoztatni az egyes
populaciok hatarvonalait, ha nem értiink egyet a gép altal készitett csoportositassal. Ez alapjan
Ujra szdmoltathatjuk az automataval az egyes populdciokba tartozo sejteket. Az utdlagos
analizis segitségével bizonyos esetekben pontosabban meghatarozhatjuk a kilonleges
kategdriakba tartozo sejtek (pl.: daganatos sejtek) szamat.

6. sz. bra: DIFF csatorna hamis szines abraja (CLL-beteg mintéja)

A reanalizis, és a populaciok Ujra felosztasa részben a manuélis moédban kapott hamis szines
felh6diagram (6. sz. abra) alapjan térténhet, részben pedig szamszerti tampontok segitségével.
Ezek a tdmpontok a korabban meghatarozott kilonleges régiok, mint a ,,high fluorescence
regio” (HFR), melynek hatarértékeit a Diff csatornan allithatjuk be (mi az Y-tengelyen 140
egységneél hataroztuk meg). A Baso csatornan szamunkra diagnosztikai szempontbdl fontos
elkiiloniil6 tertilet a lizisrezisztens régio (LRR) (Gelain et al., 2010). Az LRR also értékhatarat
az Y-tengely 80. egységénél huztuk meg

N wec/BAsO | 2 [ | x| |
[OjTOTAL | 5.52( | | |
1 WeC 3.35 60.8

12 LRR 2.14 38. 8

TOTAL

7. sz. dbra: Mastocytaemias macska Baso csatornan késziilt felhddiagramjan végzett reanalizis
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Az Aaltalunk kivalasztott (j hatarokkal kiszdmoltattuk az automataval a sejtpopulaciok
szazalékos megoszlasat (7. sz. abra). Azt tapasztaltuk, hogy sok esetben nem lehetett
egyértelmiien minden sejtfrakciot megfeleléen elkuldniteni a tdbbszords atfedések miatt, ezért
csak a feltételezhet6en daganatsejtek szazalékos aranyat igyekeztink meghatarozni a HFR, és
LRR alapjan.

Hasonl6 tapasztalatokrol szamoltak be Gelain és tarsai 2010-es vizsgalatukban, ahol azt
talaltdk, hogy az ALL-es és CLL-es eseteknél is szignifikansan magasabb volt a LRR értéke
az egyéb vizsgalt csoportokéhoz képest. Az ALL-es megbetegedéseknél pedig a HFR-be
sorolt sejtek szama is szignifikansan nagyobb volt (Gelain et al., 2010).

Abacus Junior 5 Vet

Az Abacus volt a harom vizsgalt automata kozil az egyetlen impedancia elven miikodo
berendezés. Alkalmas az 0Osszes fehérversejt szam vizsgalatara, ill. meg tudja adni a
lymphocyték, monocyték és a harom granulocyta-tipus szamat és szazalékos 0sszetételét.

A gép Diatro Diff Vet 5 és Diatro Lyse Vet reagensek segitségével meretvaltozast indukal a
sejteknél: a lymphocytdk citoplazméja kisebb lesz, a neutrophil granulocytaké nagyobb, a
monocytdk mérete pedig ugyanakkora marad. Igy pontosabban képes méret alapjan
csoportositani a sejtpopulaciokat. A basophil granulocytak elkilonitésére a korabban emlitett
maodszert alkalmazza ez az automata is (Abacus User’s Manual, é. n.).

A gép altal keszitett hisztogramot a 8. sz. abra mutatja be. A gorbe els6 szegmense a két kapu
kozott a lymphocytak, a masodik szegmens a monocytak, a harmadik a neutrophilok méret
alapjan torténé megoszlasat mutatja.

Az automata kizarélag a sejtméret alapjan osztalyoz, az X-tengelyen adva meg a sejtek
térfogatat femtoliterben, az Y-tengelyen pedig az adott mérettartomanyban eléforduld

sejtszamot abrazolja (Abacus User’s Manual, é. n.).

1002

27 @2 1592 ) 490 £

8. sz. dbra: Fehérvérsejtek megoszlésa az Abacus Junior 5 Vet hisztogramjan
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FACS

FACS analizis elvégzéséhez el6szor szepardlnunk kellett a fehérvérsejteket. Ehhez tivegesobe
1 ml Ficoll oldatra (Histopaque-1077, Sigma, St Louis, MO, USA) rarétegeztiink 1 ml EDTA-
s vért, majd 10 percen keresztll centrifugaltuk, 1000 rpm fordulatszammal. Ezt kovetéen
elkiilonitettik a ,,buffy coat” réteget, majd 2 ml PBS oldat (foszfat-pufferelt fiziol6gias
sooldat) hozzdadasa utan ismét 5 percen keresztil 1000 rpm-en centrifugaltuk. Ezutén
eltavolitottuk a feluldszét és 2 ml PBS oldattal potoltuk, majd ismét centrifugaltuk (ezt a
tisztitasi ciklust még kétszer ismételtiik). A mosasi fazis végen mar csak 1 ml PBS oldatot
adtunk a csapadékhoz, majd Abacus Junior Vet 5 hematologiai automataval ellendriztiik a
sejt, illetve lymphocyta szamot.

A kapott eredmény alapjan FACS csovenként 600 000 lymphocyta sejtet tartalmazd
folyadékot mértink ki a tovabbi vizsgalathoz. Ezekhez hozzaadtuk a direkt jel6lt
monoklonalis ellenanyagokat: CD3, CD34, CD45 (eBioscience, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) és a CD21 (AbD serotec, USA), illetve a hozzajuk tartozo megfeleld
izotipus kontrollokat (mlgG1, rigG2b AbD Serotec, USA).

Az antitestekkel 30 percig 37°C-os vizfiirdében razatva jeloltlik a sejteket, a jelélést 1 ml
hideg PBS-sel allitottuk le. A FACS mérés megkezdése elott 0,8 pl 7-Amino-aktinomicin D
(7-AAD, Sigma-Aldrich, USA) festéket adtunk minden mintahoz. Aramlasi citométer
segitségével (FACScan flow cytometer, Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA)
mértiik az ellenanyagok expresszidjanak intenzitasat. A kiértékeléskor elkilonitettiink két
csoportot, aszerint, hogy a sejtek expresszaljak az adott ellenanyagot (pozitiv) vagy nem

(negativ).
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Eredmények

Osszesen 15 kutya és 2 macska vérmintajat vizsgaltuk. A kutyak atlag életkora 9 év volt (5-12
év), a macskak 5 évesek voltak. A klinikai tlinetek, a kenetelemzés és a FACS alapjan
allapitottuk meg a pontos diagnozist. Nyolc kutya szenvedett CLL-ben, ezek kozul hét T-
sejtes, egy pedig B-sejtes leukaemids volt. Harom kutya betegedett meg intermedier tipusud
CLL-ben, amelyeknél a nagy lymphocytak szama is megemelkedett. Kett6 kozilik T-sejtes,
egy pedig csak CD34+ volt. Négy kutya ALL-ben szenvedett (harom B-sejtes, egy csak
CD34+) és két macska pedig szisztémas mastocytomas volt.

Statisztikai eredmények
A mérések és a kenetelemzés adatait a Pearson féle korrelacios analizissel hasonlitottuk 6ssze.

Szignifikansnak tekintettiik az eredmeényt, ha a p érték kisebb volt, mint 0,05.

Advial20

Az automata altal mert és a kenetelemzés soran szamolt neutrophil granulocyta szazalekok
0sszehasonlitasa az 0sszes vizsgalt betegre vonatkoztatva, valamint az ALL és CLL betegeket
kalon vizsgalva is szignifikans korrelaciot mutatott (pakut=0,01; prenikus=0,005), ami a 9. sz.

abran lathato.

Neutrophil granulocyta Neutrophil granulocyta - CLL
ALL n=7 n=8
5 30 o 30
®
S 25 S 25 °
2 R*=0,736... =
2 20 2 20 R2=10,753 .-
< < e
L 15 ] & 15 ° L4
Z 10 ' Z 10
° S o .
5 5 L) g 5 e
7 [ 4 = ®
=z 00 = 0
0 10 20 30 0 10 20 30
Neutrophil% - kenetelemzés Neutrophil% - kenetelemzés

9. sz. dbra: Neutrophyl granulocytak korrelécids analizise az ALL-es és a CLL-es megbetegedéseknél —
Advial20

A lymphocyta szazalékos eredmények dsszehasonlitdsa soran az 0sszes beteget figyelembe
véve szoros korrelaciot talaltunk (p=0,009). Az akut és kronikus lymphoid leukaemiéas

betegeket kiilon vizsgalva az ALL-es betegeknél nem lathato szignifikans korrelacio (p=0,4) a
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berendezés altal mért és a kenetelemzés eredményei kdzott, mig a kronikus leukaemias

betegeknél korrelacié figyelhetd meg (p=0,03). A kapott eredményeket a 10. sz. &bra
szemlélteti.

Lymphocyta - 0sszes beteg n=17 Lymphocyta - CLL n=8
100 100
O o O an
N 90 R2=0,%6.9 & 90 RZ=0,501 W
@ 80 ¢ L = 80 o
2 70 R e ® S 70 0o ®
< 60 U g < 60
= 50 N = 50
= 40 : = 40
3 =
2 30 S 30
% 20 @ % 20
> 10 > 10
0 0
0 20 A0 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Lymphocyta% - kenetelemzés Lymphocyta% - kenetelemzés

10. sz. dbra: Lymphocyték korrelacios analizise az dsszes esetnél és a CLL-es megbetegedéseknél — Advial20

Monocytdk és eosinophil granulocytdk esetében egyik betegcsoportban sem talaltunk
szignifikdns kapcsolatot (pmono=0,18; pe0=0,06) az automata altal mért szazalékos es

kenetelemzés soran szamolt eredmények kézott (11. sz. abra).

Monocyta - Osszes beteg Eosinophil - dsszes beteg

n=17 n=17

35 30
S 30 ° ] )
§ 3 ° N 25 ®
& 25 @ 8
S [ S 20 ®
S 20 S
C 15 v
2 ® & .n
i 10 o = 10
4 r ; ~ =1 C .
3 ’QO o 2 g ..
% 0 ;:r_) o @ o
5 5 15 25 35 = 0 0,5 1 1,5 2,5

N b 208 e et e ] o e 7 de . L B
Monocyta% - kenetelemzes Eosinophil% - kenetelemzés

11. sz. dbra: Monocytak és eosinophil granulocytdk korrelacids analizise az dsszes esetnél — Advial20

Ez a berendezés egy 5+1 part-os hematoldgiai automata, vagyis képes a feltételezhetd
daganatsejtek elkulonitésére, kilon paraméterként megjelenitve azokat. A LUC populacio
Advia altal mért értékeit hasonlitottuk 6ssze a kenetekben szamolt nagy lymphocyték, és

mastocytémias betegek esetében a vérkenetben lathatd hizdsejtek szazalékos értékeivel,
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aminek korrelacios analizise a 12. sz. &bran lathatd. A LUC érték egyik esetben sem mutatott
szignifikans korrelaciot a kenetben szamolt értékekkel (Pesszes=0,27, Pakut=0,15; Prronikus=0,83).

LUC/Nagy lymphocyta LUC/Nagy lymphocyta
CLL n=8 ALL n=7
12 90
o 80
10
o o ® = 70
s 8 o T 60
= 8 8. . B=0,007- = oo
< - = 2
=T [
) T a0
5 1 ) _
= o ® s 30 9
> 5 3 20 "y ~ el
10 ® R ®iis-e
0 0 3
0 5 10 0 20 10 60 80 100
Nagy lymphocyta% - kenetelemzés Nagy lymphocyta% - kenetelemzés

12. sz. dbra: LUC populacié korreléci6s analizise a CLL-es és az ALL-es megbetegedéseknél — Advial20

Az akut leukaemias betegek egy részénél emelkedett basophil granulocyta szézalékokat
talaltunk (7,5-15%), a kenetekben nem talaltunk basophil granulocytakat. Osszehasonlitottuk
a kenetben latott nagy lymphocytdk mennyiségével is, de nem talaltunk szignifikans

kapcsolatot (p=0,314), ezt a 13. sz. abra szemlélteti.

Basophil granulocyta / nagy lymphocyta
90
80
70
60
50
40
30
20
10 °

Basophil granulocyta % - ADVIA120

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

MNagy lymphocyta %- kenetelemzés

13.sz. &bra: Basophil granulocyta és nagy lymphocyta populécié korrelacios analizise — Advial20

Abacus Junior 5 Vet

A neutrophil granulocyta szazalékok 6sszehasonlitasandl az 6sszes leukaemias beteget
figyelembe véve nem talaltunk szignifikdns dsszefliggést a mert értékek és a kenetelemzés
soran kapott eredmények kozott. Az akut leukaemias eseteket vizsgalva szintén nem talaltunk

egyértelmii  korrelaciot. Kronikus kis lymphocytas leukaemias betegekre sziikitve a
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vizsgalatot szignifikdns volt a korrelacié (p=0,0084). A kapott eredményeket a 14. abran

lathat6é diagramok mutatjék be.

Neutrophil granulocyta n=17 Neutrophil granulocyta -
90 Abacus - CLL esetek n=8
2 80
3 % %e ® 50
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0 < 0
0 20 10 60 80 100 £ 0 10 20 30 10 50
o . ! , ,
Neutrophil% - kenetelemzés = Neutrophil®% - kenetelemzés

14. sz. abra: Neutrophil granulocytak korrelacids analizise az 6sszes esetnél és a CLL-es megbetegedéseknél —
Abacus Junior 5 Vet

A lymphocyta populéaciot vizsgalva az 0sszes leukaemias beteg esetében, és az akut esetekre
sztikitve is szignifikans kapcsolatot talaltunk (pssszes=0,0001; pakut=0,002) az automata altal

mért és a kenetelemzés soran kapott szazalékos értekek kozott (15. sz. abra).

Lymphocyta 6sszes beteg n=17
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v
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15. sz. dbra: Lymphocytak korrelacids analizise az ¢sszes esetnél — Abacus Junior 5 Vet

A CLL-ben szenvedd betegek esetében a varakozasokkal ellentétben nem talaltunk

szignifikans korrelaciot, bar a tendencia igy is lathat6 a 16. sz. abran.
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16. sz. dbra: Lymphocyték korrelacios analizise a CLL-es megbetegedéseknél — Abacus Junior 5 Vet

A monocyta és az eosinophil granulocyta populaciokat vizsgalva nem talaltunk a berendezés
és a kenetelemzés eredmeényei kozott szignifikans korrelaciot (Pmono=0,18; peo=0,23). Ezen
sejtek analizisét a 17. sz. abra mutatja be. Basophil granulocytat a kenetekben nem
detektaltunk.
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17. sz. bra: Monocytak és eosinophil granulocytak korrelacios analizise az ¢sszes esetnél — Abacus Junior 5 Vet

Az Abacus 5 part-os hematoldgiai automata nem képes elkiloniteni a nem élettani
fehérvérsejt alakokat, igy a lehetséges daganatsejteket nem tudja kilon populacioként kezelni,

ezert erre vonatkoz6 dsszehasonlitast nem tudtunk végezni.

Sysmex XT 2000iv

Az automata altal mért neutrophil granulocyta populacidék szdzalékos eredményei minden
csoport esetében szignifikans korrelaciot mutattak a kenetelemzés eredményeivel

dsszehasonlitva (Pessszes=0,001; pcLe= 0,0014; paLL=0,03), ami a 18. sz. abran lathatd.
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18. sz. abra: Neutrophil granulocytak korrelacios analizise az dsszes esetnél és a ALL-es megbetegedéseknél —
Sysmex Xt 2000iv

A kenetelemzéssel 6sszehasonlitva az automata altal mért kis lymphocyték szazalékos aranya
mutatott (pt')sszes<o,0001; pCLL: 0,018,

minden populacié esetén szignifikans korrelaciot

paLL=0,0026), az analizist a 19. sz. abra szemlélteti.
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19. sz. dbra: Lymphocytak korrelacios analizise az ¢sszes esetnél és a CLL-es megbetegedéseknél — Sysmex Xt

2000iv

Ezen berendezés mérései esetében is lathattuk, hogy a monocyta és eosinophil populaciok

mért szadzalékos eredményei

nem mutattak szignifikans korrelaciot a kenetelemzés

eredményeivel (Pmono=0,63; peo=0,11). Az automata altal mért basophil szazalékok kozul csak

kett6 mutatott jelent6s kiugrast: 2 mastocytémias macska vérében 21,7%; és 25,3%. Basophil

granulocytdk nem voltak detektalhatok a kenetekben, ellenben mastocytak szazalékos

megjelenése a kenetben 38,6%, illetve 35,6% volt.
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20. sz. dbra: Egyéb sejtek korrelacios analizise az ALI-es és a CLL-es megbetegedéseknél — Sysmex Xt 2000iv

A Sysmex XT2000iv automata a lehetséges daganatsejteket ,,other cell” csoportba sorolja.
Ezen populacidé mért szdzalékos eredményeit vizsgaltuk Osszehasonlitva a verkenetekben
lathatdé nagy lymphocyték, vagy hizdsejtek szazalékos eredmeényeivel. A vizsgalatok soran
minden leukaemia csoportban szignifikans korrelaciot  (pesszes=0,001; pacL=0,0011;
pcLL=0,049) talaltunk az automata altal mért, és a kenetben szamolt értékek kozott (20. sz.
abra).

A Sysmex XT2000iv manudlis analizis eredményei

Mivel a Sysmex szoftvere lehetdséget ad a felhddiagramok reanalizisére, ezeket elvégeztiik és
meghataroztuk a lehetséges daganatsejt frakcid méretét, és az itt kapott szazalékos értékeket
hasonlitottuk dssze a kenetekben szamolt nagy lymphocytakkal, vagy a hizosejtekkel (21 sz.

abra).
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21. sz. abra: manudlisan beallitott HFR érték korrelacids analizise — Sysmex Xt 2000iv
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Az dsszes eset eredmenyeit figyelembe véve, valamint az ALL-es és CLL-es betegeket kulon
vizsgalva minden esetben szoros korrelaciot figyeltink meg (Pssszes=0,0001; paLL=0,0074;

pcLL=0,00024), ezt a 22. sz. 4bra szemlélteti.
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22. sz. abra: manudlisan beallitott HFR érték korrelaciés analizise ALL-es és CLL-es megbetegedéseknél —
Sysmex Xt 2000iv

A két mastocytémias beteg adatait statisztikailag nem vizsgaltuk, ott csak tendencia lathato. A
manualis kapuzassal 39,6%, illetve 41,2% lizisrezisztens sejtet talaltunk, mig a hozzajuk

tartozo kenetekben 38,6% és 36,5% volt a mastocytak aranya.

Felhédiagramok elemzése

Advial20

CLL
A Perox és Baso csatornan készitett felhddiagramokban, ill. a fehérvérsejt szamban jellegzetes

elvaltozasok lathatok. A Perox csatornan mert adatok szerint megndvekedett a lymphocytak
szdma, CLL esetén a keringésben differencialt lymphocytak jelennek meg nagy szamban

(30 000 lymphocyta/ul feletti értékben), ez magyarazza a diagramon latottakat (23. sz. abra).
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1. Sird Iymphocyta populacio

2. Lizisrezisztens sejtek
szamanak novekedése

“i. T ] 3. Mononuclearis sejtek szamanak
oz ) névekedése, egybeolvadas a
polymorphonuclearis sejtekkel

23. sz. abra: Advial20 automata CLL-es beteg kutya mintajabol készitett felh6diagramja

A Baso csatornan a mononuclearis és polymorphonuclearis sejtek nem kuloniltek el
egymastol, hanem egybefliggd masszat alkottak, egyméshoz viszonyitott aranyuk jelentdsen
megvaltozott. Ezt szintén az emelkedett lymphocytaszdm magyarazza. Emellett a basophil

-z ez

megjelenésére utal.

ALL

A Perox csatornan a LUC csoportban jelentdés ndvekedés lathatd, idealis esetben ebbe a
halmazba kellett volna keriilnie az 6sszes nagy lymphocytanak, de a LUC érték a teljes nagy
lymphocyta szam toredéke volt. A 24. sz. abran lathat6 felhddiagram alapjan igy is
feltételezhetd volt az ALL-es megbetegedés a LUC régioban lathatdo magas sejtsiiriiség ¢és a
Baso csatornan mérhetd mononuclearis sejtek megndvekedett szdma miatt. Emellett itt is
magas basophil granulocyta sejtszamot mért az automata, mivel a nagy lymphocytak

ellenallnak a lizalo oldatoknak, igy a basophil granulocytdkkal egy csoportba sorolja dket.
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1. Megnovekedett
LUC szam

24. sz. dbra: Advial20 automata ALL-es kutya vérmintajabol készitett felhédiagramja

MCT

A hizésejtek az Advial20 automata a monocyta régiojaba kertltek, ennek a sejtcsoportnak a
novekedese jol lathatd a 25. sz. abra Perox csatornan készitett felhédiagramjan. LUC
halmazban alig lathatéak sejtek. A Baso csatornan a LRR-ba sorolt sejtek és basophil

granulocytak szadma erésen megnétt ezen betegeknél (25. sz. abra).
PEROM 7 ]

1. Monocytak szamanak
novekedése

2. Egyéb lizisrezisztens sejtek
szamanak novekedése

3. Basophil granulocytak
szamanak novekedése

25. sz. abra: Advia Perox és Baso csatornan készitett felhédiagramja MCT-4s megbetegedésnél
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Abacus Junior 5 Vet

CLL
A CLL-es eseteknél magas lymphocytaszamot és igen alacsony neutrophil granulocyta
szamot kaptunk, amit a 26. sz. &bra hisztogramja prezental.

WBC histogram 1 Ly régifl
|I \.l\u,\ T AT
[ ~ 2. Neu régio
WM WMEM3 B ' 400
a7.2Ml 109128 41

26. sz. abra; Abacus automata hisztogramja CLL-es megbetegedésnél

ALL
A gép az ALL-es megbetegedesek esetében nem tudta elkiloniteni a nagy lymphocytéakat a

neutrophil granulocytaktdl, mivel az egész hisztogramon egy atfedé monopopulacié lathato
(27. sz. ébra).

WBC histogram
| 9 1. Ly régié
\ILL 1 J]f’ 2 \\’x_
L u“-‘- -\\\ r . r
N ™ 2. Neu regio
I T T T \|m\| T
WM1 WiA23 400 fl
41.8fl 780l

27. sz. dbra; Abacus automata hisztogramja ALL-es megbetegedésnél

Sysmex XT2000iv

CLL

Ennél az automatdnal elsésorban a magas lymphocytaszdm és a Baso csatornan készitett

crer

re (28. sz. abra).
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g Ol 1. Hianyzo "other
" . cell" csoport

i 2
¥):

2. Lymphocytak
szamanak novekedése

28. sz. abra; CLL-es kutya Baso csatornan készitett felhédiagramja

ALL

Az ALL-es megbetegedéseknél a gep reszben a monocyta régidban, részben annal
magasabban jelenitette meg a nagy lymphocytdkat. A Diff csatornan készitett
felhddiagramokon a gép nem tudta elkiiloniteni a populacidkat, ezért egységes sziirke

felh6ként jelenitette meg 6ket, ami a 29. sz. dbran lathato.

-

b |
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— -
—
L &
L atY 3 A g
s5C
29. sz. abra Egységes szirke populécidként jelzett sejtcsoport a Sysmex gép ALL-es kutya vérébol készilt

felhédiagramjan

A Baso csatornan pedig a LRR-ba sorolt sejtek nagy szama utal az ALL-re. A CLL-es
megbetegedéseknél jelent6sen nagyobb szamban keriiltek sejtek a lizisrezisztens régioba (30.
sz. abra).
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1. Megnovekedett
sejtszam a LRR-ban

55C

30. sz. dbra: ALL-es kutya felhddiagramja a Sysmex Baso csatornajan

Gelain és tarsai 2010-es vizsgalatdban az ALL-es és CLL-es eseteknél is szignifikdnsan
magasabb volt a LRR értéke az egyéb vizsgalt csoportokéhoz képest. Az ALL-es
megbetegedéseknél pedig a HFR-ba sorolt sejtek szama is szignifikansan nagyobb volt
(Gelain et al., 2010).

MCT

sejteket, igy egyes esetekben 21%-o0s volt a basophil granulocytdk aranya (macskaknal az
élettani arany kevesebb, mint 1%, igy ez a kiugréan magas érték felhivja a figyelmet esetleges
daganatsejt jelenlétére). Mastocytomara a nagy méretli lizisrezisztens sejtcsoport

jobbratol6dasa miatt lehet gyanakodni (31. sz. abra).

WBC/BASO

FSC

1. Megnovekedett
sejtszam a LRR-ban

31. sz. &bra: MCT-as macska felh6diagramja a Sysmex Baso csatornajan
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Kovetkeztetések

A kiilonboz6 hemopoietikus daganatsejtek detektalasa és azonositdsa komoly nehézségeket
okoznak a hematologiai automataknak, mert sok esetben élettani sejtekhez hasonld méretiick
lehetnek, vagy nukleinsav tartalmuk hasonld valamely maés sejttipushoz, igy azokkal
atfedésbe keriilve pontatlan mérést okoznak.

A kapott eredmények alapjan lathaté, hogy az impedancids elven mikodé Abacus
hematoldgiai automata a neutrophil granulocytékat csak kronikus kis lymphocytés leukaemias
esetekben tudta megbizhatéan elkuloniteni. Az akut leukaemias betegek mért neutrophil
szazalékos értékei sokkal magasabbak lettek a kenetelemzés eredményeinél. Ez azzal
magyarazhatd, hogy az impedancias automata a sejteket kizar6lag méretiik alapjan
differencidlja. Az akut lymphoblastos leukaemiaban megjelené nagy lymphocytakat nem
tudja elkiiloniteni, hanem nagy valoszintiséggel, méretiikbél adddodan tévesen a neutrophil
granulocyta populacidhoz szamolja azokat. Ez jol lathatd ezen betegek fehérvérsejt
hisztogramjain is (27. sz. abra). A hisztogram alapjan gyanithatd, hogy nem élettani vérképrol
van sz0, mert a gOrbe egyetlen monopopulacioként jeleniti meg a fehérvérsejteket, és
val6jaban nem tudja differencialni azokat, csak az elore beallitott méret alapu gate-ek alapjan
valasztja szét Oket. A kis lymphocytdk elkiilonitése megbizhatonak bizonyult az Osszes
vizsgalt csoportban. Az akut lymphoblastos leukaemias csoportban ez szignifikans volt, mig a
kronikus Kis lymphocytas leukaemias betegek esetén bar nem volt szignifikans a kapcsolat, de
a tendencia a diagramon j6l lathat6. A szignifikancia hianyat két kiugro mért érték okozza:
(Abacus: 49,4% kenet: 74,4%; Abacus 62,8% kenet 80%). Feltételezhetjik, hogy nagyobb
elemszamnal ezek az értékek kevéssé befolyasolnak az eredményt, és jobban lathatdva valna a
szoros kapcsolat. A monocytak vizsgalata sordn nem talaltunk szignifikans kapcsolatot az
automata altal mért és a kenetben szamolt értékek kozott, ez szintén az automata merési
modszeréb6l adodhat. Tévesen ebbe a populacioba szamolhat egyeéb sejteket; pl nagy
lymphocytékat. Mivel az Abacus impedancias automata nem képes a lehetséges daganatsejtek
meghatarozasara, vagy jelzésére, igy ezzel kapcsolatos vizsgalatokat nem végeztiink.

A fentiek alapjan az impedancias elven mikodé gépek leukaemias betegségben szenvedd
allatoknal kevésbé pontosan tudjak differencialni a sejteket, és a lehetséges daganatsejteket
sem tudjak elkiloniteni. A hisztogramok megfeleld elemzése azonban segitséget jelenthet,
mert a gorbék alapjan valosziniisithetd, hogy a kapott eredmény mennyire lehet valos, a

kenettel megegyezd.
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A 5+1 part-os Siemens Advial20 hematoldgiai automata a neutrophil granulocyta populaciot
minden vizsgalt leukaemia csoportban megbizhatéan tudta meghatéarozni, a kenetelemzéssel
Osszehasonlitva. Ez a miikodési elvébdl fakadd jelenség, hiszen a felhddiagramon is jol
lathatd, hogy a neutrophil populécié elhelyezkedése tavol esik a lehetséges daganatsejtekétol,
igy ezek nem zavarjak a megbizhaté méresiket.

Kis lymphocytdk mért szazalékos értékei az dsszes leukaemids beteget egy csoportként
vizsgalva jol korrelaltak a kenetelemzés eredményeivel, de az akut lymphoblastos leukaemias
betegek csoportjaban nem volt szignifikans a kapcsolat. A kis lymphocytédk a LUC régié alatt
helyez6dnek a felhddiagramon, mivel myeloperoxidaz aktivitasuk nincs, és méretiik a tobbi
fehérvérsejthez képest kicsi. Akut leukaemias esetekben a vérkeringésben nagy szamban
jelennek meg neoplasticus nagy lymphocytak, melyek a felhddiagramon a LUC régidoban
jelennének meg, azonban, ha a méretik nem kelléen nagy, a normal kis lymphocyta
populéaciotél nem tud kelléen elkiiloniilni, igy a differencialas nem lesz megfelel6. Sok nagy
lymphocyta kis lymphocytaként regisztralodik, ezzel csokkenhet a LUC szazalékos érték, és
emelkedhet a kis lymphocytak szazalékos aranya. Ezt tAmaszthatja ala az is, hogy az 0sszes
ALL-s beteg esetében a lymphocyta szazalék értéke minden esetben magasabb volt, mint amit
a kenetelemzésnél tapasztaltunk.

Az eosinophil granulocyta szazalékos eredmények nem mutattak korrelaciot a
kenetelemzéshez képest. Az 6sszes leukaemias beteget egy csoportként vizsgalva latszik,
hogy a szdzalékos mért ertékek a ket kiugré mastocytémids beteg Kivételével hasonld
értékeket adott a kenetelemzéssel dsszehasonlitva, de nem szignifikans a korrelacio. Az ALL-
es és a CLL-es betegek eredményei sem mutatnak szoros korrelaciét, ez annak tudhaté be,
hogy a mintak 82%-ban nem volt lathaté eosinophil granulocyta a kenetelemzéskor (n=14). A
kenetekben 250 fehérvérsejtet differencialtunk, mig az Advial20 egyetlen mérés soran is tobb
ezer sejtet szamol le és azonosit, igy ez akar statisztikai eltérés is lehet.

Osszehasonlitottuk az Advial20 &ltal mért LUC szazalékos eredményeket a kenetelemzés
daganatsejt szazalékaival, de nem talaltunk korrelaciot semelyik csoportban. Ezt hasonl6an
tudjuk magyarazni, mint korabban a kis lymphocytak esetében.

Az akut leukaemias betegek egy részében emelkedett basophil granulocyta szazalékot
mértiink. Korabbi vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy a nagy lymphocytak lizis rezisztens
sejtként viselkednek (Bauer et al., 2012), igy emelhetik a basophil granulocyta széazalék
értékét. Vizsgalatainkban a basophil granulocytak szama nem mutatott korrelaciot a kenetben

megjelent nagy lymphocytdk mennyiségével. Feltételezhetjiik, hogy a mintdban 1év6 sejtek
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membranjai karosodhattak a mintatarolas soran, vagy az eltérés az alacsony elemszambdl is
fakadhat.

A fenti eredményekbdl lathato, hogy az Advial20 Iézeres automata kétsegtelenul pontosabban
tudja differencialni a fehérvérsejt frakciokat, mint az impedancids automata, de leukaemia
esetén kevésbé megbizhat6. A felhddiagram megjelenése sokat segithet a diagndzis
felallitdsaban, azonban a LUC szazalékos érték nem mutatott szoros kapcsolatot a kenetben
latott daganatsejt szdzalékokkal, igy nem tudunk kozvetleniil kdvetkeztetni az eredményekbdl
a keringd daganatsejtek, nagy lymphocytdk mennyiségére, csak a jelenlétiikket tudjuk
feltételezni.

A Sysmex XT2000iv készulék a neutrophil granulocytakat és a kis lymphocytakat minden
leukaemias csoportban megbizhat6an elkilonitette, és a kapott eredmények szoros korrelaciot
IS mutattak a kenetelemzéssel dsszehasonlitva. Ez varhato volt, hiszen mind a neutrophil
granulocytdk, mind a lymphocytdk a mérési modszerbdl fakadoan a felhddiagramon jol
elklonilve jelennek meg, tavol a lehetséges daganatsejtek megjelenési helyétol.

A monocytdk mert szazalékos eredmenyei egyik leukaemias csoportba sem mutattak szoros
kapcsolatot a kenetelemzés eredményeivel. Ez volt a vart eredmény, hiszen korabban tobb
kutatas is bizonyitotta, hogy a daganatsejtek nagyobb nukleinsav tartalma miatt a populacio
elhelyezkedése egybeeshet a monocytak normal megjelenési tartomanyaval.

Az eosinophil granulocytdk szazalékos eredmeényei sem mutattak szignifikans korrelaciot,
ennek magyarazata hasonld lehet mint az Advial20 esetében.

Vizsgaltuk a Sysmex altal szazalékban kifejezett ,,other cell” és a kenetben szamolt
szignifikdns volt. Az ,other” csoportot a szoftver a magas fluorescens jelintenzitasu
tartomanyban keresi, ahol vagy reaktiv sejtek, vagy neoplasticus sejtek jelennek meg, igy a
kapott korrelaciot vartuk.

Akut leukaemids betegeknél nagy szazalékaban mértiink jelent6sen emelkedett monocyta
érteket (atlag: 44.44%; kenetben atl: 1,3%), de a kapcsolat a kenetben megjelend
daganatsejtek mennyiségével nem volt szignifikdns. A tendencia alapjan tovabbra is azt
gondoljuk, hogy emelkedett mért monocyta szazalék esetén feltételezheté neoplasticus hattér,
mert a daganatsejtek a nagyobb nukleinsav tartalmuk miatt a monocyta populacié
magassagaban, vagy afelett jelenhetnek meg.

A Sysmex XT2000iv szoftvere lehetéséget ad a felhddiagrammok manualis ujra

értelmezésére. Sok esetben nem voltak egymastol egyértelmiien elkiilonithet6k a kiilonb6zd
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sejtpopulaciok a felhddiagramokon a fluorescens jelintenzitdsuk alapjan, ezért részletes
differencialdst nem végeztiink, de minden beteg esetében manualisan meghataroztuk a
lehetséges daganat frakciot a HF és LR régidk alapjan és az igy kapott eredményeket
hasonlitottuk 0ssze a kenetelemzés soran talalt daganatsejtek szazalékos értékeivel. Ez az
dsszehasonlitas minden betegcsoport esetében szoros korrelaciét mutatott. Leglatvanyosabban
a két mastocytaemias beteg eredményein volt lathatd, habar szignifikancia az alacsony
elemszam miatt nem szamolhat6, de a tendencia jol lathat6 igy is. Az eredmény azért mutat
ilyen jo egyezést, mert a hizosejtek a Baso csatornan lizis rezisztens sejtként jelennek meg,
illetve a benniik 1évé granulumok miatti nagyobb X-tengely értékek miatt jobbra tolodnak a
felh6diagramon, jol elkiiloniilve a tobbi lizaldo fehérvérsejttdl. A Diff csatornan nem volt
egyértelmiien elkiilonithet6 a mastocyta populacid, mert a magasabb nukleinsav tartalombdl
fakadoan a monocytakkal kerult atfedesbe.

Ez az eredmény ravilagit arra, hogy egy szoftveres elemzésnek is lehet létjogosultsaga a
kenetelemzés mellett, de fontos megjegyezni, hogy nem helyettesitheti azt.

Osszefoglalas

Vizsgalatunkban harom (egy impedancia elven miikodo és két 1ézeres) hematologiai automata
altal keszitett merési eredményt hasonlitottunk 6ssze egymassal és a kenetelemzes
eredményével. A vérmintakat K-EDTA-as verveteli csdvekbe vettik, és 24 dran belil
megvizsgaltuk az Abacus Junior 5 Vet, Siemens Advial20, és Sysmex Xt-2000iv
berendezésekkel. Emellett elvégeztik a kenetelemzést és az immunfenotipizalast (FACS
maodszerrel). A kenetelemzés soran minden mintaban 250 db sejtet szamoltunk. 15 kutya és 2
macska vérmintajat vizsgaltuk, melyek kézil 11 kutya szenvedett CLL-ben, 4 kutya ALL-ben
és 2 macska pedig szisztémas mastocytomaban.

Az impedancia elven miikodé Abacus Junior 5 Vet minden esetben pontosan szdmolta a
neutrophil granulocytakat. Az 0sszes daganattipust egyutt vizsgalva szignifikans korrelacio
mutatkozott az automata altal mért sejtszamok €és a kenetelemzés eredménye kozt. A CLL-es
eseteket kiilon vizsgalva (valosziniileg az alacsony mintaszam miatt) nem taldltunk
szignifikans 6sszefuiggést, de a vart tendencia igy is lathato volt.

Az Advial20 esetében mar jO1 latszottak a lézeres sejtszamlalas eldnyei az impedancias
automatahoz képest, a neutrophil granulocytdk mellett a lymphocytak szamat is pontosan
mérte (itt is szignifikdns korrelaciot tapasztaltunk). A LUC és basophil granulocyta sejtek

szamanak emelkedése nem mutatott szignifikans korrelaciot a daganatos sejtek szamaval, de
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ennek ellenére ezen sejtek szamanak emelkedése alapjan feltételezhetd a neoplasticus
elvaltozas.

A Sysmex XT2000iv szolgéltatta a legpontosabb adatokat. Minden vizsgalt daganatos
megbetegedésnél szignifikans korrelacio volt az other cell csoport és a daganatos sejtek szama
kdzt. Az utdlagos manuélis analizis soran ugyanilyen dsszefiiggést talaltunk a HFR/LRR-be
sorolt sejtek és a daganatos sejtek szama kdzott. A LRR-be sorolt sejtek magas szdma miatt a
felhddiagram alapjan az MCT-ra is lehetett kGvetkeztetni, mivel ez volt az egyetlen automata,
ahol a feltételezheté mastocytaszam is szignifikans korrelaciét mutatott a kenetelemzés
eredményével.

Kovetkeztetések: a haematologiai automatdk hasznalata szamos hasznos kiegészitd
informécidt nydjt a fenti daganatos megbetegedések vizsgélatakor, mind a szamértékek, mind
a felhddiagramok tekintetében. A legpontosabb méréseket a Sysmex XT2000iv automata
végezte, aminek adatai alapjan a szisztémas mastocytomaban szenvedd betegeket is
azonositani tudtuk. Megallapitottuk, hogy az automatdk segitségével kdénnyebben
detektalhatok a fenti elvaltozasok, de nem helyettesithetik a tapasztalt haematologus altal

végzett szakszerl kenetelemzést.

Summary

We’ve compared three hematology devices (one impedance and two laser types), to find
differences in blood analyses of patients with haemopoietic malignancies, compared to the
manual smear analysis. Blood samples from the tested individuals were collected in K3-
EDTA tubes, and measured by Abacus Junior 5 Vet, Siemens Advial20, and Sysmex Xt-
2000iv hematology analyzers within 24 hours after sampling, blood smear analysis and
immunophenotyping were also performed, the latter by FACS analysis. The smears were
examined by counting250 cells of all samples.

The Abacus Junior 5 Vet, which operates on the principle of impedance, measured neutrophil
granulocytes correctly in all cases. A significant correlation can was shown in the measurment
of the number of the cells between the analyzer and the smear analizys in case of all tumour
types. During the spearated analization of CLL cases (possibly due to the low number of
samples), no significant correlation was found, but the expected tendency was still visible.
Upon working with Advial20, the advantages of laser cell-countings were definitely visible,
over against the impedance analyzing, because it measured correctly not only neutophil

granulocytes, but lymphocytes as well (a significant correlation was shown there as well). The
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increase in the number of LUC and basophil granulocyte cells did not show significant
correlation with the number of the tumour cells, nevertheless, these informations were proven
useful in the identification of the tumour. Neoplastic mutation is assumable due to the
increase in number of the cells mentioned above, but we could not find any connection
between the number of cancerous cells and the rate of their rising. The Sysmex XT2000iv
provided the most accurate datas. During all examination of tumour related diseases, there
was a significant correlation between the tumour cells and the other cell groups. The same
connection was experienced upon manual analyzis between the number of HFR/LRR-type
cells and the number of tumour cells. The increased number of LRR-type cells in the cloud
diagramm could lead us to suspect MCT, because it was the only analyzer, in which the
number of mastocytoma cells had a significant correlation with the result of the smear
analyzis.

In conclusion: using haematoly analyzers can provide numerous useful additional
informations in cases of tumours mentioned above, both in cell counts and in the
scatterdiagramm analysis. The Sysmex XT2000iv measured the most accurately, which’s data
could be used to identify systematic mastocytoma in patients. We may state that analyzers
makes the detection of the mutations above easier, but they cannnot replace the smear

analizys of an experienced haematologist.
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HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Név: Gidré Timea

Elérhetoség (e-mail cim): timea.gidro@gmail.com

A feltoltendé mii cime: Macskék és kutyak leukémias megbetegedéseinek diagnozisa
hematoldgiai automaték segitségével

A mii megjelenési adatai: TDK dolgozat

Az atadott fajlok szama: 1

Jelen megéllapodds elfogaddsaval a szerz6, illetve a szerz6éi jogok tulajdonosa nem
kizérélagos jogot biztosit a HuVetA szamadra, hogy archivélja (a tartalom megvaltoztatdsa
nélkiil, a megérzés és a hozzaférhetdség biztositasinak érdekében) és masolasvédett PDF
forméra konvertalja és szolgéltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szdméra
hozzaférhetd) mdsolatot taroljon az On 4ltal 4tadott dokumentumboél kizardlag biztonsagi,
visszaallitasi és megbrzési célbol.

Kijelenti, hogy az 4tadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabba, hogy a mii
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki més szerzéi jogat. Amennyiben a mi
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzéi jog tulajdonosétdl arra, hogy engedélyezhesse a
jelen megéllapodasban szerepld jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész
mellett egyértelmien fel van tiintetve az eredeti szerz6 neve a miivén beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alabbiakban hatdrozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban térolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé
>( véljanak a vilaghalon,

az Allatorvostudoményi Egyetem belsd halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltsltott

dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhato, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a feltoltott

dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliogréafiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrél is:

>( Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatdnak helyben olvasisat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltoltés alapjt olyan mli képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzorélt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a
miire vonatkozdan.

A HuVetA lizemeltetéi a szerzo, illetve a jogokat gyakorl() személyek és szervezetek
iranyaban nem véllalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvosldsira, ha valamely
felhasznalo a HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal térvénysérté médon visszaélne.

"3 O/L—-//
7
v alairas

szerzb/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomanyt Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyz Egyetem Hutyra Ferenc Konyvtdr, Levéltdr és Mizeum dltal mitkodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és
-torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban Osszegyiijtse, rendszerezze,
megorizze, kereshet6vé és hozzdférhetévé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
figyelembe vételével.

A HuVetd a korszerii informatikai lehetéségek felhaszndldsdval biztositia a konnyd,
(internetes kereségépekkel is miikodG) kereshetéséget és lehetdség szerint a teljes szoveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- amagyar dllatorvosok publikdcidira torténd hivatkozdsok szdmdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktordnak novelése;

- az Allatorvostudomanyi Egyetem és az egyiittmiikods  partnerek
tuddsvagyondnak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomdny tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikidés eldsegitése,

- anyilt hozzdférés tamogatdsa.
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