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Absztrakt

A neutrofil granulocitdk kulcsszerepet toltenek be a korokozok elleni védekezésben. A
mieloperoxidaz a neutrofilek azurofil granulumaiban tarolt enzim, amely tobbek kozott a
korokozok elpusztitasdban vesz részt. Kutyak esetében egyes patologias folyamatok soran a
neutrofil granulocitak a normalisnal kevesebb mieloperoxidazt tartalmaznak.

Az ADVIA 2120i hematologiai automata peroxidaz festési eljards soran kiiloniti el a
fehérvérsejteket, mieloperoxidaz deficiencia esetén a neutrofil granulocitdkat nem megfeleld
frakcioba sorolja.

Munkénk soran olyan vérmintakat vizsgaltunk, melyek mieloperoxidaz hidnyos neutrofil
granulocitakat tartalmaztak. A vizsgalatra kivalasztott mintdk esetén a hematologiai
eredmények és a kenetelemzés kozott minimum 10 %-os eltérés volt, illetve a monocita
arany minimum 17% volt. A deficiens egyedekbdl szarmaz6 mintdk eredményeit egészséges
negativ kontroll, és mieloperoxidaz deficienciat nem mutatd akut gyulladasos allatokbol
szarmazo6 mintakkal hasonlitottuk dssze.

Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, milyen mddszerekkel lehet a deficiens neutrofil
granulocitakat hatékonyabban azonositani.

Az eredmények alapjan a manudlis kenetelemzésen kiviil, az ADVIA 2120i hematologiai
automata macskakra fejlesztett beallitasain hatékonyan azonosithatoak a deficiens sejtek. A
nem peroxidaz festési eljarast alkalmazdé Sysmex XT-20001 hematologiai automataval
szintén pontosabb eredmények kaphatdak, bar ezzel a moddszerrel a mieloperoxidaz
deficiencia nem detektalhato.

Az MPXI értékek vizsgélata alapjdn ez a paraméter sem a mieloperoxidaz deficiencia

megitélésére, sem gyulladdsos markerként nem alkalmazhato.



Abstract

Neutrophil granulocytes play a key role in the defence against pathogens. Myeloperoxidase
is an enzyme stored in the azurophilic granules of neutrophils that plays a role in the
destruction of pathogens. In dogs, during certain pathological processes, neutrophil
granulocytes contain less myeloperoxidase than normal.

ADVIA 2120i hematology analyzer differentiates white blood cells with peroxidase
staining, misclassifying some of the neutrophil granulocytes into the inappropriate fraction
in case of myeloperoxidase deficiency.

In our thesis study, we examined blood samples containing myeloperoxidase deficient
neutrophil granulocytes. The samples selected for testing, there was a minimum of 10%
difference between the hematological results and the blood smear analysis and a minimum
monocyte ratio of 17%. The results of samples from deficient individuals were compared
with those from healthy negative controls and animals with acute inflammation without
myeloperoxidase deficiency.

Our aim was to investigate methods to more effectively identify deficient neutrophil
granulocytes.

The results suggest that, besides manual blood smear analysis, these cells can be effectively
identified on the ADVIA 21201 hematology analyzer’s setup developed for cats. More
accurate results can also be obtained with the Sysmex XT-2000i hematology analyzer that
is not using a peroxidase but nucleotide staining method, however myeloperoxidase
deficiency cannot be detected with this method. Examination of MPXI values suggests that
this parameter is neither a useful tool for assessing myeloperoxidase deficiency nor a marker

of inflammation.



Tartalom

ADSZITAKL. ... 1
AADSITACE. ...t s 2
TAAIOM ..o 3
ROVIAIESEK JEZYZEKE ...t 4
BEVEZELES ...t 5
Szakirodalmi AttEKINtES.........ccuvviiiiiiiiii i 6
A neutrofil granuloCitaK...........coiiiiiiiiiic s 6
A neutrofil granulocitak altalanos jellemzoi .........cccevvveiiiiiiiiiii e 6
A granulocytopoiesis €s a neutrofil granulocitak funkcidja........cccocovviiiiiiiicniinnen, 6
Neutrofil granulocitdk toXikus VAItOZASAT........cccvviviiiiiiiiiiieiece e 9
MiClOPETOXIAAZ CNZIM ..eiivviieiiiieeiiiie e iiie st e ettt e e e srb e e e sbbe e s bn e e abeeennnnee s 11
TOrténet]s AHEKINTES .....oveiiiiiiiiiic s 11
A mieloperoxiddz enzim altalanos jellemzoi ...........ccovveiiiiiiienieie e 12
MieloperoXidaz fUNKCIOL. .. ..iiiiiiiiiii ittt 13
Mieloperoxidaz, mint bIOmMarKeT ..........c.coviuviiiiieiiiieiie e 14
A mieloperoXidaz KIMULATASA .........veivieiiiieii e 16
ANYAZ €S MNOASZET ......eeviiiiiieiiie ettt ettt et bt e sae e e be e se e e sbeeann e e b e e e neennneenns 27
EredmeEnyek ........ooiiiiiiiiii 31
Betegpopulacio €1€MZESE ........covviiriiiiiiicie e 31
Mieloperoxidéaz deficiencia megjelenése ADVIA 2120i automataval végzett
hematologial Vizs@alatoKbDan ..........cccocviiiiiiiiii 34
Mieloperoxidaz deficiencia elemzési lehetdségeir Advia 21201 automataval.................. 37
A BASO csatorna alkalmazhatosaganak vizsgalata ...........cccooeiiiiiiiiiiiiiiciic 37
Macska allatfajhoz kapcsolodo kapuzés alkalmazhatosdganak vizsgalata.................. 38
Mieloperoxidaz hianyt mutatdo mintak 0sszehasonlito vizsgalata ADVIA 21201 és
Sysmex XT20001 automataKON .........cccviiiiiiiiiiiiiiie s 40
Az atlagos mieloperoxidaz index (MPXI) informatikai értéke ...........cocovviiiniiiinnnn, 41
A mieloperoxidaz szintjének valtozasa a neutrofil granulocitakban .............c.cocoeenee 41
Az MPXI €és a CRP Kapcsolata.........ccoiieiiiiiiiiiiiiisiece s 43
K OVELKEZEETESEK ... 44
OSSZELOGIAIAS ...ttt 49
KOSZONEtNYIIVANIEAS ......eoviiiiiiicic e 50
[rodalom JEZYZEK ......ooveiiiieie e 51



Roviditések jegyzéke

AKI Acute kidney injury - Akut vese karosodas

ANCA Antineutrophilic cytoplasmic antibody - Anti-neutrofil citoplazmatikus antitest
ARDS Acute respiratory distress syndrome - Akut respiracios distressz szindroma
CPV Canine parvo virus - Kutya parvo virus

DER Durva felszinli endoplazmatikus retikulum

DIC Disszeminalt intravaszkularis koagulopatia

DNS dezoxiribonukleinsav

EGPA Eozinofil sejtes granulomatosis polyangiitissel

G-CSF Granulocita-kolonia stimulalo faktor

GPA Granulomatosis polyangiitissel

HCK Hematopoietic Cell Kinase - Hematopoietikus Sejt Kinaz

IBD Inflammatory Bowel Disease - Gyulladasos bélbetegség

IFNy Interferon gamma

IMHA Immun medialt hemolitikus anaemia

LDL Alacsony siirtiségii liporprotein

LUC Large Unstained Cells - Nagy méret6 nem fest6do sejtek

MPA Mikroszkopikus polyangiitis

MPO Myeloperoxidase - mieloperoxidaz

MPO-ANCA Anti-Myeloperoxidase Antineutrophilic cytoplasmatic Antibody
MPXI Mean peroxidase index - atlagos peroxidaz ativitasi index

NET Neutrofil extracelluléris csapda

ORR Opsonin recognition receptor - opszonin felismeré receptor

PAMP Patogén molekularis mintazat

PMN Polymorphonuclear Cells - polimorfonuklearis sejtek

PR3-ANCA Anti-Proteinase 3 Antineutrophilic cytoplasmatic Antibody

PRR Pattern recognition receptor - mintazat felismeré receptor

RNS ribonukleinsav

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome - szisztémas gyulladasos valasz
szindroma

SLE Szisztémas lupus erithematosus

TLR Toll-Like Recepetor

TNF Tumor nekrozis faktor



Bevezetés

A neutrofil granulociték fontos szerepet toltenek be a szervezet korokozok elleni védekezési
mechanizmusaiban. Intracellularis granulumaik kiilonféle enzimeket tartalmaznak, melyek
résztvesznek az immunvélasz egyes mechanizmusaiban. Az egyik ilyen enzim a
mieloperoxidaz, mely a neutrofilek azurofil granulumaiban talalhaté meg. Az ADVIA-2120i
hematoldgiai automata a fehérvérsejtek kozotti differenciacid soran a mieloperoxidaz
festddés alapjan kiiloniti el az egyes sejttipusokat. Kutydk esetében gyakran talalkozunk
azzal a jelenséggel, hogy az automata ¢és a manualis kenet elemzés soran kapott értékek a
fehérvérsejtek eloszlasat illetden nagy mértékben kiillonboznek. Ez a jelenség annak
tulajdonithatd, hogy a mieloperoxid4dz deficiens neutrofil granulocitdk festédése eltér a
normalistol, emiatt az automata ezeket a sejteket mas frakcioba sorolja, mint ahova
ténylegesen tartoznak. A deficienciat mutatd neutrofilek ilyenkor altalaban vagy a monocita
frakcioba szamlalodnak, vagy a nem fest6do sejtek (LUC) kozé keriilnek. Az automata a
mieloperoxidaz fest6dés mértékét az atlagos peroxidaz aktivitasi index (MPXI) szamolt
paraméterrel fejezi ki. A mieloperoxidaz hidny esetén ez az érték altaldban fals magas, de
vannak olyan esetek is, amikor alacsonyabb a normalisndl. A mieloperoxiddz hianynak
alapvetden két tipusa ismert. Az egyik a genetikai defektus miatt kialakul6 6rdkletes forma,
mely sordn a sejtek sosem tartalmaznak normalis mennyiségli enzimet. A masik és
gyakoribb tipus az ideiglenes mieloperoxiddz deficiencia, amikor a szervezetben éppen zajlo
gyulladasos folyamat miatt, a sejtekbdl nagy mennyiségben keriil ki vagy hasznalodik fel az
enzim €s emiatt jelentkezik egy ideiglenes, relativ mieloperoxidaz hiany.

Jelen szakdolgozat célja az, hogy megvizsgaljuk a kutydkban milyen korformak esetén
fordul el6 a neutrofil granulocitdk mieloperoxidaz hinya, illetve, hogy az egyes betegségek
patomechanizmusa hogyan magyarazza ezt a jelenséget. Fontos kérdés, hogy a laboratoriumi
diagnosztika soran milyen mas modszerrel lehet az ADVIA 21201 hematoldgiai automata
altal nem megfeleléen differencialt deficiens neutrofil granulocitdk mennyiségét
pontosabban meghatarozni.

Kutyaban gyulladasos folyamatok esetén a leggyakrabban a gyulladas sulyossdganak
vizsgalatara hasznalt akut fazis fehérje a cCRP. Munkank soran azt is vizsgaltuk, hogy akut
gyulladasos problémak esetén az MPXI mint marker hasznalhat6-e a gyulladasos folyamat
stlyossaganak megitéléséhez. Illetve, hogy az MPXI alkalmas-e a mieloperoxiddz

deficiencia detektalasara.



Szakirodalmi attekintés

A neutrofil granulocitak

A neutrofil granulocitak altalanos jellemzoi

A neutrofil granulocitdk, a polimorfonukleéris leukocitakon beliil (PMN) a kiilonféle emlds
allatfajok és az ember legnagyobb mennyiségben elforduld fehérvérsejtjei. Elettani esetben
eléfordulasuk aranya a periférias vénas vérben, a fehérvérsejtek kozott nagy varianciat mutat
fajok (és alfajaik) kozott, de altalanosan elmondhato, hogy a ,,neutrofilekben gazdag” véri
fajok (igy az ember, az emberszabastak, a kérddzok, a 16félék, a sertésfélék ¢és a husevok,
stb.) esetében 60 - 80% kozotti (a limfocitdkhoz viszonyitott ardnyuk (neutrophil to
lympocyte ratio (N:L) nagyobb mint 1.5 - 2). A , limfocita gazdag - neutrofilekben szegény”
vérl allatokban (példaul patkanyok, egerek), a neutrofil granulocitdk aranya csak 10 - 20%.
[1]

A neutrofil granulocita sejtek atlagos atmérdje 12 - 15 mikrométer széles. Karakteres denz
sejtmagjuk van, mely 2 - 5 lebenykébdl épiilhet fel, citoplazmajuk halvany szinii, gyengén
festddik. Els6dleges és masodlagos (specifikus) granulumokat tartalmaznak, melyek
lizoszomalis eredetiiek. Az elsddleges granulumok mieloperoxidazt (MPO) és egyéb sav-
hidroxildz enzimeket (defenzin, katepszin), mig a masodlagos granulumok laktoferrint,
lizozimot és egyéb enzimeket tartalmaznak (teljesség igénye nélkiil, elasztaz, kollagenaz,
alkalikus foszfatdz). Ezen granulumok Osszeolvadhatnak tobbféle intracellularis
membrannal, vagy a plazmamembrannal, mely folyamat sordn jelzdmolekuldkat és

antimikrobialis fehérjéket juttatva a fagoszomakba, vagy a szovetek kozotti térbe.

A granulocytopoiesis és a neutrofil granulocitak funkcidja

A neutrofil granulocitak képzédése (granulocytopoiesis) a csontveldben zajlik. Itt az els6
mar felismerhetd neutrofil granulocita progenitor sejtalak a myeloblaszt. Ezen sejtek az
egészséges csontveld sejtjeinek kb. 5%-at teszik ki. Nagy méretli finom kromatin allomanyt
sejtmaggal rendelkeznek, atlagosan 2 — 5 sejtmagvacska (nucleolus) talalhat6 sejtmagjukon
beliil, a citoplazmajuk bazofil festddésti és granulumokat még nem tartalmaz. A
myeloblasztokbol képzddnek a promielocitdk, melyek kissé mar nagyobb méretiiek,
sejtmagjuk szinte valtozatlan marad és megjelennek benniik az elsédleges granulumok.
Késobb ezen sejtekbdl alakulnak ki a mielocitak, melyek sejtmagjaban a kromatin dlloméany

kondenzaltabb, illetve a sejtmagvacskaik mar nem felismerhetok, tovabba megjelennek
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benniik a masodlagos (vagy specifikus) granulumok. A mielocitdk mar osztodasra képtelen
metamielocitdva differencialédnak, melyek sejtmagja jellegzetes patkd alaku. Tovabbi
maturacié soran ,.éretlen” neutrofil granulocitdva valnak (ismertebb nevén ,band” vagy

2

»stab” valtozat), ezen sejtalakok még nem tartalmazzak az érett sejtalakokra jellemzo
filamentumszer(i kapcsolatot a sejtmag szegmentumok kozott [2]. Elettani kériilmények
kozott az éretlen sejtalakok igen kis szamban vannak jelen a periférias vérben, viszont
bizonyos korélettani folyamatok (pl. kiilonféle bakterialis infekciok akut fazisa) esetén
nagyobb aranyban jelennek meg a periférias vérben, ahogy ez a balra tolodas, ,,left shift”
jelenség esetén megfigyelhetd [3]. Az elsédleges és masodlagos granulumok és a benniik
1év6 anyagok szintézise (granulopoiesis) csak a csontvel6ben zajlik, a még éretlen vagy a
mar érett, a periférids vérbe keriild neutrofil granulocitdkban ez a folyamat mar nem indul
ujra [4]. A neutrofilek tehat a maturaciés folyamat befejez6dése utan a csontvel6bol a
véraramba keriilnek, ahol a gazdaszervezet keringésében keresik az esetleges kérokozokat.
A keringésb6l kemokin gradienseket kovetve a szovetek kozé jutnak a fertdzés vagy
szovetszétesés helyszinére, kihasznadlva a vérérfal permedbilitdsdnak megvaltozasat a
gyulladésos folyamat soran. Amennyiben a neutrofilek aktivaci6 nélkiil eloregednek, szintén
kilépnek a keringésbdl és apoptozison mennek keresztiil. A keletkezett sejttormeléket a
makrofagok fagocitaljadk ¢és széllitjdk el. Amennyiben fertdz6 agensek, vagy szdveti
karosodas jelei aktivaljak a sejteket, az atlagos élettartamuk, (mely egyes forrasok szerint 6
- 10 6ra a periférias vérben, mas forrasok szerint 2 nap is lehet) jelentésen meghosszabbodik
[5]. A fert6z6 agensek elpusztitasat alapvetéen harom mechanizmuson keresztiil hajtjak
végre. Amennyiben lehetséges, a patogén agens fagocitozisa torténik, mely soran a neutrofil
granulocita a kdrokozot a sejten beliil pusztitja el a fagoszémakban. Ha a korokozo tal nagy
a fagocitozishoz, akkor a neutrofilek degranuldlodnak, ekkor az antimikrobidlis fehérjék a
szovetkozi térbe jutnak, és ott segitenek a korokozd elpusztitisaban. A kiszabadult
enzimeket, az azok miikodése sordn képzO0dott anyagokat €s a szétesett korokozot ezutan
szintén a makrofagok szallitjak el. A neutrofil granulocitak tobb, a funkciojukat érdemben
befolyasold sejtfelszini receptort fejeznek ki sejtfelsziniikon, mint az ORR (,,opsonin
recognition receptor”), a PRR (,,patter recognition receptor”’), TLRs (Toll-like receptorok)
[6], és egyéb a G-proteinhez kapcsolt kemokin és kemoattraktans receptorokat, tovabba Fc
receptorokat; szelektin, szelektin ligand és integrin receptorok, illetve egyéb valtozatos
citokin receptorok is talalhatok rajtuk [7]. A neutrofil granulocitak nemcsak antimikrobialis
fehérjéket termelnek, hanem kiilonbozd a gyulladasos véalaszreakcidkat serkentd vagy gatld

citokineket és kemokineket is. Igy a periférias vérben igen kis mennyiségben IFNy-t juttat,
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mely termelését stimulalja kiilonféle patogének (bakteridlis LPS burkénak) jelenléte és az
IL-12, IL-15, IL-18 jel. Egyes parazitdk jelenléte esetén barmilyen mas mieloid sejt képes a
Tumor Necrosis Factor (TNF) termelésére is. Tovabba a patogén asszocialt molekularis
mintazatok (PAMP) felismerése utan az 1L-4 és IL-10 termelése jelentds [8]. Az IL-4,
tulexpresszid gyengitheti a szervezet reakcidjat egyes parazitas (pl. Leischmaniois) és
Mycobacterium tuberculosis) fertézések akut szakaszaban Az IL-10 makrofag deaktivald
hatasu, tovabba bizonyos fajoknal (pl. egér esetében) szepszisben a plazmaszintje emelkedik
[9]. Ezen folyamatok segitségével részt vesznek a gyulladasos reakciok iranyitasaban is. A
fent emlitett két fertézésellenes mechanizmus mellett a neutrofil granulocitak képesek egy
specialis programozott sejthalal sordn is segiteni a korokozok elpusztitasat. Ez a
mechanizmus a neutrofil extracellularis csapdak (,,neutophil extracellular trap”-ek (NET-
ek)) létrehozasa. Ilyenkor a granulumokban taldlhat6 kiilonféle fehérjéket és kromatin
allomanyukat a sejtek az extracellularis térbe juttatjak. A granularis fehérjék ¢€s a kromatin
anyagai egy haldszert strukturat képeznek, ami a korokozok visszatartasat és a fertdzés
terjedésének megeldzését segiti mind kémiai, mind mechanikus barrierként. Az
extracellularis térbe jutott mieloperoxidaz enzimet a ceruloplazmin inaktivalja [10].

Az intra-, vagy extravascularis térbe kikeriilt, a neutrofil granulocitakbol szarmazo
citoplazma alkotok ellen koros esetben ellenanyag termelddhet (G.n. ,,anti-neutrophil
cytoplasmatic antibody” vagy ANCA). Az emberi szervezetben tartosan fenn is tud maradni
ezen autoellenanyagok termelése (és plazmaszintje), példaul leukocita proteinaz 3 enzim
(PR3-ANCA) ¢és mieloperoxidaz (MPO-ANCA) ellen. Az ANCA ellenanyag komplexek
onalléan, valamint ismételt granulocita ¢és komplement aktivacid 1évén kiilonféle
immunmedialt vérérgyulladéassal jaré korképeket tudnak kialakitani (ANCA associated
vasculitis). Harom fébb altipus ismert, a granulomatosis poliangitisszel (GPA, korabbi
nomenklatura szerint Wegener granulomatosis), a mikroszkopikus poliangitisz (MPA) és az
eozinofil granulomatosis poliangitisszel (EGPA, Churg-Strauss szindroma). Korlefolyas
valtozatos, az enyhétdl az €letet veszélyeztetoig [11].

Kutydkban is leirtdk az anti-neutrofil citoplazma ellenanyagot (ANCA). Meglétiiket
korabban elsdsorban kiilonféle gyulladdsos bélbetegségekkel (IBD altipusokkal) hoztdk
Osszefiiggésbe [12].

Egy 2018-ban publikalt tanulmanyban azt vizsgaltak kutyakban, hogy IBD-n kiviil mas
immun-medialt gyulladasos betegségekben is kimutathaté-e ANCA a kutatasban résztvevo
kutydk vérébdl. Az immunmedialt betegségben szenvedd kutyak vérébdl szignifikdnsan

nagyobb aranyban volt kimutathatd6 ANCA, mint a kontroll csoportnak hasznalt beagle
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kutyakébol, viszont a kontroll csoport tobb mint negyedében is kimutathato volt az ANCA
(pl. egyszerii bakterialis fertdzések utan). Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy kutyaban az
ANCA jelenléte a vérben szinte barmilyen a neutrofil granulocitak aktivaciojaval és szoveti
infiltracioval jaro korképben el6fordulhat, nemcsak immunmedialt korformak esetén [13].
Az éllatorvosi irodalomban kevés esetleiras talalhatdo még a magas szami ANCA
szeropozitivitds ellenére is sulyos vérérgyulladassal jar6 korformakrol. Az elsé esetleiras
Wegener granulomatosis (GPA) jellegli betegségrol 2015-ben jelent meg egy anatoliai
juhaszkutya eroziv orrgyulladasa kapcsan [14].

Osszességében tehat, a neutrofil granulocitdk nemcsak a korokozok kozvetlen
elpusztitasaban, de az azok ellen kialakult direkt és indirekt immunvalasz inicializaldsdban

¢s iranyitasaban is részt vesznek, illetve képesek a korokozok terjedését is gatolni.

Neutrofil granulocitak toxikus valtozasai

A szervezetben lezajlo gyulladas sordn a periférias vérben gyakran jelennek meg a neutrofil
granulocitdk rendellenes, toxikus alakjai. Ez a jelenség nem feltétleniil jar egyiitt
toxaemiaval, a kifejezés onnan ered, hogy ezeket a sejtalakokat elészor gram negativ
baktériumok altal okozott szepszisben €s kovetkezetes endotoxaemidban figyelték meg. A
neutrofilek toxikus valtozasai nem a baktériumok neutrofilekre gyakorolt toxikus hatasat
tikkrozik, hanem olyan, az érésiik soran fennalld kiilonféle patologias koriilmények kozott
keletkezd morfologiai rendellenességeket, amelyek intenziven stimulaljak a neutrofilek
termelését és leroviditik az érési id6t a csontveldben. Ez a felgyorsult érési folyamat
masodlagosan a citokin stimul4cio hatasara kdvetkezik be, ami 4ltalaban a gyulladasra adott
valaszreakcio, de el6fordulhat egyes patologias immunreakciok esetén is. A csontveld nem
fert6zo eredetli karosodésa esetén vagy a kisérletesen adott vérképzo citokinek (granulocita-
kolonia stimuldlo faktor vagy G-CSF) hatisara szintén megfigyelhetdek a neutrofil
granulocitak toxikus valtozasai. A legtobb toxikus valtozas a sejtmag és a citoplazma kozotti
maturacios asszinkronitdsbol ered. A normadlis granulocitopoezis sordn a sejtmag
megnyuldsa €s a kromatin fokozatos kondenzacidja, illetve a citoplazma fehérje szintetizald
rendszerének (a riboszomak, a DER formajaban 1évé RNS) elvesztésével Osszhangban
torténik. Gyorsitott maturacid esetén a sejtmag osztoddsa nem fejezddik be, ami miatt a
sejtek megtartjak egyes éretlen tulajdonsagaikat. Ezek a sejtek altalaban nagyobb méretiiek,
benniik nagyobb mennyiségben taldlhatdak meg a riboszomak és a durva felszinii
endoplazmatikus retikulum, a normalisnal vildgosabb kromatin 4lloméannyal rendelkeznek.

A specifikus granulumok kevésbé lathatdak, egyes esetekben a primer granulumok (amelyek
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normal érési folyamaton atesett sejtekben nem lathatdéak) megorzik affinitdsukat a periférias
veérbol késziilt kenet vizsgalatara alkalmazott festékekkel szemben. A sejtek igy habos, vagy
vakuolizalt citoplazmaval is rendelkezhetnek.

A vérkenetben a toxikus elvaltozadsoknak 6t tipusa jelenhet meg a neutrofil granulocitak
esetében. Az elsé megjelenési forma citoplazmatikus bazofilia, amikor a citoplazma csikos,
diffaz szabalytalan kék szinnel festddik. Ez a poliriboszomék és a durva felszini
endoplazmatikus retikulum jelenlétének kdszonhetd.

A masodik jellegzetes elvaltozas a Dohle-testek megjelenése, melyek halvany kerek vagy
linedris kék aggregatumok a citoplazméban. Ezt az endoplazmatikus retikulum festédése
okozza. Gyakran a Dohle-testek megjelenése az els6é jele a toxikus valtozésoknak,
ugyanakkor macskaban kis szdmban egészséges esetben is megjelenhetnek a periférids
vérben. Hosszabban tarolt vérminta esetében pedig a tarolas soran is kialakulhatnak a
neutrofil granulocitakban. Onmagukban tehat a DShle-testek nem feltétleniil utalnak toxikus
elvaltozasra.

koszonhetd, melyek a citoplazmaban homalyos vakuolumokat alkotnak. Ezt a jelenséget
citoplazmatikus vauolizacionak nevezziik. Ezek a vakuolumok a vérvételtdl szamitott 4.
oraban mar megjelenhetnek a mintdban, igy ez a jelenség sem jelent 6nmagéaban toxikus
elvaltozast.

A sejtmag kromatin alloméanya altalaban vildgosabb a toxikus sejtalakokban, ezt az
elvaltozast nehéz megitélni a vizsgalatok soran.

A toxikus granuldcio soran vords szemcesék jelennek meg a citoplazmaban, kutyak esetében
ez az elvaltozas ritka, inkabb kérédzok és lovak esetében fordul elo.

Mivel a toxikus neutrofil sejtalakok megjelenése altalaban gyulladasos leukogramot jelez,
ezen mintdk esetében gyakran balra tolodast lathatunk a vérképben. Néhany esetben
eléfordulhat a balra tolodas toxikus neutrofilek megjelenése nélkiil is (pl.: IMHA kutyaban),
de ez a jelenség forditva is igaz, toxikus valtozas is el6fordulhat balra tolodas nélkiil. Utobbi
esetben a jelenséget nem gyulladds okozza, hanem a csontveld egyéb mikodési
rendellenessége, vagy tarolasi probléma allhat ahatterében, esetleg koros immunreakci6. A
gyulladas esetében a toxikus elvaltozadsok mértéke kiindulopont lehet annak megallapitasara,
hogy mennyire stlyos szisztémdas probléma all fenn, ez pedig prognosztikai faktorként
alkalmazhato a sulyosan beteg allatok esetében.

A toxikus valtozasok értékelésénél figyelembe kell venni a minta allapotat is. Hosszl tarolas,

foleg magasabb homérsékleten eldsegiti, hogy az egészséges vérmintaban a toxikus alakok
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kialakuljanak [15]. A neutrofil granulocitdkban végbemend morfologiai valtozasok az

automata hematologiai analizist nagy mértékben befolyasoljak.

Mieloperoxidiz enzim

Torténeti attekintés

A mieloperoxidaz enzimet neutrofil granulocytakbol elészor Agner izolalta 1941-ben és a
gennyes valadék élénk zold szine miatt verdoperoxidaznak nevezte el, csak késobb kapta a
myelperoxiddz megnevezést.

1920-ban Graham irta le eldszoér a neutrofil granulocitdk peroxiddz enzim leaddsanak
mechanizmusat. Aktiv Gonorrhea fert6zott kenetben peroxidaz festéssel jellte meg a
sejtekben a granulumokat, amik egy id6 utan teljesen eltlintek, és nem maradt aktivan
fest6do neutrofil granulocita a kenetben.

1960-ban Hirsch és Cohn irtdk le a degranulacio folyamatat a fagocitakban, ekkor sziiletett
meg az elképzelés, mely szerint a fagoszomakban 1évé anyagok toxikusak a bekebelezett
organizmusok szamara. 1970-ben publikaltak, hogy a mieloperoxidaz az egyike azon
enzimeknek, melyek ezekben a granulumokban a toxicitasért felelések. Amennyiben a
mikroorganizmus tul nagy és a fagocitozis nem megvaldsithatd, a mieloperoxidaz az
extracellularis térbe is kijut, hogy ott segitse a korokozo elpusztitasat. A mieloperoxidaz
mivel erdsen bazikus, igy a savas kémhatassal rendelkezd feliiletekhez erdsen kotddik,
emiatt az extracellularis térbe jutva a mikroorganizmusok feliiletéhez kotddik és részt vesz
annak elpuszitasaban. A kijutott mieloperoxidaz ezutan vagy inaktivalodik a ,,respiratory
burst” folyamata soran felszabadul6 egyéb anyagok altal, vagy a makrofagok veszik fel és
szallitjak el a reakcio helyérdl [16].

1961-ben leirtak, hogy a ,,respiratory burst” folyamata soran hidrogén-peroxid keletkezik,
¢és ennek szerepe van az antimikrobidlis tevékenységben [17]. Ekkor kezdték el kutatni a
mieloperoxidaz-hidrogén-peroxid (MPO-H202) rendszer miikodését, és szerepét a
korokozok elleni védekezésben. 1967-ben sziiletett meg a publikacid mely szerint, az MPO-
H202 rendszer jodidion jelenlétében, Eserichia Coli baktériumot tartalmazo taptalajon erds
antimikrobialis hatast rendszerként miikédik a neutrofil granulocitakban [18]. A jodidionon
kiviil a rendszer bromidion, illetve tiocianat ion felhasznalasaval is hasonldéan hatékonynak
bizonyult, de azt talaltak, hogy az ¢él6 szervezetben leginkabb a kloridionnal valé reakcid
fordul el6 [19]. Ekkor hipoklorossav keletkezik, és ez felelés a kialakuld antimikrobialis
hatésért.
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Az MPO-H202-halidion rendszer miikddése kozvetlen kapcsolatban 4ll a NADPH-oxidaz
miikddésével. Amikor az opszonizalt baktérium bekertil a fagoszomaba, a NADPH-oxidaz
aktivalodik és megtorténik a degranulacio, melynek soran reaktiv oxigén gyokok (ROS)
keletkeznek [16]. Ezek koz¢é tartozik a hidrogén-peroxidbol szarmazo reaktiv oxigén gyok

is, ami majd felhasznalésra keriil az MPO-H202-kloridion rendszer miikddésekor.

A mieloperoxidaz enzim altalanos jellemz6i

A neutrofil granulocitdk enzimkészletének fontos része a mieloperoxidaz enzim. A
mieloperoxidaz (MPO) egy antimikrobialis fehérje, amely legnagyobb mennyiségben a
neutrofil granulocitdkban, kisebb mennyiségben a monocitdkban, illetve a szoveti
makrofagokban fordul eld. Rendszertanilag a hem-peroxidaz-ciklooxigenaz szupercsalad
tagja. Ezen hem-peroxidaz enzimcsaladba tartoznak tobbek kozott a myleoperoxidaz
enzimeken kiviil, az eozinofil peroxidaz, a thyroid peroxidaz, a nyal (,,salivary”) peroxidaz,
a laktoperoxidaz az ovoperoxiddz, a peroxidazin, a peroxinectin €s a ciclooxigendz enzimek
is, melyek kis szam aminosav eltéréssel sokféle szerteagazo funkcidt latnak el [20].
Filogenetikailag 60 mieloperoxidaz tipus 16 alcsaladba lett sorolva [21]. Emberben a 17-es
kromoszéman kodolt, a gén kifejezddése csakis a csontveldre korlatozodik; a fehérje mérete
150 kDa, két nehéz lancbol, két konny(i lancbol, illetve két vas atombol épiil fel [22]. A
fagocita sejtekben talalhaté mieloperoxidaz a természetes immunitasban jatszik szerepet.

A mieloperoxidaz szintézis a neutrofilek fejlddésének promyelocita stadiuméaban kezdddik
el és a myelocita stadiumban fejezddik be. A mieloperoxidaz szintézis elsddleges
transzlacidés terméke egy inaktiv enzim, amely kotranszlacidos n-glikozilacion és hem
beépitésen megy keresztiil és igy alakul ki az enzimatikusan aktiv proMPO [23]. Miutan a
folyamat lezajlott az azurofil granulumokban, a mieloperoxiddz tartalmu granulumok a
leanysejtekbe keriilnek, ahol betdltik funkciojukat. A monocitak esetében a promonocita
allapotban nagyobb mennyiségben van jelen a sejtekben a mieloperoxidaz, de kés6bb az
érett monocitdkban mar csak kis mennyiség taldlhaté meg, a szovetekben jelen 1évd
makrofag stddiumban pedig mar nem mutatnak mieloperoxidaz aktivitést a sejtek.

A neutrofil granulocitak azurofil granulumaiban 1év6 enzimek hierarchikus rendszer szerint
szabadulnak ki a sejtekbdl. A sorrend a kiilonb6zd jelatviteli utak aktivacigjatol fiigg. A
sejtfelszini kemotaktikus, fagocita receptorok, vagy az intracellularis TLR9 receptor
ligacidja kalcium és HCK-fiiggd jelatviteli utakat aktival, Rac-2-medialt aktin- és
mikrotubulus reorganizaciot valt ki, amely sordn az azurofil granulumokat a

plazmamembranba vagy a fagoszomaba szallitjadk és a célmembranhoz kotik. Ezutdn a
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granulumok membranja és a célmembran fuzidja kovetkezik, mely sordn a granulumokban
tarolt anyagok a fagoszémaba, vagy az extracellularis térbe jutnak. A proMPO a granulumok
aktivaciojakor alakul at érett MPO-va, ez egy homodimer, melyet két glikolizalt protomer
alkot, melyek tartalmaznak egy nehéz és egy konnyt lancot, illetve egy hem csoportot. A
két hemi-MPO-nak nevezett alegység funkciondlisan fiiggetlen egymastol. Esetenként
né¢hany proMPO a granuloma aktivacio ellenére nem alakul at érett mieloperoxidazza, ekkor

a proMPO monomerkét szekretalodik az extracellularis térbe [23].

Mieloperoxidaz funkcioi

A mieloperoxidaz az azurofil granulumokboél Kijutva a MPO-hidrogén-peroxid-klorid
rendszer részeként jatszik szerepet a korokozok elleni védekezésben. A fehérvérsejtek
aktivacidja noveli a mieloperoxidaz szintézist a csontvel6ben. A ,respiratory burst”
folyamata soran a mieloperoxidaz hidrogén-peroxiddal és egy halogénnel vald reakcidjaban
halogénessav keletkezik, mely erds antimikrobidlis hatassal rendelkezik, lokalisan az er6sen
alkalikus mili6 kialakuldsat biztositja. Az emberi és (magasabb rendii) allati szervezetben ez
a halogén leggyakrabban a klor, amely reakcio eredményeképp hipoklorossav keletkezik.
Ennek a rendszernek koszonhetéen a neutrofil granulocitdk képesek elpusztitani a
korokozokat. Emellett az mieloperoxidaz néveli a neutrofil granulocitdk felszini integrin
(CD11b) expressziodjat, ami segiti az érfalhoz valo kitapadast, ezzel novelve az extravazacio,
majd a szovetek kozé 1épés mértékét [24]. Emellett szintén az extravazaciot segiti, hogy az
MPO az erek faldnak endotheljére is hatdssal van, a mieloperoxiddz hatisara az érfal
elvékonyodik, igy a sejtek konnyebben jutnak at rajta.

A nem aktivalt neutrofil granulocitdk az MPO-val bevont feliiletekhez tapadnak. Szabadon
az érrendszerben keringd MPO és béta-2 integrin CD11b-hez kotédik és igy modulalja az
intracellularis kalcium szinteket €s a citoszkeleton szervezddését. In vitro kisérletek soran a
mieloperoxiddz nagy mértékben iranyitott neutrofil motilitast valtott ki. A mieloperoxidaz
tehat szerepet jatszik a gyulladds sordn a neutrofil granulocitdk érpalyan kiviilre irdnyuld
A mieloperoxidaz rendszer célpontjai lehetnek virusok, baktériumok, gombak, protozodk és
egyéb parazitdk, de részt vesz a tumorsejtek és egyéb karosodott sajat testi sejtek elleni
védekezésben is, tovabba a lerakddott immunkomplexek elminaciojaban is fontos szerepe
van.

A vérbdl a gyulladt szovetbe juto aktivalt neutrofil granulocitadk a kérokozo elleni kiizdelem

soran a tulélésiiket eldsegitd jeleket kapnak, melyek az programozott apoptézist késleltetik.
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A mieloperoxidaz kotédése a neutrofil granulocitdkhoz, késlelteti az apoptdzist, ezzel
meghosszabbitja a neutrofilek élettartamat, igy ezek a sejtek hosszabban lesznek jelen a
keringésben is. Ezzel a mechanizmussal a mieloperoxidaz szintén hozzajarul a szisztémas
gyulladasos reakciok hosszabb ideig vald fennmaradasahoz [23].

A mieloperoxidaz, ezen kiviil szerepet jatszik a neutrofil extracellularis csapdak
képzddésének folyamataban is, ezzel szintén hozzéjarulva a kdrokozok elleni védekezéshez.
Az exogén MPO adagoldsa azonban nem bizonyult hatékonynak a NET-ek képzodéséhez,
ebbél kovetkezik, hogy ehhez a folyamathoz MPO-transzlokaciora van sziikség a megfeleld

szubcellularis kompartmentbe [23].

Mieloperoxidaz, mint biomarker

Ma mar a humédn gyogyaszatban nem csak az MPO szerepét vizsgaljak a kiilonb6zo
betegségek esetében, hanem azt, hogy a mért MPO szintek hogyan valtoznak adott probléma
esetén, és milyen modon lehet ezt az informaciodt a diagnosztikaban hasznositani (bizonyos
limfoproliferativ malignus korképek, sziv- és érrendszeri megbetegedések, idegrendszert

érintd kiilonféle korformak és egyes autoimmun betegségek esetében).

Leukémia
Az akut myeloid leukémiat a Francia-Amerikai-Brit tarsasag kilenc altipusra osztotta. A

felosztas alapja, hogy a sejtek melyik myeloid sejtvonalb6l szarmaznak, milyen a
morfoldgiai megjelenésiik, illetve, milyen a sejtek szuddnfekete, nem specifikus alfa-
naftilacetat és nafrilbutirat és mieloperoxidaz festédése. Hat szubtipusban (M1-M4, M4EO
és M6) a sejtek mieloperoxidaz pozitivak. A myelperoxidaz pozitivitas a betegség fennalasa
esetén az altipus megallapitasan kiviil prognosztikai értékii is. A mieloperoxidaz pozitiv
sejtek jelenléte pozitiv kimenetelhez is tarsul myeloid leukemia esetén [25].

Kutydk esetében flow citometrias technikaval kiilonféle immun-festési eljarasokat
vizsgaltak akut myeloid leukémiaban szenvedd és egészséges kutyakban. Osszehasonlitottak
az egérbdl nyert antihuman mieloperoxidazt, az egér antihuman makrofag ellenes antitestet,
illetve a kutya neutrofil specifikus antitestet felhasznalé6 modszereket. Az eredmények
alapjan az antihuman mieloperoxidaz és a kutya neutrofil specifikus antitest a neutrofil
granulocitak erds festddését eredményezte, a mieloperoxidaz esetén a monocitak is gyengén
festodtek. Az antihumédn makrofag ellenes antitest, mind a neutrofil granulocitdkat, mind a
makrofagokat megfestette. Mindhdrom esetben nem csak az egészséges, de a neoplasztikus
myeloblasztok és monoblasztok is azonosithatdak voltak, tehat a harom antitest kutyaban is

alkalmazhato lehet az akut myelopid leukémiak immunfenotipizalasara [26].
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Sziv- és érrendszerri megbetegedések
A makrofagok ¢€s neutrofil granulocitak szerepet toltenek be a koronaridk falan keletkezo

plakkok oxidaciojaban és azok destabilizalasaban, ezért az instabil plakkok és thrombin
jelenléte esetén MPO-pozitiv monocytak és neutropfilok nagyobb szdmban jelennek meg a
periférids vérben. Ezzel magyarazhat6, hogy akut koronéria szindroma, szivelégtelenség,
pulmonalis hypertenzi6é, magas vérnyomas, szivmutéteket kovetd graft elégtelentelenség,
szivatiiltetés, diabetes mellitus és artérias fibrillacio, illetve artherosclerosis esetén a mért
MPO szintek ezekben a betegekben korrelaciot mutatnak a rizikoval, €s eléjelezhetik az akut

kardiovaszkularis torténéseket [25].

Alzheimer-kor és egyéb az idegrendszert érinté megbetegedések

crer

multiplex, stroke, Parkinson-kor, depresszio, traumas agysériilés és epilepszia esetén
emberekben pozitiv korrelaciot mutat [25].

Husevo haziallatok esetén ezen fentebb emlitett kardiovaszkuldris, vagy az idegrendszer
érintd traumas-, ischémias-, degenerativ, vagy funkcidzavarral jard, nem struktaralis
korképekben még nem lett vizsgalva a vér mieloperoxidaz aktivitasanak valtozasa.
Szisztémas lupus erithematosus (SLE) esetén a szervezetben antitestek képzddnek a sejtek
nukleéaris komponensei, illetve a neutrofil granulocitdk €s a monocitak citoplazmatikus
lizoszomalis komponensei ellen, mint a porteinaz-3, és a micloperoxidaz. Az anti-
mieloperoxidaz antitestek (MPO ANCA) kimutathatok ezekbdl a betegekbdl [25].
Kutydkban a szisztémas lupus erithematosus ritkdn el6forduld korkép, az ebben a
betegségben szenvedd allatok mieloperoxidaz aktivitasarol és annak valtozasairdl

szakirodalmi adat jelen pillanatban nem 4ll rendelkezésre.

Gydgyszer metabolizmus
A mieloperoxidaz a P450 enzimcsaladhoz hasonld hem-peroxidaz csaladba tartozik, szerepe

van kiilonb6z0 gyogyszerek metabolizmusédban is. Egyrészt a peroxidaz-aktivitasa
kiillonb6z6 gyogyszerek (mint klorpromazin, mefenamin sav, fenilbutazon, indometacin,
piroxikdm, tenoxikdm, adriamicin) metabolizmusa sordn szabad gyokoket allit el a
gyogyszermetabolit oxidacidja soran, masrészt oxidalo ekvivalensek (az MPO-H202
rendszer részeként), a hipoklorossav termelése miatt, enzim (biomarker) inaktival6 hatdsuk
van a kolinészterdz, kreatin kinaz (CK), a gliceraldehid dehidroenaz, az alkohol
dehidrogenaz és a szukcinat dehidrogenédz inaktivacioé révén. A szabad gyokoket tartalmazé
gyogyszer metabolitok, rendellenes fehérje kotddéshez (példaul a kimotripszin, az albumin

¢s az alacsony denzitasu lipoprotein (LDL) oxidacidjahoz) vezetnek, DNS-, RNS- kérosito
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hatasuk van, telitetlen zsirsavakat oxiddlnak (oxidativ stersszt jelentenek a sejte szdmara),
DNS-sel addukt vegyiileteket képeznek, ami a sejtek funcidzavardhoz, vagy sejthalalhoz
vezethet. Egyes szélsOséges esetekben ez sulyos (idioszinkretikus) hepatotoxicitast okoz.
Endotoxémia indukalta gyulladdsos folyamatok esetén, tobbek kozott a fenotiazin
gyogyszerek hepatotoxicitasa is jelentésen nd (igy mas gyodgyszerek, vagy Uj gyogyszer
molekulak preklinikai vizsgélata soran fontos lehet vizsgélni az adott molekula viselkedését,
oxidativ stressz indukalo hajlamat “hepatocita gyulladasos kisérleti modellben” is, nem csak
konvencionalis in vivo, vagy in vitro kvazi fiziologias modell rendszereken).

Az addukt képzddés miatt fokozott karcinogenitasi riziko is feltételezhetd [27].

Hepatitis
Egy idei tanulmanyban azt vizsgaltak, hogy Humén Hepatitis B és C virus okozta kronikus

majgyulladasban szenvedd emberekben és az egészséges kontroll csoportban milyen magas
a szérum mieloperoxiddz szint. Azt talaltdk, hogy a sulyosabb foku cirrdzist mutatod
majbetegekben szignifikansan magasabb volt a mieloperoxiddz szint, mint a még enyhébb
korforma esetén. fgy a mieloperoxiddz hasznalhaté a méjcirrézis korai felismerésére

biomarkerként emberben [28].

A mieloperoxidaz kimutatasa
A mieloperoxidaz enzim kimutatasara tobbféle modszer alkalmazhato. Kozvetlen modon

kimutathatd az enzim antitestek felhasznalasaval. Ilyen példaul az ELISA, a Western blot
modszer, illetve a mikroszkopia. Ezek mellett a citokémiai festési eljarasok soran
mieloperoxidaz-szubsztratok segitségével is kimutathato. Ilyenkor a hozzaadott
szubsztratok hidrogén-peroxid felhasznaldsaval metabolizalodnak, a reakcid sordn, pedig
szines termékek keletkeznek, amelyek aztan konnyen detektalhatoak. A hidrogén-peroxid
felhasznalas szintén mérhetd, hidrogén-peroxid elektrodak segitségével.

A kozvetett kimutatasi modszerek esetében a mieloperoxidaz-hidrogén-peroxid-klorid
rendszer milkddése soran keletkezd termékeket mutatjdk ki. Ilyen elsésorban a
hipoklorossav, amely a szervezetben a leggyakrabban keletkezd termék. A hipoklérossav
képes oxidalni az aminosavakat, példaul tirozint. A reakcié soran keletkez6 3-klor-tirozin
antitestek felhasznéaldsaval kimutathato.

Mas intermedierek, mint a lipid-klorhidrinek, klorozott nukleozidok, fehérje-karbonilok,
illetve a glutation-szulfonamid szintén potencialis biomarkerek, bar ezek kimutatasat ritkan
alkalmazzak a mieloperoxidaz detektalasa céljabol.

Alkalmazhat6 ezenkiviil a fluoreszcens detektdldsi modszer, mely a sejtekben 1évo

mieloperoxidazt mutatja ki. Ezzel a modszerrel lehetséges a mieloperoxidaz festédés alapjan
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sejttipusok elkiilonitése, illetve szoveti struktirak vizsgalatara is alkalmazhat6 ez a modszer
[25].

A laboratoriumi diagnosztikaban a legrégebben és leggyakrabban végzett vizsgalat a
hematoldgia. Ennek soran a vér alkotdé elemeinek szamat és morfologidjat és egyéb
tulajdonsagait vizsgaljak. Ezek az értékek minden korforma sordn meghatarozoak a
diagnosztika és a kezelés soran. A hematoldgiai automatak megjelenése eldtt a vérben
talalhat6 sejtes elemek vizsgalata manualis kenet elemzéssel zajlott. Ennek soran a levett
mintabol a targylemezre helyezett kenetben a laboratoriumi dolgozok szamoljak az egyes
sejttipusok mennyiségét, illetve vizsgaljak az egyes sejttipuson beliili sejtek morfologiai
eltéréseit. Mivel a laboratériumi diagnosztika egyre nagyobb hangsulyt kapott az
orvoslasban, igy a laboratoriumokba érkezd mintdk szama is drasztikusan ndtt. Emiatt
megjelent az igény az automatizalt hematologiai sejtszamlalokra. 1949-ben Wallace H.
Coulter fejlesztette ki az els6 hematologiai automatat, amely a sejteket elektromos
ellenallasuk mértéke alapjan képes differencidlni. Ezt hivjak impedencia vagy Coulter
elvnek [29].

A fehérvérsejtek differencidlasat az elsd hematoldgiai automatdk még nem voltak képesek
elvégezni. Ezek a gépek a fehérvérsejteket egy nagy populacioként értelmezték, az azon
beliili eloszlasrol nem adtak informéciot, igy ezt manudlis kenet elemzésel potoltak. Az
impedancia elven miikodé gépek a sejtek mérete alapjan harom sejtpopulaciot képesek
elkiiloniteni a fehérvérsejteken beliil: limfocitdk, kdzepes méretii sejtek és a granulocitak.
Mivel ez a modszer kizarolag a sejtméret alapjan differencialja a sejteket, emiatt az
abnormalis sejtalakokat konnyen rossz frakcioba sorolja, emiatt nem mindig ad megbizhat6
értékeket. A legujabb impedancia elven miikodé hematolégiai automatdk ezt a
fehérvérsejtek differencidjdnak relativ pontatlansagabol adodod problémat tovabbi
technologidk hozzaadasaval javitjak. A nagy frekvencids jel hasznalataval pontosabban
képesek elkiiloniteni a fehérvérsejt populéacidkat.

A fehérvérsejtek egyes alpopulacidinak pontosabb gépi meghatarozasa érdekében 1996-ban
megjelent az elsé optikai aramlasi citometrids modszeren alapuld hematologiai automata.
Az eljaras soran a gép a higitott vérmintan 1ézerfénysugarat vezet at, a sejtekrdl a fokuszalt
fény kiilonboz6 iranyokba szoérodik. A szort fényjeleket egy fotodetektor alakitja elektromos
impulzussad. A hasonld fényszoérds-tulajdonsagu sejteket szamitdgépes szoftverrel jelenitik
meg szorasi diagramon, igy az egyes sejtpopulaciok elkiilonithetéek [30].

Az ADVIA 2120i hematoldgiai automata két modon differencidlja a fehérvérsejteket. A

basofil csatorna, kifejezetten a basofil granulucitdk vizsgalatara alkalmas, mivel a PEROX
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csatornaval ezek nem vizsgalhatok. A vizsgalatok sordn a mintat surfaktant és ftalsav
tartalmtl reagenssel keverik, ami a citoplazmat eltavolitja minden nem basofil sejtrdl, a
vorosvérsejtek és a vérlemezkék pedig teljes egésziikben lizalédnak. Ezutdn a gép
1ézerfénnyel vilagitja meg a sejteket, majd a sejtekrol visszaver0dé magas €s alacsony szogt
fénysugarakat a rendszer detektorokkal fogja fel. A fénytorés alapjan meghatidrozhat6 a
sejtek mérete és a sejtmagok denzitasa. Az eredményeket felhddiagramon jeleniti meg a
miszer (1. diagram). A kluszter analizald szoftver ezutan kapukkal szétvalasztja a

sejtpopulacidkat €s igy meghatarozza a basophilok szamat.

PEROX X

PEROXY,

1. diagram: Egészséges allat Advia 21201 scatter

A PEROX csatorna a 4-klorol-naftol reagenssel miikddik, ez reagal a hidrogén peroxiddal,
ami a fehérvérsejtek azurofil granulumaiban talalhato. A reakcid sordn sotét precipitdtum
képzdédik. A sejteket ezutan tungsten halogén lampaval vilagitja meg a gép, a fénytorés
mértéke alapjan a detektor a sejtek méretét (y tengely), az adszorbancia detektor pedig a
peroxidaz festddés mértékét (x tengely) méri. Az 6t alap sejtpopoulacio mellett, az ADVIA
hematoldgiai automatak egy hatodik sejtpopulaciot is megjelenitenek, ez a LUC (large
unstained cells) [31]. Ezek a nem fest6dé sejtek altalaban aktivalt limfocitak, plazmasejtek,
orias lymphocitak, mieloperoxidaz negativ blasztok, mieloperoxidaz negativ neutrofilek és
egyéb granulocitdk. Az eredményeket az automata felhddiagramon jeleniti meg, melyen az
egyes pontok jelolik a sejteket (1. diagram). Ezutan egy kluszter elemz6 szoftver kiilonb6z6
kapukat helyez a mintara, igy meghatarozza az egyes sejtpopulaciok méretét a pozicidjuk, a
teriiletiik és denzitdsuk alapjan. Az egyes neutrophil populaciok x-tengely értékének
atlagabol az ADVIA hematologiai automata egy mértékegység nélkiili szamitott értéket is

kiad, ez a atlagos peroxidaz ativitasi index (MPXI). Az MPXI azt mutatja meg, hogy a sejtek
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mieloperoxidaz aktivitdsa mennyiben tér el a programban tarolt archetipikus populacioétol,
¢és végeredményként az eltérések atlagat szamszerusiti. Ez az érték megadja, hogy atlagosan
mennyi az egyes fehérvérsejtek mieloperoxidaz tartalma. Az allatorvoslasban hasznalt
automatakban azonban hiaba valaszthato ki a minta futtatasa el6tt az adott allatfaj, az atlagos
peroxiddz aktivitasi index szdmitdsdhoz hasznalt archetipusos populédcio értékei human
eredetliek, igy ezt mindenképpen figyelembe kell venni az eredmények értékelésekor.

Kutyak esetében gyakran talalkozunk mieloperoxidaz deficienciaval, ami miatt a peroxidaz
csatorna altal mért értékek eltérhetnek a kenetelemzés sordn szamolt értékektdl. A
mieloperoxidaz aktivitast csokkent mértékben mutatdé neutrofil granulocytakat a gép
altalaban a monocita frakcioba sorolja. A mieloperoxidaz aktivitast egyaltalan nem mutatd
sejteket pedig a festddést nem mutatd oriassejtek (LUC) kozé. Ilyen esetekben, tehat az
automata altal kiadott értékek alapjan az allat neutrofil granulocita szdma alacsony lesz, de
a monocita szam emelkedett, vagy amennyiben annyira alacsony a mieloperoxidaz aktivitas
a neutrofilekben, akkor a nem fest6d6 oriassejtek (LUC) szama lesz kifejezetten magas (2.
diagram). Az ilyen esetekben a manualis kenet elemzés elengedhetetlen a megfelel6 értékek

megallapitasdhoz.

PEROX Y,

BASC BASO

BASO Y,

2. diagram: ADVIA 21201 scatter myeloperoxidaz hianyos allat esetén

A mieloperoxidaz hasznalhaté gyulladasos markerként, mivel gyulladas esetén a neutrofil
granulocitakbol az extracellularis terekbe kertil, vagy a fagoszémakon beliil felhasznalodik.
Ekkor az atlagos peroxidaz aktivitasi index (MPXI) értéke magasabb vagy alacsonyabb is
lehet a normalisnal, attdl fliggden, hogy a gép altal neutrofil granulocita frakcidba sorolt
sejtek mieloperoxidaz aktivitdsa mennnyiben tér el a normalistol. Ilyen esetekben a
peroxiddaz csatorna altal végzett sejtdifferenciacid esetén gyakrabban talalkozunk

alacsonyabb neutrofil granulocita szammal, mint a kenetelemzés soran szamolt értékek.
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Amennyiben a gyulladdsos reakcid soran mar elkezdddott a fiatal sejtalakok nagy
mennyiségli megjelenése a periférids vérben, akkor az MPXI nd, hiszen a fiatal neutrophil
granulocitakban nagyobb mennyiségben van jelen a mieloperoxidaz. Ekkor a kenetelemzés
¢és a gép altal szamitott értékek altalaban megegyeznek.

A Sysmex XT-2000i hematoldgiai automata a fehérvérsejteket ot frakcidba sorolja: neutrofil
granulocita, eozinofil granulocita, leukocita, monocita, illetve a bazofil granulocitak, melyek
kiilon csatornan a sejtméret és a fénytorés alapjan kertiilnek elkiilonitésre. Ezen kiviil
bizonyos késziilékek egy hatodik, ugynevezett valddi éretlen granulocita frakciot is
elkiilonit, melynek mérete alapjan a gyulladasos folyamatokra lehet kdvetkeztetni, ami segit
a fertdzések korai diagnosztikéjaban, illetve a folyamatok lezajlasanak nyomon
kovetésében. A sejtek kozotti differencidlashoz a rendszer 1ézeres modszert alkalmaz,
fluoreszcein festéssel kombinalva. A mintahoz adott fluoreszcein festék mind a DNS, mind
az RNS molekuldkhoz kotddik, igy a sejtek méretén kiviil a miiszer a belsd struktarat és a
nukleinsav tartalmat is méri. Az eredményeket nem csak hisztogramon, hanem felho
diagramon is megjeleniti a rendszer (3. diagram) [32]. Amennyiben a rendszer nem tudja
biztonsadgosan elkiiloniteni a fehérvérsejt populaciokat, azt jelzi a felhasznalonak (a nem
identifikalhat6 sejteket a scattergram-on sziirke szinnel jelzi, illetve hibaiizenetet is kiild),

ilyenkor kenetelemzést szoktak végezni a sejtek pontosabb azonositasa érdekében.

WBC/DIFF WBC/BASO

SFL

3. diagram: Sysmex XT-2000i scattergram 1

Human gyo6gyaszatban a leukocitak differencidlszdmlalasat hematologiai automatakkal
végzik, és kritériumokat hatdroznak meg azokra az esetekre, amikor a vérkenet kézi
elemzését is sziikséges elvégezni. Az allatorvosi laboratériumokban azonban a manualis
vérkenet elemzés minden minta esetében elvégzésre keriil a gépi differencidlszamlalas
mellett. Kutyakbol, macskakbdl és lovakbol szdrmazo mintdk esetén azt vizsgaltdk, hogy

melyek azok az esetek, amikor a manualis leukocita vizsgélatok szlikségesek az automata
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altal végzett mérések mellett. A vizsgalatokhoz az ADVIA 120 hematologiai analizatort
hasznaltak. Kézi leukocita elemzést azokban az esetekben kértek, amikor a gép altal készitett
PEROX- ¢s BASO- scattergram esetén rendellenességet lattak (példaul balra tolodés, vagy
atipikus limfocitak, blasztok gyantja, a sejtpopulaciok nem megfeleld elkiilonitése). Az
eredmények alapjan a manudlis differencidlvizsgalat a kutyak esetében 21%, macskak 32%-
ban és a lovak 20%-ban volt sziikséges. A kapott eredményeket 6sszehasonlitva a human
gyogyaszatban publikaltakkal, azt talaltdk, hogy hasonlé aranyban van sziikség az
allatgyogyaszatban a manualis kenet elemzésre, mint a human gyogyaszatban. Ez alapjan
tehat az allatorvosi laboratoriumokban is biztonsagosan csokkenthetd lenne a mikroszkdpos
vizsgalatok aranya, amennyiben bizonyos kritériumok alapjan hatarozzak meg annak
sziikségességét az adott minta esetében [33].

Az atlagos peroxidaz aktivitdsi index (MPXI) valtozékonysaga €és annak tarolasi stabilitasa
az allatgyogydszatban még nem teljesen ismert. Kutya és 16 esetében alvadasban gatolt
EDTA-s vérmintakbol vizsgaltak a mieloperoxidaz tarolasi stabilitasat. A vizsgalatok soran
azonnali feldolgozésu, illetve 24, 48 és 72 oran at hiitve tarolt mintdkat hasonlitottak Gssze.
A taroldas hosszdnak novekedésével az MPXI csokkent a vérben. A vérlemezke
aggregatumok ¢és lipidek szintén befolyasoltak az eredmények pontossagat. Azt talaltak,
hogy a 16 vérben nagyobb variabilitdst mutattak az eredmények, mint a kutyakbol nyert
mintdkban. Mivel a lovak vére nagyon gyorsan alvad, az eltéréseket magyardzhatja a
vérlemezke aggregatumok hatdsa a mérési eredményekre, illetve az, hogy a lovak atlagos
peroxidaz aktivitasi index értékei alapvetden alacsonyabbak, mint a kutyakeé. 72 6ras tarolas
utan az eredmények kiszamithatatlanul véltoztak, ezek alapjan tehat az ilyen hosszan tarolt
veérbdl mar szinte lehetetlen relevans eredményt kapni. Nagyon alacsony alap értékek esetén
a mérések nem voltak olyan pontosak, mint a referencia intervallumon beliil, és az a feletti
értékek esetén [34].

A neutrofil granulocitak toxikus valtozéasai befolyasoljak a vérkenet elemzés hatékonysagat
is. Az idOben késObb tortént méréseknél a Dohle-testek szama nott 8, 24 6ras mérésnél mind
szobahOmérsékleten vald tarolds, mind jégakkuval hiitétt mintdk esetében. A
hiitdszekrényben 4 Celsius fokon tartott mintdkban 24 6ra utan figyelték meg a nagyobb
mennyiségli Dohle-testek megjelenését. A kenetelemzés szobahdmérsékleten tarolt
vérminta esetén mar 4 oraval, jégakkuval hiitott minta esetén 8 oraval, hiitoben 4 Celsius
fokon tartott mintaban 24 o6ra utan fals eredményekhez vezettek a neutrofilekben in vitro

bekovetkezd ,,pszeudo-toxikus” valtozasok [35].
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A mieloperoxidaz festddés alapjan késziilt felhddiagramon a neutrofil granulocitak
elhelyezkedése, illetve az atlagos peroxidaz aktivitasi index értékek gyulladas soran
jelentdsen valtoznak. Lovakban endotoxémia soran vizsgaltdk az értékek valtozasait. A
gyulladasos inger kivaltasara Escherichia coli endotoxin infiziét hasznaltak, amelynek
mennyiségét és hatdsat igy konnyen tudtdk kontrolalni, ami lehetéséget adott arra, hogy
hosszabb idén keresztiil figyeljék meg a neutrofilek szamaban, morfologiajaban és az atlagos
peroxidaz aktivitasi index értékekben bekovetkezett valtozasokat. A neutrofilek szamat, az
MPXI-t az ADVIA 2120 hematologiai automataval, a neutrofilek morfologiai valtozasait
pedig a scattergram-ok és manualis vérkenet elemzéssel vizsgaltak, 10 napon keresztiil. Azt
talaltdk, hogy az endotoxin infuzié azonnal sulyos csokkenést okozott a neutrofil
granulocytdk szamdban. Azonban 14 6raval az infuzi6 kezdete utdn mar a referencia értékek
feletti neutrofil szdmokat mértek. A neutrofilia még 78 draval az infuzi6d kezdete utdn is
megfigyelheté volt. A nagyobb méretli 6rias neutrofilek 36 - 48 ora utan jelentek meg a
vérben, a hematologiai automata altal készitett scattergram-on ezek a normal neutrofilektol
elkiiloniilve dbrazolddtak. A 6. napra a neutrofil sejtpopulacié normalis méretli volt, de a
csokkent mieloperoxidaz festédés miatt balra tolodas volt megfigyelhetdé a mért értékek
alapjan. Az atlagos peroxidaz aktivitdsi index minden allatnal folyamatos csokkenést
mutatott a kisérlet els6 6 napja soran [36].

Kutyak esetében a leggyakrabban hasznalt gyulladdsos marker a cCRP. A cCRP szint a
szérumban azonban csak a gyulladasos reakcié kezdete utan az IL-6 és IL-8, illetve a TNF-
alfa felszabadulas hatasara kezd emelkedni. Ez az emelkedés a gyulladasos reakcio kezdete
utan 4-24 o6raval lesz mérhet6 leghamarabb [37] . Lovak esetében a CRP helyett a Serum-
amyloid-A szintjének valtozasabol kovetkeztetnek a gyulladas stlyossagara, ez a paraméter
szintén nem azonnal emelkedik meg a vérben, csak a gyulladasos stimulus utan 6 oraval lesz
mérhet6 a valtozasa (még be kell rakni referenciaba [38].

Lovak szisztémas gyulladassal jardé korképei esetén a neutofil aktivacid indikatoraként az
atlagos peroxidaz aktivitasi index (MPXI) és az atlagos fényabszorbancia kozépértéket
(NXM) vizsgaltak. Az egészséges, beteg, de nem szeptikus, és beteg szeptikus csikok
vérmintainak értékelése soran gyenge negativ korrelaciot talaltak az MPXI és a neutrofilek
szama, valamint a fényabszorbancia k6zépértékek és a savos neutrofilek szazalékos aranya
kozott. A szeptikus és csokkent neutrofil szammal rendelkez6 csikok esetében az MPXI
értékek magasabbak voltak, mint a szeptikus, de megfelel6 mennyiségii neutrofil granulocita
szammal rendelkezd, illetve a nem szeptikus és nem neutropénias allatok esetében, emellett

viszont nem kiilonboztek jelentésen a kontroll allatokétol [39].
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Korhazi kezelésre szorul6 lovak esetében az atlagos peroxidaz aktivitasi index (MPXI), mint
a szisztémas gyulladas diagnosztika mutatoja vizsgaltak. Az atlagos peroxidaz aktivitasi
index referencia intervallumat 8,5-10,4 kozott allapitottdk meg. A szisztémas gyulladasos
valasz szindromaban (SIRS) szenved6 lovak esetén az MPXI szignifikansan alacsonyabb
volt, mint az egészséges, a lokalis gyulladédssal kezelt, illetve a szepszisben szenvedd
allatoknal. A szeptikus lovak MPXI értéke szintén alacsonyabb volt, mint az egyészséges
vagy a lokalis gyulladassal kiizdo allatoké. A kapott eredmények ismeretében kijelenthetd
volt, hogy az allat ivara, fajtaja nem befolyasolta a mérési eredményeket. A SIRS-es lovak
a szeptikusokhoz képest alacsonyabb MPXI értékét magyardzza, hogy a szepszisben
felszabadulé szérum-amyloid A csokkenti a neutrofilek mieloperoxidaz leadasat, tehat a
neutrofil granulocitdk MPO tartalma magasabb lesz. A neutrofil granulocitdk 3 - 4 oraval a
gyulladédsos stimulus utan aktivalodnak, igy ekkor mar az MPXI valtozasa is méthetd. A
tobbi gyulladast jelz0 paraméter, mint az akut fazis fehérjék (pl. szérum-amyloid A), a
plazma fibrinogén és a szérum vas koncentracié csak a gyulladds késobbi fazisaiban kezd
emelkedni, illetve disszeminalt intravaszkularis koagulopatia (DIC) kialakuldsa esetén a
fibrinogén koncentracié még csokkenhet is. Osszességében mivel az MPXI a gyulladasos
reakcio elején csokken, késbb a csontveld hozzaszokik a magasabb neutrofil sziikséglethez,
aminek kovetkeztében tobb éretlen neutrofil granulocita keriil a véraramba, egy 1d6 utan az
MPXI novekedni kezd, ezért ez a paraméter a gyulladads diagnosztikajaban, annak
kezdetekor hasznalhaté megfelel6 markerként [40].

Kutyakban a kullancsok terjesztette Babesia rossi altal okozott megbetegedés esetén az
atlagos peroxidaz aktivitasi index (MPXI) eredményeket hasonlitottak Ossze a fert6zott, a
fertdzésben elhullott és az egészséges kontroll 4llatokndl. A mért értékeket
Osszehasonlitottak a gyulladasos citokinek szintjének valtozasival is. Babesia rossi fertdzés
esetén a kutya szervezetében szisztémas gyulladdsos valaszreakci6 indul meg. A neutrofil
granulocitak a velesziiletett immunvalasz részét képzik. A neutrofil granulociték aktivacioja
soran az azurofil granulumokban tarolt micloperoxidaz kijut a sejtb6l, és részt vesz a
korokoz6 eliminacidjaban. Az eredmények alapjan a MPXI a fert6zott kutyakban magasabb
volt, mint a kontroll allatokban, de a fertézottek koziil még magasabb értékeket mértek a
fertézésben el is pusztult allatokban. A fert6zott kutyakban az MPXI pozitiv korrelaciot
mutatott az IL-10, és negativ korrelaciot az IL-8 szintekkel. Az MPXI az elpusztult
kutyakban korrelalt a gyulladast eldsegitd (,,proinflammatory”) citokinekkel. A fertézében
elhullott allatokban pozitiv korrelaciot talaltak az MPXI és az IL-2, IL-6 és IL-18 kozott.
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Osszességében az atlagos peroxidaz aktivitasi index mérése, €s annak valtozasa a gyulladas

mértékének és a progndzis meghatarozasanak hasznos eszkoze lehet [41].

Mieloperoxidaz deficiencia

Mieloperoxidaz deficiencia esetén a neutrofilek nem mutatnak MPO aktivitast, vagy
csokkent a MPO szintjiik. Ezt eldszor 1969-ben irtak le egy candidiazisban szenvedd
cukorbeteg férfi esetében. A paciens normalis granulocita asszocialt enzimszinteket
mutatott, a mieloperoxidaz szint viszont nem volt detektalhato. A neutrophil granulocitdk
normalis fagocita aktivitds mellett sem tudtadk elpusztitani a korokozot. A paciens
testvérének neutrofil granulocitdi szintén nem tartalmaztak mieloperoxiddz enzimet, a
fiaibol vett fehérvérsejtek esetén a mieloperoxidaz szint a harmada volt csak a normalis
értékeknek [42]. Ekkor még ritkan el6forduld problémanak tartottdk a mieloperoxidaz
deficienciat. Ma mar a hematoldgiai automatak 01j generacidja rutin vérképek sordn is mér
mieloperoxidaz aktivitast, igy tudjuk, hogy nem is annyira ritka a probléma, csak altaldban
nem okoz tiineteket, igy észrevétlen maradhat. A frissebb adatok szerint az USA-ban
nagyjabol 2-4000 személybdl 1-nél van jelen a probléma, Japanban 55 000 ember koziil 1-
nél [22].

A mieloperoxidaz deficiencianak alapvetden két forméja ismert, az elsddleges, vagy
orokletes forma és a masodlagos, vagy szerzett. Az orokletes forma esetén az egyedek
mieloperoxidaz aktivitasa lehet csokkent vagy teljesen hianyozhat is. A mieloperoxidaz
enzimet kodold gén emberben a 17-es kromoszoéma 17q22-23 16kuszan talalhatd. A teljes
mieloperoxidaz deficiencia autoszomalis recessziv oroklésmenetet mutat. A mutacid az
eosinofil granulocitdkat nem érinti, mivel az eozinofil peroxidaz termeléséért felelds
génszakasz mashol kodolodik [22]. A mieloperoxidaz deficiencidban szenvedé emberek
korében csak nagyon alacsony szamban talaltak gyakoribb el6fordulast a fert6zo
betegségeknek, ez valdszinilileg annak koszonhetd, hogy mas MPO fiiggetlen
mechanizmusok kompenzaljak az immunrendszer hianyz6 elsé vonalas celluléris védekezd
funkcigjat. Azok a betegek, akik rendelkeznek az orokletes mutdcioval és mellette egyéb
hattérbetgséggel birnak, (mint pl. cukorbetegség) gyakrabban mutatnak tiinetet.

A neutrofil granulocitdknak sziiksége van a mieloperoxidaz enzim jelenlétére a neutrofil
extracellularis csapddk létrehozdsdhoz is. Teljes mieloperoxiddz deficiencia esetén a
neutrofilek nem képesek NET-et formalni, részleges deficiencia esetén a folyamat csak
lassabb, mint az egészséges szervezetben. A NET formacio gatlasa miatt a deficiens egyedek

fogékonyabbak szamos mikrobialis fert6zésre, kiilonosen Candida albicans esetén [23].
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A mieloperoxidaz deficiencia hatasat az immunrendszer miikodésére mesterségesen
létrehozott mieloperoxidédz deficiens mutans Zebradaniokban is vizsgaltak. A mutans ebriok
esetében a Candida albicans fert6zés gyorsabb terjedést tapasztaltak, de az egyedek nem
pusztultak el, mivel egy id6 utdn a fertdzés terjedése lelassult. Ez valoszintsiti, hogy
amennyiben a mieloperoxidaz-hidrogén-peroxid rendszer nem miikodik a szervezetben, az
egy¢eb védekezé mechanizmusok képesek valamilyen szinten atvenni annak funkciojat.
Ugyanakkor egy masik kisérletben, ahol mieloperoxidaz deficiens egereket fertéztek C.
albicans-sal, a deficiens egyedek korében magas mortalitast tapasztaltak. Igaz ebben az
esetben szisztémasan fertdzték az allatokat, a zebradanidk esetében csak az embridk
feliiletén vizsgaltak a terjedést [43].

Kutyédban az 6rokletes format egy olasz kopo esetében irtdk le elsd alkalommal. Az éllat
tiinetmentes volt, a mieloperoxidaz deficiens neutrofil granulocitakat az ADVIA 2120i
hematologiai automataval mutattak ki rutin vérvizsgalat soran. A mieloperoxidaz gén
vizsgalata soran kideriilt, hogy az érintett allat esetében egy nonszensz mutacié okozta a
deficienciat [44].

A masodlagos, vagy szerzett micloperoxidaz deficiencia nem az egyén teljes egész életét
kiséri végig. Ekkor valamilyen egyéb betegség miatt masodlagosan alakul ki a korkép, a
legtobb esetben nem minden neutrofil granulocita érintett és az alapbetegség sikeres
kezelése utan ez az enzimatikus funkcié normalizalodik [45].

Az MPO deficiencia nem minden téren karos az ebben szenvedd betegek szdmadra.
Kimutattadk, hogy az MPO deficiens egyedekben nehezebben alakul ki myocardialis
infarktus és cardiovascularis artheroma. Ez annak koszonhet6, hogy a mieloperoxidaz
rendszer miikodésekor képzddo hypoklorit antioxidansként miikodik, ami részben felelds az
LDL oxidacidért is. Az oxidalt LDL fontos szerepet tolt be az artheroma kialakitasaban, igy
a deficiens egyedek kevésbé hajlamosak ennek kialakulasara [46].

A human gyogyaszattal ellentétben a mieloperoxidaz hiany kutyakban ritkan vizsgalt
jelenség.

Egy kutatas soran a mieloperoxidaz deficienciat mutato allatokat vizsgaltak, illetve az ebbdl
kovetkezo atlagos peroxidaz aktivitasi index (MPXI) értékének valtozésait. A vizsgalatokat
az ADVIA 120 hematoldgiai analizatorral végezték. Az eredmények alapjan az allatokat
harom csoportba osztottak, annak fliggényében, hogy milyen sulyos volt a mieloperoxidaz
deficiencidjuk. A mieloperoxidaz deficienciat mutatd allatok legtobbje, valamilyen a
neutrofil granulocytdk fogyéasaval jard betegségben szenvedtek. Leggyakrabban a

parvovirussal (CPV) fert6zott allatok mintaiban jelentkezett a micloperoxidaz deficiencia,
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de gyakori volt a disszeminalt intravaszkularis koagulopatia (DIC), a sepsis, a pyometra ¢s
a pyothorax, illetve a tlidogyulladas, hasnyalmirigy-talyog, és hugyhdlyaghurut esetén is.
Az atlagos peroxidaz aktivitasi index (MPXI) a stulyosabb mieloperoxidaz deficienciat
mutato allatok esetében alacsonyabb volt, de gyakori volt a csoportok kozotti atfedés is, igy
az eredmények alapjan az MPXI 6nmagaban nem alkalmas a mieloperoxidaz deficiencia
diagnosztikajahoz, erre biztosabb modszer az automata altal készitett citogram [24].

Kutyak esetében micloperoxidaz deficienciat figyeltek meg kiilonb6zé vérparazita
fert6zottségek esetén is. A Hepatozoon canis fert6zott allatok esetében, a parazitat
tartalmazo neutrofil granulocitak mieloperoxidaz aktivitast szinte alig mutattak [47].

Kutydk olommérgezése esetén a neutrofil granulocitadk mieloperoxidaz aktivitasanak
vizsgalata soran azt talaltak, hogy a mieloperoxidaz enzimaktivitas jelentésen csokken az
o0lommeérgezett allatok esetében, a csokkenés mértéke korreldl a vér olomszintje és az
o0lommeérgezés klinikai tiineteinek sulyossagaval. Mivel az 6lom megzavarja az eritrocitak
hem szintézisét, igy a két hem proteint tartalmazo mieloperoxiddz enzim szintézisét is
akadalyozza. A mérgezett allatok MPO aktivitdsan kiviil vizsgaltdk még ezen allatok
neutrofil granulocitdinak baktericid aktivitast is. Az 6lom vegyiiletekkel etetett allatok
granulocitdi csokkent baktericid aktivitassal rendelkeztek in vitro. Az 6lom adagolasanak

abbahagyasa utan az allatok mieloperoxidaz aktivitasa helyreallt [48].
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Anyag és modszer

Munkénk soran olyan vérmintakat vizsgaltunk, melyek mieloperoxidaz deficiens neutrofil
granulocitdkat tartalmaztak. Az eredményeket egészséges allatokbol szarmazd negativ
kontroll mintakkal, illetve mieloperoxidaz deficienciat nem mutatd akut gyulladasban
szenvedd allatokbol szarmazd vérmintdkkal hasonlitottuk 6ssze. A elvégzett retrospekiv
vizsgalatban szerepld allatok az Allatorvostudomanyi Egyetem klinikain 2022-ben és 2023-
ban kezelt betegek koziil keriiltek ki.

A méréseket az Allatorvostudomanyi Egyetemen Korélettani és Onkologiai Tanszékének
(KONK) laborjdban végeztiik. A vizsgalatok soran a hematologiai méréseket alvadasban
gatolt vérbol végeztiik, a felhasznalt alvadasgatlo Ks-EDTA volt. A biokémiai mérések gélt
nem tartalmazé mikrocentrifuga csovekbe vett vérmintakbol torténtek. A vizsgalt
vérmintakat az alapjan valasztottuk ki, hogy az elkészitett gépi hematoldgiai eredmények és
a kenetelemzés sordn jelentezett-e legalabb 10%-o0s eltérés a monocitdk és a neutrofil
granulocitdk szamolt értékeiben, illetve, hasonléan a Klenner et. al. kutatdsdhoz [24] a
monocita arany minimum 17% volt az automata sejtdifferenciacio soran. A mintak szallitas
soran ¢és a mérések elvégzéséig tartd rovid id6 alatt mind 4 Celsius fokon hiitve voltak
tarolva. Haemolitikus, illetve egyéb preanalitikai hibat mutatd minték kizarasra kertiltek. A
mérésekre a mintavételtol szamitott 4 oran belil sor keriilt minden minta esetében, tehat a
vizsgalt vérmintdk mindegyike frissnek tekinthetd. A gépi hematologiai elemzést az ADVIA
21201 hematoldgiai automatdval végeztilk. Ez a hematoldgiai automata a fehérvérsejtek
PEROX csatornan pedig a tobbi fehérvérsejt populacidt kiiloniti el. Ennek pontos
mechanizmusat az analitikai modszerek fejezetben részleteztem. A mieloperoxidaz hianyos
neutrofil granulocitdkat a rendszer nem a neutrofil frakcidba sorolja, ezek a sejtek, vagy a
monocita frakcioban vagy a LUC frakcioban jelennek meg. Emiatt ilyen esetekben a gép
altal kiadott eredményekre jellemzd az atlagosnal magasabb LUC szdm, vagy gyakrabban a
monocitdzis. Az automata altal készitett felhé diagramon ilyenkor a neutrofil felhé kisebb
az atlagosnal és a monocita, illetve a LUC sejtek altal alkotott felhé nagyobb.

A BASO csatornan végzett mérés soran a gép a sejteket két csoportba osztja. A basofil
rezisztens €s az egyéb nem rezisztens sejttipusra. A ftalsavra érzékeny fehérvérsejteket
tovabb csoportositja a sejtmag mérete és konfiguracioja alapjan. A polimorfonuklearis sejt

frakciot a neutrofil és az eozinofil granulocitak alkotjak, a monomorfonuklearis sejtek pedig
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a monocitdkbol és a limfocitakbdl allnak. A gép éltal szamitott polimorfonukledris sejt
frakcidé szazalékban megadott értékébdl kiszdmithaté a BASO csatorndn mért neutrofil
granulocita szazalék. Ehhez a PMN-b6l kivontuk a PEROX csatorna altal szamitott eozinofil
granulocita szazalékot, igy megkapva a neutrofil szazalékot.

A mikroszkopos kenetelemzéshez, a vérkenetet 3-5 mikroliter kozotti vérmennyiségbdl
késziilt, a kenet szdradasa utan a minta festése Diff-Quick festékkel tortént. Ennek sordn a
kenetet eldszor fixald oldatba helyeztiik, majd szaradas utan 3-5-szor a piros (eosinophil)
reagensbe martottuk. Ezutan tiszta vizzel vald oblités kovetkezik, majd 25-30 alkalommal a
kenetet kék (basophil) reagensbe martottuk. Ismételt vizes oblitést kovetden, a kenet végso
szaradasa utan keriil vizsgalatra. A vizsgalat soran mind a sz¢li részeken, mind a kdzepén
szamlalasra keriilnek a sejtek, mininalisan 100 db, vagy ennek egész szdmu tobbszordse. A
sejtszamlalas 100x-os nagyitdson immerzids olaj alatt torténik. A kenetelemzés sordn a
kiilonboz6 fehérvérsejt frakciok, az eritrocitak, és a trombocitak szaman kiviil a kiilonb6z6
rendellenes sejtalakok, és a sejteken beliili koros képletek is értékelésre keriilnek (pl. toxikus
alakok, Dohle-testek, parazitak, festddés beli eltérések, agglutinacio, stb.).

A KONK laborban minden vérminta esetében sor keriil a manudlis kenetelemzés
elvégzésére. A kivalasztott vérmintak esetén Osszehasonlitottuk a kenetelemzésbdl szamolt
¢és a gép altal mért értékeket, illetve megnéztiik azt is, hogy ezeknek a mintdknak mekkora
az MPXI értéke. A Dokiforvets rendszerbdl kigytijtottiik a kivalasztott allatok adatait (fajta,
kor, nem, betegség) (1. tablazat).

1. tablazat: A résztvevo allatok adatai

Azonositd ivar kor év Fajta Betegség
2022/9338 Nostény 5 éves Yorkshire terrier |Akut pancreatitis
Yorkshire terrier e
2022/9089 Néstény I éves orkshire termier o alitikus ileus
biewer
2022/9068 Néstény 11 éves ozepes test Ak
keverék
o ’ Német Lymphadenopathia,
2022/8291 NOstény 5 éves ., IAbscessus,
juhdszkutya .
Neoplasia
2022/6115 NOstény 10 éves Yorkshire terrier |Allergodermatitis
0 A
2022/6080 Him 6 éves Kistestii keverék | o morraglas
enteritis
_ , Szalkas szort
2022/5971 NOstény 13 éves AKI

torpe tacsko
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Azonositd ivar kor év Fajta Betegség
i , . . |Haemorrhagias
2022/5974 Him 14 éves Yorkshire terrier .
enteritis
2022/5965 Nostény 4 Gves Maltai AKI
selyemkutya
2022/5776 Him 1 éves Kozepes testil 01
keverék
2022/4413 Him 11 éves Bichon frisé /AKut pancreatitis
2022/10964 Him 4 éves Nem ismert Sepsis
2022/11294 Him 11 éves Foxterrier /AKut pancreatitis
2022/11394 Him 10 éves Bulldog Gastroenteritis
2022/11485 Him 8 éves Nem ismert /Anaplasmosis
2022/11681 Him 12 éves Magyar vizsla  |Gastroenteritis
2022/12711 Nostény 12 éves Yorkshire terrier [Pyometra
2022/13662 Him 3 éves Yorkshire terrier |ARDS
2022/14227 NOstény 13 éves Bichon havanese Anterlor crucate
ligament. ruptura
2022/14626 Him 2 éves Német dog Gastroenteritis
2022/14898 Nostény 14 éves Pomeraniai Anaemia
2022/16384 Him 4 éves Francia bulldog |[Megaoesophagus
2023/1891 Nostény 6 éves Maltai /Allergodermatitis
selyemkutya
2023/4685 NOstény 2 éves Francia bulldog AsPlraClO.s
pneumonia
IAut veérzéses
2023/5140 Him 6 éves Bichon havanese [béllgyulladas
szindroma
. , . Gastroenteritis,
2023/14995 Him 3 éves Francia bulldog AKI
2023/15007 Him 4 éves Nem ismert Sepsis
2023/15031 Him 3 éves Francia bulldog iaKsIt roenteritis,
2023/15077 Him 6 éves Keverék Sepsis
IAbscessus hepatis,
abscessus
2023/17203 NOstény 11 éves Mini bull terrier |pancreatis,
peritonitis
purulenta
2023/9772 Him 1 éves Yorkshire terrier |[Egyéb
2023/11628 NOstény 4 éves Francia bulldog [Sepsis
2022/9008 Nostény 1 éves Yorkshire terrier [Paralitikus ileus
2022/6929 Ndstény 1 éves Maltipoo Sepsis
2022/10994 Nostény 1 éves Labrador retriver |CPV
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Azonositd ivar kor év Fajta Betegség
2022/11127 Nostény 1 éves Kistestii keverék [CPV
2022/11706 Him 1 éves Kistestli keverék [CPV
2022/16444 Him 5 éves Francia bulldog |Babesiosis
2023/11976 Nostény 8 éves Papillon /Akut pancreatitis
2023/9648 Him 1 éves Yorkshire terrier [Egyéb

Rogzitettik a mintdkbol mért Osszfehérvérsejt szamot, a gép altal mért, illetve a
kenetelemzés soran szamolt szazalékos és abszolut mennyiségi értékeket. A gép altal
szamitott értékek koziil még minden allat esetében rogzitettiik az atlagos peroxidaz aktivitasi
index (MPX]) értékeket, illetve amennyiben az adott minta esetén tortént cCRP mérés, annak
eredményét is (az adattabla a terjedelmes mérete miatt nem képezi a dolgozat részét).
Mivel macskdk esetében élettani allapotban is sokkal alacsonyabb a neutrofil granulocitak
peroxidaz aktivitasa, ezért a mieloperoxidaz deficienciat mutat6é kutya mintakat az ADVIA
2120i hematologiai automata macskakra fejlesztett beallitasaval is lefuttattuk. Ezzel azt
vizsgaltuk, hogy az alacsonyabb mieloperoxidaz aktivitdst mutatd kutydbol szadrmazo
neutrofil granulocitdkat hatékonyabban képes-e a rendszer azonositani ezen bedllitas
felhasznalasaval.

A mintak egy részébol nemcsak az ADVIA hematoldgiai automataval végeztiink méréseket,
hanem egy masik automatéval is, amely nem peroxidéaz festéssel kiiloniti el a fehérvérsejt
populacidkat. Ezeket a méréseket a Sysmex XT-20001 hematologiai automataval végeztiik
az Allatorvosi Hematologiai és Onkoldgiai Kozpont (AHOK) laboratoriuméban. Ez a
hematoldgiai automata a sejtek DNS és RNS tartalma, illetve a sejt mérete alapjan kiiloniti
el a fehérvérsejteket. A Sysmex automata 4ltal kiadott eredményeket szintén
Osszehasonlitottuk a kenetelemzés soran kapott értékekkel, ez alapjan azt vizsgaltuk, hogy a
mieloperoxidaz hianyos neutrofil granulocitak hatékonyabban azonosithatok-e ezzel a sejt
differencial6 technikaval.

Az adatokat microsoft Excel tablazatkezeld szoftverben az “Analyse it” program
segitségével dolgoztuk fel. A statisztikai elemzés sordn két mintas t probat és Pearson-féle
korrelacids vizsgalatot, valamint Passing-Bablok regressziot €s Bland-Altman analizist

hasznaltunk.
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Eredmények

Betegpopulacio elemzése

A mieloperoxidaz deficienciat mutatd egyedek kozott 6sszesen 21 fajta fordult eld, a keverék
kutyakat, amennyiben rendelkezésre allt adat, méret szerint kategorizaltuk (kistestll, kdzepes

testli és nagytestii). Két esetben az allat fajtdja nem volt ismert. A fajtabeli eloszlast az 4.

diagram szemlélteti.

Labrador retriver Pu;;:.l‘ ‘Iun
Maltipoo 3% :

3%

Mini bull terrier
3%

Keverék

3%

Yorkshire terrier
20%

Francia bulldog

15%
Yorkshire terrier biewer
3%
Kozepes testii keverék
5%
Pomeraniat Német juhaszkutya
3% 3%

Német dog
3%
Kistestii keverék
8%

Bichon havanese
5%

Magyar vizsla Szilkds sz0rll torpe tacsko
3% 3%
Bulldog

3% .
“ Foxterrier
3% . Bichon frisé¢

Nem ismert 30

8% -’

Maltai selyemkutya

5%

4. diagram: A betegpopulacio6 fajta beli megoszlasa
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Az allatok kora 1 évtdl 13 éves korig valtozott. A vizsgalt allatok kor szerinti megoszlasat a

5. diagram szemlélteti.

14 éves
5%

13 éves

5%

12 éves
5%
11 éves
10%

10 éves I
5%

2 éves
5%

3 éves
8 éves 7%

5%

6 éves .
10% 4 éves

13%
5 éves
8%

5. diagram: A betegpopulécio korbeli megoszlasa
A vizsgalt allatok kozott 19 néstény €s 21 him fordult eld. A két nem kozotti eléfordulas

gyakorisaga nem mutatott eltérést. A nemi eloszlast a 6. diagram szemlélteti.

53%

m nGstény him
6. diagram: A vizsgalt allatok nemi eloszlasa
A mieloperoxidaz deficienciaban szenvedd allatok kozott Osszesen 21 kiilonbozo alap
betegség fordult eld, ami feltételezhetden felelds a mieloperoxidaz hianyos allapot
l1étrejottéért. A betegségek leggyakrabban valamilyen az emésztd szervrendszert érintd
problémak voltak (akut pancreatitis, haemorrhagias enteritis, gastroenteritis, CPV fertdz¢és,
ileus, paralitikus ileus). Tobb esetben fordult el valamilyen okbol kialakult szeptikémiaban
szenvedO betegnél, illetve egy esetben a szepszishez asszocialt probléma (ARDS) esetén is.

Két betegnél fordult eld a vérsejteket érintd parazitdzisban (anaplasmosis, babesiosis).
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Alapvetden minden beteg esetén elmondhatd, hogy az allatok valamilyen sulyosabb
szisztémas gyulladast okozd korképben szenvedtek. A kiilonbozoé korképek eléfordulasat a

7. diagram szemlélteti.

Babesiosis
PV 3%
8%

Akut pancreatitis
11%

Egyéb
5%

Paralitikus ileus
5%

Abscessus hepatis, abscessus
pancreatis, peritonitis purulenta
3% AKI

5%

Gastroenteritis, AKI
5% Lymphadenopathia, Abscessus,
Neoplasia
3%
Aspiraciés pneumonia

3% Allergodermatitis

Megaoesophagus 5%

3%

Anaemia

3% Haemorrhagias enteritis
Anterior cruciate ligament. ruptura 5%

3%

ARDS
3%

Pyometra

lleus

3% :
Anaplasmosis

3% Sepsis

Gastroenteritis 13%
8%

7. diagram: A betegségek megoszldsa a vizsgalt populacioban

Az utankdvetés sokszor nehézségbe litkozik, mivel az egyetemi klinikan a betegségiik csak
egy szakaszaban kezelték az allatokat. Az elhullas gyakorisaga az egyetemi klinikan eltoltott
kezelési id6 alatt alacsony volt. Az adott betegségben rovid idon beliil ténylegesen elhullott
allatok szamardl nem rendelkeziink megfeleld informacioval, ezért tulélésre vonatkozd

elemzések nem késziltek.
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Mieloperoxidaz deficiencia megjelenése ADVIA 2120i automataval
végzett hematologiai vizsgalatokban

A vizsgalt mintdkat harom csoportra osztottuk: mieloperoxidaz deficienciat mutaté betegek,
akut gyulladasos betegségben szenvedd, de mieloperoxidéz hianyt nem mutatd paciensek és
tiinetmentes, egészséges kutya populacio.

Osszehasonlitd elemzést végeztink az egyes csoportokban az ADVIA 2120i altal
neutrofilként definialt és a kenet elemzés soran neutrofil granulocitaként jellemzett sejtek
szazalékos aranyat tekintve. A mieloperoxiddz deficienciat mutatd csoportban a
kenetelemzés és az ADVIA PEROX csatorna altal meghatarozott neutrofil granulocita
szazalékos ardnyok kozott nem allapithatdé nem linearis kapcsolat, illetve a két modszerrel

kapott eredmények szignifikansan kiilonbéznek egymastol (p < 0,0001) (8. diagram).
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8. diagram
ADVIA 21201 PEROX mddszerrel meghatarozott és a kenetelemzés soran kapott neutrofil
granulocita %-os értékeinek Gsszehasonlitdsa mieloperoxidaz hianyt mutato egyedekben
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A masodik vizsgalt populacidt olyan allatok alkottak, amelyek valamilyen akut gyulladasos

korképben szenvedtek, de az atlagos mieloperoxidaz aktivitasuk normadlis volt. Ebben a

csoportban a gép altal mért neutrofil granulocita szazalékos értékek és a kenetelemzés soran

kapott eredmények kozott szoros korrelacidé mutatkozott, a két modszerrel kapott

eredményekben nem volt szignifikans eltérés (p = 0,52) (9. diagram).
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9. Diagram

ADVIA 21201 PEROX mddszerrel meghatarozott és a kenetelemzés soran kapott neutrofil
granulocita %-os értékeinek Osszehasonlitisa mieloperoxidaz hianyt nem mutaté akut
gyulladéasos betegségben szenvedd egyedekben
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Az el6zd két csoporthoz hasonloan elvégeztiik az Osszehasonlitd elemzéseket egy
egészséges kutyakbol allé csoporton is. A vizsgalat hasonld eredményt hozott, mint a
mieloperoxidaz hianyt nem mutatd betegcsoportnal. Szoros linearis kapcsolat lathato a gép
altal mért neutrofil granulocita szdzalékos értékek és a kenetelemzés soran kapott
eredmények kozott. A két modszerrel kapott eredmények kozott az egészséges populacidban

majdnem tokéletes egyezés mutatkozott. (10. diagram)
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10. Diagram
ADVIA 21201 PEROX mddszerrel meghatarozott €s a kenetelemzés soran kapott neutrofil
granulocita %-os értékeinek 6sszehasonlitasa egészséges egyedekben
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Mieloperoxidaz deficiencia elemzési lehetoségei Advia 2120i automataval

A BASO csatorna alkalmazhatosaganak vizsgalata

Megvizsgaltuk, hogy az ADVIA 2120i hematologiai automata BASO csatorngja altal
szolgaltatott informéciok hasznalhatok-e a mieloperoxiddz hidnyt mutaté esetek
elemzéséhez Ehhez a gép altal mért polimorfonuklearis sejt szazalékbol kivontuk az
eozinofil és basofil szdzalékot, megkaphatuk a BASO csatorna altal mért neutrofil
szazalékot. A mieloperoxiddz hidnyt mutatdé mintak esetében az igy kapott neutrofil
szamokat dsszehasonlitottuk a kenetelemzés soran kapott értékekkel. Ennek alapjan a BASO
csatorna altal megadott neutrofil szazalék és a kenetelemzés eredményei kozott nincs linedris
kapcsolat és a vizsgalt betegekben mért neutrofilek két populacioéra oszlottak (11. diagram).
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11. Diagram
ADVIA 2120i BASO moédszerrel meghatarozott és a kenetelemzés sordn kapott neutrofil
granulocita %-os értékeinek Osszehasonlitisa mieloperoxidaz deficiens egyedekben
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Macska allatfajhoz kapcsolodo kapuzas alkalmazhatésaganak vizsgalata

Az ADVIA 21201 automata nem teszi lehetdvé az elkiilonitett fehérvérsejt populaciok
manudlis analizisét. Viszont lehetdség van a mar lemért mintdk mas allatfajhoz rogzitett
beallitasainak hasznélatdra. Jelen vizsgdlatban az élettani kortilmények kozott is alacsony

neutrofil mieloperoxidaz aktivitassal rendelkez6 macska fajt valasztottuk. (12. diagram)
FEROX PERD ‘

Fehérvérsejt populaciok meghatérozésﬁzAgil?Iirgl,ZOi PEROX modszerrel kutya (A) és
macska (B) fajokhoz kapcsolt kapuzassal a 2023/15031 szd&mu mintaban
Limitalo tényezd a részleges mieloperoxiddz hidny, amely sordn az automata a
klaszteranalizis soran nem fehérvérsejtként értékeli a magas enzimaktivitasu leukocitakat
(13. diagram). Ezt a hibat ugy tudtuk kikiiszobolni, hogy figyelembe vettiikk a PEROX és
BASO csatornan mért 0Ossz fehérvérsejtszamot. Az illesztést akkor tekintettiik
elfogadhatonak, ha a két eredmény eltérése maximum 15% volt, ami a hematologiai

vizsgélatoknal a TEa értéke a fehérvérsejtszam esetén.

|Perox Perox

13. diagram
Kutya mintak fehérvérsejt populdcidinak meghatarozdsa ADVIA 21201 PEROX
modszerrel macska kapuzassal
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A mieloperoxidaz hidnyos populdcié kenetelemzésének értékeit Osszehasonlitottuk,
ugyanezen mintdk macskdra fejlesztett beallitdison mért értékeivel is (14. diagram). A
neutrofil granulocitak szazalékos aranya a macskahoz tartoz6 beallitason és a kenetelemzés

soran szamolt érték nem térnek el egymastol és kozottiik szoros korrelaciot figyeltiink meg.
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14. diagram
ADVIA 21201 macska allatfajhoz tartozé kapuzassal meghatarozott és a kenetelemzés
soran kapott neutrofil granulocita %-os értékeinek 0sszehasonlitasa mieloperoxidaz
deficiens egyedekben
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Mieloperoxidaz hianyt mutaté mintak 6sszehasonlit6 vizsgalata ADVIA 2120i és
Sysmex XT2000i automatakon

A mieloperoxidaz deficiancidban szenvedd allatokbdl szarmazdé mintakbol tiz esetben
tortént mérés a Sysmex XT2000i hematologiai automataval. Ezeket a mérési eredményeket
Osszehasonlitottuk, a kenetelemzés soran kapott neutrofil granulocita értékekkel. Ugyanazon
mintakbol szarmazd mérések alapjan elmondhatjuk, hogy mig az ADVIA értékei ¢és a
kenetlemzés kozott az eltérés jelentds volt (p < 0,0001), addig a Sysmex értékei nem
mutattak jelentds kiilonbséget (p = 0,32). (15. diagram). A Sysmex hematologiai
automataval is vizsgalat vérmintak elemzése jol korrelalt a kenetelemzéssel, mig az ADVIA

esetén nem volt linearis kapcsolat.
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Mieloperoxidaz deficiens egyedek ADVIA 21201 PEROX csatorndn mért és Sysmex XT
20001 DIFF csatornan mért adatainak 6sszehasonlitd analizise
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Az atlagos mieloperoxidaz index (MPXI) informatikai értéke

A mieloperoxidaz szintjének valtozasa a neutrofil granulocitakban

Az MPXI értékek a mieloperoxidaz hianyos populacidban negativ, illetve pozitiv iranyban
is eltértek a normalis peroxidaz aktivitastol, ez azzal magyarazhat6, hogy a gép az altala
neutrofil granulocita frakcioba sorolt sejtek peroxidaz aktivitdsat méri, tehat a deficiens
neutrofilek, melyek nem keriilnek a megfeleld frakcioba, ebbe az értékbe nem szamitodnak
bele. Az akut gyulladdsos allatok esetében az MPXI minden mintdban magasabb volt a
normal értékeknél. Ebben a populacioban negativ MPXI nem fordult eld. A harom populaciéd
MPXI értékei kozott szignifikans eltérés az egészséges és mieloperoxidaz deficiens, illetve
az akut gyulladasos ¢és a mieloperoxidaz deficiencidban szenvedd allatok értékei kozott van
(p <0,001) (16. diagram). Az egészséges és a mieloperoxiddz deficiens populaci6 MPXI

értékei nem kiilonboztek egymastol.
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p <0,001
p<0,001 ! !
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Egészséges Gvulladasos MPOD

16. diagram
Atlagos mieloperoxidaz index alakulasa egészséges, valamint mieloperoxidaz deficiens és

normal mieloperoxidaz készlettel rendelkezd akut gyulladasos betegcsoportok kozott
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A macska allatfajon ujra kapuzott mintdknal is elvégeztilk az MPXI kozotti kiilonbségek
vizsgalata (18. diagram). Az el6zé fejezetben leirt elemzést tekintve igy a neutrofil
klaszterbe sorolddnak a micloperoxidaz deficiens sejtek is. A fajok kozotti kiilonségek
el0szor meghataroztuk az egészséges kutya és macska mintak atlagos mieloperoxidaz értékei
kozotti eltérés mértekét, amely 0,6-nek adddott. Ezt a faktort alkalmaztuk a mieloperoxidaz
hianyos csoport MPXI értékeinek szdmitasahoz. Ebben az esetben mar jol lathato az MPXI

értékek novekedése az Osszes akut gyulladasos csoportban az egészségeshez képest (p =
0,0001)
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18. diagram

MPXT alakulasa egészséges, valamint macska kapuzassal értékelt mieloperoxidaz deficiens
¢s normal mieloperoxidaz készlettel rendelkezd akut gyulladasos betegcsoportok kozott
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Az MPXI és a

Megvizsgaltuk, hogy a kivalasztott populaciokban a CRP akut fazis fehérjéhez hasonldéan

valtozik-e az

alkalmazott kapuzéssal kapott értékeket hasznéltuk. A CRP ¢és az MPXI értékei kozott

gyenge korrelacio lathato. Jelentds mértékii szoras lathaté a normal CRP régidhoz tartozo

MPXT értékek

MPXI

CRP kapcsolata

MPXI értéke. A mieloperoxidaz hidnyos egyedeknél a macska fajnal

esetében.

40

35 4 L ]

50 100 150 200 250
CRP (mg/L)

12. diagram
MPXI és a CRP kapcsolata az sszes vizsgalt kutyaban
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Kovetkeztetések
Az akut gyulladasos folyamatok esetén, mivel ilyenkor a fehérvérsejt felhasznalads nd,

gyakran talalkozunk mieloperoxidaz hianyban szenvedd allatokkal [24]. Mivel a
gyulladédsos folyamatok kezdeti szakaszan els6dlegesen a neutrofil granulocitak
aktivalodnak [23], és kezdik meg a korokozo eliminalasat, emiatt ezeknek a sejteknek a
felhasznalasa a legjelentésebb [3]. A neutrofil granulocitdkban talalhatdo mieloperoxidaz
enzim fontos szerepet tolt be a korokozok elleni kiizdelemben, ezért a sejtekben talalhatod
enzimkészlet nagyobb mértékben hasznalodik fel [23]. Alapvetden a mieloperoxidazt
felhasznalo aktivalt neutrofil granulocitdk helyére az egészséges szervezetben, j normalis
mieloperoxidaz szinttel rendelkezé neutrofilek keriilnek [4]. Elettani esetben tehat, akut
gyulladésos korképek esetén a neutrofil granulocitdk aranya né. A mieloperoxidaz deficiens
allatok esetében azonban ez az utdnpotlds hidnyt szenved, emiatt a keringésben
mieloperoxidaz hidnyos neutrofil granulocitdk jelennek meg, amelyek a hematologiai
mérések soran detektalhatok. Ilyen esetben az ADVIA 2120i hematologiai automata 4ltal
végzett fehérvérsejt differencidcid sordn a neutrofil arany A4ltalaban a referencia
intervallumon beliili, vagy enyhén emelkedett. Lilliech6ok et. al. kutatasa alapjan a vérbe
juttatott endotoxin a csontveldbdl a keringésbe keriil6 neutrofil granulocitdkban MPO hidnyt
okozott lovak esetében [36]. Ez magyarazhatja, hogy a gyulladasos folyamatok soran miért
talalkozhatunk bizonyos allatok esetén MPO hianyos neutrofil granulocitakkal.

A mieloperoxiddz hidny nem konkrét betegséghez kotddik, szinte barmilyen szisztémas
gyulladassal kiizdd allat esetén megjelenhet. Az altalunk vizsgélt mieloperoxidaz deficiens
populacidban eléforduld betegségek leggyakrabban az emésztd szervrendszert érintették.
Ahogy azt a szakirodalmi adatok is alatamasztjak, az éllatok kora, illetve neme nem
befolyasolta a MPO hiany megjelenésének gyakorisagat [24]. A mieloperoxidaz deficiens
populécidban viszont az adataink alapjan gyakrabban fordultak el kistesti fajtak.

A vizsgalt mieloperoxiddz deficienciat mutaté vérmintdk esetében az ADVIA 2120i
hematologiai automata altal végzett fehérvérsejt differenciacid soran a deficiens neutrofil
granulocitak nem a megfelel6 frakcioba sorolodnak. Ezt a jelenséget szakirodalmi adatok is
alatamasztjak [24]. A deficiens neutrofileket az eredményeink alapjan a gép altalaban a
monocita frakcioba sorolja. Ezt bizonyitottdk a kenetelemzés eredményei, illetve a
retrospektiv vizsgalatok soran kapott statisztikai eredmények is. A mieloperoxidaz deficiens
populdcioban a peroxidaz festddés alapjan torténd neutrofil szdm meghatarozas eredményei

¢s a kenetelemzés soran kapott eredmények kozott nincs korrelacio. A negativ kontroll és az
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enzimhidnyt nem mutat6 akut gyulladasos esetekben a kenetelemzés €s az automata altal
szamitott neutrofil ardny szoros korrelaciot mutat.

A  mieloperoxiddz deficiencia jeleit mutatd vérmintak esetén a laboratoriumi
diagnosztikdban nem lehet csak a peroxidaz festést alkalmazod automata altal kiadott
eredményekre hagyatkozni, hanem sziikségszerli a manualis kenetelemzés elvégzése.

A kenetelemzés eredményei és a BASO csatornan mért neutrofil arany kozott sem taldltaunk
korrelaciot. Ez alapjan az ADVIA hematologiai automata BASO csatornajan tortént mérési
adatokbol szamitott neutrofil arany a deficiencidt mutatdé neutrofil granulocitdk
azonositasara nem alkalmas. A deficienciat nem mutat6 betegek esetében a kenet és a BASO
csatorna eredményei szintén csak gyenge korrelaciét mutatnak. Ezt magyarazhatja, hogy a
BASO csatorna altal vizsgalt lebenyezettséget, illetve a sejtméretet a degranulacié mellett
befolyasolhatja mind a neutrofil granulocitdk fiatal sejtalakjainak megjelenése, illetve a
kiilonboz6 gyulladasos korképek soran a neutrofileket érintd egyéb toxikus valtozéasok is.
Akut gyulladasos korképek esetén szintén tobb esetben tapasztalhatd diszkrepancia a

PEROX ¢és a BASO analizis eredménye kozott (19. diagram).

BASO BASO BASO

Egészséges (18043) Akut Gyulladasos (17304) Mieloperoxidaz hianyos (17203)
Polimorfonukledris sejt: 63.3% Polimorfonuklesris sejt: 2.2% Polimorfonuklearis sejt: 1,7
Kenet neutrofil + eosinofil: 64% Kenet neutrofil + eosinofil: 83% Kenet neutrofil + eosinofil: 89%

Lobularitasi index: 3.61 Lobularitasi index: 2,21 Lobularitési index: 2,37

19. diagram: A PEROX ¢és a BASO csatorna 6sszehasonitdsa a vizsgalt populacioban.
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Az ADVIA macskdkra optimalizalt bedllitasan végzett mérések eredményei szoros
Osszefliggést mutatnak a kenetelemzéssel. Ennél az allatfajnal alkalmazott kapuk
hasznalataval hatékonyabban differencidlhatoak a mieloperoxidaz hianyban szenvedd
kutyak fehérvérsejtjei.

Technikailag konnyen kivitelezhetd a leletek modositasa, a konnyebb megértés érdekében,
a limitald tényezoket figyelembe véve.

A SysmexXT 20001 hematologiai automataval végzett mérések és a kenet elemzés kozotti
szoros Osszefiiggés alapjan elmondhatjuk, hogy a magfestésen alapulo sejt differencialo
technikanak [32] kdszonhetéen a mieloperoxidaz hianybol adodo mérési hibak nagy része
kikiiszobdlhetd, ugyanakkor a mieloperoxiddz hianyos allapotok nem felderithetdek
egyértelmiien. Azonban felmeriil a kérdés, hogy a mieloperoxiddz hidny, mint informacid
elvesztése okoz-e nehézséget a hematoldgiai eredmények megfeleld értékelésében, illetve a
késobbi klinikai dontések meghozatalaban.

Mivel jelen szakdolgozathoz klinikai betegek vérmintdit hasznaltuk fel, ezért a betegek
utokovetésére nem volt lehetdség. Emiatt azt nem tudtuk megéllapitani, hogy az esetlegesen
mieloperoxidaz deficiens allatok koziil hdny olyan fordult eld, ahol nem az adott betegség
okozta az ideiglenes mieloeperoxidaz hidnyt, hanem esetlegesen genetikai enzimhianyos
allapot felel a laboratoriumi eltérésekért. Ez az enzimhianyos allapot hozz4jarult esetlegesen
az allat alapbetegségének romlasdhoz és a korhazi ellatas sziikségességéhez.

A 20. diagramon is jol lathato, hogy a mieloperoxidaz hiany a gyulladasos folyamat adott
szakaszaban jelentkezik atmeneti jelleggel. A jelenlévé mieloperoxidaz hiany minden

esetben a fennall6 gyulladasos folyamatra utal.

Fehérvérsejiszam: 5.3 G'L.  Fehérvérsejtszam: 14,4 G’ Fehérvérsejtszam: 10,5 G/ Fehérvérsejtszam: 6,7 G/L
MPXI: 13,3 MPXI: 26.1 MPXI: 12 MPXI: 17.1
CRP: 85.7 mg/L CRP: 498.6 mg/L CRP: 454 mg/L CRP: 5.3 mg/L
20. diagram: Mieloperoxidaz hianyos allat scattergram, MPXI és CRP értékei a gyulladas

kiilonboz6 fazisaiban
Annak ellenére, hogy a neutrofil granulocitak egy részét a gép a monocita frakcidba sorolta,

a neutrofil szam a gép altal mért értékek alapjan referencia intervallumon beliilinek adodott.
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Ez magyarazhatd azzal, hogy az aktivalt neutrofil granulocitakbdl a degranulécidé soran
kiszabadulé mieloperoxidaz enzim a még keringésben 1évd neutrofilek élettartamat
meghosszabbitja [5]. Ehhez hozzajarul még, hogy a gyulladasos folyamatok soran a neutrofil
granulocitak jelentdsen nagyobb szamban vannak jelen a keringésben, tehat, ha egy résziiket
nem is azonositja megfeleléen a rendszer, a normal értéket elérheti a szamuk. Ett6l
fiiggetlentil ilyen esetekben a kenetelemzéshez képest mindig alacsonyabb neutrofil aranyt
szamit a gep.

Az atlagos mieloperoxidaz aktivitasi index alapvetden gyulladasos folyamatokban tér el a
normalis értéktdl, az eltérés lehet negativ vagy pozitiv irdnyt is. Az eredmények
értékeléséhez azonban fontos tudni, hogy az MPXI-t a gép az altala mar neutrofil frakcioba
sorolt sejtek peroxiddz aktivitdsabol szamitja. Ez alapjan tehat, hidba van jelen
mieloperoxidaz hiany, ha a neutrofil frakcidba sorolt sejtekben a peroxidaz aktivitds normal,
akkor ez az érték ugyanligy magasabb lesz, mint egy nem mieloperoxiddz deficiens akut
gyulladasban szenvedo allat esetén.

Lovakban Schwarz et al. tanulménya alapjan a gyulladasos folyamatok kezdeti szakaszaban
alkalmazhaté markernek talaltak az MPXI-t [40]. Egy Babesia rossi fertézott allatokat
vizsgdlod tanulmanyban pozitiv korrelaciot taldltak az IL-10 szintekkel, és a fertézott
allatokban az MPXI magasabbnak adodott az egészséges allatokhoz képest [41]. A sajat
eredményeink alapjan negativ MPXI szintek csak a mieloperoxiddz deficienciat mutatd
vérmintak esetében jelentek meg, kis szamban. Magasabb MPXI mind az akut gyulladasos,
mind a mieloperoxiddz deficiens neutrofil granulocitdkat tartalmaz6 mintdk esetében
eléfordult. A szakirodalommal ellentétben az altalunk mért MPXI értékek egyértelmii
korrelaciot nem mutattak, sem az altalanos gyulladasos markerként hasznalt cCRP-vel, sem
a gép altal szamolt neutrofil granulocita arannyal. Mivel jelen szakdolgozathoz olyan
vérmintakat hasznaltunk fel, melyeket a klinikara érkezd betegekbdl, a gyulladasos korképek
kiilonboz6 fazisaiban vettek le, ezért valoban lehetséges, hogy a gyulladas kezdeti szakaszan
az eredményeink ellenére az MPXI haszndlhat6 lenne markerként, de ez az altalunk kapott
eredményekbdl ez nem megitélhetd. Az eredmények alapjan tehat a csak egy iddpillanatban
vett vérmintabol mért MPXI sem a gyulladadsos folyamatok, sem a mieloperoxidaz
deficiencia jelenlétének markereként nem hasznélhato.

A mieloperoxidaz enzim szérumbol mért értéke onmagaban human gydgyaszatban tobb
betegség esetén hasznalatos prognosztikai markerként [25]. Az allatgyogyaszatban a
mieloperoxiddz szintek ilyen jellegli vizsgéalatdr6l még szakirodalmi adat nem all

rendelkezésre. Ahhoz, hogy bizonyos betegségek esetén a szérum mieloperoxidaz szintek az
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allatgyogyaszatban is alkalmazhatéak legyenek prognosztikai markerként, tovabbi
vizsgélatok sziikségesek.

A hematologiai mérések értékelésekor figyelembe kell venni, hogy a fehérvérsejt
differenciacioban bekovetkezd pontatlansdg ¢és az MPXI érték valtozésai nemcsak a
mieloperoxidéaz deficiencia kdvetkezményi lehetnek. A vérminta mindsége, a tarolds hossza,
a tarolasi homérséklet, és egyéb preanalitikai hibak is befolydsolhatjak az eredményeket.
Ezen kiviil a gyulladasos folyamatokban a sejtekben gyakran megjelend toxikus valtozasok

szintén befolyasolhatjak a hematoldgiai automata altal mért értékeket [34, 35].
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Osszefoglalas

A neutrofil granulocitak fontos részét képezik a szervezet celluldris immunitasanak. A
mieloperoxidéz a neutrofil granulocitdk azurofil granulumaiban tarolddik és a kiilonb6zd
korokozok elpusztitasaban tolt be fontos szerepet. Gyulladasos megbetegedések esetén a
mieloperoxidaz vagy a sejten beliil, vagy extracellularisan hasznéalddik fel. Mieloperoxidaz
deficiens allatokban a gyulladasos reakcid sordn a neutrofil granulocitdk MPO tartalma
jelentésen alacsonyabb, vagy akér teljesen hianyzik.

festést alkalmaz. mieloperoxiddz deficiencia esetén az automata altal kiadott eredmények
jelentésen kiilonboznek a kenetelemzés eredményeirdl. A mieloperoxidaz hianyos neutrofil
granulocitakat a gép nem a neutrofil frakcidba sorolja, hanem javarészt a monocitak kozé.
A mieloperoxiddz deficiencia detektalasdhoz és gyulladdsos markerként az MPXI értékek
nem bizonyultak hatékonynak. A deficiens neutrofilek jelenlétét leginkabb a gép Aaltal
szamitott értékek és a kenetelemzés kozotti kiilonbség, illetve a gép altal mért 17% feletti
fals-monocitozis mutatta meg.

kell alkalmazni. Az egyik lehetdség a kenetelemzés, amely soran nemcsak a deficiens
neutrofil granulocitak szamlalhatoak le megfelelden, de ezzel a modszerrel a fiatal és toxikus
alakok is azonosithatéak. A kenetelemzés mellett az eredményeink alapjan hatékonyan
azonosithatoak a deficiens neutrofil granulocitak az ADVIA 21201 hematologiai automata
macskakra optimalizalt beallitasaban.

Vizsgélataink alapjan a Sysmex XT-20001 hematologiai automata, amely a peroxidaz festés
helyett nukleotid festési eljarassal differencidlja a fehérvérsejteket, szintén hatékonyan
identifikalta a defficiens neutrofil granulocitdkat. Ezzel a modszerrel azonban a
mieloperoxidédz deficiencia, mint allapot nem megitélhetd.

Kutydk esetében jelentdsen kevés esetben vizsgaltdk az akar orokletes, akar a szerzett
mieloperoxidaz deficiencia hatasat a kiilonb6z6 betegségek lefolyasa szempontjabol. Tehat
azt, hogy a mieloperoxidaz deficiencia megallapitdsa mennyiben jarul hozza a klinikai
dontések meghozataldhoz, illetve a korlefolyas sulyossagahoz, jelen adatok alapjan nem

tudtuk megallapitani. Ehhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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