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VERSEJTEK  LABORATORIUMI  MERESE -  VERKEP
AUTOMATAK ES A FLOW CYTOMETRIA  KLINIKAI
LABORATORIUMI ALKALMAZ ASA

Bevezetés: Mi, élGlények, a legegyszer(ibb baktériumtél az emberig, valamennyien sejtekbdl épiliink
fel. E sejtek a prokariota (="el6sejtes”, viszonylag egyszerlibb bakteridlis) és eukaridta (,valddi
sejtmaggal rendelkezd”) allati valamint novényi sejtek néhdny kiilonbségtdl eltekintve (sejtmag
membran, névényi sejtfal, chlorophyl) teljesen azonos anyagokbdl és szubcelluldris alkotéelemekbdl
(organellumok) épilink fel. A NASA minapi bejelentése 6ta - t.i. a foszfor helyett arzént felhasznald
baktériumokat taldltak extrém természeti koriilmények kozott - mar nem zarhatd ki az a lehet6ség
sem, hogy mas molekuldkon alapulva is mint a COHNSP (szén-oxigén-hidrogén-nitrogén-kén-foszfor)
kialakulhatott az élet, ennek |étére és megjelenési formdjara azonban jelenleg nincs bizonyiték. igy,
jelenlegi tudasunk szerint az élet alapveté épitéeleme a sejt, mely a Fo6ld specialis evolucios
korilményeinek készonhetéen alakult ki [nagy bumm=13,7 millidard év, Fold kialakuldasa=4,2-4,6
millidrd év (radiometrikus k6zetmérési adat), az élet kialakuldsa a F6ldon=3,8-4 milliard éve (Miller
kisérlet aminosavak in vitro elGallitdsa)]. Ha figyelmen kivil hagyjuk a ,mar a gorogok”
(Parmenidész="létez6”, Thalész, Anaximandros="arkhé”, Pithagorasz="térvény”) kozhelyszerd
kijelentést - az él6lények sejtes felépitését nem is olyan régtdl ismerjiik. A novényi szovetek sejtjeit
el6szor a cseh Purkyie (Purkinje kisagyi idegsejt viseli ma a nevét) irta le 1837-ben, Schwann és
Schleiden 1839-ben megalkottak a sejttant, miszerint az élGlények alapvets életfunkcidikat (mozgas,
anyagcsere, szaporodas=informacié atadas) azonos szerkezetli egységekben végzik, ezeket az
egységeket nevezte el aztdn Robert Hook parafa metszeteket tanulmdanyozva sajat szerzetesi
celldjara utalva sejtnek (cellula). Az emberi test megkodzelitéleg 100.000 milliard sejtet
tartalmaz, amelynek mindegyike tizezerszer annyi molekulat tartalmaz, mint a Tejut 6sszes
csillaga. Az emberi sejtek szama az emberiség |étszamanak mintegy szdzezerszerese. Ennek
ezredrésze hal el naponta, ami még mindig az emberiség létszamanak szdzszorosa. Rudolf
Virchow (1821-1902) porosz patholégus Swann, Remak és Morgani munkait tanulmanyozva
megalkotta a cellularis patholdgia tanat mely a patholdgiai sz6vettani és cytoldgiai valamint klinikai
patholdgiai gondolkodas alapjat, a betegségek megértésének kulcsat adja ma is. Virchow kortarsai
kozt taldljuk a bakterioldgia, jarvanytan és immunoldgia megalapitoit (Louis Pasteur 1822-1895
francia és Robert Koch 1843-1910 porosz orvosokat). Valamint a Mechnikovval egyiitt 1908-ban
Nobel dijat elnyerd porosz-zsidd kémikus Paul Ehrlichet 1854-1915, aki a chemotherdpia ,atyjaként”
Dr. Hata Sahachiro tanitvanydval egylttmikddve (1909) elGszor kezelte Arzénnel (Salvarsan,
Hoechst) a syphilist, ami az egyetlen hatékony gydogymad volt egészen a pencillin (A.Fleming 1928,
Howard Florey és Ernst Chain 1940) feltalalasig és izolalasaig. Felismerte az autoimmunitas (,,horror
autotoxicus”) jelenségét, felismerte, hogy a szérumban immunoldgiailag aktiv antigén-antitest
reakcid keletkezik a fert6zések kapcsan (,side chain theory”), ezt a gyakorlatba is atiitetve
megalapitotta az Institut fiir Serumforschung und Serumpriifung laboratériumot. Mindez elGrevetiti
korunk forradalmi felfedezését (Kohler és Milstein 1984 Nobel dij), mely lehetévé tette a
monoklonalis antitest korszakot. Bevezette a bakterioldgidban alapveté Gram festés el6djét, s a
kdérokozd bakteridlis és emberi daganatos sejtek szelektiv festésének tanulmanyozasa soran rajott,
hogy bizonyos anyagok (festékek) nemcsak szelektiven festenek bizonyos sejteket, hanem azok
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szelektiv elpusztitasara is képesek (chemotherdpia). Ehrlich chemotherapia elmélete ihlette a német
bakteriolégus patholdgus Gerhard Domagkot (Nobel-dij 1939) a szulfonamid antibiotikumok
felfedezésében (Prontosil, Bayer IG Farben Industry), de ez az alapelv érvényesil a modern
haematoldgia chemotherapias gyakorlataban is.

Miodta vizsgalunk laboratériumban (vér)sejteket? Mint lathattuk kezdetben a patholégusok és
microbiolégusok vizsgaltak sejteket (szovetminta, cytoldgiai minta, barktérium kultirak formajaban)
abbdl a célbdl, hogy koros allapotokat, betegségeket diagnosztizaljanak. A haematoldgia a
patholdgiai hattér mellett elsésorban gyakorlati klinikai alapokon allt. Mar az egyiptomiak végeztek
vércsapolast érvagdssal (venosectio), William Harwey 1628-ban leirta a vénas és artérids érrendszert,
Christopher Wren 1656-ban adta az elsé intravénas (iv) injectiét allatnak, James Blundell 1818-ban
végezte az els6 sikeres transzfuziot, 1840-t6l Anglidban haemofilids betegeket mar emberi vérrel
kezeltek, 1867-t6l az angol sebész John Lister bevezette a transzfuzidban a sterilitasi szabdlyait.
Mikozben Virchow (Die Cellularpathologie 1858) leirta a gyulladasos reakcié és immunvalasz sejtes
elemeit valamint a leukaemiat, s mielStt Landsteiner (1901) felfedezte a vércsoportokat (A,B,AB,O)
egy jol ismert kémikus Ehrlich (majd Romanowsky) bevezette a (vér)kenetfestés gyakorlatat (1877).
Ma is nélkiilozhetetlen mdodszerként alkalmazzuk a savi (cytoplasma) és bazikus (sejtmag) festékekkel
festett vérkenetek mikroszkdpos vizsgalatat. A klasszikus May-Griinwald-Giemsa festés mellett nativ
(nem fixdlt) keneteken un. cytokémiai reakciokat is végziink: ami azt jelenti, hogy a keneten
szétteritett (kihdzott) sejtek még él6 allapotban vannak, s képesek bizonyos enzimeiket in vitro is
m(ikodtetni (myeloperoxiddz=MPO, granulocyta alkalikus forszfatdz=GAPA), azaz, ha a megfelel6
szubsztratummal és festékanyagokkal inkubaljuk a kenetet, a mkodd sejtek mikroszkép alatt lathatd
szinreakcid révén kimutathatéva tehet6k. A vérkenetek értékelése kapcsan azonban felmeriilt egy
alapvet6 szemléleti probléma. A kenetekbdl a vérben kerings sejtek abszolut szamara legfeljebb csak
indirekten tudunk kovetkeztetni (pl. Fonio féle vérlemezke=thrombocyta szamlalas, ahol a
vorosvértest:thrombocyta arany alapjan prébalunk kovetkeztetni a vérlemezkék szamardnyara,
hasonldan egy kiemelked6en magas vagy alacsony fehérvérsejt szam is feltlinhet a kenetekben ilyen
alapon). igy azonban kénnyen félrevezetédhetiink, hisz a viszonyitasi alap, a vorosvértest szam — bar
ez még a legstabilabb — nem mindig azonos (lasd anaemidk idénként extrém alacsony
vOrosvértest=RBC szdmmal : akar 1-2 milllio/ pl-re is csokkenhet az atlagos 4-5 milllid/ pl-rél ill.
polycythaemia igen magas, akar 7-9 millié/ul vagy T/L RBC szammal). Arrél nem is szélva, hogy a
»tyuk-tojas” problémaval keriiliink szembe, azaz minimum 1 paramétert valahogy le kell mérni, hogy
legyen mihez hasonlitani az eredményt. Az els6 manualis abszolut sejtszamlalas modszerét a Biirker
kamra bevezetése (Vierordt 1852) tette lehetévé. Tiirk (fehérvérsejtekhez, ecetsav+gentiana ibolya
hypotonias oldat, a vorosvértesteket lizalja, Merck) és Hayem oldattal (vorosvértestekhez izotonids
NaCl + HgCl2 + Na2S04, Skarbeus Kft) Melangeur pipettaval (,vampir” = ilyennel felfegyverkezve
cikaztak nemrég még a vérvevd labor asszisztensek az osztalyokon a betegek kozott). A vérmintabdl a
pipettaval 1:10 (fehérvérsejt) illetve 1:100-200 (thrombocyta, vorésvértest) higitast végeztink, s
mikroszkdp alatt Blirker kamrdban hajtottuk végre a sejtek szdmlalasat. Az abszout sejtszam a Birker
kamra sejszuszpenzids folyadékot befogadd standard volumene miatt (3D-ban standard méretek)
pontosan kiszamithatd, kalkuldlhaté. A kamra mélysége 0,1 mm, igy attél fliggden, hogy milyen
négyzetekben illetve téglalapokban szamoljuk meg a sejteket, kilénboz6 szorzéfaktorral
szamithatjuk at azokat 1 cm>®(ml)-re. Az tszamitasi faktorokat az alabbi tablazat tartalmazza:

Kamra Méret Térfogat (mm3) Szorzo6faktor
Nagy négyzet 0,2*0,2 0,04*0,1 2,5%10°
Kis négyzet 0,05*0,05 0,0025%0,1 4*10°
Téglalap 0,2*0,05 0,01*0,1 1*10°
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http://www.mtk.nyme.hu/fileadmin/user _upload/elelmiszer/Mikro/segedanyag/Mikro 2he
tente/2.gyak 2hetente.pdf

A kimutathatésag alsé hatara 10° sejt/cm?(ml). Nagyon stir(i szuszpenzidk higitassal tehet6k
szamlalhatéva. A szamldlt részecskék eloszlasa statisztikailag a Poisson eloszlassal
jellemezhetd, ezért az atlagértékek becslésének relativ hibdja csak ugy csokkenthet6 20 %
ala, ha annyi négyzetet vagy téglalapot vonunk be a szamlalasba, hogy a benniik |év§ 6sszes
sejtek szdma 300-500 korili érték legyen. A mddszer ma mar legfeljebb csak torténeti
érdekességgel bir, a modern klinikai laboratériumi gyakorlatban a sokkal nagyobb
eseményszambdl (10.000/minta) pontosabb statisztikai eredményt add sejtszamlalo
automatdkat (vérkép automata, ,hematological analyser”) alkalmazzuk. A Biirker kamra,
mint problémas eseteket eldont6 alternativ sejtszamlalasi modszer — figyelembe véve e
manualis modszer megbizhatatlansagat - az orvosi laboratdriumi gyakorlatban nem ajanlott.
Az anaemia/normalitds/polycythaemia kimutatdsara azonban egy tovabbi mddszer is ismert, mely az
anaemia mértékével ardnyos Hgb (haemoglobin) fotometrids mérésen alapul : kalium-cianid
(KCN) és kalium-ferricianid (vorosvérlugso, KsFe(CN)s)] a vordsvérsejtek hemolizalnak, és a
kiszabadulé hemoglobin cidnmethemoglobinnéd alakul, igy az extinkcioja fiiggetlen lesz a vér
oxigén telitettségétol. 5 perc varakozas utan megmérjilk az oldatunk extinkcidjat 540 nm-en.
Haemisol Standarddal (Sigma) felvett kalibracios gorbérdl a kapott értékiinkbdl leolvashatjuk a
haemoglobin koncentraciot mmol/l —ben (CN-Hgb mddszer). E mddszer mddositott, nem toxicus
verzidjat (SLS-Hgb, sodium lauril sulphate-Hgb) alkalmazzak a mai modern vérkép automatakban is.
http://www.freeweb.hu/drndr/tigris irom%Elny/2.%20RBC,%20WBC,%20HGB,%20Htk,%20MCV.pdf
A klinikai laboratdriumi sejtszamldlast egy amerikai mérndk Wallace H. Coulter taldlmanya alapozta
meg 1940-ben Chicago-ban. Az un. Coulter elvet még ma is alkalmazzdk a modern haematoldgiai
automatdk 98%-dban. Az eljarast vérsejtek gyors szamlalasara fejlesztették ki : egy kis nyildson
gyorsan atfolyd, sz(ik nyaldbban fékuszalt elektrolit oldatban szuszpenddlt részecskék
(vérsejtek+ vérplazma) egyenként haladnak at egy elektromos impedancia (ellenallds) méré detektor
el6tt, s az egyes sejtek méretiikkel ardnyos — az elektrolit oldattdl eltér6 - impedancia impulzust
keltenek, melynek nagysagat és szamat le lehet mérni, s ezek az impulzusok megjelenithet6k.
http://www.beckmancoulter.com/coultercounter/homepage tech coulter principle.jsp A modern
cytométereken és vérkép automatakon mindezt a digitalizalt jelek computer analysise teszi teljessé, s
a legtobb automatdn a vorosvértestek és thrombocytdak mérése a Coulter-elven alapszik.

1. abra: A Coulter-elv értelmében hydrodinamikusan fdékuszalt
(ellenaramlo fizioldgias oldattal, sheath folyadékkal egy-sejtsor-szélességlire sz(kitett) sejtaramban
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egyenként haladnak at a sejtek az impedancia detektor el6tt. A visszafolyast az un. Behrens kamra
kettSs falu ellendramlasa akadalyozza meg. igy az egyes sejtek egyesével, és csak egyszer haladnak &t
a detektor el6tt.

« sz

(Granulocyta, Monocyta, Lymphocyta) is a Coulter-elv alapjan mérik, mig az un. ,,5 part diff’-es
robustusabb vérkép automatdkon a morphologiailag igen varidbilis megjelenésd, legalabb 5 ,,normal”
vérsejt populacié (Neutrophil-eosinophil-basophil granulocyta, Monocyta, Lymphocyta) mérésére
ennél modernebb, de jéval koltségesebb, |ézer optikai mérési mddszert alkalmaznak, az egyes
automatdk esetében meglehetdsen jelentGsen eltéré technikai megoldasokkal. Kivanatos lenne az
olcsdbb, de a qualitativ fehérvérsejtkép szempontjabdl elégtelen (az eosinophil és basophil sejteket
figyelembe nem vevé) ,3-part diff’-es gépeket modernebb, ,5-part diff’-es tipusokra cserélni,
azonban ennek jelenleg elsGsorban financidlis gatjai vannak. Szakmailag azonban feltétlendil indokolt
egy nagyobb laborrendszeren belldl a ,3 part diff’-es tajékoztaté értékii mérések mellett a
rendszerben legaldbb egy ,5 part diff’-es késziiléket is Gzemeltetni, mellyel a problémas esetek a
precizebb eredményt add ,5 part diff-es” automatakon megismételt méréssel megoldhatdkka
valhatnak. Alternativaként nagyszamu kiegészit6 vérkenet festést alkalmaznak a legtobb kis
laboratériumban (valogatott esetekben a nagyobb laboratériumokban is), ami rendkivil
munkaigényes, képzett munkaerdt kivan, s igy is nagy a tévesztés lehet6sége. A Birker kamras
sejtszdm kontrolldlas annak rendkivil nagy szérdsa miatt teljes mértékben elavult, annak
kontrollként vald alkalmazasa egydltalan nem javasolhatd. Az 5 part diff’-es készilékek szélesebb
kord elterjedését latszik segiteni a technolégia gyors fejlédése, mely egyuttal olcsébba és
megbizhatobba teheti a jov6ben a vérkép automatdk klinikai laboratoriumi alkalmazasat (pl.
klasszikus Argon lézer helyett hosszu élettartamu, olcsdbb LED-ek alkalmazasa, a szuszpnezids
folyadék fdkuszaldsanak, a folyadékrendszer technolégidjanak egyszer(isodése, a koltségesen
elGallithatdé human vér kontrollok kivaltdsa mdvi particulumokkal, pl. microbead mi(ianyag
részecskékkel). A kiegészité kenetfestés automatizaldsa is megkezdddott (Sysmex’s Cell Image
Analysis system), amely forradalmasithatja a vérkép automatdk altal kisz(irt ,problémas” mintak
értékelését.http://www.sysmex.com/us/files/CellaVision 1200 Brochure 13 Web cc.pdf

2.abra: kenetfest6 és értékel6 ,Cell Image Analysis” rendszerrel kiegészitett vérkép automata sor
(,,Sysmex utca”)

A vérkép automatdk enormis minta feldolgozasi kapacitasuk (90-120 minta/éra) és mérési
precizitasuk (mintanként 10.000 eseménybdl szamolnak statisztikdt) miatt mara mar
nélkiilozhetetlenné valtak a modern klinikai laboratériumi munkaban (PTE AOK LMI-ben kb.
250.000 vérkép minta/év). Ennek driasi elényei (pl. leukaemiak korai kiszlirése még a tiinetmentes
szakaszban) és hatalmas ara is van. , A vérkép automatak alkalmazasa szamos kérdést megoldott, s
szamos olyan U] kérdést vetett fel, amelyek az automatdk nélkil nem is léteznének” (ismeretlen
bocs). A hatalmasra novekedett numerikus és grafikus informaciéra fokozott figyelmet kell
forditanunk (a vérkép késziilék mellett szdmos problémat megoldhatunk a numerikus és grafikus
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informacié egyittes, gondos tanulmanyozasaval), s természetesen az sem mindegy, hogy milyen
tipusu gépet (gépeket) haszndlunk, illetve mennyire ismerjik a készllékeink ,lelkét” (a
méréstechnikabdl addédo kisebb-nagyobb elénydket és hatranyokat). Ezt a vérkép diagnosztika
szempontjabdl alapvetd jartassagot csak a klinikai laboratériumi normal és patholdgids mintdk
id8igényes, rendszeres nyomon kovetésével, a problémas esetek kisziirésével, utdbbiak tovabb
vizsgalasaval szerezhetjik meg. A vérkép automata igen jellegzetes diagram tipusait tankonyvek
kevéssé irjak le, magunknak kell megtanulnunk munkank soran a klinikailag is fontos eltérések
megjelenési formajat ugy, hogy ehhez felhaszndljuk a kiegészité vérkenet festés, cytochemia,
aramlasi cytometria eredményeit és az altalanos laboratdériumi adatokat (pl. We, CRP, PCT, LDH,
Haptoglobin, vas haztartas serum paraméterei, B12, Ca, P, ALP, elektrophoresis, immunfixacié, Ig-
ok...stb). Igénybe kell venniink emellett altalaban minden féle konzultaciés lehetéséget, ami a beteg
vérképében észlelt gyanus eltérés megfelelS értékelését, s a beteg sorsat a tovdbbiakban alapvetéen
befolydsold vizsgalatok elvégzésére torténé miel6bbi javaslattételiinket lehet6vé teszi (pl. csontveld,
nyirokcsomé vizsgalat). Konnyen beldthatd, hogy ,, mind az alul- mind a tuldiagnosztizalas” sulyos
kdrokat okozhat a beteg diagndzisanak felallitdsaban és késleltetheti a kezelést. Az amugy is
nagyszamu vérkép mérést tovabb duzzasztja, hogy a kezelések monitorozasahoz is sziikség van a
vérkép alakuldsanak kovetésére. A vérképes asszisztensek és orvosok legtobbszor elsGként
taldlkoznak vératlan, még nem diagnosztizalt vérkép eltérésekkel, s els6ként kell jeleznilk, ha a
kezelés sordn valami rendellenes eredmény jelentkezik. A tovabbi specifikusabb vizsgalatok
meglehetGsen koltségesek és munkaigényesek valamint megterhel6ek lehetnek a beteg szamara is
(pl. flow cytometria, csontvel-, nyirokszoveti vizsgalat, molekularis vizsgalatok, CT, MR....stb), s e
vizsgalatok szlikségességére amugy gondolni is kell (nem automatikusan ,végzédnek el”), s
indokoltsag esetén kilon kérni kell ezeket. A vérkép automata 6rei ,mint tlit a szalmakazalbdél” kell
kiemeljék a tovdbbi vizsgdlatokat igényl6 eseteket, ami nagy tlirelmet és alapos haematoldgiai
valamint technoldgiai hattér ismereteket igényel. A vérkép vizsgdlatnak, mint az egyik
legrobusztusabb laboratdriumi sziiré jellegli tesztnek egyuttal gazdasagosnak (legalabbis nem
deficitesnek) kell lennie ahhoz, hogy a vérkép mérések kell6 szamban folyamatosan fenntarthatdk
legyenek a laboratriumi ,budget” keretein beliil. Ezirdnyt — a PTE AOK LMI-ben 1996-6ta, kilonféle
automatdkkal szerzett - tapasztalatainkat szeretném megosztani a jelen 6sszefoglaléban.

FEJEZETEK
1. Technikai alapelvek........coooeeeieiriceeceee e 5-7
2. Thrombocyta, erythrocyta, retikulocyta mérés.......8-11
3. Anaemidk és vorosvértest anomalidk...................... 11-25
4. Fehérvérsejt populaciok mérése.........covevevreennee. 25-36
5. Leukaemiak haemocytometriai mérése.................. 36-40
6. Flow CytoOmMetria. ..o ce e 40-52
7. Esetbemutatds......ccviniinnnieeneee e 52-57

/1/ Technikailag a vérkép automatak (,hematology analyser”) lényegében a tobbi automatizalt
laboratériumi miszerhez hasonlé elven épiilnek fel. A nagyszdmu minta feldolgozasat lehetévé tevé
mintavaltd (rack) rendszerbe keriilnek be a vérmintak, melyeknek preanalitikai min&sége a vérkép
esetén kiemelt fontossagu. Vérkép mérést csak friss (4 oran belil feldolgozott) un. ,teljes vér”
mintabdl végezhetiink, a minta nem eltehetd (mint a lecentrifugalt, szétvalasztott szérum ill. plazma
minta esetén), a szallitas és tarolas mérésig szobahdén torténik, a sejtes elemek mérésekor kilondsen
figyelnink kell a preanalitikai (vérvételi) zavard tényez6k kikliszobolésére (,kiméletes” vérvételi
technika, alvadék, lipémias, hemolizalt vér kizarasa), mert ezek zavart okozhatnak a méré
rendszerben (dugulds) vagy fals ereményhez vezethetnek (magas MCHC lipémidban, hemolizalt
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vérben). A véralvadas gatld tipusa és a vérvétel modja is dont6 lehet a helyes eredmény
szempontjabdl. Csak a vacutainer (BD) rendszerben, lila-kupakos cs6be, standard EDTA:vér aranyu
,vérképes cs6be”, kiméletesen levett vénas vérminta alkalmas. Kilonb6z6 minta volumend
csovekkel feln6tt, gyermek és csecsemd8k részére ajanlott teljes vérvételi rendszerek
(csovek+tik+illesztékek) elérheték http://www.bd.com/vacutainer/products/venous/. A nemzetkozi
ajanlasok szerint a kordbbi Melangeur pipettas, Birker kamrads, ujjbegybdl vett, ,vampir’” modszerek
nem alkalmasak a modern laboratériumi vérkép mérésre, hasznalatuk kerilend6! A helyes — NCCLS
el6irasoknak megfelel6 - preanalitikai eljards részletei megtaldlhaték az interneten
http://www.bd.com/vacutainer/labnotes/2004winterspring/. Nem alkalmasak vérkép mérésre a nem
vénads, s az egyéb alvadasgatloval vett mintdk sem. A heparin a thrombocytak 6sszetapaddsa miatt
fals alacsony thrombocyta szdmot ereményezhet, a citrat a sejtmorpholdgiat valtoztatja meg
(zsugorodas) — bar utébbi mintatipust bizonyos esetekben (pseudothrombocytopaenia) ennek
tudatdban az EDTAs mérés kiegészitéseként alkalmazhatjuk célzott esetekben. Természetesen
ilyenkor csak a thrombocyta szdmra vonatkozd informdcié lesz hiteles (lasd késébb). Az alvadékos
minta, a ,kiméletlen” vérvételi technika mellett abbdl is szdrmazhat, hogy a mintak nincsenek jol
Osszekeverve az EDTA-val (8-10x kell ,atforgatni” a csoveket 180°-os szogben , 6vatosan dontogetve”
mindjart a vérvételt kdvetden), vagy rossz a vér:EDTA arany (pl. lejart és/vagy helytelenil tarolt
csovek csokkent vacuma miatt kevesebb mintafelszivas, sulyos hiba a vacutainer rendszer mell§zése
— utobbi remélhetdleg senki fejében nem fordul meg, a sajat jol felfogott érdekében—infectio-sem!).

A microalvadékok legtobbszor a vérkép automataba tortén6é minta behelyezés elStt végzett gondos
atvizsgdlas ellenére sem szlirhet6k ki teljes mértékben, igy a késziulék gyakori elduguldasahoz, s ami
még rosszabb, hibasan alacsony thrombocyta szam mérési eredményhez (vérlemezkék a helytelen
preanalitika miatt aktivalodnak, a csé falahoz letapadhatnak), durvabb esetben fehérvérsejt szambeli
és minGségi Osszetétel eltéréshez (altaldban a granulocytdk a legsériilékenyebbek) vezethet.
Hasonldéan el6nytelen valtozdsok torténhetnek a minta helytelen szallitasa és tdroldsa valamint az
idén tul (max. 4-6 6ra) mért un. ,eloregedett vérminta” mérésekor. A vorosvértest és reticulocyta
paraméterek még a legstabilabbak (6vatos mérlegeléssel, s e vonatkozasban preferalt mérési ill.
mszer tipusok mellett-lasd késébb) ezek az eredmények korlatozottan elfogadhatdk akar még el6z6
napi (max.24 6ras) mintdkon. llyenkor azonban a thrombocyta és fehérvérsejt eredmények biztosan
nem adhatdk ki. A vérkép automatdk tovabbi specifikus tulajdonsaga, hogy nem homogén
folyadékbdl (szérum, plazma) mérnek, hanem egy esetenként gyors llepedési tendencidt mutato
(stilyedés=We) teljes vér sejtszuszpenzidét kell mérniink. A minta felkeverés és az ezt kovet6
mintafelszivas technikai megolddsa az egyes vérkép automata tipusoknadl igen sokféle (forgatas,
dontogetés eltér6 szdmban és szogekben). Ebbdl els6sorban a legkisebb részecske, a thrombocyta
mérésében (szamdaban) adddhat eltérés. Az elégtelenil felkevert mintaban a letapadt vérlemezkék
miatt alacsonyabb thrombocyta szamot, a tulzottan kevert mintdban szétesé sejtek tormeléke miatt
vérlemezke méretl részecskék megjelenése miatt fals magasabb thrombocytat mérhetiink. A
mindségi vérkép automata gyartok természetesen akceptalhaté mérési tartomanyt és hiba aranyt
szavatolnak, azonban igy is a legkritikusabb a thrombocyta szdm mérése, kilénésen az alacsony
tartomanyban (20 ill. 10 G/L alatti tartomanyban), ahol egyébként a therapia szempontjabdl
(vérlemezke transzfuzié sziikségessége?) a legfontosabb a korrekt eredmény. Ezesetben raadasul a
klinikai szovédmény (vérzés) megjelenése nem feltétleniil korrelal az alacsony thrombocyta
szammal (pl. chronicus esetekben akar 5 G/L értéknél sincs vérzés), igy a klinikus a thrombocyta
potlas indikacidjanak eldontésekor (potlds=immunizalodas veszélye, koltségek versus potlas
nélkil=sulyos, fatalis vérzés lehet&sége) elsGsorban a korrekt laboratoriumi thrombocyta mérés
ereményére kell hagyatkozzon. A vérkép automatak tovdbbi lényeges alkatrésze a minta higito és
eloszté rendszer. A kordabban ismertetett manualis vérsejt mérési technikakra utalva, a vérkép
automatakban is legaldbb 3 féle minta higitassal torténik az egyes vérkép alkotok mérése: 1. a Hgb
mérését a vérminta teljes lyzise révén (Lyse oldat), a felszabaditott hemoglobin oldatban torténd
fotometrids mérésével valdsitjuk meg (l. korabban: 510 nm, SLS-Hgb mddszer); 2. a vorosvértestek
RBC szamat és méretét (MCV) valamint a thrombocytak PLT szamat (és méretét) a Coulter elv
segitségével fizioldgids osmolaritasu oldatban (Sheath oldat) mérjik [alapelv mint a Hayem oldatnal
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lasd korabban].; mig 3. a fehérvérsejtek WBC mérése érdekében a relativ szamfolényben [évé
vorosvértestektdl elGszor egy kiméletes lysissel (hypotonids oldat, Lyse+Diluens oldat)
szabadulhatunk meg, hogy a nagysdgrenddel kevesebb fehérvérsejteket szamlalni tudjuk [alapelv
mint a Tirk oldatndl lasd korabban a manualis médszernél]. Azon kivil, hogy lathatjuk, hogy a
legegyszerlibb esetben is egy vérkép automata legalabb 3 féle oldattal (+hypo alapi moso-
Oblit6=Wash/Clean oldat) dolgozik, vilagos, hogy az egyes frakciék Hgb-RBC/PLT-WBC mérése kiilon-
kiilén torténik (a mintaeloszté az egyik legkényesebb mechanikai része a gépeknek). Részben az
ebbél levezethetd technikai hibak a rendszer ismeretében kdnnyen felismerhet6k (pl. a
szarmaztatott RBC paraméterek kilonb6z6 mérések hanyadosaibdél képzédnek, alkalmasak a gép
technikai allapotkovetésére is — pl. magas MCHC=fals magas fotometrids Hgb mérés vagy MCV méret
detektalasi hiba pl. oldat osmolaritdas miatt, szelektiv WBC vagy RBC és PLT mérési hibdk az adott
csatorndak duguldsdara vagy szennyezddésére utalhatnak). Részben pedig a bioldgiai okok a
méréstechnikaval karéltve hozhatnak létre meglep6 mérési eredményeket, ,hibakat”. Utébbira
kivalé példa az, amikor az extrémen magas fehérvérsejt szam (egyes leukaemiakban, pl. CLL-ben ez
akar 500.000-1.000.000/ul WBC is lehet !) mérése interferal a betegség miatt sulyosan alacsony RBC
szam (anaemia akar 1-2 T/L) mérési eredményével. Miért interferal a két mérés, hisz a gépek kilon
csatornakon mérik a két paramétert, s a gyartdk is altaldban igen széles mérési tartomanyban
garantaljak a mérések linearitasat? Nos, ehhez azt kell tudnunk és megérteniink, hogy a RBC/PLT-
csatornaban a 2 mért komponens mellett — bar elhanyagolhatd szdmban — a fehérvérsejtek is jelen
vannak. Normalisan ezek szama nagysagrenddel kisebb mint a RBC szam (T/L vs G/L) és nagyobb
méretiikkel nem zavarjdk a PLT mérést sem. Ha azonban a RBC méretnél csak alig nagyobb
fehérvérsejtek a fent emlitett extrém mértékben felszaporodnak (1.000.000/ul WBC = 1.000 G/L =1
T/L) mar szignifikdins mértékben zavarhatjak az egyuttal anaemia miatt igen alacsony RBC szam (1-2
T/L) mérését (fals magasabb RBC-t ad ki a gép!). Forditva (WBC csatorna, csak lizalt fehérvérsejtekkel)
természetesen ez a tétel mar nem érvényesiil. A kés6bbiekben kiilonb6z6 vérkép automatdkon
konkrét példdkat hozunk annak bemutatdsdra, hogy a méréstechnikai hattér alapos ismerete
esetenként (készulék-technoldgia tipustdl fliggéen) hogyan befolyasolhatja akar alapvetéen egy-egy
eredmény interpretdldsa kapcsan a klinikai vonatkozdsu dontésiinket. Végil, miel6tt e konkrét,
tanulsagos esetek ismertetésére térnénk a vérkép automatak még egy jellegzetességére szeretném
felhivni az olvasé figyelmét. A véralvadas és vérgaz méréshez hasonldan (ahol szintén kotelezGen
csak friss mintabdl és/vagy teljes vérrel dolgozhatunk) igen nehéz a vérkép automatdk mindség
biztositasa. A QC (quality controll) célokra gyartott egyes teljes vér kontrollok a sejtmorphologia
megGrzésének igényével rendkiviil problematikus, kéltséges, s jelenleg sem tokéletesen megoldott.
Az egyes cégek altal forgalmazott gyari kontrollok rovid lejaratuak, dragak, toébbniyre csak a f6bb
sejtszamok mérésere, s nem a fehérvérsejt morphologia mérésére alkalmasak, altaldban csak a
célkésziiléken mérhet6k megbizhatdéan, éppen a legkritikusabb extrém alacsony és magas
tartomanyokban nem elérhet6k. Mint ahogy nem taldltak még fel a megbizhatdan transzfunddlhato
,muvért”, dgy a vérkép kontrollok is human vagy éllati alapuak, a fixalasi eljarasok miatt jelenleg csak
torzitott karikaturai a friss human vér kontrollnak. A helyzetnek megfelel6en a nemzeti szintli QC
programokban (melyek a gyartéi érdekektél figgetlen non-profit szervezetek) az egyik legnagyobb
kihivas a megfeleld (mindenki szamara gyorsan elérhetd, stabil minéségl, az 6sszes hasznalatban
|év6 géptipusra érvényes, az alapvetd paramétereken tul mindségi vérképre is adaptalhato) vérkép és
flow cytometriai kérkontrollok biztositdsa. Az elGirdsoknak megfelelé napi belsé és rendszeres kiils6
kontrollok, a gépek rigorézusan korrekt karbantartdsa mellett kiemelt jelent6ségli a vérkép
automatdk esetében a kezel6 és validalé személyzet folyamatos odafigyelése, a koéros esetek
kiemelése mellett a normal vérképi variaciok és a gép allapotanak folyamatos nyomonkdvetése.
Mindez alapvet6 feltétele annak, hogy a vérképes reszorton a kdosz helyett olyan diagnosztikus
fegyelem uralkodjon, amely az ismert (és gyakran varatlanul felismert) haematoldgiai betegségek
sulyossagaval 6sszhangan All.
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/2/ Thrombocyta, erythrocyta és reticulocyta mérés:

RBC és PLT paraméterek mérése

RBCs and PLTs are analyzed by a hydrodynamic
This eliminates

changes
This

°]
L

|
L

L

RBCs and PLTs are Analyzed by a
Hydrodynamic Focusing System

3. abra:Coulter-elven mért vorosvértest (RBC) és vérlemezke (PLT). Az RBC morphologia a
histogramon (micro — macro) mérhet6, a PLT csucs alsé régidi (LRI=lower range interference) ill. felsé

hatdra (URI=upper range interference) kérdéses lehet, hogy ott thrombocyta-e a mért részecske,
vagy mas partikulum, vagy kisebb méretli RBC? Sysmex demo anyag (mddositott).

Thrombocyta ™™ g
anomaliak s

thrombocytopemnia

LRI

4. abra:Klinikai példak a sok thrombocytara (thrombocythaemia), thrombocytopaeniara LRI-vel
valamint az URI (kis vorosvértest atfed a nagy thrombocytaval) CD3700-es gépen (sajat anyag)
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Pseudothrombocytopaenia
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5.abra: Az EDTA alvadasgatldé anyag indukalt un. Pseudothrombocytopaenia CD3700-es gépen.
Az EDTAs vérvétel néhany betegen latszolagos vérlemezke hianyt okoz a mérésnél, a kenetben
aggregatumok lathatok (bal oldali abra). A jobb oldali dbran a citratos vérvétellel korrigalt helyes
eredmény (z0ld) lathat6. A pseudothrombocytopaenia tobbnyire velesziiletett ritka allapot,
legfeljebb a laborvizsgalatnal kellemetlen (felesleges aggodalom ill. beavatkozasok). Lehet
azonban tumoros betegeken szerzett is, ezt még nehezebb az alapbetegség mellett azonositani, s
zavarhatja a kezelést is (fals alacsony PLT miatt indokolatlan pétlas, fals dg). CD3700 mérések,
Sajat anyag.

RBC szarmaztatott paraméterek
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6.abra: A vérkép automatak a mért paraméterek (RBC, Hgb, MCV) mellett szdrmaztatott
paramétereket is kiadnak. Ezek ismerete az anaemidk osztadlyozasadban lényeges. Természetesen a
gépeink technikai monitorozasanal is figyelniink kell ezekre (pl. magas MCHC = szabad Hgb
lehet haemolitikus anaemia miatt, azonban hibas lenne minden esetben bioldgiai jelentéséget
tulajdonitani ennek, a folyadékrendszer szennyez6désére is utalhat — dontés a kezel6é - egyéb
adatok, pl. LDH, indirekt bilirubin, Haptoglobin figyelmbe vétele).

Vorosvertest diagram anomaliak
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7.abra: Példak a RBC morphologiai eltérésekre (kettés RBC populacid transzfuziot kdvetden).
Haemolyticus RBC gorbe egyenetlenség a lizalodo RBC-k miatt. CD3700 sajat anyag.

8.abra:A reticulocyta (a csontvelobdl frissen kikeriilt, még nem teljesen kiérett,
retikulalt=DNS,RNS" korai vorosvértest alak). A kiérett RBC fluorescens negativ, a reticulocytak
érettségiiknek megfelelden magas (HFR), kozepes (MFR) vagy alacsony (LFR) fluorescencidju
reticulocytak. A reticulocytak néhany napig keringenek még a vérben mig kiérnek.Sysmex demo.

RetiCUIOcyta meéres (aCl’idine orange Reticulocyte Cytogram and Relationship to Maturity
fluorescencia = gold standard)

RET channel (RET abn. scattergram)

RBC

(LFR,MFR,HFR)

I

High Angle (5-15 degrees)

Oxazine 750 Absorbance

(PLT abn. scattergram)
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Reticulocyta méres
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9.abra: Kezeletlen anaemiaban altalaban alacsony RET szamot mériink. Kevesen tudjak (és még

kevesebben alkalmazzdk) azonban, hogy ha az anaemia hypoprolferativ vagy aplasticus (csokkent

képzés) hatterd, az IRF viszonylag alacsony aranyu, mig a tisztan vashianyos anaemia magas IRF-el jar.

http://www.beckmancoulter.com/literature/ClinDiag/recticliterature.pdf

lehet korai

erythropoiesis marker is pl. csontvel6 transzplantacio legkoraibb, graft megtapaddsi idészakaban
http://www.nzimls.org.nz/121.html?articles id=124 Sysmex XE2100-on mért, vashanyos anaemia

sajat anyag.

/3/ Anaemiak és erythroid anomaliak:

ANAEMIAK

1. Microcyter / hypochrom anaemiak

9

2. Macrocyter / hyperchrom anaemiak
3. Normocyter / normochrom

svelesziiletett
*Szerzett

QCsokkent termelés (pl. aplasticus)
WFokozott lebomlas (pl.haecmolyticus)
=>intrinsic
=> extrinsic

10.4bra: Az anaemidk sokfélék, tobbféle kategorizalas fut egymassal parhuzamosan.
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Anaemiak tipusai

decreased MCV
microcytic

l

serum ferritin

normal

.

Hb electrophoresis

low

normal MCV
normocytic

) 4

rcticulociu count

increased MCV
macrocytic

l

serum folate
RBC folate
vitamin B12 level

[lron dcﬁcicncyl [Thalassacmia minof|

Increased not increased

or abnormalities of

other parameters
Haemolysis || Marrow hypoplasia, Folate BI2
or leukaemia, infiltration deficiency | |deficiency
blood loss

11.abra: A harom f6 anaemia tipus, amely a sejt méreten (MCV=micro-normo-macrocyter) alapul
alapvetden eltér6 okokbol alakul ki, a megfeleld kezeléshez korrekt diagnézis kell. Ezt
legpontosabban és legolcsobban a vérkép automatak tudjak lemérni.

Tunetek

A vOrsvérsejtképzés és az anaemidk dltaldnos jellemzsi

molyticus anaemia esetében. {

Ha az anaemia infekciéval vagy spontdn kkel tdrsul,
neutropenia vagy thrombocytopenia egyidejd fenndlldsa valszi-
nfisfthetd.

12.abra: Az anaemiaknak kevés specifikus tiinete van, sokszor inkabb csak faradtsag, levertség
jelzi. Forras: Hoffbrand-Petit: Haematologia.
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13.abra: Microcyter / hypochrom anaemia CD3700 képe. A sarga szinnel jelzett szamok ¢és a
keskeny, ,,balratolt” piros hisztogram jelzi az alacsony MCV-t. Kis RBC-ben ugyanakkor
altalaban aranyosan kevesebb Hgb (MCH) mérhetd. Ez igaz a tiszta vashianyos anaemiaban. Sajat
anyag.
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2.sz. abra: Vashianyos anaemia

3. sz. abra:  Perifarias vérkenet vashianyos anaemiaban

*k*k

14.abra: Az Advia (korabban Technikon) automatak nem Coulter elven, hanem lézer optikai elven
mérik a vorosvértesteket. Egy vashianyos anaemia esetén lathatd, hogy nemcsak az RBC Volume
(MCYV), de az RBC ¢és Retic HC (MCH,reticulocyta Hgb Concentracio) egyedi sejteloszlas is a
hisztogramokon ¢s a felsé 2D dot-plot diagramokon is mérve és abrazolva van (a legtobb, Coulter
elven miikdodo automata csak az MCV eloszlast méri, az MCH-t szdrmaztatott atlagértékként adja
meg). Ennek a 2D-s RBC mérési technikanak a korai vashianyos anaemiaban nagy szamban
jelenlévé un. Hypochrom RBC (Hypo%) lehet jelentdsége. A korai anaemia diagndzist
szolgalhatja, amikor az atlag MCH még alig mozdult el. J6I monitorozhat6 pl. a dializalt betegek
anaemidja, akiknél a vaspotlds mellett rendszeres erythropoietin kezelésre is sziikség van. A
vérkép azért is igen fontos, mert ezeknél a betegeknél a vas haztartas egyéb okok miatt nehezen
megitélhetd (akut fazis reakcio=fals ferritin €s transferrin serum szintek). A sTFR vizsgalat és az
EPO mérés pedig meglehetdsen koltséges eljarasok. Bayer Advia demo anyag.
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Vashianyos Anemia

RBCScater |
MICRO:  +++
MACRO:
HYPO: +++
HYPER:
ANISO:  ++
HC VAR:
LEFT SHIFT:
BLASTS:
ATYPS:
NRBC: +++
) B 1G:
RBC LARGE PLT:
[RBC Volume | [RBCHC | [RBCCH | REC: 367 - PLT CLUMPS:  +
% Macro: 0.0 MPO DEF:
% Micro: 484 RBC FRAG'

Routine Ratlc
#
Retic: 3 {01 109.2% x10®cells/L

CHr: 190% pg
CHm: 16.6 pg

MCV =61.1 fL; M/H ratio=0.63
- Diagnosis: vashianyos anaemia M/H<0.9:Vas hiany

3-Thalassemia
Retic ScatterAbs |
. MICRO:  +++
MACRO:
HYPO: +++
HYPER:
ANISO:  ++
HC VAR: +
LEFT SHIFT:  +++
BLASTS: ++
ATYPS:
NRBC:
IG ++
LARGE PLT
BT T PLT CLUMPS
MPO DEF:
% Macro:
"h:i:ro 2107 RBC FRAG: ~ +
"Hypo 154 RBC GHOSTS:
| 1
Bsﬂc HC Rnulme Ratlc .
Retic: 131.9* x10°cells/L
MCV =66 fL; ci’li 55 b
M/H ratio = 2.05
Nincs vashiany M/H > 0.9: Nem igazolhaté vashiany

(iatrogén vastulterhelés)

15.4bra: Segithet az Advia a 3-thalassemia gyanus betegek kiemelésében is. Ezesetben 30% feletti
microcyter RBC-hez minddssze 15% hypochrom sejt tartozik, ez az aranyeltolodas az MCV/MCH
aranyban thalassemia gyanujat vetheti fel. Bayer Advia demo anyag.
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VASHIANYOS ANAEMIA? Sysmex

B |§ £[9[Js)> B[] 2|28
HCopy| vk st | enphorer | buowser |
|Samp1e No. [ 438367 Birth [ vard [ Date FO01/03716
Pat. 10 [Z92717 Sex [ or. | Time (2732
Name [ Comment [

Main [Graph wec |Rec  |cumulative|Q-Flags|Service|WPc  |Research(w)|Research(®)|
Ttems WEC Differential WEC/BASO

Item Data unit | Item Data unit

WEC 12.00| |10A3/uL|||NEUT# 6.08] |10A3/uL

REC 4.94 |1046/uL [[l|LymPH# 2.34) |10A3/uL

HGE 7.1|- |g/dL MONO# 1.01 |+ 10A3/uL

HCT 26.8| (% E0# 2.52|+ |10A3/uL

Mcv 4.3 |fL BASO¥ 0.05| |10A3/uL

MCH 14.4|- |pg

MCHC 26.5| - |g/dL L @A) iRa BAl

PLT & 74|+ |10A3/uL ||| NEUTR 50.7

ROW-SD 43.6| |fL UVP)«“ 19.5|-

ROW-CV 22.3|+ % N 8.4

MPV ----| |fL 21.0

RET% 12.0 [%% 0.4

RET# 5.93 10A4 /uL ||

IRF 1.2 |% |[Flag(s)

NRECH 10A3/u ||| WBC

NRECK /100wec |{|[Monos

Message Eio H0STIHG

16.abra: A Sysmex automata flag iizenet jelzi is a microcyter / hypochrom anaemia lehetséges
vashianyos okat. Ezesetben azonban a mérsékelten alacsony MCV-vel (54,3 fL) nem aranyos a
rendkiviil alacsony MCH (14 pg) és a csaknem normal RBC (4,94 T/L) értékekkel. Az IRF sem
magas. Az esetnél nem zarhato ki Thalassaemia lehet6sége sem. Sajat anyag.

Thalassaemia (Hgb-pathia)

Seting Wrdow e
o =S S 5% =
|00 1] ]| 2 A e 2
u: wodk ft| esplorer| beowse| R 12220 | vabdste| pende)
Isample No. [ 12545 Birth [ Ward [ =
pat. 10 [ sex [ or. |
Name [ Comment [

Main [Graph |wec |rBc  |cumulative|q-Flags|service|Hpc  |Research(w)|Research(®)|
Items Normal Red Blood Cell - Sickie Red Blood Cell|

Te oae L | Ccltablaseltck

WEC 11.16] |10A3/uL X

RBC 3.22| [10A/uLl 4™ /\ o~ e -

HGB 7.8|-lg/dL y o)l § . e ol
i il 1% n U .Y ~al > HU Q.Bmmm €3 minima
My 70.5) - |fL o | O 3 .

MCH 24.2|- |pg 28 O

MCHC 34.4| g/du (o p— " OXY-STATE 4= DEOXY-STATE

PLT 214+ [1003/uc ) ‘

ROW-SD 56,9+ fL

ROW-CV 22.6(+%

MPV 10.6)% |fL

Mentzer ¢ iy
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index 3

A_'\'!S? ‘
MCV/RBC ek ~
Capillaris zona electrophoresis
Fractions % Ret. %
"
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17.4bra: Azért sem kell elkeseredniink, ha nem Adviank van, mert barmely gépen mért Mentzer
index (MCV/RBC<19) meghatarozassal kisziirhetok, majd kenetnézéssel és capillaris zona
elektrophorésissel vagy HPLC-vel tipizalhatok, molekularis vizsgalattal sequenalhatok az egyes
specifikus haemoglobinopathidk koztiik a thalassaemiak. Sajat tapasztalatunk szerint hazankban
nem kevés a B-thalassaemia minima és minor. Ha a microcyter anaemia nem vashianyos eredetti,
szigoruan tilos vaspotld kezelést (kiionosen iv vaspotlast alkalmazni) ezzel ugyanis iatrogén
(orvos altal okozott) sulyos haemosiderosist (a szervekben toxikus vas felhalmozddast)
okozhatunk oktalanul beteglinknek.

1. Ferritin index (sTfi/log ferritin arany)
- emelkedett szint funkcionalis vashiany

2. H}“’ pO% (RBC Hb-Fe marker)

3. Ret Hb tartalom
(korai RET Hb-Fe marker)

18.4bra: Microcyter anaemidkban szamos laboratoriumi eszkoziink van még annak igazoldsara
vagy kizarasara, hogy — az egyébként leggyakoribb — vashidnyos allapot okozta anaemiaval
allunk-e szemben? Az Advia vérkép automatakon mérheté un. Hypo% mint gold standard korai
vashidnyos anaemia marker mellett a Thomas-féle osztdlyozdsban alkalmazhaté két tovabbi
paraméter mérhetd részben serumbol : 1./solubilisTransferrinReceptor / log Ferritin arany =
tiikr6zi a szervezet vassal valo ellatottsaganak mértékét), masrészt a Sysmex XE2100 automatan
mérheté 2./ reticulocyta Hgb (RET-Y), mely a hypo%-al egyenértékii informaciot ad a
haemoglobin szintézis ,,legfrisebb” (reticulocyta szintii) allapotardl. Vagyis arrdl, hogy aktudlisan
mennyi Hgb épiil be a reticulocytdkba (néhany napra visszavetithetd informacid). Ezek a
paraméterek a therapia hatasanak gyors kovetésére is alkalmasak.
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19.4bra: Vashianyos anaemia kezelésének monitorozasa reticulocyta és ret-Hgb (RET-Y)
méréssel. Latszik a vas kezelési napok soran emelked6 tendencia. Sysmex demo.

VASHIANYOS ANAEMIA KEZELESENEK KOVETESE

scattergram Sensitivity

RBC-Y: the mean value of the forward scatter histogram within the mature RBC population

Normal rage = 168.7 — 183.8 (Channels)

RET-Y: the mean value of the forward scather histogram within the reticulocyte population

Normal range = 171.0— 196.3 (Channels)

*k*k

20.abra: A microcyter / hypochrom anaemiak laboratériumi differencial diagnosztikdjaban a
serumbdl mérhetd vas héaztartds paramétereknek donté szerepe van, azonban a vizsgalati sorrend
logikai alapon jelentOsen eltér az altaldban helyteleniil értelmezett gyakorlattol: 1. ferritin=a
vasraktar telitettségét jelzi, a ,valodi vashidny, vashidnyos anaemia” ezzel a vizsgalattal
diagnosztizalhat6, a Se-TransferrinR emelkedés (é¢s a Se-Trf és szaturdcid csokkenés) ezt
alatamasztja 2. Normal Se-TransferrinR + alacsony Se vas ,,funkcionalis vashianyra” utal (a vas
felhasznalas csokken gyulladasban, tumorban, holott a vasraktarak teltek), 3. ugyanez normal
serum vas mellett (haemoglobinopathia) vagy akar emelkedett serum vas értékekkel (MDS-Ring
Sideroblastos) a Hgb szintézis és vas felhaszndlas stlyosabb zavarara utal. A sTrfR mérés
lehetdsége nem mindenhol adott (meglehetdsen koltséges is), a serum transferrin + saturaciod
mérés is beilleszthetd a fennti sémaba.

17



Magyarlaki Tamas PTE AOK LMI — Vérsejtek laboratériumi mérése 2011.

Hypochromic anaemia
Flow diagram.

Iron deficiency
anaemia

Serum ferritin

HNornaal

Lowr —_— Seruriron

Normal

Infection/tumour Thalassaemia/
anaemia haemoglobinopathy

21.4bra: Macrocyter anaemia jellegzetes tiinetei. Osz haj, hypopigmentacid, macroglossia, szajzig
sebek. Forras: Hoftbrand-Petit: Haematologia.

Tinetek '

f
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22.4bra: A macrocyter (hyperchrom=,,nagy RBC-be sok Hgb fér”’) anaemia két legfobb oka a B12
ill. a Folsav vitamin hiany.

Anaemiak tipusai

decreased MCV normal MCV increased MCV
ﬁ f————— ] h—‘—
microcytic normocytic | macrocytic

' ' ————

l ‘, v

serum ferntin reticulocyte count serum folate

RBC folate
vitamin B12 level

low | normal of abnormalities of
|
\J

increased not increased
other parameters
Hb electrophoresis Hacmolysis | |Marrow h)]I)oplmn.. Folate B2
Y or leukaemia, infiltration Idcl’icicnc\' deficiency |
. f / 7|
|Iron dcﬁcrcncﬂ  Thalassaemia minor | | blood loss

23.abra: Az anaemia perniciosa hatterében legtobbszor a gyomor parietalis sejtjei ellen
termel6dott autoantitest all, mely az intrinsic factoron (IF) keresztiil gatolja a B12 vitamin
felszivodasat. A régebben fatalis, ismeretlen oku betegség gydgyitasahoz kezdetben nyers maj
kivonatot alkalmaztak (a m4j termeli az IF-t), a felfedezésért 1934-ben harman (G.Whipple,
G.Minot és W.Murphy) nobel dijat kaptak.

Anaemia perniciosa pathogenesis
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24.4bra: Macrocyter / hyperchrom anaemia vérkép megjelenése CD3700 automatan. A sarga
szamok az anaemiat, a lila szamok annak macrocyter/hyperchrom jellegét mutatjak. A kenetben a
macrocyter / hyperchrom és nagysagban-alakban-festddésben variabilis (anisocytosis +
poikilocytosis + polychromasia) beteg vordsvértestek mellett jellemzo, hogy a fehérvérsejtek (€s
altalaban minden mas human sejt is) macrocyterek (megnagyobbodtak) ill. sejtmag kiérési
zavarokat mutatnak a B12 hiannyal 0sszhangban, mely vitamin a sejtosztoddasban jatszik fontos
szerepet (itt hypersegmentalt neutrophilt latunk).

[Spec 1D 2033 DISPLAY SPECIMEN 2008 Nov 20 13:45
B Ready Operator 1D ueY
Sequence u 1445

Sequence u 772 Closed Sanpler

HCT:4.67 o ———
LOBULARITY

REC MORPH

RCT:6.72

EDIT  CUSTOMIZE TRANSHIT | PRINT
SPECIMEN SPECIMEN SPECIMEN REPORT = SPECIMEN  TICKET

Anaemia perniciosa

Periférias vérkenet anaemia perniciosahan

(az abran hypersegmentalt neutrophil figyelheté meg)

25.abra: Egy magvas vorosvérsejt lathatd szamos céltablasejt kozott.

Haemolyticus anaemia

20



Magyarlaki Tamas PTE AOK LMI — Vérsejtek laboratériumi mérése 2011.

26.abra:

konnyt feladat. Sajat anyag.

Haemolyticus anaemiés

beteg magvas

vorosvérsejtekkel (NRBC). A magvas
vorosvérsejtek igen nagy szamban el6fordulnak ujsziilott vérmintakban is, ahol a fetalis Hgb
helyét a feln6tt tipusa Hgb valtja fel igan gyors iitemben (néhany nap alatt adaptalodik az
ujsziilott az extrauterin élet megkdvetelte adult tipusi Hgb-t tartalmazd vordsvértestek
termelésével, amit RBC sejtszétesés €s fiziologias atmeneti sargasag kisér).
korasziilott vérek korrekt mérése a kis vérvolumen mellett az NRBC-k zavar6 hatdsa miatt sem

Magvas vorosversejtek vérkeép automatan

W fle E® View Becod Action Regort Selfing Window Help =181
o | 2 = - s = > =~
H]ﬂw i |9 | |% 33|1 €| ?I’|;@ 8
H.Copy meow | OC | work lst] exphocer| browser| delete | Upper | L 1220 | vald i
Sample No. [ 12546 Birth [ ward [ Date Z000/10/08
Pat. ID | Sex | or. | Time 14:29
Name [ Comment |
Main |Graph |wBC |RBC  |Cumulatigd rvice|Hpc  [Research(W)||research(R) |
WBC
Item Data unit WBC/BASO
WEC & 7.88|* | 10A3/uL ¢
NRBC+W 11.16 10A3 /uL
Extended Differential NREBC
Item Data Unit Item Data unit
1G# 0.10] |10A3/ut | nrEC# 3.28 ¥ |10A3/uL|
NEUT#& 4.34 10A3/uL NREC? 41.5 % |/100wBC
LYMP#& 15.6 10A2 /uL
MONO# e ¥ |10A3/uL | [HEC area
EO# 0.53|¥|10A3/uL Item Data unit
BASO# 0.07 ¥ |10A3/uL Area# 0.00 10A2 /uL
OTHER# 0.2 10A2 /uL Area% 0.00| |%
Item Data unit
16% 1.3] |% | Flag(sd
NEUT%& 55.0| |% Blastss
A @ Imm Gran?
19. S o Lympho-
16.0|* |% Mono+
6.7 |%|% NRBC Present
0.9 %
0.3 %

Message

*k*k

XEdo. EliHOSTHC

A kovetkezokben olyan vérkép morphologiai eltéréseket fogunk targyalni, melyeket vérkép
automatainkkal nem tudunk diagnosztizalni. Ezek a gyakoribb-ritkabb eltérések teszik igazan
indokoltta a kiegészito kenetfestéseket ill. azt a torekvést, hogy a vérkép analyzisét egy masik
aspektusbdl is (Cell Image Analysis) automatizalni igyekezziink.
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Specifikus alaki eltéréssel jarod
anaemiak

Normal beta globin Sickle cell beta globin

TGA GGA CTC CTC TGA GGA AC CT

Normal Red Blood Cell - Sickle Red Blood Cell

'
J

OXY-STATE 4= DEOXY-STATE

fDdel
'\ pA [ ~cclaugg. ]
.' 37 ps [ —ccigTgg ..
Hb SA Hb S/A
J
m —-
Hb S/S ? -t ==

27. A hiressé valt sarlosjetes anaemidban egyetlen aminosav csere a Hgb molekuldban olyan
sztérikus valtozasokat okoz, amely az oxigént nem hordozé Hgb allapotban a szerkezet (s ezzel
egylitt a  vOrOsvértestek) Osszeesését okozza (,sarlosejtes morphologia”). Ez a
haemoglobinopathia monogénes, recessziven 6roklodo, foldrajzi halmozddast mutat, s paradox
moédon a malarids teriileteken ezt a genetikai hibat hordozd egyéneket ,,megvédi” a malaria
fertdzésektdl. Ez a ,,védelem” a plasmodium kérokozok vorosvértestekben (is) zajlo életciklusaval
fligg Ossze, t.i. a sarlosejtes RBC-ben a plasmodium nem tud szaporodni, s ez a természetes
szelekcid okozta tulélési ,,elony” okozza a malarias teriileteken a nagyobb szamo sarlosejtes
anaemia esetet is.

Specifikus alaki eltéréssel jard
anaemiak

28.abra: A malariat (ciklikus lazas betegség) az egyiptomi szinyog kozvetiti az emberre. A
harmadik vilag AIDS mellett legelterjedtebb betegsége. Sajnos a kinin rezisztens térzsek szama
egyre novekszik, a malaria maig megoldatlan és egyre novekvo probléma. A vérben (balra lent
vérkenet) lathatd a plasmodium vordsvértesteken beliili szaporodédsa, ami a morphologia és a
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klinikum alapjan diagnosztizalhatd. Kezeletlen malaria sulyos szévédményeket (pl.
veseelégtelenség) és halalt okozhat.

29.abra: Bizonyos (altaldban ritka 0roklédd) vordsvértest alaki eltéréseket (elliptocytosis,
spherocytosis, Glucose-6-P-dehydrogenaz deficiencia) altaldban a RBC membran cytosceleton
hibai vagy bizonyos enzym defektusok okozhatnak. Az ilyen betegeknél nyugvo, normal
allapotban legfeljebb a vérkenet vizsgalat deritheti ki az elvaltozast, gyakoribb azonban, hogy
lazas allapot, egyéb betegség kapcsan indukalt haemolysis, Hgb-uria kivizsgédldsa hatterében
észleljiik a keneteltérést. RBC lysis tesztekkel és végsé soron specifikus fehérje sequenalasi
technikakkal lehet e betegségeket igazoni vagy kizdrni. A meglehetdsen jellegzetes kenet
morphologian tul azonban a specifikus diagnoézis elérése legtobbszor igen nehéz vagy egyaltalan
nem kivitelezhetd. Hasonloképpen a therapia is igen korlatozott. Ezek az elvaltozasok vérkép
automatakkal nem diagnosztizalhatok.

Specifikus alaki eltéréssel jard
anaemiak

30.4bra: Ugyancsak nem diagnosztizalhatok a kovetkezo alaki eltérések vérkép automatakkal csak
kenetekben — kivéve az elsé esetet. A hidegagglutinin megjelenését ugy észleljik a vérkép
automatan, hogy szobahdn kb. 30 percet allni hagyott mintankat Gjra lemérve kb. fele / harmada
annyi RBC értéket mériink, mint annak eldtte. E késlekedés spontan is eldidézddhet, de
¢szrevehetjik a mar lemért csévon szemlatomast is a precipitaciot (a cso falan olyan kis piros
pontok lathatok mint az ABO vércsoport meghatarozaskor a pozitiv proba). Ha reélis eredményt
akarunk kapni, a csovet 37°C-ra kell melegiteniink Gjramérés eldtt, vagy ha ez sem segit a
mintavételtl a mérésig a mintacsoviinket végig 37°C-0s vizfiirdon kell tartani. [lyenkor ugyanis a
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hideg agglutininek, testhdmérsékleten maradva, nem aktivalédnak. Azonban a szobahd (kb. 20-
25°C) mar ,,hidegnek” szamit ezen IgM tipust agglutinineknek. A betegek végtagjainak sz¢€lso
részein (acrak=kéz és labujjak) ezek az antitestek in vivo is 0sszecsapzodhatnak, stilyos vérellatasi
zavarokat okozva az ujjakon, amikor a beteg hideg idében éppen kint tartozkodik. A hideg
agglutinacio a fehérvérsejt képet is mérhetetlenné teheti, s gyakori, hogy egy ilyen fals eredményt
ado6 vérkép hivja fel a figyelmet egy addig fel nem fedezett myeloma multiplex betegségre (hideg
agglutinin tulajdonsagu paraproteinnel), melyet serum elektroforézissel €s fixacioval kell a
tovabbiakban tisztazni. A tobbi elvaltozas kenet diagnoézist jelent, de jellegzetes a labor
konstellacioja is. A konnycsepp sejtek az MDS (myelodysplasias syndroma) részjelenségeként az
id6skori dysplasticus myeloid leukaemia el6futarai lehetnek, a buzogany sejtek uraemias vérben
hyperosmolaris okokbol keletkeznek. Az acanthocytdk, schistocytdk, fragmentocytdk pedig
leginkabb a DIC (disszeminalt intravascularis coagulacio) elnevelésii stilyos alvadasi betegségben
vagy a hasonloképp igen veszélyes, TTP (thromboticus thrombocytopaenids purpura) ill. HUS
(haemoliticus uraemids syndroma) thromboticus zavarai kapcsan keletkezhetnek. Bar a TTP
vonatkozasaban az ADAMTS serum enzym vWF lebonto aktivitdsanak zavarat kiséré fokozott
PLT aktivalodas és ennek kovetkeztében vérlemezke fogyas volt bizonyithatd, e korképek
diagnodzisa konkrét esetekben sokszor igen nehéz, a vérkenet észlelet csak kiegészitd jellegii lehet.

Egyéb anaemiak vorosvertest alaki
eltéresekkel

hidegagglutinin konnycsepp sejtek buzogany vvt

acanthocytak schistocytak fragmentocytak

31.4bra: Az un. ,,inclusisos testek” is természetesen csak kenetekbdl (mégpedig korrekten kihtizott
vékony ¢€s jol — nem tulfestett mintakbol) diagnosztizalhatok. Az egyik legtipikusabb hiba itt a
kenetértékeld részérdl, amikor a kenetben a vorosvértestek folé sodrodott vérlemezkéket (tct-balra
fent insert) valamilyen inclusios testnek (leginkabb malaridnak) diagnosztizalja. Az anaemnézis, a
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malaria hazankra jellemz6 ritka megjelenése mellett a mikroszkép microméterének fel-le
mozgatasara hivnam fel a figyelmet: a ,,superponalddott” thrombocyta mindig jol kiveheto vilagos
udvarral, tobbnyire excentrikus basophil szemcsés anyag tartalommal (ergastoplasma, tct-
granulumok) rendelkezik, s a microméter mozgatasaval hol a tct, hol pedig a RBC hozhato éles
nagyitasba, de egyiitt soha nem lathatok élesen. A Howell-Jolly testek gyakran splenektomizalt
betegeken fordulnak eld, degeneralt Hgb maradéknak felelnek meg az eloregedet, a splenektomia
miatt lasabban eltakaritott vorosvértestekben. El6fordulhat, hogy vas depositumot latunk vas
tulterheléses allapotokban (haemosiderosis), bar ez nem konzekvens, ehhez a csontvel6 un. ,,ring
sideroblastok™ vizsgalata sziikséges (jobb alsé insert). Az igazan fontos, s igen finom, nagy
figyelemmel ¢észrevehetd elvaltozas a basophil punctatio. E finom basophil hgb kicsapodas
6lommérgezésben, porphyridban fordul eld (eldbbi gyakorlatilag nem észlelhetd a benzinkutak és
nyomdak technologiai fejlédése miatt), de sokkal inkabb bizonyos haemoglobinopathiakban,
amelyeket kiséré fontos diagnosztikus jel lehet. Az ilyen észlelet, melyet egyéb Hgb-pathiara
gyanis laboreltérések is kisérnek, feltétleniil tovabbi kivizsgalast igényelnek (Hgb
electrophoresis, sziikség esetén sequenalds, csaladfa vizsgalat).

Vorosvertest inclusios testek

Basophil punctatio

tet » Howell-Jolly test

vas depositum ——

plasodium .

Ring sideroblastok
***x

/4] Fehérvérsejt populdciok cytometriai mérése:

A fehérvérsejt populaciok olyan sokféle €s valtozatos populéaciot alkotnak, hogy ezek vizsgélatara
mar legtobbszor nem elegendd a Coulter elven végzett impedancia mérés. A 1ézeroptikai technika
felfedezése lehetové tette, hogy az egyes vérkép automatakban meglehetésen diverz technikai
megoldéasokkal, de alapjaban véve azonos alapelven a periférias vérsejtek minimum 5 populacidja
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(Neutrophil — eosinophil — basophil — monocyta - lymhocyta) elkiilonithetd legyen. Ehhez a
hydrodinamikusan fokuszalt sejtdram egyedi sejtjeirdl egyenként gytjtik be a késziilék detektorai
az athalado sejteken keletkezd szort fény (scattered light) jeleket, melyeket a detektorok-erdsitok-
computer elektromos impulzussd, majd az impulzusokat digitalizalt jelekké, ezeket histogramokka
¢s dot plot diagramokké alakitja, melyekkel mar a mérés sordn (€s késobb elektronikus tarolt
formaban el6hivhatéan) a felhasznald6 — a numerikus adatok mellett — grafikusan is lathatja a
vérsejt populaciok megoszlasat. Ez a grafikai kép egyedileg jellegzetes az egyes betegekre és
betegségekre, s parhuzamba allithato a kenetekben észlelheté morphologiai jelekkel. Ez a
,digitalis morphologia” kiapadhatatlan kincsesbanya a finom morphologiai jelek és azoknak
lehetséges klinikai jelentdsége irant érdekloddé felhasznaloknak. Parhuzamos kenetfestésekkel,
szokatlan diagram manifesztaciok (,,felhdképek™) kapcsan ,,felgongyolitett” klinikai tanulmanyok
révén valdsagos Onképzést valosithatunk meg a vérkép automatank mellett. Nézziik most néhany
alapvetd vérkép automata vérsejt detektaldsi tipust, s a technikai lehetdségek és korlatok kozt
néhany tipikus klinikai eset interpretalasat.

Vérkép direkt optikal mérési elv
(488 nm Argon laser)

MEGVILAGITO FENY

Coulter

+——— +CONDUCTIVITAS

32.abra: A legegyszerlibb — talan a vald viszonyokhoz is, de a flow cytometriahoz biztosan
leginkabb kozel allo — az un. direkt 1ézer optikai mérés (Abbott CellDyn és Coulter series). Itt
tulajdonképpen forward scatter (Fsc=,,csaknem szembdl” 1-3° egyenes szogben) és kiilonb6zo
side scatter (Ssc=kiilonb6z6 oldaszorasi szogekbol 10°-90°) torténik a gépen ataramlod sejteken
szorodo 1ézer fény detektalasa. A flow cytométerek ugyanezt a Fsc/Ssc populacié morphologiai
megjelenitési modot alkalmazzak (ehhez csatoltan természetesen fluorophore konjugalt
monoclonalis antitestekkel jelolt anyagon a fluorsecens fényszorasi jelek informacioit is értékelik,
a jelek segitségével akar fizikailag is szeparalhatjdk az egyes sejtpopulaciokat=, fluorescence
activated cell sorter’=FACS). A direkt optikai elven mikodd vérkép automatdkon észlelt
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»gyanus” vérsejt populacidk konnyen azonosithatok a flow cytométerekkel is, s igy tovabbi
részletesebb analizislik akadalytalan. Az abran a Fsc €s Ssc keletkezését mutatja egy sémas rajz, a
szoveges mezoben pedig az egyes sejttulajdonsagok kiilonbozo szorasi szogekkel Osszefliggd
mérhetdségét mutatja. Konnyen belathato, hogy az alapvetéen 5 vérsejt populacié (neu-eo-ba-mo-
ly) ,,szétvalasztasahoz” 4 szeparator (,,-’) szlikséges. Ez a 4 szeparator a 4 detektor altal mért,
populacionként szignifikansan eltéré mérési adat. Ezen adatok grafikus abrazolasaval elérhetjiik,
hogy egy-egy tulajdonsag (pl. O°=méret: kis ly versus nagy neu) alapjan az egyes sejtcsoportok
hatarozottan szétvalaszthatok legyenek (kapuzas). Ha mar 4 tulajdonsagot egyszerre vizsgalunk
(ezt mar nehéz lenne grafikusan 4 dimenzidban abrdzolni, ehelyett szinekkel jeldli az automata az
egyes populaciokat egyetlen 2D vagy 3D diagramon), akkor belathato, hogy ennek segitségével 4
populaciot ,,pozitiv’ modon azonosithatunk, az 5. populacié pedig a ,,maradék” elv alapjan kertil
azonositasra. A CellDyn és a Coulter késziilékek 3 paraméterben Iényegében azonosak, azonban a
4. detektor vonatkozasaban eltérnek. A CellDyn 4. detektora ,,pozitiv’ modon azonositja a
depolarizalt 90°-os fényszoras révén az eosinophileket, mig a Coulter a 4. dimenzioban a sejtek
elektromos fizikai vezetOképességét (conductivitds) detektalja. Mindkét modszerrel a
végeredmény hasonlo (a kontrollok és legtobb beteg esetében azonos ereményt hoz), azonban
nem azonos. A ,direkt” eosinophil mérésnek eosinophilids betegségek értékelésében lehet
egyediilallo értéke, mig a conductivitas mérése bizonyos éretlen blasztos sejtelemek (megvaltozott
membran szerkezetli leukaemids sejtek) elemzésekor lehet elény. A vérkép automatak mérési
kapacitasaval kapcsolatos un. ,gyari” adatok elsGsorban egészséges kontrollokra (esetleg
gyakoribb koros elvaltozasokra) vonatkoznak, az egyedi korképeket magunknak kell megismerni.

Neu (0°=nagy, 10°=lebenyezett,90°=granulalt,dep90°=nem polarizal) =+++-
Eo (0°=nagy, 10°=lebenyezett,90°=granulalt,dep90°=polarizal) =++++

Mo (0°=kdzepes 10°=enyhén lebenyezett,90°=min. granulalt,dep90°=nem polarizal)=+- +- +- -
Ly (0°=kicsi, 10°=nem lebenyezett,90°=nem granulalt,dep90°=nem polarizal) =----
Ba (0°=kicsi, 10°=lebenyezett,90°=granulalt,dep90°=nem polarizal) = ,,maradék” =-+ + -

A mintanként 10.000 atfuto sejthez egyenként, listaszertien kapcsolodnak a 4 detektor adatai, s a
software ennek megfeleld szinnel jelolt csoportba €s helyre teszi a sejteket a diagramokon.
Lathato, hogy ezek a gépek, melyek a basophil populéciot csak ,,maradék”-ként kezelik, az ilyen
tipusu (szerencsére ritka) korképek esetében nem feltétleniil a legoptimalisabbak.

33.4bra: Normal vérkép CD3500 automatéaval. Sajat anyag.

IL
Normal vérkép
a CELL-DYN 3500-as haematologiai automataval

4.7 1
141, g/l
4.9 %
86.9 fL
29.9 pg
3. gL
12.5 %V

PLT 237, 6/L
WU B.51 fL RCT:6.73

PREVIOUS ~ WEXT EDIT  CUSTOMIZE TRANSMIT | PRINT RETURN
[SPECIWEN  SPECIMEN SPECINEN ~ REPORT ~ SPECIMEN  TICKET PRINT
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34.abra: Eosinophila CD3700 automatan (a jobb felsé diagram a polarizalt 90°-0s kapuzas).

Eosinophilia . i
E
WBC:  13.4 10e9/L 3 P at
Neu: 45.1% E [Ij ﬁ __
Lym: 15.8% | L - e ]
Mono: 1.73% . _;:w. 3
Eos: 30.9% v v i ,
Baso: 0.45% ORTHOGONAL
RBC: 3.10 10e12/L | !
Hgb: 103 g/L 9 | : | .
Ht: 0.29 L/L a
MCV: 94.1 L ] | I
MCH: 33.3 pg d | |
MCHC: 354 g/L e '
RDW: 13.7%CV o
o
PLT

PLT: 502 10e9/L
MPV: 8.26 fL

Eosinophilia okai:

atopia, parazita, gyégyszer allergia,

polyarteritis, acut infectio 2
gybgyulisa, Hodgkin-kér, L . P
Eosinophil sejtes CML (ritka % RE7
forma), Hypereosinophil syndro-ma %

(HES, idiopathias)

35.4bra: Tipikus reaktiv monocytosis CD3700 automatédn. Sajat anyag.

Reaktiv monocytosis

. D [

> . |

I iy E |

> Qs o P- |

2| S 0 f
] . [

COMPLEXITY ORTHOGONAL
—
J 4
3

2 N,
s -&L\ -

28



Magyarlaki Tamas PTE AOK LMI — Vérsejtek laboratériumi mérése 2011.

36.4abra: Basophilia CD3700 automatan (1=a basophil populéacio a kapuzasban az un. ,,maradék’)

Basophilia s D

I + P' 1
WBC: 4.01 10e9/L 4 0
Neu: 57.3% E | “Hef® L
Lym: 22.5% |3 :
Mono: 10.7% e BOE T o it
Eos: 3.78% COMPLEXITY ORTHOGONAL
Baso: 5.64%
RBC: 3.83 10e12/L I I
Hgb: 124 g/L 9. | |
Ht: 0.35L/L 8 | :
MCV: 91.8 fL 4
MCH: 323 pg :) | |
MCHC: 352 g/L (; ! | |
RDW: 14.4%CV .
PLT: 249 10e9/L 18 dey PLT
MPV: 8.56 fL

-
Basophilia okai: b4 ‘ ’ -
-

Chr. myeloproliferativ % ’
syndroma (CML, PRYV), > § (
reaktiv (myxoedema, ‘ > ]
variola, varicella, colitis

ulcerosa) 7 ' Y

37.abra. A baso/lobularity modszerrel, a mintat egy alacsony pH-ju reagenssel kezeljiik
(,,Stromatolyser”), mely az 0Osszes RBC-t feloldja, s eltavolitja a fehérvérsejtek (WBC)
sejtmemranjat, csupan a puszta sejtmagokat meghagyva. Kizarolag a Basophil populacié marad
ép, sértetlen. gy ez a modszer — kipotolva az elbbiekben ismertetett CellDyn és Coulter
rendszer ,basophil gyengéit” - alkalmas a basophil granulocytdk ,,pozitiv”’ szelekcios
meghatarozasara. A minta a flow cellaba kertil, ahol a piros lézer dioda (670 nm) vilagitja at a
sejteket. A Fsc (2-3°) és Ssc (5-15°) dimenzidkban a fehérvérsejtek magjait és szelektiven a
Basophil populaciot vizsgalhatjuk. A sejtmagok mind a sejtnagysagot mind a mag komplexitast
(mononuclearis/polymorpholnuclearis) jol mutatjadk. A teljesen ép (membrannal is rendelkezd, a
stromatolyser oldattal szemben rezisztens) basophil sejtek természetesen joval nyagyobbak a
csupasz sejtmagoknal, igy méretiik alapjan igen jol elkiiloniilnek. A mérési mod teret enged
néhany szokatlan magszerkezetii elem (pl. blastok, magvas vordsvérsejtek) azonositasanak, ezek
azonban legfeljebb mint az alappopulaciokba ,,be-nem-ill6”, ,,maradék™ elemek (,,Blast”) jelennek
meg a diagram bal als6 sarkaban. Egy figyelmezteto (flag) tizenet azonban legtobbszor jelzi, hogy
valamilyen rendellenes sejtmag is mérhetd a rendszerben. A vérképest ez tovabbi felderitd
1épésekre késztetheti. Sysmex demo anyag.
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Basophil / Nuclear Lobularity
Flow Cytometric Analysis

High angle detector

. (5°- 159

B Low angle detector
il

Basophils

SYSMEXESADVIAN — .
jMunonuc!ear’r Polymorphonuclear
&

E‘\aml Ll T

38.4bra: A Sysmex Advia rendszerben természetesen a basophil sejtek ,,pozitiv’ azonositasa
mellett (ami e gép tipusoknal természetesen a korabban felsorolt 3+1 rendszeroldat mellett egy 4.
oldat, a stromatolyser oldat és plusz egy optikai csatorna (WBC/BASO) alkalmazésat feltételezi)
feltétleniil sziikség van egy olyan fehérvérsejt differencialé (DIFF) csatornara, ahol az sszes
fehérvérsejt (kivéve a basophil) egyiitt lathato. A Sysmex ezt egy altalanos DNS festékkel
(polymethine) oldja meg. A nem lizalt (Diasheath) fehérvérsejtek sejtmagjai eltérd mértékben
festddnek (DIFF diagram Y tengely: kék=tormelék — tiirkiz=Neu — piros=eo — barbie-rozsaszin=ly
— z0ld=mo), s ha ezt az X tengelyen a Ssc (magcomplexités) allitjuk szembe, az egyes populaciok
nagyon jo elkiiloniilnek. A tovabbi csatorndk diagramjait részben mar targyaltuk (RET, RBC,
PLT), az IMI csatornat (mint a Sysmex XE21000 egyik specifikumat) a kérs6bbiekben részletesen
elemezziik.

Normal fehérvérsejtkép (Sysmex)

DNA fluorescent dye (polymethine)

Basophilia (Sysmex)

pat. 10T sex T or T Time ISR

Name [ Coment
Main [GFaph Jwec  |Rec  |cumulative|a-Flags|Service|WPC | Research(w)|Resear
Ttems WeC Di fferential

38-39.4abra:normal vérkép és basophilia
Sysmex XE2100 vérkép automataval.
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Peroxidase Analysis

High angle detector

(5°- 159

Tungsten- > Absorbance

Halogen Peroxidase
Lamp

Neutrophils

~ Eosinophils

40.abra: Az Advia az eddig részletezett fehérvérsejt differencialas problémara egészen mas
technikat alkalmaz. A cytocemiabdl ,.elirigyelt” peroxidase (MPO) festést végzi el a mintakon a
flow cytometrias elemzés el6tt. Ez azért is nagy bravur, mert a keneteken a myeloperoxidaz
(MPO) festést legalabb 30 perc 37°-on torténd inkubalassal érjiik el, mig a vérkép automataban
csupan masodpercek allnak rendelkezésre egy-egy minta valtasa kozott. Az Advia 120 és 2120
késziilékekeben 70°C-on masodpercek alatt zajlik le a MPO festés. A tungsten halogen lampaval
szembdl megyvilagitott MPO-val festett sejtek abszorbanciajat (Perox csatorna Y-tengely) a szort
lézer fény Ssc detektoraval (5-15°) szemben vizsgaljuk. A Ssc nagyjabol a sejtmérettel, az
abszorbancia a MPO pozitivitassal aranyos. Azonban 6vatosank kell lenniink az ilyen altalanosito
megallapitasokkal (a két csatorna kézott nem vart interakciok, atfedések is lehetnek)! Pl. az eo
sejtek granulumai olyan er6s MPO pozitivak, olyan erésen absorbealjak a fényt, hogy ez a 1ézer
Ssc tulajdonsagukra negativan hat vissza. Lathat6 a diagramon, hogy az eo sejtek, bar joval
nagyobbak mint a lymphocytdk, az Y tendelyen mégis (fals mdédon) egy magassagban jelennek
meg a lymphocytakkal. Ez az elkiilonitést ugyan szerencsére nem zavarja, de mint mérési
eredmény semmiképpen nem realis. Az Advia Perox modszere mégegy meglepetést tartogat: az 5
WBC populécié mellett megjelenik egy 6. populacié = LUC (=large unstained cells). A bal also
diagram sarokban megjelend extra populaciot mar mas esetben is lattuk (sejttérmelék, NRBC,
blastok?,PLT), de a jobb fels6 sarok extra populacioja a LUC a MPO festés ,,mellékterméke”. Bar
normal vérképeknél a LUC 5-10% alatt marad (egyes klinikusok szdmara ez a Jolly Joker
populacid igy is nehezen értelmezhetd, pl. gyermek vérképeknél akar ennél magasabb érték is
Osszefér a normalitassal), ugyanakkor azt figyelték meg (ez mar a ,.gyari ajanlasokban” is
szerepel), hogy a magas LUC érték jelezheti ,,éretlen lymphoid sejtek”, ,,éretlen mononuclearis
sejtek” jelenlétét, ami akar mononucleosis infectiosa, leukaemias blastok jelenlétére is utalhat! Ez
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természetesen Onmagdban nem diagnosztikus értékll, de ha a gépiinkben a MPO festés €s az
optika megbizhatéan mikddik, akkor a LUC magas érték viszonylag ritkan fordul eld, s ,,megér
egy misét”, hogy egy-egy kiugrd esetnek utana jarjunk, nincs-e mogotte mononucelosis vagy
leukaemia (vérkép €s egyéb labor paraméterek, kenet, flow...stb). Sose felejtsiik el azonban, hogy
ha ez a kényes, 70°C-on masodpercek alatt lezajlo MPO festés barmi okbol technikailag zavart
szenved, azesetben az elsd jelenség, amit latni fogunk, az az X-tengely populdcidinak LUC
iranyaba torténd ,,0sszeomlasa” (s nem leukaemia!) lesz.

DIFF channel

DIFF Scattergram

Fluorescence

NEUT + BASO

Side Scatter

& Lo $ §

1 2 4

41.abra: A Sysmex késziiléken mutatjuk be a granulocytdk un. ,,balratoltsag” jelenségét, bar ez az
Osszes tObbi automatan is hasonloképpen megfigyelhetd. Ha egy stilyosabb bakterialis fertézés éri
a szervezetet, a vérben keringd (korokozo 616 funkcidjuk soran elpusztuld) granulocytakat friss
csontveldi granulocytak potoljak. Ha a fer6zés liteme gyorsabb mint a granulocytak kiérése, akkor
a csontvelobdl ,,felkész termékek”™ is kikeriilnek, hogy biztositsdk a fokozott igényt. A kiérett
granulocytak mellett un. balratolt alakok (,,Left shift”, ,Immature granulocytes”=IG, német
szaknyelvi kifejezéssel €lve ,,stab” és ,,jugend” formak) keriilnek a csontvel6bdl a vérbe. Ezen
sejtalakokban a sejtmag szegmentacigja még nem tokéletes (stab=palca magva,
IG=jugend=¢éretlen magvu), azonban szemcsézettségiik révén (MPO) mar funkcioképesek.
Megforditva a kérdést, diagnosztikusan a sok balratolt elem jelenléte stlyos gyulladas fennalltara
utalhat. Ezek a balratolt, éretlenebb sejtalakok természetesen a diagramunkon is a neu
populaciotol eltérd helyen fognak megjelenni. A pozicidjuk kristaly tiszta logikat kovetve
megjosolhatoan az éretlenséggel (balratoltsaggal) aranyos magasabb fluorescencia értékek felé
tolodik, s a Ssc diszkrét valtozasban a sejtmag alakjanak diszkrét valtozasa is tiikkrozodik. Ezek az
»extra populaciok” tigymond nem teljesen ,,gyarilag” validak (bar épp a Sysmex egy kiegészitd
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IG-software programmal mar hivatalosan is legitimalta a Left shift és IG populéaciokat), azonban
kis gyakorlattal (parhuzamos kenet festések) jol megtanulhatéd a balratolt populaciok felismerése
¢s elkiilonitése mas pathologias allapotoktdl (pl. CML=chronicus myelid leukaemia). Nem szabad
azonban elfelejtenlink, hogy a CML ¢és myeloproliferativ syndroméak (CMPD) korrekt
diagnoézisahoz ma mar elengedhetetlen a molekularis szintli diagnosztikaig elmenni (ber-abl,
JAK?2). S azt sem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy a modern therapia (pl. Neupogén stimulacio)
kapcsan idonként extrém mértékli balratoltsag mérhetd, melynek a hatterében azonban az orvosi
beavatkozas megfeleld kommunikacidval jol azonosithat6é (nem vezet tévesen a CML gyanujanak
csapddjaba). Osszességében a balratoltsig extrém formaival tovabbra is igen 6vatosan kell
bannunk. Sysmex demo anyag.

IMI Channel

|
(Left shift ) (Imm gran !)

Stab cells (\ 4, Metamyelocyte
P .74

w" f Myelocyte
r

42.4bra: A balratolt (és éretlen) fehérvérsejtek azonositasara egy tovabbi mérndki otlet a radio
frekvencia (RF) hadrendbe allitaisa. A Sysmex XE2100 automatan (egy tovabbi 6.oldat,
Diastromlyser-Sys-IM alkalmazasaval) a RF és a hagyomanyos impedancia (DC) egyiittes
vizsgalataval a fehérvérsejtek atlagos populéacioibol (kék atlés populécio az 5 WBC populacio
Osszemosodva egyforman érzékeny a RF és DC jelekre) levalaszthatok az ,.éretlenségiik”
mértékével aranyosan (Left shift — Imm gran = piros populaciok a DC irdnyba tavolodva a harant
tengelyt6l), melyek fokozott DC (impedancia) tulajdonsaggal birnak. Elvileg e sor aljan a
hemopoieticus 6ssejtek (CD34+) is kimutathatok lennének. A teoreticus hattér szerint az
éretlenebbé valo sejtek sejt membranjanak fehérje-lipid Osszetétele valtozik meg oly mértékben,
hogy ez a conductivitds valtozasaban (RF-csokkenéssel szemben) kimutathatova valik a
balratoltsagtol egészen az Ossejtekig. Probalkozasok folynak a csontveld transzplantacids
alkalmazas teriiletén is a modszer legitimalasara, azonban tudomasom szerint eddig ez a mérés
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legfeljebb csak tajékoztatd, kiegészitd jellegli, semmiképpen nem valthatja ki a flow cytometrids
CD34 0Ossejt meghatarozas (6nmagaban is meglehetdsen Osszetett, s jelenleg ,,gold standard”)
modszerét. A kifejezett balratoltsag esetén elsé menetben ma is leggyakrabban a kenetfestéshez
folyamodunk (insert), s a GAPA cytochemiai festés segithet a reaktiv (GAPA+) versus CML
(GAPA negativ vagy alacsony érték) elkiilonitésében. Pozitiv esetben a tovabbi vizsgalatok
természetesen nem nélkiilozhetdk (crista biopsia, Ph-chromosoma, ber-abl). Sysmex demo anyag.

Mononucleosis

XE-2100 HardCopy

» | o ¥l [ = |
$J J 4 1 | 3 v ’ 'f? @ K

WBC/BASO

43.abra: A mononucledris sejtek (ly, mo) rendellenességei ugyancsak nyomon kovethetok
valamennyi vérkép automata tipuson, fliggetleniil azok detektalasi technikdjatol. A konkrét gép
alapos ismerete és némi Onképzés révén hamar beazonosithatok a ,sem-ly sem-mo”
mononucelaris sejtek, melyek ,tavolsaga” az eredeti ly-mo populaciotol akar éretlenségiikkel is
aranyos lehet (atypical lymph, abnormal lymph, Lymphoblast), bar e vonatkozasban mind a kéros
populaciok elnevezése, mind azok pontos mibenléte eléggé bizonytalan. Annyi bizonyos, hogy az
a tény, hogy egy ly-mo populacio ,,szokatlan, aberrans” lokalizaciét mutat, az mindenképpen
fokozott figyelmet igényel, sziikséges, hogy ilyenkor kizarjuk a stlyosabb korképek
(mononucelosis, leukaemia) lehetdségét. Ennek modozatait a korabbiakban mar tobbszor
részleteztiik. A jelen esetben akar egy egyszeri kenetfestés igazolhatja, hogy mononucleosis
infectiosa all fenn. 44. abra: kenetfestés a fennti esetb6l. Sajat anyag.

¢
v
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45.4bra: A mononucleosis gyanujanak leggyorsabb igazoldsa (a serologia mellett) a flow
cytometria lehet. Lathatd, hogy a korai Epstein-Barr virus (EBV) fertézésben a B-sejtek
(szerencsére nem daganatos) polyclondlis transzformacidja torténik (mind Kappa mind Lambda
konnytilancot egyarant hordoznak az éretlen sejtek, mig a daganat monoclonalis Kappa vagy
Lambda pozitiv). Bar a sejtek rendkiviil éretlennek latszanak (bal insert), a T- és NK sejtes
immunrendszer szerencsére hamar ,eltakaritja” a virus transzformalt B-sejteket (,,atipusos
mononucledris sejtek™). Az immunvalasz jeleit a mononucleosis késébbi szakaban ugy latjuk,
hogy az ,.atipusos sejtek” szama csokken, s egyre tobb un. LGL (large granular lymphocyte)
cytotoxicus sejt jelenik meg a vérképben.

TD.001

Mononucleosis korail B-sejtes fazis

‘ E *
.

-

/5/Leukaemiak vérkép automata mérése:

46.abra: Acut lymphoblastos leukaemia mérése CD3700 automataval. A kenetkép altalaban
onmagaban nem informativ a lymphoid folyamat eredetére vonatkozdan (T- vagy B-sejtes eredet
flow cytometriaval donthet6 el, a blastok snmagukban MPO negativ, nem jellegzetes blastok —
bal oldali kenet). Egy kivétel van, a Burkitt lymphoma sejtek, melyek FAB-L3 tipusu,
jellegzetesen nagy, vacuolizalt egyforma blastok (jobb oldali kenet).



Magyarlaki Tamas PTE AOK LMI — Vérsejtek laboratériumi mérése 2011.

5.a: ALL:

Spec 1D 2148 DISPLAY SPECIMEN 2000 Kou 20 13:56
Patient Bazas Ready Operator 1D uey
Sox(H/F s, Sequence # 1445
Sequence u 7986 Closed Sanpler
:1 Linits: 1 SUSPECT | B
1. 6/L |
A5 140 N s|
119 ) XL UAR LYN b
812 . / |
61 2 7B DFLT(NE)

WIid69 +—————— =
COMPLEXITY LOBULARITY

RBC HORPH

PLT  99.3 6/L
WU B.69 fL RCT:6. 67

PREVIOUS  NEXT EDIT  CUSTOMIZE TRANSMIT | PRINT COLOR | RETURN
OPECINEN SPECIMEN SPECIMEN REPORT = SPECIMEN  TICKET PRINT

ALL

47.abra: Burkitt lymphoma / leukaemia eset, gépi vérkép (CD4000) és flow cytometria.
Monoclonalis Kappa pozitiv, CD23+ blastok lathatok, melyek keletkezésének hatterében az EBV
is (egész pontosan nem ismert) szerepet jatszik, de a monoclondlis populacid (szemben a
mononucleosissal) hatterében specifikus translocatiok miatt a c-myc oncogén athelyezddés okozta
konstitutionalis Ig (H, vagy Kappa vagy Lambda) aktivacio all.

Burkitt, kiérett,
periférias” B-sejtes

t(8;14) (c-myc/IgH)

EBV 12! + 1(2;8) (kappa/c-myc)
t(8;22) (c-myc/lambda)
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5b.: CLL:

48.abra: A chronicus lymphoproliferativ syndroma leggyakoribb képviseldje a CLL (chronicus
lymphocytas leukaemia). Azonban a gyakran indolens lefolyasu CLL-t6l klinikailag (és sejteredet
vonatkozasaban is) alapvetden eltér6 altipusok is el6fordulhatnak CLL-re emlékeztetd vérképpel.
Ezeket csak flow cytometriai tipizalassal lehet kideriteni, bar az un. Gumprecht rogok
(apoptoticus ,,szellemsejtek” — nyil) leginkabb a B-CLL alaptipusra jellemzok.

2608 Nov 20 13:56

] sy )
P - N 1445 T
ini SUSPECT 1 il : v ‘ \
G - I
7.3 85.8 AL UAR LYK 4 # | ‘
WO 878 .184 2 FUB £ )
0.80 0.0 ] | : ~

S0 261 .388 7 *B-¢és T-CLL

WCT:4.66 :Wgum}-,”; 3 ;i()nlnnknn;b 2
3.98 11 PELL

FL
34, g/l B *MCL és MZL

15.4 70U

BT 238, G/L oo NK T-SCthS ML

WU 7,15 fL RCT:6.68

NEXT EDIT  CUSTOMIZE TRANSHIT | PRINT COLOR | RETURN
SPECIMEN = SPECIMEN SPECIMEN  REPORT ~ SPECIMEN  TICKET PRINT

10. sz. abra: CLL

©
G D

Ve
. @
. /
[N
0t e
2
{
11. sz. abra: Periférias vérkenet CLL-bhen = = —

49.abra: A CD3700 automatdn az impedancia és optikai fehérvérsejt parhuzamos szamlalasi
lehetéségével (WIC=white blood cell impedance count versus WOC=white blood cell optical
count) lehetévé valik az un. Gumprecht ,,szellem sejtek” mérése is. A részecske szam (ly +
Gumprecht) a mérése alatt valtozatlan, mig az optikailag detektalhatdo lymphocyta arany (K-
WOC=kinetic WOC) a mérés soran, ahogy a lymphocytak fokozatosan Gumprechtté alakulnak,
értelem szerlien csokken. A CD3700 automata VAR LYM (varidns lymphocyta) és
FWBC=fragile WBC (torékeny) flag jelzései egylittesen nagy valdsziniiséggel B-CLL fennalltara

utalnak.

FWBC (fragilis fvs-ek)
KWOK (kineticus optikai fvs szam)
Gumprecht rogok CLL-ben
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50.abra: Flow cytometria igazolhatja a vérkép mérés alapjan kialakult feltevésiinket (Kappa
monoclonalis, CD5/CD23 pozitiv B-CLL). A flow cytometria emellett tovabbi szubtipizalast is
lehetéve tesz (pl. jelen esetben a CD38 co-expressio kapcsan — masodik kék nyil — feltehetdleg
egy naiv sejtes, prefollicularis B-CLL formaval allunk szemben, amit csak tovabbi molekularis
vizsgalatok igazolhatnak vagy zarhatnak ki. Ezen alcsoportoknak prognosztikus és therapias
jelentdsége lehet (jelen esetben ez kedvezdtlen).

Naive-B-CLL

i

.Monoclonal-B” ..
(B-cell low grade . L.

lymphoma) T

Page 1

51.abra: A CD4000 mérés (blast?), az Advia (LUC) eredmény valamint a kenet egyarant éretlen
blastok jelenlétére utal. A kenetfestés az Auer palca kimutathatdsaga kapcsan AML (acut myeloid
leukaemia) diagnozist igazol. A szubtipizdlashoz természetesen flow cytometria, csontveld
vizsgalat és molekularis vizsgalatok is kellenek.

5.c: AML:

Acut myeloid leukaemia

ained cells)
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52.4abra: Az Auer palca pozitiv blast flow cytometriaval az un. ,,blast ablakba” esik (lasd FCM
irodalom), CD34 dssejt marker mellett myeloid CD markereket hordoz.

AML-M1(micromyeloblast)

5.d: CML:

53.4bra: A CML és CMPD (chronicus myeloproliferativ syndroma) diagnézisa a vérképbdl nem
egyszerl, s onmagaban sosem teljes. A balratoltsag mértéke igen kifejezett (ez latszik mind a
vérkép automata felhoképén=jobbra fent, ,,listokds csova” szerti granulocyta populdcid, mind a
flow cytométeres Fsc/Ssc képen=balra lent). A szokdsos balratolt alakokon kiviil (jugend, stab)
feltiind a promyelocytak (insert bal fels6 nagy szemcsés myeloid sejtje) és 1-2% blast jelenléte
(bal als6 sarok, flow mérés blast ablak). A korrekt diagndzishoz csontveld vizsgalat, kiegészitd
molekularis vizsgéalatok sziikségesek mar csak azért is, mert a Glivec és szarmazékai ma mar
alkalmasak a specifikus molekularis eltérések (Philadelhia 9;22 translocatio, ber-abl fzios
génszakasz, foszforildz kinaz aktivacid) okozta valtozasok specifikus kezelésére. Ma mar a
morphologiai kategoriak (FAB klasszifikacio) mellett kotelezd a molekularis genetikai altipus
meghatarozasa is, mert ez inkabb befolyasolja a kezelés modjat, mint a morpholégiai altipus.
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X-B WBC RBC PLT RETC
In In In In In ]
*InvalidData
wBC 13.6*10e3/L WVF .988%*
5.88% 43.1%
2.63% 19.3*BAND
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BLST .006%* %BL .042*BLAST
MONe .903* %¥Me 6.62%
EOS .395% B 2.90%
BASO .122% %B .892%
LYMe 2.85%* %Le 20.9%*
VART. 0.00% %UT 0.00%*

/6/ Elow cytometria:

1. Bevezetés:A flow cytometria (FCM) vagy aramlasi cytometria egy igen hatékony

méréstechnika,  (Wwww.invitrogen.com/resources/education/tutorials) mellyel heterogén

Osszetételll sejtpopulaciokban 1évo egyedi sejtek multiplex paramétereit mérhetjiik. A flow
cytométerek sokféle szerepkorben alkalmazhatok: immunfenotipizalasban; sejt szamlalasban
(volumetrias vagy mikrogyongyds modszerrel); DNS ploiditds és funkcionélis marker
vizsgalatokban (pl. daganatos sejtek in vitro multidrog rezisztencia vizsgalataban, novekedési
faktor 1ill. cytokin receptor expresszid kimutatasban, ...stb). Az expresszid6 mérésére az un.
mean fluorescent intensity (MFI)=atlag fluorescencia értéket alkalmazzuk, mely a sejtek
»egeészséges” vagy ,koros” allapotat hivatott kimutatni. A FCM soran olyan mérést végziink,
melynek soran masodpercenként tobb ezer sejt egymast kovetve keresztezi a lézer fény utjat, s
a keletkezett szort fényt minden egyes sejtrél egyenként tudjuk begytijteni analizist céljara.
Ennyi adatot természetesen csak szamitogép segitségével lehet begyiijteni és egy FCM
analysis software segitségével statisztikailag elemezni. Az adatokbdl nyert eremények
informaciot adnak:1/ a vizsgalati minta egyes sejtjeinek és dsszességiiknek méretérdl (size); 2/

a sejtek belsé Osszetettségérél (complexity); 3/ sejfelszini fehérjéikrél (phenotype) és
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esetenként e fehérjék; 4/ mikodésérdl ill. allapotarol (funcional expression). E rovid
ismertetében attekintjiik hogyan is miikddnek a flow cytométerek? Hogy detektaljuk a
sejtekrol érkezé kiilonbozo szort fény tipusokat (forward scattered=FSC; side scatter=SSC;
fluorescen scatter=FL) a késziilék kiilonb6z6 optikai csatorndin? Miként lehet kezelni a
keletkezett rengeteg adatot? Hogyan is vizsgalhatok specifikus fehérjék egyedi sejtekhez
kototten a FCM segitségével a kutato és klinikai laboratériumi munkakban?

2. Miiszeres attekintés: az 54. abran sematikusan mutatjuk be a flow cytométer elsédleges
rendszerét: az egyes alkotorészek a/ a folyadék rendszer (centralis csészerii alkatrész a
fliggélegesen beinjektalt sejtekkel és a kopenyfolyadékkal), ez a rendszer hivatott biztositani
a minta sejtjeinek atfolyasat (,,hydrodynamikai fokuszalas” ) ugy, hogy e sejtek kiillon-kiilon
is mérhetdk legyenek, (innen szarmazik az aramlasi cytométer név is!); b/ a 1ézerek, a lathato-
¢és fluorescens fény forrasaként; ¢/ az optika, mely Osszegyljti és elvezeti a lathato és
fluorescens fényt; d/ a detektorokhoz, melyek fogadjak az egyes fény nyalabokat; és e/ az
elektronikahoz (amplifiers), periférias szamitégép rendszerhez (a computer alakitja at a
detektorokrol jovo szignalokat digitalizalt adatokkd, s ez végzi a sziikséges elemzést is). Az
un. ,talalkozasi pont” (interrogation point=IP) alkotja a rendszer ,,szivét”. Ez az a pont, ahol
a minta sejtjei taldlkoznak a lézer sugérral (a lézer a sejteket tartalmazo folyadékaramot 90°-
ban merdlegesen éri!). Az litkdzésbdl keletkezd lathato- és fluorescens fényszorast az optika

gyijti  be.  54.abra:  IP=centralis z6ld pont, SEJTEK, Kopenyfolyadék)

Eredmények

E2 G R SRR

m SEJTEK O
fq
ss¢ | Lézer C:) { LI
S =g |2 1A
== [ 1]
SS(.Z ‘
Kopenyfolyadék

1. abra: az aramlasi cytometria (F CM) miikédésének elve
(FSC: forward scatter, SSC: side scatter, FL1-FL2-FL3:fluorescens esatornik)
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A legtobb flow cytométerben a beinjektalt sejtes mintakat az aramlé sheath folyadékkal vagy
fiziologias sooldattal fokuszaljak kb. egy sejtsor atméro széles sejtaramra, ezzel megelézve a
»sejttorlodast” és a gyakori kapillaris duguldst. Nézziik, hogy milyen mérettartomanyban
tudunk a FCM-el mérni? A FCM-ek altalaban 3 nagysagrendnyi részecskeméretben
képesek mérésekre: a legtobb FCM hematoldgiai ¢s immunologiai applikacioban az 1 tdl 15
um vérsejt tartomanyban mikodik (PLT=2-4um, RBC=6-7um, Ly=8um, Gran=12um, Mo=
14um). Azonban specialis igények esetén kisebb tartomanyban (baktériumok =0,5um,
mikropartikulumok [MP] vagy mikrovezikulumok=0,1-1um) vagy nagyobb méret
tartomanyban (tumor sejtvonalak=20-50 pm, blastocysta=100um) is mérhetiink.

3. Az FCM médszer alkalmas az egyes sejtek folyadékaramban lézerrel torténo
vizsgalatara: amint egy-egy sejt athalad a lézer el6tt a fény fel-felvillanva téredezik/szorodik
a tér Osszes lehetséges iranyaban: a/ forward scatter (FSC) azaz elére torténd (pontosabban
0° fok kortili) szords az a fénypaszta, amelyet az eldlrdl (a ,,lézerrel szemben”) detektalunk.
A FSC NAGYSAGA ARANYOS A SEJT NAGYSAGAVAL, igy a FSC paramétert a
sejtnagysdg mérésére tudjuk alkalmazni. De hogyan lehetséges a ,lézerrel szemben”
sejteredetli fényszorast mérni? A FSC fényt a FSC detector felfogja, majd a fényer6t
(intensity) elektromos fesziiltség impulzussa (voltage) alakitja. A legtobb FCM-ben a
detektort a 1ézerfény direkt hatasatol az un. obscuration bar (OB) védi, melyet kozvetleniil a
FS detektor elé helyeznek. Az OB részlegesen befedi a FS detektor eliils6-kdzponti részét,
megvédve azt a direkt 1ézer sugarzastol. Amint a FS 1ézer fény eléri a FS detektort a fény az
OB koriil (alacsony fokban 2-3°) szorédik, igy kizarolag a sejtekrdl szarmazd szort fény keriil
mérésre. Mivel a kis sejtek kisméretli, mig a nagy sejtek nagyméreti FSC fesziiltség
impulzust keltenek, ezért a regisztralt fesziiltség pulzusok ardnyosak az atfolyod sejtek
méretével. A b/ side scatter (SSC): a sejteket éré fényszorast nemcsak el6lrl, de mas
iranyokban 1s megfigyelhetjiik. Azt a fényszorast, amely nagyobb szogbdl (ataldban 90°)
detektalhatd, megegyezés szerint oldal szorasnak (side scatter=SSC) nevezziik. A SSC a
sejtek szemcsézettségével (cytoplazma granulumok) és a sejten beliili struktirak
Osszetettségével (nagyrészt a sejtmag alakjaval) all osszefiiggésben. A SSC NAGYSAGA
ARANYOS A SEJTEK STRUKTURALIS KOMPLEXITASAVAL. A SSC fényt optikai
lencsék ¢s tiikrok ,,szallitjak™ a lézer nyaldbra rendszerint merélegesen (90° fokban) elhelyzett
detektorokhoz. 4. Multiparaméter (tobbparaméteres) analizis periférias vérsejteken
(PBC): az eljaras 1ényege, hogy ,,szin jeldléssel torténd kapuzas™ (colour gating) segitségével

kombinaljuk a FSC és SSC hisztogramokat — a korabban bemutatott vérkép automata
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(Hematology analyser) un. ,felhékép diagramoknak™ megfeleld formatumban. Példaul az
olyan sejtcsoportok, melyek az 1D diagramokon az egyik dimenzidoban homogénnek
tlinhetnek (pl. 6sszeolvadd FSC) — egy szines hisztogram alkalmazésaval, mely ,,attlikrozi”
egy masik dimenziobdl (pl. a SSC diagramon) az ott sokkal inkabb elkiiloniilo, eltérd
szinekkel abrazolt populaciokat — képesek lehetiink az egységesnek tiind populaciokat
hisztogramon beliil szinekkel lathatéva tenni az ,,egyébként atfedd” sejtpopulaciokkal. A 55.a
abran jol lathatok a piros-zold-kék szinekkel elkiilonitett (,,colour-gated”) lymphocyta-

monocyta-granulocyta (Ly-Mo-Gran) sejtcsopotok:

Overlay Plot 2

B Plot1:FS Lin
B Plot2:FSUn
B Pot3:FSUn

(55.a abra)

A 55.b abran a SSC szines hisztogram dimenzidjaban ugyanazok a sejtek (Ly-
Mo-Gran) természetesen azonos szinekben jelennek meg, ami lehetové teszi azonos
populacidk eltérd tulajdonsagainak szimultan vizsgalatat.

Overilay Plot 1

I Plot1:88Log
B Plot2:88 Log
B Plot3:88Log

(55.b abra)

Elegansabb grafikai megoldas, ha a két (FSC és SSC) hisztogaramot egyesitjiik egy 2D pont
diagramban, amit szines dot plot (,,felho-diagram”)-nak is neveziink (56.abra): latszik,
hogy az egyesitéshez a SSC hisztogramot egyenes allasban (X-tengelyhez), a SSC
hisztogramot 90° fokban balra elforgatva (Y-tengelyhez) kell illeszteniink, hogy a megfeleld
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szinli Ly(voros), Mo(zold), Gran(kék) sejtpopulaciok ponthalmazai (,,felhdkép”) azonos

kapuba kertiljenek:
(F1)[Ungated] 2010-109 QC probe62.001 : FS Lin/SS Log - Al
59.8%
-
o
-
L2
(7]
BT iR i VT el e S
FS Lin
(56.4bra)

b/ Ime két emberi vérminta ,,felh6-diagram” fehérvérsejt alcsoportjai a FCM-en:

1./ lymphocytak (Ly) kis sejtek (FSC) minimalis belsé komplexitassal (SSC);

2./ monocytak (Mo) kissé nagyobbak (FSC) mérsékelt belsé komplexitassal (SSC);

3./ granulocytdk (Gran), nagyobb a sejtméretik (FSC) és kifejezett a komplexitasuk
(polymorphonucearis mag+cytoplasma granulacié). Altalaban a granulocytak legtomegesebb
képviseldi a 3a./ neutrophilek (57.abran: Neu=narancs), mig a kisebb granulocyta csoportok
3b./ eosinophilek (Eo) és 3c./ basophilek (Ba) FCM-en csak ritkan lathatoak elkiiloniilten.

(F1)[Ungated) 2008-110 kontroll debrec. 001.LMD : FS Lin/SS Log - ADC

10°—
e | U B e
|/ ~~"Neu
1|+ o A 85.0%
¥ -
2 B | R .
3| @ “~Ma__ |
] ! v 7.2%
100—:1‘ l
= ~ 15% R
7 99.9%
TR IO i e e, B v et

FS Lin

(57.abra)
A ,.felhd-diagramokon” nem mindig kiiloniilnek el egyértelmiien az egyes sejtcsoportok
(mint mar lattuk, az eo és ba populdciok normal mintdkon sem mindig azonosithatok,
patholégids mintakon pedig gyakori az ,,atfedés” pl. myeloproliferativ vagy myelodysplasias
korképekben, valamint gyakori a normaltol eltérd j populaciok=Dblastok, lymphomas koros
sejtek megjelenése). Ezen segit a SSC-CD45-kapuzasi technika (SSC-CD45-kapuzas):

ebben az esetben a szokdsos SSC paraméter (X-tengely) mellett egy kiegészitd fluorescens
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(FL=Y-tengely) monoclonalis antitest jelolést, a (CD45), pan-leukocyta antigén jelolését
alkalmazzuk (a FL jelolési technika részleteit késébb a ,Fluorescencia” fejezetben
targyaljuk). Ha el6zdleg a ,felhd-diagramon” (Fig.6a) helyesen kapuztuk az egyes
populacidkat (Ly=voros, Mo=zo6ld, Neu=narancs), akkor a koherens csoportok (Ly-Mo-Neu)
azonos, ,.tiszta” szinekben jelennek meg a SSC-CD45-kapuzasban is (57b abra):

(F2)[Ungated] 2008-110 kontroll debrec. 002.LMD : SS Log/FL4 Log - ADC
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CD45-PCS
3 2
pod 0ol

Q
]

|

R B A e
10° 10' 102 10°

(57.b abra)

¢/ A SSC-CDA45-kapuzas igen hasznos ,,mellékterméke”, hogy a CD45 negativ, alacsony
SSC-el bird sejttormeléket (kevés pont kozépen-lent az X-tengelyen a 10° - 10" log kozotti
régioban) levalasztja a mérni kivant sejtektdl (utobbiak fiizér alakban kozépen). Talan még
Iényegesebb elény, hogy a leirt részecske eloszlas kapcsan alakuld pontdiagramon egy
kozponti (normalisan) jelmentes teriilet valik azonosithatova, az un. blast ablak (BL="blast
window”), mely pathodiagnosztikus szempontbdl lehet igen fontos. A normalis sejtek helyét
(a bemutatott vérmintdban minimalis sejtardnnyal szemben, 6b abra, BL=0,4%) koros
allapotokban (leukémiak, lymphomak) éretlen, blastos sejtek foglalhatjak el, melyek
jelenléte tdimogathatja a diagnoézist ill. e sejtek tovabbi fenotipus vizsgalatra kikapuzhatok. A
flow cytometridban a MULTIPARAMETER ANALIZIS tekinthetd a legfobb diagnosztikus
vivmanynak. Igy tudjuk a kéros sejtek egyedi tulajdonsagait szimultin mérni (sejtes ko-
expressziok) €s diagnosztikus értékli hematolodgiai ill. immunoldgiai informacidkat gytijteni.

5. Fluorescencia: nézziik, hogy ha a lathatdo fény sejtes szorasi paraméterei mellett a
fluorescens fény vizsgalatat is bevetjiik, milyen tovabbi strukturdlis és funkciondlis adatokat
nyerhetiink sejtjeinkrél? A FCM-ban a sejtek ,fluorescnes jelolése” révén, a sejtek
differencialodasi fehérjéit (CD=cluster of differentiation) vizsgaljuk. E fehérjékhez
kapcsolodo  fluorescencens molekulaval konjugalt monoclonalis antitesteket (moat)
alkalmazunk. A fluorofér (fluorescenciat hordozdé molekula) 1ézerrel gerjesztett emisszios
fluorescenciajat mérjik. A moat-ek CD osztidlyozdsa lehetdvé teszi, hogy a sejtes

differencidlodas fehérje antigénjei kozott egységes logikai rendszer szerint tudjunk dolgozni.
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Itt csak utalunk arra az informécié tomegre, mely a CD moat reagensek tulajdonsagaival és
diagnosztikus alkalmazhatdsagaval kapcsolatban az interneten elérhetd:

http://en.wikipedia.org/wiki/Talk:Cluster of differentiation,http://www.clinicalflow.com/Cas

es/Introduction to Flow Cytometric Analysis/Cluster of Differentiation (CD Markers)

http://www.lumrix.net/medical/immunology/cluster of differentiation.html).

A vérminta egyedi sejtjeineck FCM morfologiai parmétereit (FSC és SSC) els6 menetben
,festetlen” formaban vizsgaltuk (1.tesztcsé=autofluorescencia) un. 2D ,,felhd-diagramokon™.

A tovabbi csovekben (2.-t6l n.-ig tetszéleges szamu ,,festett mintaban”=fenotipus panelben)
moat festéseket is alkalmazunk. Az egyes tesztcsovekben akar 2-3 vagy tobb eltérd szina

fluorofor jelolt moat-et egyiitt is alkalmazhatunk=un. ,,kombinalt szinjelolés” (58.abra):

(58.abra)

Példaul egy tipikus 3-as szinjeldlési kombinacioban a FITC=fluorescent isothiocyanate(z61d),
PE=phycoerythrine(vords) és PerCP=Peridinin Chlorophyll Protein complex(kék) fluorofor
konjugatumokat alkalmazhatjuk a moat-eken. De miként lehet ezeket az eltéré fluorescens
szin emisszidkat (altalaban FL1=z61d, FL2=piros, FL3=kék) létrehozni (gerjeszteni) €s sejtes
szinten elkiilonitve mérni? A FCMs idedlis eszkoz erre a célra is. Hogy jobban megértsiik a
FCM fluorescens technikdjat a fluorescencia elméleti alapjaihoz kell visszatérniink: a/
energia allapot: a fluorescencia fogalma leirja azt, hogy a (lézer)fény altali gerjesztés

(excitatio) soran a fluorofér molekula magasabb energia szintre emelkedik, amit egy gyors
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(10'15 sec) €és egy viszonylag lassabb (10'9 sec) visszatérés kovet elérve ismét az alap
allapotot. Ezenkdzben az els6 fazisban hdtermelés, a masodikban fénykibocsatas (emissio)
kapcsan tavozik a befektetett gerjeszté energia. Az emisszidnak (a hdveszteség miatt)
természetesen alacsonyabb az energiaja, nagyobb a hullamhossza (Stokes-shift), s persze az
EMISSZIOS FENY SZINE ELTER AZ EXCITACIOS FENY SZINETOL. Ez a fizikai tény
ad alapot a gerjesztd fényforras (FCM esetén laser) €s a sejtjelold fluorofor (a konjugalt moat-
en) emisszids spektrumanak elkiilonitésére. Azaz a jeldlt sejt eltérd szinben fluoreszkal mint a

gerjesztO 1ézer. Az egyes fluorforok emisszios szine is eltér egymastol.

(Fig.59: Jabtonski diagram):

S3

excited

higher energy
triplet states

S2

R
absorbed
exciting
light

Energy e

emitted
fluorescence
light

triplet
states

phosphorescence

So

ground state

b/ fluorescens mérés a FCM-ben: a PBC sejtmintankban mérendé - fluorofor konjugalt
moat-ekkel festett - sejtek el6szor is a hydrodinamikusan fokuszalt aramlatban {itkdznek a
lézer nyalabbal és minden iranyban fényszordst okoznak. A fluoroforok, melyek az egyes
sejteken utaznak (,,jelolés”), a 1ézer fluorescens fénye altal azonos hulldmhosszon (4ltaldban
488 nm) gerjesztddnek, s szinte azonnal eltéré (fluorofér specifikus) hullamhosszokon
emittaljak a fényt. A fluorescens fényszordodasi jel (amely magéban foglalja az egyes
fluoroforok altal emittalt, egymastdl eltérd szineket és ennek megfeleld hulldmhosszakat)

azutan tovabb utazik a miszerben (90° fokos szdgben elvezetve optikai filterek és tiikrok
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révén), hasonloképpen mint ahogy ezt a SSC szignal esetében mar leirtuk (60.abra):

Dichroic
Filter

Bandpass
Filters

Heisd + Ar lasers

A megfeleld optikai filterek és tiikrok a heterogén hulldmhosszu szort fluorescens fényjeleket
azutan a megfeleld hullamhosszakat kimutat6 detektorokhoz (FL1, FL2, FL3 ...) osztjak le.

A fluorescens fényjelekbdl elektronikus impulzusok (voltage pulse) €és a tovabbiakban
digitalizalt computer adatok (data) valamint diagramok (histogram, dot plot) keletkznek,
csakigy mint ahogy ezt a FSC and SSC detektalas kapcsan ezt korabban leirtuk. A
fluorescensen jelolt sejtcsoportokban az intenzivebben festddd sejtek (,,bright”) tobb
sejtfelszini jelolodést (ennek megfeleléen tobb sejtfelszini fehérjemolekulat), a kevésbé
festdddk (,,dim”) kevesebb sejtfelszini molekulat hordoznak. Elébbi jobbra, utdébbi balra
halmozo6dik mint elektromos impulzus jel (,,voltage pulse” signal) a FL-hisztogramon (61
abra): Az egyes elektromos impulzus jeleket a computer elektronikusan lesimitja a
hisztogramokon, ennek megfelelden a legtobb regisztralt fluoreszcens hisztogram szabalyos,
kozel Gauss-szerli eloszlast mutat, melyre jellemzdé egy tobbnyire kozépponti helyzeti
maximalis eseményszdm (Mean Fluoreszcens Intenzitds=MFI), melyet alulrdl és foliilrdl
szimmetrikusan vesznek koriil az alacsonyabb ill. magasabb MFI-vel (festédési intenzitassal)
bird csokkend szamu ,,sz&li mérési események” (8 abra: itt kb. 10°=1 felel meg az MFI-nek

az FL1 Log skalan):
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(F1)[Ungated] 2010-100 Sz.Lne.002 : FL1 Log - ADC

o o 0°

FL1 Log
(61 abra)

¢/ Kombinalt szinjeldlés (,,multicolour labeling”): a megfeleld szinkombinacidhoz eldszoris

ismerniink kell az alkalmazandé fluoroforok excitacidjat és emisszios spektrumat (Fig.62):

Signal to the PMT with Filters in Place

PC5S

400 500 600 700

WAVELENGTH (NM) DYEFPPCS

(62.abra)

A FITC and PE gyakran szerepelnek kettds festési kombinaciokban ill. gyakori a hdrmas
kombinacioként ezekkel egyiitt alkalmazott PC5. Ezen fluoroforoknak ko6zos az excitacios
hulldmhossza (488 nm kék argon lézerer). Amint az excitaciot biztositd lézer mindhdrom
fluorofért a FCM-ben egyidejiileg stimuldlja, akkor az emittalt fény 3 féle hulldimhossznak
megfeleléen jelenik meg (FITC=520nm=z6ld, PE=580nm=sarga, PC5=Fluorochrom R
Phycoerythrincyanin 5.1 =670nm=bord?), igy a specifikus emissziok kiilén-kiilon gyiijthetok.

Ha ezek a spektralis maximumok kozel esnek egymashoz, eléfordul, hogy hullamhossz
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atfedések zavarhatjdk a fluoroforok specifikus emisszidinak szelektiv begytijtését (,,spectral
overlap”). Ilyen atfedé hullamhossz teriiletek eléfordulnak a FITC and PE emisszidk esetében
IS (62.abran sotét vonalak alatti teriiletek a FITC ill. PE gorbén), ezek azonban ha nem érintik
a maximalis emissidos hulldmhosszakat, akkor az wun. kompenzaciés technikaval
elektronikusan eltavolithatok (a részleteket késébb targyaljuk). Nincs hasonlé gond az
egymastol tavol esd emisszids maximumu diszkrét emisszios spektrumok esetén mint pl. a
PC5 a FITC-el vagy PE-el kombinalva. A 3-as és 4-es szinkombinaciok mindennapossa
valtak a FCM-es rutin laboratoriumokban, ahol altalaban 1 vagy 2 1ézerrel mikkodé FCM-ek
miikodnek. Ujabban a tudomanyos kutatd laboratoriumokban akar 10 feletti szinkombinacio
is elérhetd (tobb szimultan 1ézerrel rendelkez6 FCM-cket alkalmazva). Ezek a fejlesztések is
minden bizonnyal bevezetésre keriilhetnek a rutin laboratériumokban a kozeli jovoben (Www.

invitrogen.com/ etc/medialib/en/filelibrary/pdf.Par.38320.File.dat/flow worksheet.pdf).

d/ 2 szinii dot plot analizis: ha 2 szin kombinacios kisérletet végziink, ennek értékeléséhez az

un. ,quadrans diagramokat” hasznalhatjuk, melyeken 4 féle populacié lathato (63 abra):

(F2)[Ly] 2010-101K.Jne.008 : FL1 Log/FL2 Log - ADC

10°5
A1 A2
131% 0.4%
10°-3 i
w . E 3
0 3 | S
. - T
10 7.3%%:

CD4-FITC
(63 abra)

1/csak voros(bright) fluoreszcens sejtek(A1=CD8-PE) a bal fels6 sarokban (UL=upper,left);
2/csak sarga(bright) fluoreszcens sejtek(A4=CD4-FITC) a bal als6 sarokban (LR)=lower,left;
3/ Kkettés pozitiv sarga+zold sejtek(A2=CD8-PE+CD4-FITC) a jobb felsé (UR=upper,right);
4/ valamint kettoés negativ sejtek(A3=alacsony intenzitasu ,,dim” CD8-PE és CD4-FITC),

melyek a bal als6 quadransban (LL=lower left) helyezkednek el.
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Normal esetben (63 abra) ez az closzlas jellemz6 az egymas marker exprsszioit kizarod, un.
exkluziv CD4 és CD8 huméan periférias lymphcyta populaciokra (PBC), azaz gyakorlatilag
nincs CD4+CDS kettds pozitiv populacié (A2-quadrans minddssze 0,4%).

Ezzel szemben pathologias esetekben (64 abra) — példaul egy LGL-lymphoproliferativ
szindromaban, ahol a koros sejtek LGL (large granular lymphocyte) morfoldgiat mutatnak -
mar szignifikans mennyiségli CD4+CD8 kettds pozitiv (A2 quadransban 30%) lymphocyta
talalhat6, s ennek az eredménynek akar diagnosztikus jelentosége lehet:

(F2)[Ly] 2010-100 Sz.Lne.008 : FL1 Log/FL2 Log - ADC
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(64 abra)

*k*k

[7/ Esetbemutatas:

Végiil két esetbemutatdssal szeretném zarni ezt a vérképes Osszefoglalot. Ezek az esetek azt
mutatjak, hogy vannak még tovabbi meglepetések €s csapdak, melyek tanulméanyozésa javithat a
diagnosztikdnk mindségén, s ezzel a betegek korai diagnodzisat eredményzve hozzasegithet a
koraibb kezeléshez és gyogyulashoz.
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Negy éves septicus gyermek
veérkeép vizsgalatanak .. meglepetésel” €s mas
.csapdak™

Esetbemutatas

Dr.Magyarlaki Tamas
PTE AOK LMI

MLDT Kongresszus 2010.

65.abra: Egy latszolag artalmatlan gyermek vérkép, az egyetlen ,furcsasaga” a leukopaenia
mellett észlelheté extrém aranyi lymhocyta (VAR LYM). Az anamnézis sem kiilondsebben
gyanus. Lehetne virus infekcio okozta fehérvérsejt szam csokkenés relativ lymphocytosissal, de
miért ilyen kiilonosek ezek a lymphocytak? Miért septicus a beteg?

Vérkeép numerikus eredmeény

SUSPECT
WBC 3.94 G/L
N . >3 %N
LYM 3.86 98.0 %h VAR LYM

%5 %99 %% % orrove) 3 éves kisfia (2009 majus)
Negativ anamnézis

fiés 198 Recurralo léguti infectiok (1,5 ho)

MaH 3174 pg Septicus allapot (CRP=82 mg/L)

1.4 p
CHC 345, gJL
RDW 15.0 %CV

RBC 3.43 T/L
/L

PLT 145. G/L
MPV 10.0 fL

MLDT Kongresszus 2010.
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66.abra: A ,.felh6kép” (balra: Kis-kozépnagy ,.éretlen” mononuclearis sejtek) és a kenetek sajnos
beigazoljak a rossz ,,eloérzetet”: lymphoblastok lathatok a kisgyermek kenetében, annak ellenére,
hogy sem anaemia, sem thrombocytopaenia nem kiséri az észleléskor a — kornak leginkabb
megfelelé — acut lymphoid leukaemiat (ALL). Telefonon értesitjiik a klinikust azonnali csontveld
vizsgalat végzésének sziikségességeérol.

Vérkeép diagram

2009 May 21 11:23
Operator ID
quuance " 5900
Closed Sampler

MLDTKongresszus 2010.

67.abra: Néhany nap mulva a csontveldi lelet nagyfoku csontveldi infiltracidt igazol. A blast
sejtek mind a csontveldben, mind a perifarian — meglepetésre — részben MPO pozitivak, myeloid
karaktertiek.

Részben MPO+ heterogén
blastok

Giemsa festés Fent: Giemsa
Lent : MPO

Csontveldben: 81% blast

N ey ] Conoressais?2
(telfonos hattér informacio) i
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68.4bra: A periférids vérbdl elvégeztiik a flow cytometriai vizsgalatot, ahol a mononucleéris sejtek
a ,,blast kapuban” helyezkedtek el magas aranyban.

Aramlasi cytometria ,, morphologia™

(F1){Ungated] 2009-90-KJS2.001 : FS LiV/SS Log - ADC 10°
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MLDT Kongresszus 2010.

69.4bra: A fenotipus eredmények pedig mind a myeloid (CD33+) mind pedig a lymphoid (CD10-
/19+) proB sejtes jelleget alatamasztottdk ald nagyfoku éretlenség (CD34+) mellett. Ez egy
bifenotypus leukaemia fennalltat tamasztja ald, melyben a szokott ALL sématol eltérd,
intenzivebb kezelés indokolt.

Aramlasi cytometria fenotipus

F2)R) 2008-00-K.52.002 - FL4 LogFL2 Log - ADC

" db33 myeloid Bifenotipus leukemia

(myeloid-T-B- és &ssejtes kevert vonasokkal)
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MLDT Kongresszus 2010.
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70.abra: A beteg a bifenotipus leukaemia ismeretében intenziv kezelésben €s testvérdonoros
csontveld transzplantacioban részesiilt.

2009 majus — 201 0 augusztus

Therapia

1. Chemotherapial.
(ALLIC BFM 2001 Protocoll)
2. ChemotherapiaIl.
(AML BFM 200 HAM block
mtenzifikaltnagy dozis ARA-C)
3. Antibioticus
(ceftazidime/amikacim)
és antunycoticus (amtotericinB/
flucunasol) kezelések
4. Parenteralis taplalas,
polytransfusio
Szedalas (Valproate)
Hypotensio/taclucardia—ITO
&( Allogen csv transplantacio
(febr.)
Acut leukemias gyermek TX utan 8. GVHR, CMV — MRD majd

Remissio ...

N

e

MLDT Kongresszus 2010.

71.4bra: Egy masik esetben — ahol a klinikai hattér ugyan ismert volt (preB-ALL) — azonban az
esetleges relapsus lehetdségére semmi mas nem utalt, mint az indokolatlanul alacsony PLT. A
preanalytikai hiba és pseudothrombocytopaenia lehetdségének kizaradsa (lasd korabban) utan
annak ellenére kenetviszgalat mellett dontdttiink, hogy a gépi vérkép telejesen normalisnak tiint.
A terheld anamnézis ¢és a thrombocytopaenia elegendd okot adott a nyugtalansagra.

Ami egyszer megtorténhet. ..

| il

COMPLEXITY I,llnlll,r‘ﬂ!l'!“'xI

22 éves fiatalember: asthma, 2008 dec:
splenomegalia, preB-ALL(Ph-), chemoth.
Hoelzer: mndukeio, halasztott konszolidacios
kezelés,mfectio, PTX, pneumonia (2009.03-05)
Aplasia(2009.07),Sepsis - Th megszakitas,obs.

RBC PLT

MLDT Kongresszus 2010.
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72.4bra: A kenetekben teljesen normalis qualitativ fehérvérsejt kép hattér mellett sajnos néhany%
blastot (5%) talaltunk. Az ezt kovetd csontveld vizsgalat mar 91%-os csontveldi infiltraciot
mutatott (ez allhatott a thrombocytopaenia hatterében), néhany nap mulva a periférids sejtszam is
,robbant”, a lekaemia recidivalt. Kb 1 év mulva a beteg sajnos meghalt.

Kenetfestés

2010.05. — RELAPSUS (perif=5%o, cs.v.=91%)

3 Medscapes www.medscape.com

“l"v

Source: Lab Med © 2004 American Society for Clinical Pathology

Sepsis, légzési elégtelenség, pitvarfibrillacio, cardioverzio(4x)
2010.06.19 — Exitus letalis

MLDT Kongresszus 2010.

73.4bra: A flow cytometria a normal granulocyta-monocyta-lymphocyta arany mogott a
jellegzetes fenotipus révén (CD10+/19+ és CD34+) mar viszonylag alacsony blast szam esetén is
kimutatja a recidiv tumor sejteket (marker fenotipus). A médszer érzékenysége nagy: akar 1:10*
aranyban is kimutathatok rezidualis daganatsejtek (MRD=minimal residual disease).

Aramlasi cytometria

(F5)iLy) 2010-52 KB.0OA : FL1 Log/FL2 Log - ADC

(F7)Ly] 2010-52 KB.006 : FL1 LogFL2 Log - ADC
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8 1023 MLDTKongresszus 2010.
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Remélem sikeriilt valamelyest betekintést adnom a klinikai laboratérium vérképes munkardl,
annak szépségeirdl, nehézségeirdl és a benne rejld tovabbi perspektivakrol.

Haematologiai betegségek
diagnosztikaja
1. Klinikai tiinetek

2. Laboratoriumi vizsgalatok

3. Pathologia
- csontvelo aspiratum vagy biopszia
- nyirokcsomo FTAB vagy rezekcio

4. Kepalkoto eljarasok

K06szonom az érdeklodést és figyelmet.

Még van dolgunk!

JESSE GONZALEZ

Leukemia Survivor

MLDTKongresszus 2010.
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