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Bevezetés és célkitlizés Anyagok és madszerek

A hematologiai diagnosztika és terapias sejt- és gyogyszermonitorozas szamos alkalommal A fehérvérsejt (WBC)- és CD34+ abszolut sejtszamok meghatarozasat Beckman Coulter CytoFlex 6
koveteli meg az abszolut sejtszam meghatarozasat az aramlasi citometrias merésekben. Munkank csatornds aramldsi citométerrel végeztiik volumetrids mddszerrel, illetve liofilizalt és szuszpenzids
soran az abszolut sejtszam-meghatarozast az autolog hemopoetikus &ssejt-transzplantaciot gyongyok segitségével (2. dbra). A célértékek meghatarozasat Sysmex KX-21N hematoldgiai
(ASCT-t) megel6z6 mobilizaciéd monitorozasara (1. abra), az dssejtferezis hatékonysagat a graftbol automatdaval (WBC) és a Beckman Coulter altal elére meghatarozott szamu CD34 kontroll (CD34+

tortéen6 CD34+ Gssejt meghatarozasara, illetve az ASCT-t megel6z6 életképesséeg
meghatarozasara hasznaljuk. Erre a legelterjedtebb moddszerek a gyongy altali sejtszam-
meghatarozason alapulnak. Bizonyos gyongyalapu modszernek a gyarto altal meghatarozott
hibahatara 10%, de a tapasztalatok alapjan ez inkabb a 20% felé tendal. Ebb&l adoddan egyazon
beteg nyomon kovetése soran, a mérésekbdl adédo szoras elérheti akar a 40%-os eltérést is. Az
altalunk tapasztalt rendkivil magas szoras miatt célunk, a kiilénb6z6 modszerek 6sszehasonlitasa
mellett, egy masik modszer kialakitasa volt, amellyel pontos és alacsony szdrasu, olcso és

sejtek) hasznalataval végeztiik. Az eredményeket 3x5 parhuzamos mérés alapjan hataroztuk meg.
Az aramlasi citometrias elemzésekhez Kaluza C szoftvert hasznaltunk (3. abra). A statisztikai
elemzéseket GraphPad Prism 9 szoftverrel végeztik, egymintas T-proba alkalmazasaval, ahol a
hipotetikus értékek a fent emlitett hematologiai automata WBC szama és a CD34 kontroll
sejtszama volt.
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n 10 2. abra. A WBC és CD34+ abszolut sejtszam meghatarozasanak folyamata aramlasi citométerrel. A vérmintat
o 0 - haromféle aramlasi citometrias modszerrel vizsgaltuk parhuzamosan, hogy megallapitsuk az abszolut
8 10 12 14 16 fehérvérsejtszamot és az abszolut CD34 szamot. Az 6sszehasonlitdo méréshez szukséges célértékeket a hematologiai
Mobilizacié napjai automataval (WBC szam) és a gyari CD34 kontrollal (CD34 szam) hataroztuk meg.
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Eredmények
A mérések reprodukalhatdsagat vizsgalva (és ezt CV%-kal jellemezve) a volumetrias és gyongy
alapu modszerekbdl tobb parhuzamost hasonlitottunk o6ssze, amibdl kidertlt, hogy a
volumetrias es a liofilizalt gyongyoket hasznalé modszer joval precizebbnek bizonyult a T R R =
., . , , ; o 10' 10° 100 10* 10° 10° 107 0 10° 10 10° 10° 10 (x 10%)
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alkalmazé modszer nagyon jol visszaadta fehérvérsejt- és CD34+ szamban is a célertéket. Mig IWBC: 99.17% e DT £ Y
a masik ket modszer jelentfsen alabecsilte mindkét értéket (4. abra). 1500 3 1500
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szuszpenzids gyonggyel nem kaptunk kielégité eredményt. A volumetrids mddszer esetén egy 2 2 %
szorzofaktor hasznalataval elvileg jol becslilhet6 a célérték. Ennek bizonyitasara sok mintan o B
végeztuk el a hematologiai automata vs aramlasi citométer osszehasonlitast (5. abra). -
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3. abra. Az analizis fébb lépései Kaluza C szoftverben. Az A panelen az APC hullamhosszan detektalhato liofilizalt

36 | 18,2 47 Precizitas (CV%) >1 11638 38 gyongyoket kulonitettiuk el, a B-n pedig a FITC hullamhosszan emittaldo szuszpenzidés gyongyoket. A C-n a
19.3(-) | 24,8() | 3,7(+) | Célértéktd! valé eltérés (%) [21,4()20,3()  3,9(-) gyongyoket is tartalmazd, vorosvértest mentesitett vér FSC/SSC felh6képe lathatd. A fehérvérsejtekre vald kapuzas
utan (D panel), a CD34high/SSClow helyzet(i kapu mutatja meg a CD34+ Gssejtek populacidjat (E panel). A jobb
1,24 | 1,33 | 0,96 Elvi/mért hanyados 1,27 | 1,25 1,04 lathatdsag kedvéért ezt a kis (0,23%-nyi) populaciot az F panelen ,rare events”-ként kiemelve lathatjuk.
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4. abra. A kiilsnbz6 médszerekkel kalkulalt WBC és CD34 sejtszamok alakulasa a célértékhez képest. A bal V% | 404
oldali grafikonon a WBC koncentracid értékeit abrazoltuk a hematoldgiai automataval meghatarozott
célértékhez (z6ld, szaggatott vonal) képest. A jobb oldali grafikonon a CD34 koncentracié mérése lathatd. Itt a 5. abra. A WBC sejtszamok Osszehasonlitasa a hematologiai automata eés az aramlasi citometer volumetrias
célértéket (zold, szaggatott vonal) a gyari CD34 kontroll biztositotta. Mindkét mérés esetén csak a liofilizalt abszolutsejtszam kalkulacioja alapjan. 12 fuggetlen betegmintaban vegeztlink parhuzamos Gsszehasonlitast. A
gydngy alapu moédszer nem tért el szignifikinsan a célértéktdl. A precizitast és a célértéktdl vald pontos eltérést hematologiai automata és az aramlasi citométer altal kapott WBC koncentracio értekekbdl hanyadost képeztink,
a grafikonok feletti tablazat mutatja. Ugyancsak ebben tlintettik fel a célértéktdl vald eltérést is az elvi/mért amelyet a tablazatban mutatunk be. A hanyadosok atlaga, mint szorzofaktor, alkalmas a volumetrias méresbdl
érték hanyadosa formajaban. adodo sejtkoncentracio korrekcidjara, minthogy az alacsony CV% megbizhaté becslést jelent.

Diszkusszio

Az eredmények dsszehasonlitasa utan megallapitottuk, hogy a szuszpenzids gyongy szorasa, mind a célértéktdl vald eltérése a legnagyobb. Emiatt — legalabb is a CD34 koncentracio meghatarozasra —
nem hasznalhato megbizhatoan. A liofilizalt gydngyalapu modszert talaltuk a legpontosabbnak, hatranya azonban, hogy ez a legdragabb. A volumetrias modszer alacsony szorasa miatt szintén jol
alkalmazhato, ha az aramlasi citométeres mérésekhez megfelels belsé és kiilsé kontrollt (pl. gyari CD34 kontrollt és hematoldgiai automatat) alkalmazunk, az eredményeket beszorozzuk az altaluk kapott
korrekcids hanyadossal, tobb parhuzamos mérést alkalmazunk és a mérés idébeli allanddsagat ellendrzziik (SSC/time dotplot). igy ha valamilyen tényez8& miatt nem all rendelkezésiinkre vagy nem
hasznalhato a liofilizalt gyéngy, akkor alternativ médszerként jél hasznalhatd a volumetrids mérés is. Erdemes megjegyezni, hogy vizsgalataink csak a Beckman Coulter CytoFlex készulékével torténtek, igy
annak eldontésére, hogy az eredmények igazak-e mas gyartmanyu/tipust aramlasi citométerre is, tovabbi vizsgalatokat szlikséges végezni.



