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Bevezetés

A hajas sejtes leukémia (HSL) egy ritka indolens B-sejtes limfoproliferacio, melyet
klinikailag pancitopénia, szplenomegalia, illetve a periférias vérben keringd nyulvanyos
felszinii sejtek jelenléte jellemez. Az Osszes non-Hodgkin limfoma 2%-at add betegség
elsésorban csontveld, illetve Iépérintettséggel jar. Flow citometrias vizsgalattal a
daganatsejtek jellegzetes immunfenotipust mutatnak: CD19/CD20/CD22/CD11c/CD25/
CD103/CD123". Egyes mas egyéb indolens B-sejt limfomak, ugymint a hajas sejtes leukémia
varians (HSL-v), a szplenikus diffuz vords pulpa limfoma (SDVPL), illetve a szplenikus
marginalis zona limfoma (SMZL) Klinikailag, illetve morfologiailag hasonldo képet

mutathatnak, de ez utobbiak terapiaja merGben eltér a hajas sejtes leukémiaétol.

Tekintve, hogy a periférias vérben a keringd daganatsejtek alacsony szamban vannak jelen,
illetve, hogy a betegséget kiséré fibrozis a csontveld aspiraciot gyakran eredménytelenné
teszi, biztos diagndzist legtobbszor csak a csontveld biopszias vizsgalat nyujthat. Az
irodalomban szamos, a hajas sejtes leukémia diagnosztikajaban alkalmazhato, fixalt és
paraffinba 4gyazott mintdkon is miikodd antitest kertilt mar leirasra. Ezek kozott emlithetd a
DBA .44, anti-tartarat-rezisztens savanyu foszfataz (TRAP) antitest, cyclin D1, CD11c, T-bet,
annexin Al (ANXA1), BRAF V600E mutacio-specifikus antitest, anti-foszfo-ERK1/2
(PERK) és a CD103 antitest is.

Célkitiuzeések

I. A Hector Battifora mesothelial epitope-1 (HBME-1) monoklonalis antitest

alkalmazhatdsaga a HSL diagnosztikajaban és differencidl diagnosztikajaban.

Il. A jelenleg elérhetd, paraffinos metszeteken is hatékonynak publikalt HSL markerek
(CD11lc, CD25, CD68, CD103, CD123, CD200, ANXA1, cyclin D1, DBA.44,
HBME-1, PERK, TRAP, ¢s  T-bet) Osszehasonlitasa,  diagnosztikai

alkalmazhatosaganak atfogo elemzése.

I11. Egy olyan immunhisztokémiai panel felallitdsa, mellyel a HSL és egyéb villozus,
illetve nem villézus kis B-sejtes lymphomak nagy biztonsaggal -elkiilonithetéek

egymastol rutin paraffinos mintakon is.
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Anyag és Modszer

A vizsgalatokhoz a Daganatpatoldgiai és Molekularis Diagnosztikai Laboratoriumban
(Szeged) feldolgozott mintakat elemeztiink. Elsé tanulmanyunkban nem daganatos ¢és
daganatos mintakat vizsgaltunk. Reaktiv csontveld (n=15), nyirokcsom6 (n=12), 1ép (n=13),
tonsilla (n=7) és gyomor biopszias mintak mellett 427 malignus limfoproliferaciot tartalmazo
anyagot is értékeltiink. Ez utdbbi tartalmazott HSL (n=72), HSL-v (n=13), SDVPL (n=8),
SMZL (n=59), szplenikus B-sejtes limfoma (SBSL) (n=37), nodalis (n=30) és extranodalis
(n=21) MZL, egyéb B-sejt limfoma (n=164), klasszikus Hodgkin limféma (n=5), és T-sejt
limfoma (n=18) eseteket is.

A HSL markerek osszehasonlitdé vizsgalatahoz 73 esetet vizsgaltunk. Ezekben vegyesen
voltak HSL (n=32), HSL-v (n=4), SDVPL (n=2), SMZL (n=8), SBCL (n=3), B-sejtes
kronikus limfoid leukémia (B-CLL) (n=11), limfoplazmocitds limféma/Waldenstrom
makroglobulinémia (LPL/WM) (n=3), illetve kopenysejtes limfoma (KSL) (n=10) esetek is.

A csontveld biopszias mintakat 12-24 oraig Schaffer fixaloban rogzitettiik. Dekalcinalasuk
12,5%(wi/v)-os EDTA oldatban tortént (pH=7,0). A mintakat ezutan paraffinba agyaztuk. Az
immunhisztokémiai vizsgalatokhoz nagyrészt tissue microarray technikaval -eldallitott
metszeteket hasznaltunk. A 2-3 pm vastagsagli metszeteket deparaffinalas és etanollal torténd
endogén peroxidaz gatlas utdn a megfeleld antigén feltard oldatokkal hdkezeltiik, majd fehérje
blokkolast végeztiink. A vizsgalni kivant primer antitestekkel (CD20, DBA.44, Annexin Al,
Cyclin D1, CD11c, CD25, TRAP, HBME-1, CD103, pERK, T-bet, CD123, CD68, CD200)
torténd 70 perces inkubalas utdan a megfeleld szekunder antitest kovetkezett, majd a
detektalast Novolink polymer Kittel végeztiik. Magfestésre Mayer hematoxylint hasznaltunk.

A HBME-1 antitest vizsgalatahoz a HSL, HSL-v, SDVPL, SMZL és SBCL esetekben a
festddési mintdzatot a CD20 antitesttel parhuzamosan értékeltiik ki, és Osszehasonlitottuk
azokat a DBA.44 markerével. A latott kép alapjan meghataroztuk a HBME-1, illetve a

DBA .44 specificitasat, szenzitivitasat és pontossagat.



Eredmények

HBME-1 a nem daganatos mintikban

Valamennyi nem daganatos mintaban, bar alacsony szamban, de konzekvensen jelen
voltak szinuszoidalisan ¢és periszinuszoidalisan elhelyezkedd, villozus membrannal bird
HBME-1" limfocitak.

A HBME-1 és a DBA.44 antitestek festddési mintazata nagyrészt atfedést mutatott, bar
er6és kopenyzona pozitivitas csak DBA.44-gyel volt megfigyelhetd. A villézus felszini
limfocitakon kiviil csak néhany nem limfoid sejt (bizonyos follikularis dendriticus sejtcsoport,
valamint kevés extrafollicularis, illetve kordalis retikularis sejt) mutatott HBME-1-gyel
gyenge festddést.

Multikolor immunfluoreszcencias festéssel a HBME-1" limfocitdk CD20*/CD79a'/IgM’*/
CD35/CD3" B-sejt fenotipustiak voltak mind a nyirokcsomobol, mind a 1épbdl szarmazod
mintdkon. Emellett a szplenikus HBME-1" B limfocitdk parcialis lgD pozitivitasa is
megfigyelhetd volt. A nem limfoid vonalhoz tartozo sejteket tekintve, a HBME-1 néhany
CD68" kordalis hisztiocitat, valamint gyengén és valtozé mértékben CD35" follikularis

dendritikus sejtet festett.

HBME-1 a daganatos mintikban

A HBME-1 kizarélag a B-sejt vonalhoz tartozo lymphoproliferaciokat jeldlte.

Csaknem az Osszes HSL eset (69/72; 95.8%) HBME-1 pozitivnak bizonyult, mely
eredmény megfelelt a DBA.44-gyel megfigyeltekének (70/72; 97.2%). A pozitiv daganatos
sejtek aranyaban Iényegi eltérés nem volt a két antitest kozott.

Az egyéb szplenikus limfomakat tekintve HBME-1 pozitivitast 5/13 (38.5%) HSL-v, 4/8
(50%) SDVPL, 7/59 (11.9%) SMZL, és 7/37 (18.9%) SBCL esetben lattunk. Gyenge és
fokalis pozitivitas volt megfigyelheté az SMZL és SBCL mintakon. DBA.44-gyel magasabb
pozitivitast lattunk valamennyi szplenikus limfémaban, 11/13 (84.6%) HSL-v, 5/8 (62.5%)
SDVPL, 18/57 (30.5%) SMZL, és 12/37 (32.4%) SBCL arany volt megfigyelhetd.

A nem szplenikus erdeti MZL esetek hasonlo HBME-1 pozitivitasi aranyt mutattak a
SMZL esetekkel (6/51; 11.8%), melyekben a DBA.44 szintén magasabb festodési aranya volt
megfigyelhetd (2/11; 18.2%). A nodalis és extranodalis marginalis zona limfoma esetek
13.3% (4/30), illetve 9.5% (2/21) HBME-1 pozitivitast mutattak. Az egyéb B-sejtes limfomak
koziil mindossze 3/21 (14.3%) follikularis limfoma (FL), 2/33 (6.1%) KSL, és 1/41 (2.4%)



diffaz nagy B-sejt limfoma (DNBSL) (valdsziniileg transzformaldédott MZL) volt HBME-1
pozitiv.
Néhany elszort reaktiv limfocitatol és retikularis sejttdl eltekintve a T-sejt limfomas, illetve

Hodgkin limfomas esetek negativnak bizonyultak HBME-1-gyel.

A HSL diagnozisaban hasznalt markerek osszehasonlito elemzése

A legtobb vizsgalt marker erds reakciot mutatott a HSL esetekben. Azok a markerek,
melyek membranban mutattak pozitivitast, kiemelték a daganatsejtek ,,hajas” jellegét is.

A csontveld érintettség mértékének megbecsiiléséhez CD20 festést hasznaltunk.

Az ANXAL antitest a HSL esetekben 100%-ban pozitivnak bizonyult, és nem festette a
nem HSL eseteket, am a metszetek kiértékelését nehezitette a csontveléi mintakban a
granulocita vonal pozitivitasa.

A pERK antitest is hasonld j6 eredményeket hozott, a festések pozitiv endogén
kontrolljaként néhany nem daganatos mezenhimalis sejt szolgalt.

A CDllc ¢és CD103 markerek 100% szenzitivitast mutattak konnyen értékelhetd
membranfestédés mellett. Azonban a HSL esetek mellett HSL-v, SDVPL, ill. B-CLL eseteket
is jeloltek.

A CD25 antitest az 6sszes HSL esetben membranézus pozitivitast hozott, és nem festette a
HSL-v, SDVPL, SMZL, és SBCL mintakat. Ellenben a B-CLL és KSL esetek felében
pozitivnak bizonyult.

HBME-1-gyel valamennyi HSL eset pozitivnak latszott, mellyel a sejtek villozus jellege is
vizualizalhat6 volt. Emellett azonban 2/4 HSL-v, 1/8 SMZL, és 2/2 SDVPL eset is jel616dott.

A cyclin D1 antitest konnyen kiértékelhetd magpozitivitast mutatott a HSL-sejteken,
illetve valamennyi KSL esetben.

A CD68/KP1, CD200, T-bet, és az anti-TRAP markerek valamennyi HSL esetben
pozitivitdst mutattak, azonban specificitasuk rendkiviil alacsony volt, és a CD68 a csontveldi
makrofag illetve mieloid sejteket is festette.

Egy kivételével valamennyi HSL minta pozitivnak bizonyult DBA.44-gyel, am ez a
marker is festett szamos HSL-v, SDVPL, SMZL, és SBCL esetet is.

A legalacsonyabb szenzitivitast a CD123 antitest mutatta.



Osszefoglalas

A HBME-1 antitest egy, a mezotél sejtek membranjan elhelyezkedd ismeretlen biokémiaja
antigénnel reagal kiemelve a sejtek mikrovillozus megjelenését, un. vastag membran
jelleggel. Az altalanos patologiai diagnosztikaban is széleskoriien hasznalt ez a marker,
szamos epitelidlis és mezenhimalis eredetii tumorban pozitivitast mutat.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy nem daganatos nyirokcsomobol, tonsillabol,
csontvel6bdl, illetve 1épbdl szdrmazd mintdkon alacsony szdmban, de konzekvensen jelen
vannak HBME-1-pozitiv limfocitak. A multikolor immunfluoreszcencias festéssel végzett
konfokalis mikroszkopias vizsgalataink megerésitették ezen limfocitak B-sejtes eredetét.

A daganatos mintakon végzett tovabbi vizsgalataink kimutattak, hogy HBME-1 pozitivitas
kizarolag B-sejt eredetii daganatokban fordul eld, azok koziil is olyan betegségekben, ahol a
tumor sejtek villozus megjelenéssel birnak. A HBME-1 szenzitivitasaval és specificitasaval
megkozelitette, illetve meg is haladta a DBA.44-gyel kapott eredményeket.

Mivel terapiaja merében eltér egyéb indolens B-sejtes lymphomakétol, ezért a HSL-t igen
fontos elkiiloniteni a szintén 1ép és csontveldi érintettséggel jar6 HSL-v, SDVPL, és SMZL
esetektol. Ennek érdekében masodik tanulméanyunkban azt kivantuk megvizsgalni, hogy az
Osszes eddig publikalt antitest koziil melyek azok, melyek a HSL diagnosztikajaban valdban
hasznos antitest panel részét képezhetik paraffinos metszeteken is.

Irodalmi adatok alapjan a génexpresszios profil vizsgalattal eldallitott ANXAL antitest
100%-o0s specificitassal és szenzitivitassal bir a HSL eseteknél, melyet a mi vizsgalataink is
megerdsitettek. Mindazonaltal ez a marker ugyanolyan erdsséggel festette a csontveldi
granulocita vonal sejtjeit is, mint a HSL-sejteket, ezzel jelentdsen megnehezitve e mintak
kiértékelését, és sziikségessé téve egyéb markerek egyidejii alkalmazasat.

Ujabban kimutattak, hogy a HSL hatterében is a BRAF-V600E mutacio all, melynek
kimutatdsdban mar egy 01j, mutacid specifikus antitest is rendelkezésre all. Ezen markert azért
nem vizsgaltuk, mert meglehetdsen magas ara miatt igen kevés immunhisztokémiai laborban
all csak rendelkezésre. A mutdcié eredményeként a konstitutivan aktivva valo BRAF
foszforilalja a MEK ¢és ERK kinazokat, és a pERK fehérje jelenléte a sejtben
immunhisztokémiai modszerekkel is detektalhatd. Eredményeink megerdsitették, hogy a
PERK antitest 100% szenzitivitasi a HSL esetekre vonatkozdan, és egy kivételével

valamennyi nem-HSL esetben negativnak bizonyult. Alacsony tumorsejt tomeg mellett



azonban zavar® lehet a mintak kiértékelésénél, hogy az aktivalt csontveléi mezenhimalis

sejtek is pozitivitast mutatnak.

Flow citometrias vizsgalatoknal mar régéta hasznalatos a CD103 antitest a HSL
diagnosztikajaban. Eddig azonban nem allt rendelkezésre paraffinos mintakon is
megbizhatoan miikodé antitest. Egy uj, paraffinos metszeteken valod alkalmazésra tervezett
monoklondlis antitesttel végzett vizsgéalatunk azonban megerdsitette, hogy ez a marker a
HSL-sejtek kimutatdsdban 100%-ban szenzitiv, bar a HSL-v esetekt6l nem tudta Oket

hatékonyan elkiiloniteni.

Vizsgalataink soran a CD11c antitest 100% szenzitivitast mutatott HSL esetekben és csak
1 HSL-v, illetve SDVPL mintat, valamint 3 B-CLL-t jel6lt ezen kiviil.

A flow citometridban a CD25 antitestet eddig is kiterjedten hasznaltdk a HSL
diagndzisadban. Paraffinos mintdkon azonban eddig nem ko6zdltek eredményeket az altalunk
hasznalt CD25/4C9 markerrel. A csontveld biopszias mintakon végzett vizsgalataink alapjan
ugy talaltuk, hogy a HSL vonatkozasaban szenzitivitasa igen magas, és alkalmas a betegség
HSL-v-t6l, SMZL-t6l, SDVPL-t6l, illetve SBCL-t6l valo elkiilonitésére. Az irodalmi
adatoknak megfelelden azonban ez a marker a CLL-es és KSL-es esetek felében is pozitivitast
mutatott, ezen kiviil aktivalt B és T-sejteket is jelolt, mely tulajdonsaga zavar6 lehet a

minimalis rezidualis betegség csontveldi megitélésénél.

A HBME-1 antitest a CD103 markerével azonos eredményeket hozott, mely megerdsitette,
hogy hasznalhato a HSL diagnosztikdjaban. Mindamellett az idonként inhomogén és részleges

pozitivitas, melyet tapasztaltunk alacsony tumorsejt tartalomnal zavaro lehet.

A cyclin D1 expresszidja KSL-ben régota jol ismert, am publikaltdk mar a HSL-sejtek
pozitivitasat is ezzel a markerrel, bar expresszidja HSL-ben nincs &sszefiiggésben a BCL-1
Iokusz atrendezédésével. Az irodalmi adatoknak megfeleléen a cyclin D1 HSL eseteknél is
nagy specificitassal és szenzitivitdssal bir. A magfestddés intenzitdsa azonban véaltozo, igy

alacsony csontveldi tumorsejt tartalomnal az infiltrdtum azonositidsa nehézkes lehet.

A CD68/KP1 antitest egy széles korben hasznalt monocita/makrofag marker. Bar a HSL
diagnosztikdjaban ritkdn hasznaljak, de irodalmi adatok vannak arra, hogy pozitiv HSL-
sejtekben is. Vizsgalatunkban 100%-ban szenzitivnek bizonyult a HSL esetekben, azonban
szamos egyéb indolens limfomaban, a makrofagokban és a mieloid sejtekben is pozitivitast

mutatott, mely alapjan a HSL rutin diagnosztikajaban kevéssé hasznalhato.



A DBA .44 antitest egy fixacio-rezisztens B-sejt differenciacios antigént jelol, és HSL-ben
ismert az expresszidja. Hosszu ideig a DBA.44-et tartottak a standard festésnek a HSL
immunhisztokémiai diagnézisaban. Megfigyeléseink alapjan ez a marker nem tud hatékonyan
kiilonbséget tenni a HSL és egyéb szplenikus limfomak kozott. Ezen kiviil reaktiv
allapotokban is megfigyelhetéek elszortan DBA-44 pozitiv, nem daganatos limfocitak, mely
alapjan rezidualis tumor sejtek azonositadsara szintén nem alkalmas. Azonban valamennyi B-

CLL, LPL/WM ¢és KSL eset konzekvensen negativnak bizonyult.

Irodalmi adatok alapjan a TRAP antitestet a HSL meglehetésen szenzitiv markerének
tartjak, foleg DBA.44 festéssel kombinalva. Eredményeink alapjan valdban az 6sszes HSL
esetben pozitivnak bizonyult, azonban szinte valamennyi egyéb B-sejt limfomat is jeldlte, igy

valddi diagnosztikus értéke meglehetésen alacsony.

A T-bet, egy T-sejt asszocialt transzkripcios faktor expresszidja HSL-sejtekben jol ismert
jelenség, és a minimalis rezidudlis betegség azonositdsdban is megfeleldé markernek
gondoljak. Vizsgalatunkban a T-bet valamennyi HSL esetben pozitivnak bizonyult, de jelolte
csaknem az Osszes B-sejtes limfomat, és a mintakban jelenlévé reaktiv T-sejteket is.
Kovetéses csontveld biopsziak értékelésében azonban hasznos lehet, hogy a HSL-sejtekben

er0s mag pozitivitast mutat.

A CD200 (OX-2) irodalmi adatok alapjan konzekvensen expresszalodik a HSL-sejteken,
azonban egyéb B-sejt eredeti daganatokban is. Vizsgalataink alapjan valoban az 6sszes HSL
esetet jelolte, de ezen kiviil pozitivnak bizonyult az egyéb indolens limfomak tobbségében is.
Azonban megfigyeléseink alapjan elég hatékonynak bizonyult a B-CLL és KSL esetek

elkiilonitésében.

Szintén a flow citometridban hasznaltak eddig a CD123 markert. Bar publikaltak adatokat
tobb olyan antitestrdl is, mely paraffinos blokkokon is miikddik, mi egyik elérhetd antitesttel
sem tapasztaltunk kielégitd szenzitivitast a HSL eseteken. Vizsgalatainkat 2 ismert CD123
antitest keverékével végeztiik, azonban még igy is ez a marker mutatta a legalacsonyabb

szenzitivitast mind kozil a HSL mintakon.

Fentiek alapjan a legnagyobb diagnosztikai kihivast a paraffinba dgyazott csontveld
mintakon az alacsony sejtszamu infiltratum detektalasa jelenti. A legspecifikusabbnak tartott
HSL marker, az ANXAL kereszt reaktivitast mutat a granulocita vonal sejtjeivel, a pERK, a
CD11c, a CD25, a HBME-1, a CD68/KP1, a DBA-44, a T-bet, CD200, ¢s a TRAP antitestek



nem daganatos csontveldi elemekben észlelt pozitivitasa szintén nehézkessé teszi a minimalis
tumorsejt tartalom felismerését. A HBME-1, cyclin D1, és CD123 antitesteknél észlelt
inhomogén festddési mintazat szintén korldtozhatja ezen antitestek diagnosztikus értékét.
Figyelembe véve a fest6dési mintazatot, és az intenzitast is a CD20 antitest CD103-mal,
illetve T-bet-tel kombinalva, kettés jelolést alkalmazva tiinik a legigéretesebbnek kovetéses
biopsziaknal, illetve minimalis infiltratum azonositasanal, am ezek tovabbi vizsgalata még

folyamatban van.

Osszegezve, eredményeink megerdsitették az ANXAL és pERK antitestek magas
szenzitivitasat és specificitasat, illetve az olyan standard HSL markerek, mint a CD1l1c,
CD25, és a CD103 paraffinos blokkokon valo alkalmazhatosagat. A HSL differencial
diagnosztikajaban szintén hasznos markernek bizonyultak a HBME-1, cyclin D1, CD200, és a
T-bet antitestek. Véleményiink szerint a legoptimalisabban ajanlhaté diagnosztikus panelnek
HSL gyants paraffinos csontveld biopszias mintak esetén tartalmaznia kell a CD20, ANXAL,
pERK, CD103, és HBME-1 antitesteket.



Eredeti megfigyelések

1. Tanulmanyom az els6, mely a HBME-1 monoklonalis antitest hematopatologiai

diagnosztikdban torténd alkalmazhatdsagaval foglalkozik.

2. Kimutattam, hogy a HBME-1 pozitivitast mutat bizonyos, villozus felszinnel biré nem

daganatos és daganatos limphoid sejteken.

3. Multikolor immunofluoreszcencids festés segitségével munkatarsaimmal kimutattam,

hogy ezen HBME-1 pozitiv villozus limfocitak a B-sejt vonalhoz tartoznak.

4. Els6ként bebizonyitottam, hogy a HMBE-1 hasznosithato HSL markerként és
megbizhatobb, mint a betegségre kevésbbé specifikus DBA.44.

5. Egy kivételével valamennyi elérhetd6 HSL marker specificitdsat, szenzitivitasat és
pontossagat megvizsgaltam. Tudomdasom szerint eziddig €z a legatfogdbb

immunhisztokémiai vizsgalat, melyet HSL vonatkozésaban készitettek.

6. Elsoként hasznaltam a CD25/4C9 antitestet a HSL differencial diagnosztikajaban.
Eredményeim alapjan a CD25/4C9 a HSL igen szenzitiv markere, és képes azt
elkiiloniteni egyéb kis B-sejtes limfomaktol, HSL-v-tol, SMZL-t6l, SDVPL-t6l

valamint SBSL-tol is paraffinos csontvel$ biopszas mintakon.

7. Bebizonyitottam, hogy a flow citometridban rutinszerien hasznalt CD25, CD11c és
CD103 antitestek megbizhatban miikddnek formalin fixalt, paraffinban agyazott

szovetmintakon is.

8. Osszeallitottam egy olyan optimaélis antitest panelt HSL gyanus paraffinos mintékra,
mely magas szenzitivitasu, specificitasi ¢és elfogadhatd koltségvonzattal jaro

markerekbdl all (CD20, ANXAL, pERK, CD103, és HBME-1).
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