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béta-lancanak konstans-1 és -2 régidjara
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Bevezetés: A T-sejt-receptor-klonalitas vizsgalata régéta alkalmazott rutin diagnosztikai médszer T-sejtes lymphopro-
liferatikban, amely a T-sejt-receptor génatrendez8désének vizsgilatin alapul. Elénye a klonalitds molekularis igazo-
ldsa, hdtrinya azonban — az dramldsi citometridhoz képest — a kisebb érzékenység, a viszonylag hosszt vizsgilati
idStartam, valamint az, hogy nem ad fenotipusos informaciot. A T-sejt-receptor-klonalitds vizsgalata egy 4j, nemzet-
kozi ajanlas szerinti aramlasi citometriai médszerrel is végezhetd. Ilyen egyszertsitett és hatékony megkozelités ko-
rabban nem dllt rendelkezésre a rutin klinikai diagnosztikaban.

Célkitiizés: Célunk az irodalomban leirt legtjabb ajanlas alapjan a T-sejt-receptor konstans B-laincihoz tervezett anti-
testek egytittes haszndalata sordn szerzett tapasztalatok gydjtése és azok Gsszevetése a polimerdz-lancreakciét alkalma-
z6 géndtrendez8dés-vizsgalatok eredményeivel.

Modszer: A vizsgalat alapja a T-sejt-receptor konstans B-lancihoz tervezett, fluoreszcens festékkel konjugdlt kétféle
monoklondlis antitest alkalmazasa, amelyek — a B-sejtes neoplasidk diagnosztizalasakor hasznalatos kappa-lambda
immunoglobulin-kénnytlincok vizsgalatadhoz hasonlatosan — a normal expresszids aranyoktdl valo eltérésen alapul.
Eredmények: Az 54 mintibol 20 esetben lymphoproliferativ betegség nem volt kimutathat6, 11 esetben taldltunk
klonilis populdciét, amelyek jé dsszhangban voltak a konvenciondlis vizsgilati médszer eredményeivel. Egyéb 23
esetben talaltunk kisebb fenotipusos eltéréseket, sejtarany-eltolédasokat, minor monoklonalis populicié jelenlétét.
Megbeszélés és hovetkeztetés: Az 54 minta eredményei alapjan elmondhaté, hogy a vizsgalat nemcsak egyértelmi T- és
NKT-sejtes klonoknak, hanem minor klonalis populacidknak az azonositasara is alkalmas, és szimos esetben lehetévé
teszi a T-sejtes korképek gyorsabb diagnoézisit.
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Novel T-cell clonality assessment using T-cell receptor beta constant region 1
and 2 antibodies in T-cell lymphoproliferative disorders

Introduction: T-cell receptor clonality testing is a routine diagnostic method based on the detection of T-cell receptor
gene rearrangements. Its advantage is the molecular confirmation of clonality, but its disadvantage — compared to
flow cytometry — is the lower sensitivity, the actual long testing duration, and the lack of phenotypic information.
More recently, T-cell receptor clonality testing can also be performed using a new, internationally recommended flow
cytometry method. A simplified and efficient approach was previously not available in routine clinical diagnostics.
Objective: Our aim was to collect the experiences gained from the combined use of antibodies designed for the con-
stant beta-chain of the T-cell receptor based on the latest recommendations described in the literature and to com-
pare them with the results of conventional T-cell receptor clonality testing method.

Method: The test is based on the use of two types of monoclonal antibodies conjugated with a fluorescent dye de-
signed for the constant beta-chain of the T-cell receptor and investigates the deviations from normal expression ra-
tios, similar to the testing of kappa-lambda immunoglobulin light chains used in the diagnosis of B-cell neoplasias.
Results: Among the 54 samples analyzed, no lymphoproliferative disorder was detected in 20 cases. In 11 cases, a
clonal population was identified, showing good concordance with the results of conventional diagnostic methods. In
the remaining 23 cases, minor phenotypic abnormalities, shifts in cell population ratios, and the presence of minor
monoclonal populations were observed.
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Discussion and conclusion: Based on the results of the 54 samples, the test proved to be suitable not only for the
identification of clear T and NKT cell clones, but also for the identification of minor clonal populations, furthermore,

it may offer faster diagnosis of T-cell diseases.
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Roviditések

AF700 = alexa fluor 700; AITHA = autoimmun haemolyticus
anaemia; APC = allophycocyanin; APC-Vio770 = allophycocy-
anin—vio770; BV421 = brilliant violet 421; BV510 = brilliant
violet 510; BV605 = brilliant violet 605; BV711 = brilliant
violet 711; CD = (cluster of differentiation) differencidcios
klaszter; DNS = dezoxiribonukleinsav; FITC = fluorescein iso-
thiocyanate; Ig = immunglobulin; KB520 = kiravia blue 520;
MHC = (major histocompatibility complex) {6 hisztokompati-
bilitdsi komplex; NKT = (natural killer T) természetes 6l8sejt;
PBS = (phosphate-buffered saline) foszfattal puftferelt s6oldat;
PCR = (polymerase chain reaction) polimeraz-lancreakcio;
PE = phycoerythrin; PE-Cy7 = phycoerythrin—cyanine 7;
PE-Dazzle 594 = phycoerythrin-dazzle 594; PerCP = peridi-
nin chlorophyll protein; PerCP Vio700 = Peridinin—chlo-
rophyll protein—Vio700; Spark NIR 685 = Spark Near Infrared
685; SSC = (side scatter) oldalirinyt fényszo6ras; TCR = (T-cell
receptor) T-sejt-receptor; TCRG = T-sejt-receptor-y-lanc;
T-LGL = (T-cell large granular lymphocyte) T-sejtes nagy
granurdlis lymphocyta; TRBC = (TCR beta constant region) a
TCR-béta konstans régidja

T-sejt-receptoroknak (TCR) a T-sejtek felszinén taldlha-
t6 antigénfelismer$ fehérjestruktarakat nevezziik, ame-
lyek azok membrinjaban nyolc polipeptidlancbdl dllé
komplexet alkotnak. Az extracellularis MHC-antigén-
komplexeket felismer§ egységek emberben talnyomé
részben a-f- (90%) (af-TCR-) és részben (1-10%) y-8-
lancokbdl allé (y8-TCR-) receptorok. Szerkezetileg ha-
sonlok, mindkét tipus tartalmaz egy membrintdl tavo-
labb esd varidbilis (V) szakaszt, illetve egy membrianhoz
kozel es6 konstans (C) domént. Ez utébbit egy rovid,
20-24 aminosavat tartalmazé transzmembran szakasz
koti a sejtmembranhoz. Lényeges kiilonbség van a két
tipus kozott a V. domén variabilitdsainak mértéke és az azt
kialakité genetikai mechanizmusok tekintetében [1, 2].

A TRC-ek sokféleségét a TCR-génatrendez6dés
biztositja. A TCR-gének szomatikus dtrendez&dései
nagyban hasonlitanak a B-sejtek membranjan talalhato
antigénfelismer$ receptorokat kodol6 gének szervezd-
déséhez. Az Ig-gének szegmentumaihoz hasonldéan a
TCR «-, B-, y-, 8-lancai is tartalmaznak varidbilis (V), di-
verzitds (D), kisebb kapcsolodasi (J-joining) és konstans
(C) régids géneket egyarant. E génszegmensek véletlen-
szer(i egymds mellé keriilése, a V(D)J-rekombinicié fog-

ja kialakitani az adott génhelyrdl szairmazé funkciondlis
exont és egyben a TCR-ek variabilis régidinak sokfélesé-
gét [2].

Leukaemiak és egyes T-sejtes lymphoproliferatiok
esetén azonos atrendez6dést hordozd génszakaszokat
tartalmazdé, vagyis klonalis TCR-rel rendelkezé populd-
ciokat lehet azonositani. A kiilonboz6 T-sejtes lympho-
proliferativ rendellenességek diagnozisa citologiailag és/
vagy immunfenotipusosan kéros T-sejt-populaciok azo-
nositasan alapul, dsszefiiggésben a klinikai eredmények-
kel és a kiegészit$ laboratériumi vizsgilatokkal. A perifé-
rids  vérben felbukkané atipikus  T-sejt-populicio
magabiztos értelmezése T-sejtes daganatok diagnoszti-
zalasiban azonban gyakran kihivast jelent, tekintettel
arra, hogy hasonlé atipikus T-sejt-alcsoportok sok eset-
ben elSfordulhatnak reaktiv korilmények kozott is.
Ezenkivill egyes leukaemids T-sejtes neoplasidk nem
mindig birnak nyilvinval6 immunfenotipusos eltérések-
kel és/vagy meggy$z0, citoldgiailag rendellenes képpel,
amely egyértelmden alaitimasztand a diagnoézist.

A TCR-klonalitds vizsgalata régoéta hasznalatos rutin
diagnosztikai moédszer, amelynek alapja a TCR-génat-
rendez8dés vizsgalata (a legtobb esetben a /8 szegmen-
tumok) multiplex PCR, majd kapillaris gélelektroforézis
segitségével. A vizsgilat elénye a klonalitds molekularis
bizonyitéka, hatrinya, hogy az eredmény nem minden
esetben egyértelm, kis mennyiségii monoklonalis T-sej-
tet nem tud azonositani poliklondlis T-sejtek hatterében,
tovabba a relative hosszt vizsgalati idGtartam (1-2 nap),
valamint hogy ez a médszer nem ad informaciét a popu-
laci6 immunfenotipusardl [ 3, 4].

TCR-klonalitds-vizsgalatot aramlasi citometriaval is
végezhetink. Ilyen egyszer(sitett és hatékony megkoze-
lités kordabban nem allt rendelkezésre a T-sejtek analizi-
sére a rutin klinikai diagnosztikiban. A vizsgilat alapja
két, a TCR konstans B-lancahoz (TRBC) tervezett fluo-
rescens festékkel konjugalt monoklondlis antitest, ame-
lyek koziil a TRBCI izoformidra specifikus antitest mar
korabban jelen volt az dramldsi citometriai laborok sza-
mira, azonban a TRBC2 izoformiéra specifikus antitest
csak 2024-ben lett elérhet§ a rutindiagnosztikiban.
A moédszer a B-sejtes neoplasidk diagnosztizalasakor
hasznélatos kappa-lambda immunoglobulin-kénnytlan-
cok vizsgalatihoz hasonlatos [5, 6], és a normdl expresz-
szi6s aranyoktol valo eltérésen alapul.
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Célunk az irodalomban leirt legtjabb ajanlas alapjan a
TRBCI1 és TRBC2 antitestek egytittes haszndlata sordn
szerzett tapasztalatok gyGjtése és azok Osszevetése a
PCR-rel vizsgilt génatrendez6dések eredményeivel.

Mobdszer

Betegmintik

A mintak és adatok gydjtése és kezelése a Pécsi Tudo-
manyegyetem Regiondlis Etikai Bizottsigdnak felhatal-
mazasaval tortént (az adatgydjtési engedély szama:
KK/576-1,/2025). A munka megfelel a Helsinki Dekla-
raci6 el@irdsaiban foglaltaknak. A vizsgalt pacienskohorsz
54 esetet tartalmazott, a demografiai megoszlds 48 év és
85 ¢év kozott, az atlagéletkor 67 év volt. Hirom beteg-
csoportot vizsgaltunk. 1) Az els6 csoportba olyan bete-
gek tartoztak, akiknél a feltételezett klinikai diagnézis
valamilyen T-sejtes lymphoproliferativ betegség volt,
amelyet hematopatoldgiai vizsgilatok nem igazoltak
(n =20). A demogréfiai megoszlas 1 év és 84 év kozott,
az atlagéletkor 42,5 év volt. 2) A masodik csoportban a
TCR-PCR alapjan klonalis diagnodzist betegek (n = 11)
demogrifiai megoszlisa 48-85 kozoti, az atlagéletkor
68,5 év volt. 3) A harmadik csoportban szintén valami-
lyen feltételezett klinikai diagnézissal érkezd pdaciens
eredményei szerepelnek (n = 23), amelyekben minimalis
T-sejtes fenotipusos eltérést, CD4,/CD8 ariny eltolé-
dast, minor T-, NKT-sejt-klont vagy eosinophiliat mu-
tattunk ki. A csoport demogrifiai megoszlasa 14 és 89 év
kozotti, dtlagéletkora 55 év volt.

1. tablazat A tabldzat tartalmazza a vizsgalatban hasznélt monoklonalis an-
titestek nevét, és a fluoreszcens jelélGanyag (fluorokrém) tipu-
sat, két kiillonbozd késziiléken alkalmazva. A flurokrém nevei
roviditve szerepelnek, azok teljes nevei a ,,Roviditések” fejezet-

ben talalhatok meg

Antitest Fluorescens festék Fluorescens festék

(Cytek Northern Lights)  (Beckman Coulter Navios)
CD4 Brilliant Violet 421 PE-Cy7
DNS-festék  Syto41 Syto41

CDS8 Brilliant Violet 510 Brilliant Violet 510
CD56 Brilliant Violet 605 Kiravia Blue 520
CD20 Brilliant Violet 711

CD16 FITC FITC

TRBC-1 PE PE

CD3 PE-Dazzle 594 PE-Dazzle 594
CD45 PerCP CD45-PerCP-Vio700
TRBC-2 APC APC

CD7 Spark NIR 685

CD2 AF700 AF700

CD5 APC-Vio770 APC-Vio770
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Mintik elokészitése dvamliasi citometridhoz

A csontvel§-aspiratumbdl szdrmazéd és a periférids vér-
mintdkat alvadisgitolt (BD Vacutainer 3 EDTA) csovek-
ben kaptuk. A mintdkbdl a fluoreszcens jeloléshez 50 pl
térfogatban, 500 000 db fehérvérsejtet haszndltunk.
Magas fehérvérsejtszam esetén foszfattal pufterelt sdol-
dattal (PBS) higitottunk. Ezt kdvetSen a mintikat fluo-
reszcensen konjugdlt antitestekkel jeloltik, és 15 percig
szobahémérsékleten, fénytdl védve inkubaltuk. A T-sej-
tek analizisére a két késziilékhez megfelel6en optimali-
zalt antitestpanelt allitottunk 6ssze, amelyet az 1. tabli-
zat tartalmaz. A vorosvértestlizist és a sejtfixalast a gyarto
ajanlasa szerint végeztiik, roviden: Excellyse I lizal6 puf-
fert (Exbio, Priga, Cschorszig) adtunk a mintikhoz,
inkubdltuk 2-3 percig, majd desztillalt vizzel higitva to-
vabbi 10 percig inkubéltuk. A mintakat szobah&mérsék-
leten, 400 g-vel 5 percig centrifugdltuk, és a pelletet
500 ul PBS-ben felszuszpendaltuk. Végiil Syto 41 (S41)
DNS-festéket (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) adtunk hozzd, és 2 percig inkubaltuk. A mérések
soran — amelyeket Beckman Coulter (Brea, CA, USA)
Navios konvenciondlis és Cytek (Fremont, CA, USA)
Northern Lights spektrilis aramlasi citométer segitségé-
vel végeztiink — 1 x 10° S41-pozitiv fehérvérsejt begyj-
tésére torekedtiink. Az adatok elemzése a Navios készii-
léken mért mintik esetén Flowjo (9.8.5. verzid), mig a
Northern Lights késziiléken mért mintak esetén Kaluza
C (1.2.1) szoftverrel tortént.

A kiértékelés menete

A T-sejt-klonalitds vizsgalatit tobbszint dramldsi cito-
metriaval végeztiik, amely lehetévé teszi a kiilonbozé
T-sejt-szubpopuldciok részletes fenotipusos jellemzését.
A Syto41 DNS-festék alkalmazdsa lehetévé teszi az in-
takt sejtes elemek és a sejttormelékek elkiilonitését, mig
a CD45-expresszi6 és a sejtek granularitasa (SSC) alap-
jan a kiillonboz6 fehérvérsejt-populaciok differencialdsa
torténik.

A panelben szereplé markerek (CD3, CD4, CDS,
CD2, CD5, CD7) lehet6vé tették a £6 T-sejt-szubpopu-
laciok (citotoxikus-, helper-T, NKT) azonositisat, a ter-
mészetes 0l6sejtekhez (NK-sejtek) kapcsolodé fenotipu-
st sejtek (CD16, CD56) clkiilonitését, valamint a
B-sejtek (CD20) szepardlasait. A TCR-f-lanc konstans
régidjara specifikus antitestek (TRBC1, TRBC2) egyiit-
tes alkalmazasa biztositotta a klonalitds vizsgalatit. Az
expresszidés mintizatokat fluoreszcenciaintenzitas alap-
jan, felhSképek segitségével értékeltiik, amelyek szemlé-
letesen dbrazoljik a kiilonb6z6 szubpopulaciok eloszlasat
¢és a klonalitasi viszonyokat. A klonalitds meghatirozasi-
hoz sziikséges kiiszobértékeket a korabbi irodalmi ada-
tok alapjan hatiroztuk meg. A jelen vizsgilatban ennek
megfelelen a klonalitds kritériumat >85%-os TRBCI-
vagy TRBC2-pozitivitds, illetve az ezzel ekvivalens
TRBC2/TRBCI ariny (<0,18 vagy >5,7) jelentette [5].
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A T-sejt-receptor-yénditrendezodés vizsgalata

A vér- vagy csontvel§mintidkbol a DNS-izolalast QIAamp
DNA FFPE Tissue Kittel (QIAGEN, Venio, Hollandia)
végeztiik a gyartdi protokoll szerint. A DNS mennyisé-
gét Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) spektro-
fotométerrel hatiroztuk meg, a PCR-reakciékhoz 200 ng
genomikus DNS-t haszniltunk mintanként. A DNS-
mintakat felhasznalasig —20 °C-on taroltuk.

A T-sejt-receptor-y-lanc (TCRG) génatrendez6dései-
nek kimutatdsit multiplex PCR-médszerrel végeztiik a
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Trainor és mtsai dltal leirt eljards alapjan, a V és ] régiokat
telismerd, csalddspecifikus primerek (forward primerek:
V2,V3,V4, V8, V9 és reverz primerek: JGT12, JGT3 és
JGT4) secgitségével. A PCR-clegy ossztérfogata 25 pl
volt, AmpliTaq Gold 360 Master Mixet (Thermo Fisher
Scientific) — a gyarté leirdsa szerint — és egyenként 5
pmol primereket és a fenti mennyiség templat DNS-t
tartalmazott. A PCR-reakcié Genesy 96T PCR Thermal
Cycler (Tianlong, Zhenjiang, Kina) késziilékben futott,
95 °C, 2 perc el6denaturalas utdn 35 cikluson keresztiil
(denaturilas: 94 °C 1 perc, annealing: 58 °C 1 perc,
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1. ibra A periférids vér lymphocytdinak tobbparaméteres dramldsi citometrids vizsgalata. A felsé dot plotok a B- (CD20*) és T-sejtek (CD3*), valamint a

CD16/CD56 expresszidjinak megoszlisit mutatjik. A kozépsS dot plotok a f6 T-sejt-markereck (CD4, CD8, CD7, CD5, CD2) closzlisit, mig az
alsék a TRBC1 /TRBC2 poliklondlis mintdzatat abrizoljik a teljes, illetve a CD4* és CD8* T-sejt-populiciéban

CD = differencidciés klaszter; TRBC = a T-sejt-receptor-béta konstans régidja
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elongicié: 72 °C 1 perc), amit egy végsS elongicids
1épés (72 °C, 5 perc) kovetett. A PCR-termékek detek-
talasa fragmentanalizissel tortént fluoreszcensen jelolt
reverz primerek és molstulymarker hasznalatival SeqStu-
dio Genetic Analyzer Instrument (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) késziiléken.

Az elektroferogramok kiértékelését GeneMapper
(Applied Biosystems) szoftverrel végeztiik; klondlis at-
rendez6dés esetén egy vagy néhany éles, jol elkiiloniild
csucs, mig poliklonalis T-sejt-populacié esetén széles,
Gauss-gorbe-szeri eloszlds volt lathaté a vart mérettar-
tomanyban (180-230 bp) [6].
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Eredmények

Az elso csoportra vonatkozo evedmények
bemutatasa (lymphoproliferativ betegséy nem
volt igazolhato)

Egy reprezentativ minta (1. 4bra) analizise soran a vizs-
gélt lymphocytapopuliciok immunfenotipusa a normalis
megoszlisnak megfelel6 eredményt mutatott. A T-sejt-
markerek normadlisnak tekintett expressziés mintizatot
mutattak, valamennyi szubpopulici6é a fiziologids ard-
nyoknak megfelelen volt azonosithatd. A CDI16 és
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2. dbra A periférids vérbdl szirmazd mintiban CD3*, CD16, CD56-, CD4*, CD8", CD5**, CD7*" immunfenotipusi, TRBC2-domindns klonilis T-prolym-

phocytds leukaemids populdcié dbrizolédik, amelynek jelenlétét a TCR-génatrendez8dés vizsgalata is megerdsitette

CD = differencidcids klaszter; TCR = T-sejt-receptor; TRBC = a TCR-béta konstans régidja
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CD56 markerek az NK-sejtek élettani szintii el6fordula-
sat tiikrozték. A TRBCI1- és TRBC2-expresszio kiegyen-
stlyozottsiga a TCR-repertodr poliklondlis jellegét td-
masztotta ald. A 20 mintdban a TRBC2 /TRBC1 arinyok
megoszldsa a CD4* T-sejteken belil a 0,96—4,3 kozott,
a CD8* T-scjteken beliil a 0,87 és 5,38 kozotti tarto-
manyban volt. Medidnértékiik 1,57 volt a CD4+* és 1,96
a CD8* T-sejt-populacié esetén.

A klonalis T-sejtes korképekre vonatkozo
evedmények bemutatasn

Klonalitas kimutatasa egy reprezentativ
T-prolymphocytas leukaemias (T-PLL) eseten

a klonalis csoportbdl (2. dbra)

Egy 79 éves nébeteget periférids vérben észlelt lympho-
cytosis miatt vizsgaltak. Az els§ dramlasi citometriai vizs-
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lici6 CD4+, CD8, CD5*, CD7+, CD2*, CD3",
CD167, CD56 expresszids mintit mutatott. Az immun-
fenotipus alapjan T-prolymphocytas leukaemia mertilt
fel. A csontvel6i mintavétel utin ismételt aramldsi cito-
metriai panel mdr tartalmazta a klonalitasvizsgilatra
alkalmas TRBC1- és TRBC2-antitesteket. Az dramlasi
citometriai vizsgalat 39% CD3*, CD7+, CD4", CD§",
CD2+, CD5+,CD167, CD567, TRBC2+, TRBCI1- fenoti-
pust klondlis (TRBC2/TRBCI ariny: 90) populiciot
igazolt az aspiritumban. Ezzel 6sszhangban a konvenci-
ondlis TCR-génatrendez6dés-vizsgalat is visszaigazolta a
klondlis populacio jelenlétét.

Klonalitas kimutatasa nagy granularis T-sejtes
leukaemiaban (T-LGL) (3. dbra)

A 85 éves férfi beteget kordbban B-sejtes lymphomaval
és autoimmun haemolyticus anaemidval (AIHA) diag-

galat 51%-os klonalis T-sejt-populaciét igazolt. A popu-

nosztizaltak. Ismételt patoldgiai vizsgilatra a laborjaiban
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3. abra A csontvel6i mintaban a T-LGL-populdcié sejtjei 26%-o0s aranyban voltak jelen, tobbségiik CD3*/CD56" fenotipust mutatott, kis CD4 /CD8 arannyal

és csokkent CD7-expresszioval. A sejtek TRBC2/TRBCI ardnyanak 24,36 értéke kifejezett restrikciora utalt, amelyet a TCR-géndtrendezédés mo-
noklonalis mintdzata is megerdsitett

CD = differencidcios klaszter; TCR = (T-cell receptor) T-sejt-receptor; T-LGL = T-sejtes nagy granuldris lymphocyta; TRBC = a TCR-béta konstans

régidja
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észlelt thrombocytopenia, leukopenia és fokozddo anae-
mia miatt érkezett. Pancytopenia miatt a kordbbi B-sej-
tes lymphoma csontvel6i manifeszticidja merdlt fel. A
csontvelSi mintaban mindossze 1,5% bizonyult CD19+,
CD20+, CD5, CD23-, CD200 gyenge*/~, CD10-, kap-
pa* B-sejtnek. Ezenkivil kb. 26% T-sejt mutatkozott,
amelyek 90%-a CD3*/CD56 /CD16/CD2*/CD5*/
CD8/CD4, a secjtek tobbsége kozepes intenzitdst
CD20, valamint csokkent intenzitist, részben negativ
CD7 jelolédést mutatott. A sejtek TRBC2/TRBCI ara-
nya 24,36 volt, ami jelentds restrikciot jelez, igy klonali-
tasra utal. A TCR-génatrendez8dés vizsgalata sordn is
monoklonilis génatrendez6dés volt igazolhaté.

[Ly]
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A harmadik betegcsoport (mem egyértelmii
biologini velevancidaval bivo esetek) evedményei

Az dltalunk vizsgilt betegkohorszban 23 esetben taldl-
tunk minimdlis fenotipusos eltérést, sejtariny-eltoléda-
sokat, eosinophilidt vagy minor monoklonalis T-, NKT-
sejt-populaciot, am ezen elvaltozdsok bioldgiai
jelentGsége jelenleg kérdéses. Egy reprezentativ példa-
ban egy 50 éves nébetegnél, aki Sjogren-szindrémaban
szenved, a periférias vérben 0,6% CD3*, CD56*, CD8*,
CD4,, CD2 dim*, CD5 dim*, CD7*, CD267, CD16
dim* fenotipusti, TRBC1 monoklonalis NKT-sejt-popu-
laciot taldltunk (4. dbra).
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4. dbra Reaktiv vagy autoimmun kornyezetben — példaul Sjogren-szindréomdban vagy eosinophilids dllapotokban — kisebb, atipikus fenotipust, klonalis T-sejt-

populdciok is megjelenhetnek. A perfiérids vérben 0,6% CD3*, CD56*, CD8*, CD4-, CD2 dim*, CD5 dim*, CD7*, CD267, CD16 dim* fenotipus,

TRBC1 monoklondlis NKT-sejt-populdcié lathaté
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Megbeszélés és kovetkeztetes

A T-sejtes lymphoproliferativ betegségek diagnosztikdja
szamos kihivast hordoz, tekintettel arra, hogy a koéros
T-sejt-populaciok immunfenotipus- és morfoldgiai elté-
rései gyakran diszkrétek, és nem mindig kiilonithetSk el
egyértelmtien reaktiv folyamatoktdl [1]. A klasszikus
megkozelités, vagyis a TCR-génatrendez6dés vizsgilata
PCR-alapt médszerekkel, hosszt évek ota rutin diag-
nosztikai eszkdznek szamit [2]. Ez a technika képes ki-
mutatni a klondlis atrendez&déseket, azonban idGigé-
nyes, és nem nyujt kozvetlen informdciot az adott sejtek
immunfenotipusirél. Ezzel szemben az aramlisi cito-
metriai modszereken alapulé TCR-klonalitas-vizsgalat Gj
perspektivat nyit, amely a B-sejtes neoplasidk esetében
bevalt kappa-lambda konnydlanc-restrikciés analogia
mentén a T-sejtekre is kiterjeszthetd [ 3, 4, 7].

Jelen vizsgalatunkban a TCR konstans B-lancara speci-
fikus TRBC1 és TRBC2 antitestek egyiittes alkalmazdsat
teszteltiik kiillonboz4 klinikai kornyezetekben. Normalis
kontrollmintdk esetén a két izoforma kiegyensulyozott
expresszidés mintdzatit figyeltilk meg, amely megfelel a
poliklondlis TCR-repertoar elvirhaté eloszlisanak. Ez
alatamasztja, hogy a modszer megbizhatéan alkalmazha-
t6 fizioldgids dllapotok igazoldsara.

A koéros esetekben ezzel szemben markdns restrikcié
volt azonosithatd, Osszhangban a PCR-alapt TCR-
génatrendezbdés-vizsgalattal [2, 6]. Az dramlasi cito-
metriai modszer képes gyors és pontos eredményt szol-
giltatni, amely a diagnézis felillitisiban kozvetlentl
alkalmazhat6. A TCR klonalitasinak ilyen tipust igazo-
lasa lehetévé teszi a fenotipus és a klonalitds integralt
értékelését, ami kiilonosen hasznos lehet a differencial-
diagnosztikai dilemmak megoldasiban. Eredményeink
alapjan a TRBC-antitestek alkalmazasa azonnali timpon-
tot adhat a T-sejtes klonalis proliferatiok felismeréséhez,
amely kiilonosen hasznos lehet akkor, ha a morfolbgiai
és immunfenotipusos eltérések dnmagukban nem kell6-
en specifikusak [3, 8, 9].

A mobdszer egyik jelentSs elénye a gyorsasag és az egy-
szerliség: a teljes vizsgalat a standard aramlasi citometrids
munkafolyamatba integrilhaté, igy néhany 6rdn belil
eredményt ad. Ez [ényeges kiilonbség a PCR-alapt mod-
szerhez képest, amely tobbnapos atfutdsi idével jarhat.
Tovabbi elény, hogy a klonalitds vizsgalata kozvetleniil a
fenotipusos adatokkal egyiitt értékelhetd, ami komple-
xebb diagnosztikai képet nyajt [2, 5].

Vizsgalatunk sordn az dramlasi citometridval végzett
TRBC-analizis a PCR-rel igazolt 11 klonalis eset koziil
10-ben egyértelm klonalitast igazolt, és a két modszer
eredményei teljes mértékben Osszhangban voltak egy-
midssal. Egy esetben azonban az aramlasi citometrids
vizsgilat nem felelt meg a nemzetkozi ajanlasokban
meghatarozott klonalitasi kritériumoknak (normalis
TRBC2/TRBCI tartomény: 0,18-5,7) [6]. Az dramlasi
citometrids vizsgilat sordn egy 4,2%-os arinyban jelen
1év6 atipusos immunfenotipust mutaté NKT-sejt-popu-
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licié volt kimutathaté, amelynél a TRBC2/TRBC1
arany 0,2 volt. Ez az érték ugyan a normdltartomanyon
beliil helyezkedett el, dm kozel esett annak alsé hatara-
hoz. A TCR-PCR moddszerrel végzett elemzés ebben az
esetben poliklonalis hittér mellett klondlis eltérést muta-
tott. Az ilyen hatdrértékhez kozeli eredmények esetében
tovabbra is kiemelt jelent&séggel bir a molekularis mod-
szerekkel torténd megerdsits vizsgalat a klonalitas pon-
tos megitélésére.

Fontos megjegyezni ugyanakkor, hogy a modszernek
korlatai is vannak. A TRBC1 és TRBC2 izoformdk kiza-
rolag a TCR-B-lanc konstans régidira terjednek ki, igy a
TCRy/38-receptort hordozé sejtek klonalitasa ezzel a
megkozelitéssel nem vizsgdlhaté. Emellett eléfordulhat-
nak olyan esetek, amikor a restrikcié mértéke nem egyér-
telmd, és a poliklonalis hattér mellett csak részleges do-
minancia igazolhat6. Emellett, mivel a TRBC-epitépok
a funkcionalis TCR/CD3 komplex részeként jelennek
meg a sejtfelszinen, a felszini TRBC1 /2 detektildsa fel-
szini CD3-pozitiv T-sejteken lehetséges megbizhat6an.
Sejtfelszini CD3-negativ esetekben a TRBC1 /2 detektd-
ldsa csak citoplazmatikus vizsgdlattal Iehetséges [6].

Vizsgalatunk soran — elsésorban a harmadik beteg-
csoportba sorolt esetekben — tobb beteg esetében is
észleltiink kisebb ardanyt, atipikus immunfenotipusa,
TRBC-restriktiv T- vagy NKT-sejt-populaciokat, illetve
eosinophiliat, amelyek bioldgiai és klinikai jelent&sége
nem volt egyértelmd. Irodalmi adatok alapjan ismert,
hogy reaktiv vagy autoimmun kornyezetben — példaul
Sjogren-szindromaban vagy eosinophiliaval jaré allapo-
tokban — minor, atipikus fenotipust T-sejt-populiciok is
megjelenhetnek, amelyek nem feltétlentil malignus fo-
lyamatot titkroznek [2]. Ezt jol példazza egy Sjogren-
szindrémaban szenvedd beteg esete, akinél a periférids
vérben kis aranyd, TRBC1-restriktiv, CD3*CD56"CD8*
NKT-sejt-populdcié volt kimutathaté (4. 4bra). Bar az
aramlasi citometrids vizsgalat monoklondlis mintazatot
jelzett, a klinikai kontextus és a kisér§ diagnosztikus
paraméterek figyelembevételével malignus T-sejtes lym-
phoproliferativ betegség nem igazolodott.

Ezek az esetek hangsalyozzik, hogy a TRBC2/
TRBCl1-alapt klonalitasvizsgilat eredményeit minden
esetben a klinikai kép, az immunfenotipus és az egyéb
laboratériumi eltérések egytittes értékelésével sziikséges
interpretalni.

Osszességében  vizsgilatunk megerdsiti, hogy a
TRBCI- és TRBC2-antitestek egyiittes hasznalata igére-
tes, gyors és hatékony modszer a T-sejt-klonalitds kimuta-
tasaira. A PCR-alaptt vizsgilatokkal valé jo egyezés
(10/11) eset), valamint a fenotipusos adatokkal torténd
egyidejli értékelhetdség révén a modszer alkalmas lehet
bizonyos klinikai szituaciokban a konvencionalis klonali-
tasvizsgalatok részbeni kivaltasira. A jovében nagyobb
beteganyagon végzett vizsgilatok sziikségesek annak pon-
tos meghatarozasara, hogy lehet-e rutinszertien alkalmaz-
ni az aramlasi citometrids TRBC-vizsgilatot elsé vonalbe-
li diagnosztikai eszkozként a klonalitds megdllapitasihoz.
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Anyagi tamogatds: A tanulmany megirdsa, illetve a kap-
csolodd kutatdmunka nem részesiilt anyagi timogatas-
ban.

Szerzoi munkamegosztds: F. B.: Adatgy(jtés, kiértékelés,
a kézirat elkészitése. J. P.: Koncepcid, szakmai vezetés.
L. A Adatgytjtés, kiértékelés. V. L., K. L.: A kézirat
ellendrzése. A kozlemény végleges valtozatat valamennyi
szerzG elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.

Koszonetnyilvanitas

A szerz6k koszonetet mondanak Radvinszky Lajosné szakasszisztens
kollegan8nek a mintik elékészitéséért.
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