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Uj, sejtciklus analizisen alapulé aramlasi citometriai
vizsgalat kidolgozasa a méhnyak rakmegel6z6 allapotainak
szlirése céljabol
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Endogén PACAP vizsgalata myeloma multiplexes betegek
vérplazma mintaiban
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Bevezetés. A méhnyak rakmegel6z6 allapotainak szlirése
hagyomanyosan onkocitologiai kenetvétellel torténik, melynek
alnegativitasa 15-63%, értékelése szubjektiv és id6t vesz igénybe.
Egy, a méhnyakrol vett kenet sejtjeit aramldsi citometridval
vizsgalé modszer elméletileg hasznos lehet a méhnyak diszplazids
allapotainak sziirésére.

Célkitiizés. Uj, sejtciklus analizisen alapulé —aramlési
citometriai modszer kidolgozasa a méhnyak rakmegel6zo
allapotainak sziirése céljabol.

Modszerek. A sejtciklus analizis soran vizsgalt sejteket RNaz
kezelést kovetden permeabilizald agenst tartalmazd propidium
jodid oldattal festettiik, majd aramlasi citométerrel analizaltuk. A
modszer bedllitdsa soran akut limfoid leukémids csontveldi ill.
periférids  vérmintakat haszndltunk pozitiv ill. negativ
kontrollként. A leletatfordulasi id6 (turn-around-time; TAT)
javitasa érdekében a modszert 70%-o0s etanolos sejt-fixalasi
lépéssel és anélkiil is teszteltiik. A szenzitivitas javitasa érdekében
kiilonb6z6 citométereken (FACS Calibur, FACS Canto II) és
kiilonb6z6 szoftverekkel (Modfit 2.0 és 5.0) is teszteltiik a
modszert. Az alapbeallitasokat kovetden HeLa sejtszuszpenzidkat
is vizsgaltunk. A detektalasi hatar megallapitasahoz HeLa és
periférids vérbol szeparalt mononukledris sejtek higitasi sorait
hasznaltuk. A moddszert 4 kiilonboz6 egyén folyadék alapu
citologiai transzport kdzegbe vett méhnyak citologiai mintajan
ellendriztilk. Eredmények. Az etanolos sejt-fixalas elhagyasa a
vizsgalat TAT-jat akar 1 oOras idGtartamra csokkentette. A
kiilonb6z6 citométereken végzett vizsgalatok eredményei jo
korrelaciot mutattak (Spearman r=0.87, p=0.0009). A Modfit 5.0
szoftver érzékenyebb kiértékelést tett lehetové. A detektalasi hatar
20.000 esemény begytijtése esetén 1/100 koros sejtnek adodott. A
moddszer a folyadék alapu citoldgiai transzport kdzegbe vett
méhnyak citologiai mintak tesztelésére technikailag alkalmasnak
bizonyult.

Konkluzié. Az altalunk kidolgozott, 0j, sejtciklus analizisen
alapul6 aramlasi citometriai modszer alkalmas lehet a méhnyak
rakmegel6z06 allapotainak sziirésére. A modszer a hagyomanyos
citopatologiai kenet vizsgalathoz képest szenzitivebb, relative
gyors és objektiv analizist tesz lehetové.
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A hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP)
myelomés betegek vesefunkcidjara gyakorolt kedvezd hatasat és
antitumor agensként val6 sikeres alkalmazasat szamos in vivo, in
vitro és klinikai vizsgalatban igazoltak. Protektiv hatasat irtak le
proximalis  tubulussejtekben, tovabba olyan jelatviteli
folyamatokat befolyasol, melyek szerepet jatszanak az
osteolyticus  csontdestrukcio kialakulasaban. Hasonldéan a
dexamethasonhoz, a PACAP a myeloma sejtek novekedését is
gatolta.

Kutatasunk célja a myeloma multiplexben szenvedd paciensek
plazma PACAP szintjiének vizsgdlata ELISA modszer
segitségével, valamint kiilonboz6 citokinek (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-17A, MCP-1) vizsgalata Luminex modszer
alkalmazasaval (n=47; kontroll: n=10). Arra kerestiink valaszt,
hogy a klinikai paraméterekt6l fiiggden valtozik-e az endogén
PACAP szintje, illetve kiilonb6z6 citokinekkel korrelaltathato-e
az értéke.

A kezelt myelomas betegek korében alacsonyabb PACAP
szinteket mértiink az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva.
A jobb performance statuszu, alacsonyabb plazmasejtaranyu €s a
remissziot kovetden autoldg Ossejt-transzplantaciora alkalmas
betegek korében szignifikansan magasabb értékeket detektaltunk.
Az Gssejt gyljtési folyamat elérehaladtaval emelkedd szinteket
mértiink. Anaemias betegekben alacsonyabb, mig VRD
(bortezomib-lenalidomid-dexamethason) terapiaban részesiilt
pacienseknél magasabb szinteket talaltunk. Luminex vizsgalatok
soran a betegeknél szignifikdnsan magasabb IL-10 és MCP-1
szinteket detektaltunk az egészséges kontrollokhoz viszonyitva.

A myelomas betegekben detektalhatd alacsonyabb PACAP
szint, valamint aktiv betegség esetében tovabbi szignifikans
csokkenése megerdsiti azt a feltételezést, hogy a peptidnek fontos
szerepe lehet ezen betegségben. A remisszioban 1évd, jobb
performance statuszu, alacsonyabb plazmasejtaranyt betegek
emelkedett PACAP szintjébdl egyértelmiien kovetkeznek a
transzplantaciora alkalmas betegek magasabb értekei is. Az Gssejt
gyljtés soran, aneamias és VRD terapiaban részesiilt betegek
esetében a PACAP szint valtozas pontos oka még nem ismert,
ezért a patomechanizmus feltérképezésére tovabbi vizsgalatokat
terveziink.
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