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1. BEVEZETES

A Xlll-as véralvadasi faktor (FXIII) felfedezése ota élénken foglalkoztatja a kutatdkat a
szervezetben betoltott szerepe. A véralvadasi és sebgyogyulasi folyamatokban jatszott bioldgiai
funkcidja szdmos tekintetben tisztazott. A FXII kifejezddésének, termelddésének ¢&s
funkciojanak tanulmanyozésa a koagulacios kaszkdd szempontjabol varatlan, szokatlan,
egészséges €s patologias szovetekben, igy egyebek mellett a cornedban €s neoplasztikusan
transzformalt vérképzo sejtekben a FXIII-kutatas viszonylag 0j teriilete. Utdbbiak koziil az
értekezés kiemelten foglalkozik a FXIII A alegység (FXIII-A) kifejezddésével leukémia

sejtekben.

A leukémia a gyermekkor leggyakoribb rosszindulatti megbetegedése. [1] Az elmult 60 évben
a gyermekkori leukémia gydgyulasi aranya latvanyosan javult. Az 1960-as évek eldtt csaknem
kivétel nélkiil fatalis betegség tartos tlélési aranya napjainkban csaknem 80%. [2] A dinamikus
fejlodés hatterében az egyre intenzivebbé valo kombinéalt kemoterapia allott. Ez a terdpias
stratégia az egyre finomabb prognosztikai becslésen alapul6 kockazat-aranyos kezelési moédok
iranyaban fejlodott. A kockazati tényezok kozott egyre nagyobb a genetikai eltérések
jelentdsége, amelyek alapjan egyértelmiien osztdlyozhatok a leukémia alcsoportok. Még
pontosabb a kockazat-becsléssel ¢és célzott kezelési modszerek alkalmazasaval egyre
kiterjedtebb lehetdség kinalkozik a személyre szabott terapids szemlélet érvényesitésére. A
gyermekkori leukémia mintegy 70%-at a B-sejt prekurzor akut lymphoblastos leukémia (BCP-

ALL) teszi ki, 90% feletti tartos taléléssel tarsulva.

Az FXIII-A alegység kifejezddését BCP-ALL limfoblasztokban elsdként munkacsoportunk irta
le 2006-ban. A kifejezddést molekularis biologiai modszerek mellett aramlasi citometriaval

(FC) sikertilt igazolni. Az FC moédszerrel szazalékosan megadhatdo a FXIII-A molekulat



kifejezd leukémids blaszt sejtek ardnya, melynek kdszonhetden a betegek a FXIII-A kifejezddés
tekintetében csoportokra bonthatok. A kutatasi eredményeket figyelembe véve a BCP-ALL-es
esetekben megfigyelhetd FXIII-A kifejezddési arany prognosztikai jelentdséggel rendelkezhet,
mely feltehetden genetikai eltérésekkel tarsulva befolyasold tényezd lehet a gydgyulas
kimenetelére. Az értekezésben gyermekkori BCP-ALL esetekben megfigyelheté FXIII-A
kifejezddés és a mogotte alld genetikai elvaltozasok vizsgalatdval kapcesolatos eredményeinket

foglaljuk ossze.

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Xlll-as véralvadasi faktor és biologiai funkcidja
A Xlll-as véralvadasi faktort ,,fibrinstabilizalo faktorként” Lorand Laszlo és Laki Kalman
azonositotta elséként. [3, 4] Az eltelt tobb mint 70 év kutatdomunkéajanak jelentds eredményei

alapjan csaknem minden részletében tisztazott a FXIII véralvaddsban betoltott szerepe.

A plazmaban keringd FXIII két A alegységb6l (FXIII-A) és két B-alegységbdl (FXIII-B)
felépiild heterotetramer (FXIII-A2B2). A transzglutamindz aktivitdssal rendelkezd fehérje a
véralvadési kaszkad utols6 lepésében keresztkotésekkel stabilizélja a trombin hatdsara képz6do
fibrin monomereket. A B-alegység karrier fehérjeként miikodik, az enzimaktivitast az A-

alegység fejti ki. [5]

Bioldgiai funkciojat tekintve a FXIII-A-nak szerepe van olyan folyamatokban, mint a
sebgyogyulas, a fagocitdzis, valamint a csont- és kotdszoveti matrixallomany atalakitasa. [6]
Az utdbbi két évtized felismerése, hogy a FXIII-A alegység malignusan transzformalt sejtekben
és szovetekben is kifejez6dik. Igy azonositottdk szajiiregi nyalkahartya daganatokban [7],
promyelocitas leukémiaban [8], akut myeloid leukémiaban [9], Hodgkin limfomaban [10],

leukémias limfoblasztokon. [11]



2.2. A FXI11-A Kkifejez6dése leukémiiaban

Invernizzi R. és munkatarsai 1992-ben vetették fel a lehetéségét annak, hogy a FXIII-A akut
leukémia karakterizalasaban szerepet tolthet be. Vizsgalataik soran megallapitottak, hogy a
myelomonocitas és a monocitas blasztok cFXIII-A kifejezddése korrelacioban van a monocita-
specifikus antigénekkel és a citokémiai markerekkel. [12] Kappelmayer J. és munkatarsai 2005-
ben vizsgaltdk a FXIII-A kifejez0dését akut myeloid leukémidban. Myelomonocitas ¢és
monocitas akut myeloid leukémiaban az estek tobb mint 50%-ban kifejezédott a FXIII-A. Igy
elmondhat6, hogy a FXIII-A megbizhato intracitoplazmatikus markernek tekintheté a monocita
¢s megakaryocita tipusok esetében, ¢és jelenléte nagymértékben prediktiv mono- ¢és

megakariocita AML-re, valamint CMML-re nézve. [9]

3. CELKITUZESEK

Kutatasunk célja a BCP-ALL-es gyermekbetegek fehérje szinti FXIII-A kifejezddésének
nyomonkovetése aramlési citometriai modszer segitségével, valamint az azonositott FXIII-A
csoportok genetikai hatterének tanulmanyozasa molekuléris genetikai vizsgalomodszerekkel.

A hipotéziseinknek alapot szolgald kérdéseink a kovetkezdk voltak:

A FEXIII-A kifejezddés mértéke hogyan viszonyul a BCP-ALL-es betegek egyéb

prognosztikai faktoraihoz, ismert LAIP-okhoz, valamint a teljes és az eseménymentes

tuléléshez?

- Azonosithatok-e az F13al génexpresszidhoz kapcsoltan egyéb genetikai eltérések?
Amennyiben igen, az hogyan befolyasolja a betegek talélését, terapiara adott valaszat?

- A EXIl-A csoportok kozott van-e olyan, amely a még nem azonositott *B-other’
genetikai alcsoporttal kapcsolatba hozhat6? Amennyiben igen, alkothat-e kiilon
alcsoportot a ’B-other’ eseteken beliil?

- A FXIII-A aramlasi citometriai modszerrel mért értéke lehet-e prognosztikai faktor

gyermekkori BCP-ALL-es esetekben?



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Retrospektiv vizsgalatok

4.1.1. A tanulmanyba bevont betegek, az adatok gyiijtése, kezelése

Retrospektiv vizsgaltunkba 55 BCP-ALL-el diagnosztizalt beteget vontunk be. A kivalasztott
1-18 év kozotti gyermekbetegek 2003 és 2011 kozott lettek BCP ALL-el diagnosztizalva, 48
beteg a Debreceni Egyetemen, 7 beteg a Borsod-Abauj-Zemplén megyei Egyetemi Korhazban.
Kezelésiik a BFM ALL-IC 2002-es protokoll szerint tortént. A csontveldi mintdk a rutin
diagnosztikai eljarasnak megfelelden aspiraciot kovetéen EDTA-t tartalmazo csdvekben voltak
gytjtve. A diagnoziskor gyiijtott csontveldi mintdk mind az 55 esetben analizalva lettek, mig a

15. napi csontveldi mintdkbol 42 esetben volt utankovetés.

4.1.2. Immunfenotipus meghatarozas

Az aramlasi citometriai vizsgalatokat a FACSCalibur aramlasi citometriai késziilékkel (Becton
Dickinson, San Jose, CA), négy-szinii festési eljarassal végeztiik. A sejtfelszini és a
citoplazmatikus festési eljardsokat a standard protokolloknak megfeleléen monoklonalis
antitestekkel végeztiik. A FXIII-A kifejezddését flourescens isothiocianattal (FITC)
konjugaltatott monoklonalis antitesttel mértiink (Sigma, St. Louis Mo). [13] Az egyes betegek
leukémids klonjat abban az esetben tekintettiik pozitivnak a kiilonbdz6 immunfenotipus
markerek tekintetében, amennyiben az adott marker a sejtek legalabb 20%-ban kifejezédott. Az
MRD meghatarozas céljabol 300,000 eseményt detektaltunk. [14] Az FC adatok gyiijtését és
analizalasat a CellQuest 3.2 (Becton Dickinson, San Jose, Ca) és a FACS Diva (Becton

Dickinson, San Jose, Ca) szoftverek segitségével végeztiik el.



4.1.3. Kromoszéma analizis és fluoreszcens in situ hibridizacios eljarasok (FISH)

A G-savozast a standard protokolloknak megfelelden végeztiik el. A kariotipus meghatarozas
az ,International System of Human Cytogenetic Nomenclature” alapjan tortént. [15] A FISH
eljarasokat a gyartoéi leirdsoknak megfeleléen sejtszuszpenzidobol torténd kromoszoma
preparacioval végeztilk LSI MLL DC, BA; LSI BCR/ABL DC, DF ¢és TEL/AML1 DC, SF, ES
(Abbot/Vysis, Downers Grove, IL) transzlokacios probakat alkalmazva. A sejtek DAPI-val
(4,6-diamidio-2phenylindole) lettek megfestve. A protokollnak megfeleléen 200 interfazisos
sejtet vettlink alapul minden beteg esetében. A képeket fluorescens mikroszkdppal (Zeiss
Axioplan (Carl Zeiss, Zaventem, Briisszel) készitettiik, majd az eredményeket ISIS szoftver
(Metasystems, Altlussheim, Németorszag) segitségével analizaltuk. A betegeket a WHO

szerinti genetikai csoportokba soroltuk.

4.1.4. Statisztikai analizis

Az adatokat a Shapiro-Wilk tesz segitségével osztalyoztuk. A két csoport esetében a
parametrikus elemzéshez a Student’s t-tesztet, a nem parametrikus vizsgéalatokhoz a Mann-
Whitney U teszt hasznaltuk. Amennyiben a p-érték <0.05 volt, Ggy az eredményt
szignifikansnak tekintettiik. Pearson’s Chi négyzet tesztet hasznaltunk két kategoria kozotti
variablilitds €s logisztikus regresszid megallapitdsara, valamint a multivariancia elemzés

elvégzésére.

A talélési mutatok szamitasaban a Kaplan-Meier-féle talélési analizist hasznaltuk, a talélési
gorbéket a log-rank teszt segitségével készitettiik el. Cox-féle regresszioszamitast végeztiink,
mely esetében a relativ hazard érték mellet a 95%-0s megbizhatdsagi hatart is megadtuk. A

statisztikai analizisek az SPSS 20.0 biostatisztikai programmal végeztiik.



4.2. Prospektiv vizsgalatok
4.2.1. A tanulmanyba bevont betegek, az adatok gyiijtése, kezelése

A prospektiv vizsgalatba 408 BCP-ALL-el kezelt beteg csontveli mintajat és klinikai adatait
gytjtottikk lengyel (188), magyar (114), szlovak (13) centrumokbol, melyek az ALLIC
tanulmanyban vettek részt, valamint az AIEOP-BFM tanulméanyban részt vevd osztrak (93)
centrumbo6l 2011 és 2018 kozott. Azokat a betegeket, akik Down-szindromaval, t(9;22)
genetikai eltéréssel rendelkeztek, valamint a csecsemd koru betegeket nem vettiik bele a
vizsgalatba. Az immunfenotipust valamennyi beteg esetében FC-val hataroztuk meg. A kezelés
15. napjan valamennyi beteg esetében FC modszerrel csontveldi minta vizsgalata alapjan MRD
meghatarozas tortént. A 408 betegbdl 310 esetben volt modunk a teljes genetikai profil
meghatarozasara. Ezeket a mintdkat a regresszios analizisbe vontuk be. Otvenkilenc debreceni
¢s budapesti centrumokban kezelt beteg esetében végeztiink multiplex ligaciofiiggd
probaamplifikaciot (MLPA) kopiaszam eltérések (CNA) vizsgalata céljabol. A betegek koziil

6 magyar, 8 lengyel és 2 szlovak beteg esett at allogén csontveldtranszplantacion.

A lengyel, szlovak és magyar betegek az ALL IC-BFM 2009 tanulmany alapjan voltak kezelve,
mig az osztrak betegek a AIEOP-BFM 2009 tanulmany szerint. Az eltérd kezelési protokollok
miatt a bécsi centrumbodl szarmaz6 mintakat csak a kezdeti eltérések €s a FXIII-A kifejezddés
kozotti osszefliggések analizis€éhez hasznaltuk fel. A FXIII-A kifejezddés és a tulélési adatok
Osszehasonlitdsdhoz csak az azonos kezelési protokollal kezelt betegeket vizsgaltuk meg. A
lengyel, szlovadk és magyar esetek kozott sszesen 21 visszaesést detektaltunk. A visszaesett
ALL-es betegek az ALL-REZ BFM 2002 protokoll alapjan voltak kezelve (ClinicalTrials.gov
azonosito:NCT00114348). A diagnosztikus rizikd besorolast, valamint a 8. napi periférias
vérbdl megallapitott prednisolon valaszt az ALL IC-BFM 2009 tanulmany alapjan végeztiik.
Az alacsony hypodiploid (<45 kromoszdémaszam) és az 1AMP21 genetikai eltéréssel rendelkezo

eseteket a magas kockazati csoportba (BFM-HR) csoportositottuk az ALL IC-BFM 2009
8



tanulmany elveinek megfeleléen. A 15. napi csontveld mintdkon FC-MRD meghatarozast
végeztiink. Az MRD eredmények alapjan harom rizikdcsoportot kiilonitettiink el: alacsony
rizikdju csoport (FLR), kozepes rizikd csoport (FMR) és magas riziké csoport (FHR). A
standard riziké csoportba (BFM-SR) azok az estek keriiltek, amelyek FLR statusszal és
konvencionalis riziké faktorok szerinti SR besoroldssal rendelkeztek. Azok a betegek, aki a
FMR, illetdleg FHR statusszal rendelkeztek, a betegség korismézésekor, illetleg a 8. napi
prednisolon-valasz alapjan, konvencionalis modszerekkel meghatarozott, esetleg kedvezobb
kockazati csoportbol az intermedier riziké csoportba (BFM-IR), illetéleg a magas rizikdé (BFM-

HR) keriiltek, rendre.

Az ALL IC-BFM 2009 tanulméanyban alkalmazott ,,standard” terapids karok az ALL IC-BFM
2002 tanulmény karjaival azonosak voltak. A magyar és a szlovak betegek randomizélva voltak.
A BFM-IR és a BFM-HR csoportba tartoz6 betegek vagy az ALL IC-BFM 2002-es
tanulmanynak megfeleld standard korai intenzifikacioban részesiiltek, vagy egy ,,augmentalt”
korai intenzifikacidt kaptak a BFM ¢és a Gyermek Tumor Csoport (CCG) altal javasolt
protokollnak megfeleléen. [16, 17] Azok a betegek, aki IR BCP-ALL-lel lettek diagnosztizalva
2 g/m? methotretaxe (Mtx) kezelést kaptak az ALL IC-BFM 2002-es tanulmanynak
megfeleléen vagy 5 g/m? methotretaxe (Mtx) adagot az ALL-BFM 86 protokoll szerint a
konszolidacios fazisban. A lengyel betegek esetében nem tortént randomizélas: a BFM-IR és a
BFM-HR csoportba tartoz6 betegek standard korai augmentélt intenzifikaciot kaptak. Az IR

BCP-ALL-es betegek 2 g/m2 methotretaxe (Mtx) kezelést kaptak.
4.2.2. Immunfenotipus meghatarozas

A mintakat 5-8 szinii festési eljarassal FacsCantoll (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) ¢és Navios and FC-500 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) aramlasi citometriai
késziilékekkel analizaltuk. A sejtvonal meghatarozas a EGIL kritérium alapjan tortént. [18] A

sejtfelszini €s a citoplazmatikus festési eljarasokat a standard protokolloknak megfeleléen

9



monoklonalis antitestekkel végeztiik. A FXIII-A kifejez6dését floureszcens isothiocianattal
(FITC) konjugaltatott monoklondlis antitesttel mértiink. Az FXIII-A meghatarozas
érzékenységének vizsgalatdhoz a FXII1-A kifejezddés szdzalékos meghatarozasahoz a maradék
limfoblasztokban harom parhuzamos sorozathigitast végeztiink (10X, 100X, 1000X). Az
FXII-A kifejez0dés szazalékos ardnya a maradék limfoblasztokban egyértelmiien

megbecsiilhetd volt, amikor a limfoblasztok aranya 0,04% felett volt.

Minden koézpont ugyanolyan csoveket hasznalt a FXIII-A meghatarozashoz. Valamennyi
immunfenotipus markert, igy az FXII-A jelolodést 20%, vagy azt meghalado kiiszobérték
folott pozitivnak. Az FXIII-A kifejez6dés jelent6ségének részletesebb vizsgalatahoz, harom
csoportot hatdroztunk meg: BCP-ALL FXIII-A negativ blasztokkal (<20% FXIII-A pozitiv
limfoblasztok; FXIII-A negativ csoport), BCP-ALL FXIII-A mérsékelten pozitiv
kifejez6déssel (20-79% FXIII-A pozitiv limfoblasztok; FXIII-A dim csoport) és BCP-ALL
FXII-A erésen pozitiv kifejezodéssel (80% FXIII-A pozitiv limfoblasztok; FXIII-A bright
pozitiv csoport). Kontrollnak normal limfoblasztokat hasznaltunk. Az FC adatok FACSDiva
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) vagy Kaluza (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
szoftverek segitségével lettek kielemezve. Az dramlasi citométerek kontrollja a Cytometer
Setup&Tracking (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) vagy a Flow Check Pro
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) fluorescens mikrogyongyokkel tortént. A vizsgalatban
részt vevo Osszes laboratorium részt vett a UK-NEQAS Leukocyte Immunophenotyping MRD

programban, valamint sikeresen teljesitették az ALLIC Annual Ring Trials-t. [19]

4.2.3. Genetikai vizsgalatok

A csontveldi mintakat 24 oran beliil a standard protokollnak megfelelden feldolgoztuk. FISH
meghatarozashoz az d4ramléasi citometriai vizsgdlatokhoz hasznalt csontveldi mintakat
hasznaltuk, valamint a gyartok altal ajanlott probakat. Az alacsony rizikdja csoportba soroltuk

a t(12;21)/ETV6-RUNXI1 atrendez6déssel rendelkezé vagy magas hyperdipoiditassal (51-65
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kromoszéma) rendelkezd eseteket. A magas rizik6ju csoportba az MLL transzlokécioval
rendelkezd, iIAMP21 genetikai eltéréssel rendelkezd, komplex kariotipussal rendelkezé kozel
haploid (23-29 kromoszéma) vagy alacsony hypodiploid (<45 kromoszoma) eseteket. A
kozepes rizikoji csoportba keriiltek a t(1;19)-es esetek, valamint azok a genetikai eltérések,
amelyek sem az alacsony sem a magas rizik6ju csoportba nem illettek be, beleértve a *B-other’

genetikai alcsoportot is.

A csontvel6i mintakbol a DNS-t QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden,
Németorszag) hasznalataval nyertiik ki. Az MLPA vizsgalatokhoz SALSA MLPA P335-B2
ALL-IKZF1 (MRC-Holland, Amszterdam, Hollandia) probakat hasznaltunk. A kopiaszam
eltérések szempontjabol harom csoportot kiilonitettiink el: j6 prognosztikai csoportba tartoznak
azok az estek, ahol a nem volt detektalhatok delécidé az IKZF1, CDKN2A/B, PAR1, BTG1,
EBF1, PAX5, ETV6, RB1 génekben vagy izolalt delécid volt megfigyelhetd az ETV6, PAXS5,
BTG1, ETV6 gének esetében valamint tovabbi egyetlen delécid volt detektalhatdo a BTG1,
PAX5, vagy CDKN2A/B génekben; kdzepes kockazati csoportba tartoztak azok az esetek, ahol
a CDKN2A/B génben tortént delécio vagy kombinacioban a CDKN2A/B/PAX5 génnel jelent
meg a deléciod; rossz prognosztikai csoportba soroltuk azokat az esteket, ahol IKZF1, PARL,
EBF1, RB1 génekben jelent meg delécid, illetéleg minden olyan genetikai elvaltozast, amely a

fentebbi csoportokban nem illettek bele. [20-23]

4.2.4. Statisztikai analizis

Az adatokat a Shapiro-Wilk tesz segitségével osztalyoztuk. A két csoport esetében a
parametrikus elemzéshez a Student’s t-tesztet, a nem parametrikus vizsgalatokhoz a Wilcoxon
teszt hasznaltuk. Abban az esetben, ahol tobb mint két csoportot elemeztiink a Kruskal-Wallis
tesztet alkalmaztuk. A Dunn’s tobbszorés 0Osszehasonlitasa tesztet post hoc tesztként
alkalmaztuk. A betegek kezdeti paramétereit, mint példaul az életkor és a fehérvérsejtszam,

kategorikus valtozokka alakitottuk at prognosztikai hatasuk alapjan. A dichotom kategorikus
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valtozokat Pearson’s Chi-négyzet teszttel hasonlitottuk 0Ossze, multinomialis logisztikus
regresszié modszerrel elemeztiik a tobb valtozos eseteket. Amennyiben a p-érték <0.05 volt,
ugy az eredményt szignifikansnak tekintettiik. A talélési mutatok szamitdsaban a Kaplan-
Meier-féle talélési analizist hasznaltuk. Hazard érték (HR) és a 95%-o0s megbizhatosagi hatar
(C1) mellett Cox-féle regresszioszamitast végeztiink. Az eseménymentes tulélés elemzésének
végpontjat az ALL diagnozisa és az elsO visszaesés vagy halal kozott eltelt idovel hataroztuk
meg. A statisztikai elemzésekhez és a képek szerkesztéséhez a STATA/IC 14.2 (College
Station, TX, USA), az SPSS 20.0 (Chicago, IL, USA) és a GraphPad Prism 6.0 (San Diego,

CA, USA) statisztikai programokat hasznaltuk.
4.3. Génexpresszios vizsgalatok

4.3.1. A tanulmanyba bevont betegek, a mintak gyijtése, kezelése génexpresszios

vizsgalatokhoz

Munkénk sordn génexpresszids vizsgalatok elvégzéséhez orszagosan gylijtottiikk a csontveldi
betegmintakat 2015-2018 kozott. A vizsgélat engedélyezését az ETT TUKEB a 43033-

1/2014/EUK (423/2014) szamon adta meg.

Osszesen 71 Gjonnan diagnosztizalt BCP-ALL-es beteg csontveli mintajat valasztottuk ki az
analizis elvégzéséhez. A kizarasi kritériumok kozott szerepelt az <1 életévét be nem toltott

beteg, a Down-szindromaval halmozott BCP-ALL, valamint Ph+-ALL.
4.3.2. A betegmintak feldolgozasa MicroArray analizis elvégzéséhez

A diagnodzis idején tortént csontveldi aspiratumbol 2 ml mennyiséget PAXgene Blood RNA
(PreAnalytix, Hombrechtikon, Svajc) csdvekbe gytijtottiink, melybdl PAXgene Blood miRNA
kit (PreAnalytix, Hombrechtikon, Sviajc) segitségével nyertiik ki a mindségileg ¢és
mennyiségileg is megfeleld6 RNS extraktumot. [24] A 71 betegmintabodl 42 esetben (14 FXIII-

A negativ; 21 kozepesen FXIII-A pozitiv (FXIII-A dim); 7 erésen FXIII-A pozitiv (FXIIT-A
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bright)) volt eredményes az izolalas, melyet Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies, La
Jolla, CA, USA) segitségével mindségi ellenérzésnek is aldvetettiink. Az analizist kdvetden
azokat a mintakat vittiik fel a MicroArray chip-ekre, melyek RIN (RNA integrity number)

értéke elérte vagy meghaladta 8,0 hatart.

4.3.3. Az immunfenotipus és a kromoszoma analizis, valamint a FISH vizsgalatok a
retrospektiv és a prospektiv tanulmanyok esetében egyarant az ismertetett modszerekkel

keriiltek elvégzésre.

4.3.4. MicroArray és gén ontologiai analizis

Affymetrix GeneChip Human Primeview array segitségével 28.869 jol definialt gén
kifejez6dési mintdzatat elemeztiink. 3’ IVT Expression kitet (Affymetrix) valamint GeneChip
WT Terminal Labeling and Control kitet (Affymetrix) hasznaltunk 250 ng RNS minta
a standard mosasi protokollnak megfeleléen készitettiik el6 GeneChip Fluidics Station 450
(Affymetrix) génchipre torténd felvitelhez. A mintdkat a GeneChip Scanner 7G (affymetrix)
késziilek segitségével elemeztilk. A kapott nyers adatokat a NCBI’s Gene Expression

Omnibusba toltottiikk fel, ahol a GEO adatbazisban a GSE134480 azonositd szam alatt

nyilvanosan hozzaférhetd (https://ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE134480).

A gén ontologiai analizist (GO) Cytoscape 3.4.0 szoftver (cytoscape.org) segitségével a ClueGo
applikacion keresztiil végeztiik el. Az adatok vizsgalatdnak beallitasai alapjan a GO biologiai
funkcidkat és a GO immunologiai rendszerhez kapcsoltan megjelend funkcidkat allitottuk be.
Statisztikai analizishez a kétoldali hypergeometrikus tesztet €s a Benjamini-Hochberg FDR
tesztet hasznaltuk. Szignifikans GO kategorianak fogadtuk el azokat, melyek p-értéke <0.05 és

a K értéke <0.4 volt.
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4.3.5. Azonositott gének valos idejii minéségi polimeraz lancreakciéval (RT-Q-PCR)

torténé validalasa, azok in silico vizsgalata

A microarray vizsgalatok soran kapott adatokat RT-Q-PCR eljarassal validaltuk. Az
elemzéshez 384-lyuku TagMan alacsony-denzitasu assay-t (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA) hasznaltunk, minden minta esetében duplikdtum forméaban. Validalasra a géneket
két szempont alapjan valasztottuk ki: 1) a microarray analizis soran kapott fold-change
értékeket alapul véve azokat a géneket valasztottuk ki melyek fold-change >2.0 volt; 2) a GO
adatbazis alapjan azonositott biologiai funkcioval rendelkezd géneket. Az RT-Q-PCR reakciok
esetén a normalizalast B2M, GAPDH és GUSB referencia génekre nézve vizsgaltuk. A gének
kifejezddésének értékeit a ACt értékek alapjan normalizaltuk. A F13al génnel egyidejiileg
kifejez6d6 validalt géneket a STRING v11. [25] és a GeneHancer [26] szoftver alkalmazasaval

vizsgaltuk.

4.3.6. Statisztikai analizis

A tanulmany soran a microarray adatokat Genespring GX14.9.1 szoftverrel (Agilent
Technologies, La Jolla, CA, USA) analizaltuk. Volcano plot analizissel valasztottuk ki a
statisztikailag szignifikans géneket. Az affymetrix vizsgalat soran kapott adatokat a Robust
MultiArray Average szoftverbe konvertaltuk, mellyel a normaliziciot végeztik el. Az
azonositott differencialtan kifejez6d6 (DE) géneket ANOVA, Tukey post-hoc [27], mérsékelt

T-teszt és Benjamini-Hochberg FDR tesztekkel vizsgaltuk.

5. EREDMENYEK

5.1. Retrospektiv vizsgalatok eredményei

A vizsgalatba bevont 55 ALL-es beteg koziil 18 esetet talaltunk FXIII-A negativnak ¢és 37
mintat FXIII-A pozitivnak. A FXIII-A kifejez6dés mintazata kiilonb6z6 volt a két csoportban.

A FEXIII-A pozitivitas cut-off-jat 20%-ra allitottuk be, ennek megfeleléen a betegeket 2
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csoportra, FXIII-A pozitiv és FXIII-A negativ csoportra bontottuk. Az FC rizikdcsoportokat a
15. napon FC-vel mért a MRD statusz alapjan kiilonitettiik el. A genetikai riziko6 csoportokat, a
"B-other’ genetikai alcsoportot és a riziko csoportokat az ALL IC-BFM 2002-es tanulmany

alapjan definialtuk.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a klasszikus prognosztikai markerek, mint a kor, a
kezdeti fehérvérsejtszam nem mutatnak korrelaciét a FXIII-A kifejezddéssel. Bar a prednisonra
adott valasz esetében joval magasabb értéket taldltunk a FXIII-A negativ csoportban, mint a

FXIII-A pozitiv csoportban (29% vs. 5.7%), statisztikailag nem mutatott szignifikanciat.

Megvizsgaltuk a FXIII-A kifejez6dés és az egyéb kategoridk kozotti osszefiiggéseket is. A kor,
a kezdeti FVS, a prednison valasz, az FC és genetikai riziké csoportok kozotti sszefiiggések
egyediil csak a "B-other’ genetikai alcsoportban mutatott szignifikans eltérést a FXIII-A negativ

¢s FXIII-A pozitiv csoportok dsszehasonlitasaban (OR: 7.1; 95%, CI: 1.7-29.1; p=0.006).

A FXIII-A és a ’B-other’ genetikai alcsoport kozotti 6sszefiiggést a multivariacids logisztikus
regresszids analizis is alatamasztotta (OR: 7.1; 95%, CI: 1.7-29.1; p=0.006). A két csoport
kozotti kiilonbség akkor is megmaradt, ha az olyan kezdeti paramétereket, mint a kor vagy a

FVS is hozzavettiik az analizishez (OR: 7.8; 95%, CI: 1.8-34.7; p=0.007).

A Kaplan-Meier féle tilélési gorbék szignifikans kiilonbséget mutattak a FXIII-A pozitiv és a
FXIII-A negativ csoportok kozott mind az eseménymentes tulélés (EFS) mind a talélés (OS)
tekintetében (p=0.031 és p=0.008). A 10 éves EFS és OS szignifikansan magasabb a FXIII-A
pozitiv (84%, 95%, CI: 67.4-92.4 és 89%, 95%, CI: 73.7-95.8) betegek kozott, mint a FXIII-A
negativ (61%, 95%, CI: 35.3-79.2 és 61%, 95%, CI: 35.3-79.2) estekben. Az EFS és az OS
kozotti szignifikdns kiilonbség nem csak abban az esetben volt megfigyelhetd, ha a FXIII-A
kifejezddést vettiik alapul, hanem a kiilonbség megmaradt akkor is, ha az ismert genetikai

alcsoportokat vetettiik 6ssze a *B-other’ genetikai alcsoporttal (EFS p=0.058, OS p=0.021).
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A talélés tekintetében kapott adatokat multivaridciés Cox regresszids analizissel is
megvizsgaltuk. Abban az esetben, amikor a Cox vizsgalatokba bevontuk a kezdeti
prognosztikai paramétereket is (kor és FVS), a FXIII-A kifejez6dés mutatkozott a leger6sebb

hatasként az OS tekintetében (HR: 4.8; 95%, CI: 1.2-19.2; p= 0.025).

A fentebbi eredményt, miszerint a FXIII-A a vizsgalt paraméterek k6zott a legmeghatarozobb
a tulélési adatok tekintetében egy masik uni- €s multivaridcios analizissel is sikertlt
alatdmasztanunk. Ennél az elemzésnél az Osszes klinikai paraméter, belevéve az ismert
genetikai alcsoportokat, a kezdeti paramétereket, mint a kor és a kezdeti FVS, a FXIII-A
kifejezddés, vizsgaltuk a EFS és az OS tekintetében. Az eredmények mindkét esetben

szignifikans kiilonbséget mutattak.

A kapott eredményeink alapjan elmondhato, hogy a FXIII-A kifejezddés prognosztikai tényezo
lehet BCP ALL esetében. A FXIII-A negativitds egy rosszabb kimenetellel tarsul, ami nem
csupan a ’B-other’ genetikai alcsoporttal valod Osszefiiggésbdl adodik, hanem 6nmagaban is

rosszabb tulélést feltételez.

A EFS ¢és az OS tekintetében a 15. napi FC-MRD eredmények a fenti megallapitdsokat
tamasztjak ala. A FC-MRD alapjan alkotott harom csoport esetében is szignifikdnsan elkiiloniilt
a FLR ¢és az FMR csoport az FHR csoporttél mind az EFS mind az OS tekintetében: p= 0.01
mind az EFS és az OS esetében az FLR és az FHR csoport kozott; p=0.01 az EFS esetében és

p=0.004 az OS esetében az FMR ¢s FHR csoport kozott.
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5.2. Prospektiv vizsgalatok eredményei

5.2.1. A FXIII-A Klinikai jelentosége gyermekkori akut progenitor B-sejtes limfoblasztos

leukémiaban

Prospektiv vizsgalataink soran a retrospektiv vizsgéalatainkkal szemben, harom csoportot
kiilonitettiink el a FXIII-A kifejez6dés szempontjabol: a FXIII-A negativ (FXIII-A<20%), a

FXIH-A dim (FXI1-A 20-79%) és a FXIII-A bright (FX111-A 80%) csoportokat.

A FXIII-A kifejez6dés egy folyamatot ir le, melynek kdszonhetden nehezen kiilonithetd el
¢lesen a FXIII-A negativ és a FXIII-A bright csoporttdl. A dot plot-okat elemezve elmondhato,
hogy a negativ kifejezddési mintdzat esetén a leukémias lymphoblastok atfedésben voltak a
FXIII-A negativ normal limfocitakkal. A bright esetekben a leukémids blaszt sejtpopulacio
szinte teljesen elvalt a normal limfocitaktol. A dim mintazat esetén a leukémids lymfoblastok
sz¢les, de homogén csoportként jelentek meg, részben atfedve a normal limfocitakkal. A 408
elemzett minta esetében 137 volt negativ, 189 keriilt a dim csoportba és 82 esetet soroltunk a

bright csoportba.

Harminchat esetben A FXIII-A kifejez6dést a diagnosztikus és a kezelés 15. napjan is
vizsgaltuk. Az FLR csoportba tartozé eseteket kizartuk, mivel a 0.1% alatti lymphoblast arany
esetén nehezen allapithatdo meg a FXIII-A kifejezddés aranya. Az FMR és az FHR csoportba
tartozo betegek esetében a 15. napi FXIII-A kifejez6dés szignifikdnsan alacsonyabb volt a
kezdeti értékekhez képest (p<0.001). A FXIII-A negativ, de novo esetek FXIII-A kifejezddése
nem valtozott szignifikansan a 15. napra. A FXIII-A de novo esetek egyike sem haladta meg a

20%-os hatarértéket a 15. napra, nem véltak pozitivva.

Kaplan-Meier féle talélési gorbével elemeztiik a FXIII-A kifejezddés, az EFS és az OS kozotti
lehetséges Osszefliggéseket, elmondhato, hogy a FXIII-A pozitiv és a FXIII-A negativ betegek

kozott nem volt detektalhato szignifikans kiilonbség.
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Megvizsgaltuk az EFS ¢és az OS 0Osszefiiggéseit a harom FXIII-A csoport esetében. Azt
tapasztaltuk, hogy az EFS-ben szignifikans kiilonbség mutatkozott a FXIII-A dim csoportot
Osszevetve a FXIII-A negativ csoporttal (p=0.012) és a FXIII-A bright csoporttal (p=0.001). A
Kaplan-Meier féle tulélési gorbe alapjan megallapithato, hogy a FXIII-A dim csoport 6t éves
EFS-e szignifikansan nagyobb (93%), mint a FXIII-A bright (61%) és a FXIII-A negativ (70%)
csoportoknak. Az 6t éves EFS a dim, a negativ és a bright csoportban a kovetkezOképpen
alakult: FXI111-A dim 93%, FXIII-A negativ 70% és FXIII-A bright 61%. Az EFS tekintetében
az atlagos utan kovetési id6 a FXIII-A dim csoport esetében 1736 nap (95% CI: 1675 és 1796
nap), a FXIII-A bright csoport esetében 1277 nap (95% CI: 1153 és 1400 nap), a FXIII-A

negativ csoport esetében 1588 nap (95% CI: 1484 és 1692 nap) volt.

Az 6t éves OS a FXIII-A dim csoportban 95% volt, mely szignifikdnsan magasabb, mint a
FXI1I-A negativ csoportban (88% p=0.044). A FXIII-A dim és a FXIII-A bright csoport (87%)
kozotti kiilonbség nem mutatott szignifikans kiilonbséget. Az OS tekintetében az atlagos
utankovetési idé a FXIII-A dim csoport esetében 1755 nap (95% CI: 1699 és 1810 nap), a
FXIII-A bright csoport esetében 1454 nap (95% CI: 1341 és 1567 nap), a FXIII-A negativ

csoport esetében 1661 nap (95% CI: 1572 és 1749 nap) volt.

Az ismert kockazati tényezdket, az ismert rizikd csoportokat multivariacios Cox regresszios
analizis segitségével vizsgaltuk meg két FXIII-A csoport Osszevetésében. Egyik esetben a
FXII1-A negativ csoportot vetettiik 9ssze a FXIII-A dim csoporttal, masik esetben a FXIII-A
dim csoportot a FXI111-A bright csoporttal. A kategorikus valtozok, mint az FXI1I-A kifejezodés
mintazata, az ¢életkor, a prednison vélasz, a genetikai kockézati kategoridk megoszlasa és a ,,B-
other” genetikai alcsoport megoszlasa szignifikans hatassal voltak az 6t éves EFS és az 6t éves
OS adatokra a dim vs. negativ FXIII-A csoportok esetében. Az ALL IC-BFM 2009-es

tanulmany szerinti rizik6 csoportok esetében szignifikans kiilonbség mutatkozott az 6t éves OS
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adatok tekintetében. A multivaridcids analizis esetén, ahol csak a genetikai rizikd csoportokat

(j6 vs. kozepes) hasonlitottuk dssze, mely eseténem a szignifikancia megmaradt.

Az FXIII-A kifejez6dés, az ALL BFM-IC 2009 kockazati kategoriak (BFM-HR vs. BFM-IR)
¢s a genetikai kockézati csoportok esetében szignifikéns kiilonbségek voltak a dim és bright
FXII-A csoportok tulélési adatai kozott. A multivariaciés Cox analizisben az FXIII-A
kifejez6dés €s a genetikai kockazati csoportok Osszevetése esetén a szignifikancia tovabbra is

megmaradt.

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a FXIII-A negativ és a FXIII-A bright csoport
tarsult kedvezdtlen eredményekkel az EFS és az OS tekintetében. A két csoportot
Osszehasonlitva a prednizon valasz €s a genetikai kockazati csoport szignifikdnsan kiilonbozott.
A rossz prednizon valasz a FXIII-A negativ csoportra volt jellemz6, mig a magas rizikdju

genetikai eltérések a FXIII-A bright csoportban tomdoriiltek.

A kopiaszam eltéréseket (CNA) 59 beteg esetében vizsgaltunk, melyek koziil 20 eset a FXIII-
A negativ, 26 a FXIII-A dim és 13 a FXIII-A bright csoportba tartozott. Rossz prognosztikai
CNA volt kimutathat6 valamivel magasabb ardnyban (7/20) a FXIII-A negativ csoportban, mint
a FXIII-A dim (4/26), ¢és a FXIII-A bright (1/13) csoportban. A kiilonbségek azonban nem

voltak szignifikansak.

5.2.2. A FXIII-A Kkifejezédés, a minimalis maradék betegség (MRD) és a genetikai riziko

csoportok kozotti osszefiiggések

Az FXIII-A kifejez6dés és mas ismert rizikdfaktorok kozotti osszefliggéseket a Pearson-féle
Chi-négyzet teszttel és multinomialis logisztikus regresszios modellekkel vizsgaltuk. A
kiilonboz6é FXIII-A kifejez6dési mintazatok nem korrelaltak szignifikdnsan sem az ALL BFM-
IC 2009, sem az FC MRD kockazati kategoridk szerinti csoportokkal. A kdzepes genetikai

rizik6 csoport szignifikdnsan gyakrabban fordult el a FXIII-A negativ csoportban, mint a
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FXIII-A dim vagy FXIII-A bright csoportban (p=0.009 és p=0.039). Korrelacié ugyanolyan
mértékben fordult eld a FXII-A negativ és FXIII-A pozitiv csoportokban és a ,,B-other”
genetikai alcsoportban (p=0.008 FXIII-A negativ és FXIII-A dim csoport; p=0.004 FXIII-A

negativ és FXIII-A bright csoport).

Azok a betegek, akik FXIII-A dim vagy FXII-A bright lymphoblastokkal rendelkeznek
kevesebb eséllyel fognak a ’B-other’ genetikai alcsoportra jellemzd genetikai eltéréssel
rendelkezni (OR: 0.49 és 0.35). Ez az 6sszefliggés akkor volt 1athato, ha a kategorikus valtozok

koziil a kort, a nemet, és a fehérvérsejtszamot figyelembe vettiik.

Az iAMP21 genetikai eltérés szintén szignifikansan gyakoribb volt (p = 0,029) az FXIII-A
negativ csoport esetében, mint a masik két FXIII-A csoporthoz képest. Mds ismert genetikai

aberraciok hasonlo eloszlast mutattak a harom FXIII-A kifejezddési csoporton beliil.

5.3. Génexpresszios vizsgalatok eredményei

5.3.1. A BCP ALL-es mintak karakterizalasa

Vizsgalataink soran 42 BCP ALL-es betegminta RNS-ét hasznaltuk fel génexpresszios
mintazat analizisére. A citoplazmatikus FXIII-A kifejez6dést FC modszer segitségével
allapitottuk meg. A prospektiv vizsgalatainknak megfelelden, harom csoportot kiilonitettiink el:

FXIII-A negativ, FXIII-A dim és FXIII-A bright.

A genetikai csoportokat figyelembe véve, 27 beteg az ismert genetikai eltérések csoportba, mig
15 beteg a *B-other’ genetikai alcsoportba tartoztak. A *B-other’ genetikai alcsoportba tartozo
betegek koziil az alabbi megoszlas volt megfigyelhet6: 7/12 FXIII-A negativ, 6/21 FXIII-A dim

és 2/7 FXIII-A bright.
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5.3.2. ABCP-ALL-es mintidk génexpressziés mintizata

A differenciéltan kifejez6dé géneket (DE) a FC modszer alapjan megallapitott FXIII-A
kifejez6dés és a *B-other’ genetikai alcsoport alapjan hataroztuk meg. A DE gének volcano plot
modszer alkalmazasaval voltak sziirve. A FXIII-A negativ és a FXIII-A bright csoportot
Osszevetve 26 DE gént azonositottunk. A FXIII-A dim és a FXIII-A bright csoportok
Osszehasonlitasa soran 155 DE gént, mig a FXIII-A negativ és a FXIII-A dim csoport kozott 88
DE gént azonositottunk. Egy-két kiugro értéket leszdmitva a heat map analizis soran
megallapitottuk, hogy nemcsak fehérje szinten, hanem génexpresszios szinten is elvalik a
harom FXIII-A csoport egymastol. A heat map analizis soran megfigyelhetd volt, hogy a FXIII-
A negativ és a FXIII-A bright csoportba tartozé mintdk egymdashoz kozel csoportosulnak,

viszont szépen elkiiloniilnek a FXIII-A dim csoporttol.

A ’B-other’ genetikai alcsoport génexpresziés mintazatdnak Osszehasonlitdsa a tobbi
betegmintaval, melyet non-’B-other’ alcsoportnak neveztiink el, 142 DE gént azonositottunk,
amennyiben a fold-change értéket 1.5-re allitottuk be. A heat map analizis soran a ’B-other’

genetikai alcsoport elkiiloniilt a non-’B-other’ genetikai alcsoporttol.

A fenti eredmények tekintetében megvizsgaltuk, hogy a *B-other’ genetikai alcsoport esetében
azonositott DE gének mutatnak-e Osszefiiggést a FXIII-A alcsoportokkal. A FXIII-A negativ
csoport és a ’B-other’ genetikai alcsoport, valamint a FXIII-A negativ csoport és a non-’B-
other’ genetikai alcsoport Osszevetése soran 32 DE gént azonositottunk. A heat map analizis
soran megallapitottuk, hogy a ’B-other’ genetikai alcsoportban tomoriilé DE gének kifejezddési
mintazata atfedést mutat a FXIII-A negativ csoportba tartozd6 DE gének kifejez0dési

mintazataval.
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5.3.3. A differencidltan kifejez6dott gének funkcionilis karakterizalaisa BCP-ALL-es

mintakon

A funkcionalis kategoriaval kibdvitett FXIII-A kifejez6dési mintazat alapjan azonositott DE
gének 156 génontologiai (GO) folyamatban vettek részt. A DE gének tobbsége, kiilondsen a
legerdsebb statisztikai p-értékkel rendelkezok, epigenetikai és/vagy génexpressziot szabalyozo
folyamatokhoz kapcsolodnak, mint példaul hiszton modosulas, kromatin szervez6dés, RNS
destabilizacid, a génexpresszio poszt-transzkripcids szabdlyozasa stb. vagy mas szabalyozo és
sejtes folyamatok, példaul apoptozis és morfogenezis. Ezen tilmenden azonositottunk olyan
peptidil-lizin modosulasat eredményez6 biologiai folyamatokat, amelyek kapcsolatban allnak
a FXIII-A ismert fiziologiai funkcidjaval, amely katalizdlja a fibrin monomerek kozotti g-

glutamil-g-lizilamid keresztkotések képzodését, és igy oldhatatlan vérrog keletkezik.

A ,,B-other” statusz alapjan torténd Osszehasonlitas esetén, amikor a fold change érték >2.0,
sokkal kevesebb GO folyamatot azonositottunk, mint a FXIII-A statusz alapjan tortént
Osszehasonlitas folyaman. A CCL5, CD3G, IL7R és a PLAC8 gének, melyek a limfocita és T-
sejt apoptotikus folyamatokban vesznek részt tulprezentélt allapotban voltak, mig a CX3CR1
>1,5 értékre Aallitottuk, gy tovabbi biologiai folyamatokban résztvevé gének lettek
szignifikansak. Ezek a gének a kovetkezok: BCL10, CX3CR1, GNLY, PTPRC, STK4,
TNFSF10, ATP2B1, DNAJC3, PLAC8, THRA, MAPKBP1, PER1, RORA, USP32, CCLS5,

GNG2, PLCB3, BCL10, CCL5, CD3G.

5.3.4. A globalis transzkriptomikai adatok validalasa

A FXIII-A kifejezési allapot szerint vagy a ’B-other’ genetikai stidtusz alapjan microarray
eljarassal azonositott DE gének koziil 45 gént valasztottunk ki RT-Q-PCR validéalasra. A fold

change értékek alapjan 13/45, a funkciondlis bioldgiai jellemzdkkel rendelkezd gének koziil
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32/45 gént vélasztottunk ki. Az RT-Q-PCR validalas soran egyediil a RORA gént nem tudtuk

detektalni, ami valdszintileg technikai hiba miatt torténhetett.

5.3.5. Az FXII1I-A kifejezodést alapul véve az eredményeink

Az F13A1 gént minden mintdban azonositottuk és RT-Q-PCR moddszerrel validaltuk. Az RT-
Q-PCR validalast kdvetéen megallapitottuk, hogy a harom FXIII-A alcsoportnak megfeleléen
harom eltérd intenzitas volt megfigyelhetd a gén kifejez0désének intenzitdsaban. A F13Al gén
esetében a legkisebb intenzitas a FXIII-A negativ csoportban, a legnagyobb a FXIII-A bright
csoportban volt megfigyelhetd. Ez a tendencia volt megfigyelheté a ANGPTL2, RAPGEFS5,
SEMAGA, HAP1, NUCKSL1 és TRH gének esetében is. A FOXO1 gén esetében a FXIII-A bright
csoportra volt jellemz6 a legnagyobb intenzitas, és a legalacsonyabb a FXIII-A dim csoportra.
A PLACS gén esetében a legnagyobb intenzitast a FXIII-A dim csoportban mértiink, a

legalacsonyabbat a FXIII-A bright csoportban.

Az, hogy milyen lehetséges kolcsonhatasok lehetnek a validalt gének és a FXIII-A kifejezddés
kozott, a hasznalt STRING v11 funkcionalis fehérjetarsitasi haldzatokat tartalmazd adatbank
segitségével sem tudtuk felmérni. Ennek ellenére a FOXO1 gén esetében egy FXIII-A fiiggo
kifejez6dést tudtunk azonositani. A GeneHancer adatbazis segitségével in silico azonositani
tudtuk olyan enchancer (fokozd) folyamatokat, amelyek szerepet jatszhatnak a F13A1 gén és a
validalt gének kozotti parhuzamos felszabalyozasban. Az ATF7, POLR2A, RAD21 és a

SMARCADS gének transzkripcios faktor kdtohelyeit sikeriilt azonositanunk 14 gén esetében.

5.3.6. Eredmények a ’B-other’ statuszt elemezve

A ’B-other’ statuszt alapul véve olyan DE géneket valasztottunk validalasra, amelyek biologiai
folyamatokban (makrofag migracié, limfocita apoptotikus folyamat, T-sejt apoptotikus
folyamat és ezek szabalyozasa) vesznek részt. Ebben az esetben a GO elemzési eredmények

kevésbé voltak valtozatosabbak, mint az FXIII-A kifejezés alapt GO esetében.
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Ot gén esetében tudtunk kiilonbozoé kifejezédési intenzitisokat validalni RT-Q-PCR
technikaval. A DFFA, GIGYF1, GIGYF2 és a INTS3 gének tulexpresszaltak a ’B-other’
csoportban, mig a CD3G a non-’B-other’ csoportban jelenik meg overexpresszalt allapotban.
A microarray analizis sordn, valamint a biologiai funkciok alapjan kivalasztott RORA, IL7R,

CCL5, PLACS ¢és CX3CR géneket nem sikeriilt validalnunk.
6. MEGBESZELES

A Xlll-as véralvadasi faktor A alegységének normal kifejez0dési helyei a monocitdk, a
megakariocitak és a thrombocitak. [28] Munkacsoportunk azonositotta a FXIII-A kifejez6dését
BCP-ALL-es mintdkon dramlédsi citometriai, immunoblotting ¢&s lézer scanning
mikroszkopiaval. [8, 29] A BCP-ALL-es limfoblasztokban megfigyelheté FXIII-A kifejez6dés
alapjan 10j alcsoportot, illetdleg alcsoportokat hatarozhatunk meg. Retrospektiv vizsgalataink
soran megallapitottuk, hogy mind a tartds tilélés, mind az eseménymentes tulélés tekintetében
a FXIII-A pozitiv csoportba tartozo BCP-ALL-es esetek szignifikansan jobb tulélési adatokkal

rendelkeztek, mint a FXI11-A negativ csoportba tartozok.

Retrospektiv vizsgalataink eredményei mas magyarazatot is adhatnak a FXI11-A negativ esetek
rossz kimenetelére. A ,,B-other” genetikai alcsoportba sorolt betegekben szignifikansan
gyakrabban fordultak el6 FXIII-A negativ limfoblasztok mind az egy-, mind a tobbvaltozds
elemzés szerint. fgy a FXIII-A kifejez3dés hidnya — egyel6re ismeretlen médon — dsszefiigg a
kedvezotlen korlefolyassal jellemzett ,,B-other” genetikai mintdzattal. Ez a ,,biomarker jelleg”
egyuttal felhivja a figyelmet arra, hogy a FXIII-A negativ esetek részletes molekularis genetikai
értekelést igényelnek. Az aramlasi citometriaval torténd FXIII-A meghatarozas egy koltség- €s
id6hatékony eljarasnak bizonyul, mely a BCP-ALL-es betegek esetében prognosztikai
jelentdséggel birhat. Retrospektiv vizsgéalatainknak szdmos korlatai voltak. Egyrészt viszonylag

kevés (55) betegmintat tudtunk analizalni, mésrészt csak DNS mintak alltak rendelkezésiinkre,
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RNS mintdk hidnyaban nem tudtunk sem génexpresszids vizsgélatokat, sem MLPA

vizsgalatokat elvégezni a pontosabb molekularis genetikai elemzések érdekében.

A retrospektiv vizsgalatainkban kapott eredményeinket prospektiv vizsgalattal kivantuk
alatdmasztani. A prospektiv vizsgalatainkban a FXIII-A potencialis hasznossagat vizsgaltuk,
mint riziké-asszocialt biomarker az ALL BFM-IC 2009 klinikai vizsgalat keretein beliil kezelt
BCP-ALL-lel diagnosztizalt gyermekek esetében. A vizsgalatban két kiillonb6z06, a nemzetkozi
BFM munkacsoporton beliil miikodé gyermekkori ALL-kezelési konzorciumhoz tartozo négy
nemzetk6zi munkacsoport csatlakozott (lengyel, magyar, szlovak: ALLIC és osztrak: AIEOP-
BFM). A tanulmanyba bevont esetek nagy szama (408) lehet6vé tette az FXIII-A kifejez6dés

mintazatainak részletesebb vizsgalatat.

A prospektiv vizsgalat soran a FXIII-A kifejezodést a retrospektiv vizsgalattal szemben nem
kettd, hanem harom csoportra osztottuk: FXIII-A negativ (<20%), FXIII-A dim (20-79%) és
FXIII-A bright (>80%). A legtobb BCP-ALL-es gyermek a FXIII-A dim csoportba tartozott.
Ez a szubpopulécio az egyvaltozos Kaplan-Meier analizis szerint jobb talélési eredményt ért el
mind a FXIII-A bright, mind a FXIII-A negativ csoporttal szemben. Az FXIII-A negativ
alcsoport gyengébb tulélési esélyeit befolyasolta, hogy ebben a csoportban halmozodtak a
kozepes genetikai kockazati csoportba tartozd betegek, illetve a B-other’ genetikai alcsoport
esetei. Szamos tanulmany mutatta mar ki, hogy a ’B-other” BCP-ALL-ben szenvedd betegeknél
nagyobb a relapszus kockazata. [30] Tobbvaltozos Cox regresszios analizissel megallapitottuk,
hogy a ’B-other’ genetikai alcsoportnak szignifikans prognosztikai értéke van a EFS és az OS
tekintetében a FXIII-A negativ vs. FXIII-A dim csoportot figyelembe véve. Azt a tendenciat
figyeltilk meg, hogy a rossz prognosztikai CNA-ek a FXI111-A negativitassal tarsulnak; azonban
az MLPA vizsgalatba bevont kis esetszam miatt a kiilonbség statisztikailag nem volt

szignifikans.
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A tobbvaltozos Cox analizis alapjan megallapitottuk, hogy a magas és kozepes kockazata
genetikai csoportok szignifikans hatast gyakorolnak a talélési adatokra a FXIII-A bright
csoportot Osszehasonlitva a FXIII-A dim csoporttal. Az egyvaltozos Cox regresszios
analizisben szignifikdns Osszefliggést talaltunk a rossz EFS ¢és OS adatok kozott a FXII-A
bright csoport és a BFM-HR kategoria tekintetében. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
kedvezotlen genetikai valtozasok feliilirhatjak a FXIII-A kifejezddés jotékony hatasat BCP-

ALL-es gyermekekben.

A prospektiv vizsgalatainknak szamos korlatja volt. A vizsgalatba csak a BCP-ALL-ben
szenvedd gyermekeket vontuk be. Az FXIII-A jel6lést és mérést az anti-FXI1I-A monoklonalis
antitest elérhet6sége alapjan végeztiik el. A lengyel csoportba tartozd betegeket nem
randomizaltdk. Az elmult négy évben jelentds szamu beteget vontak be az ALL BFM-IC 2009
tanulmanyba, ami megvaltoztathatja a végsd eredményt az 5 éves EFS és OS adatok
tekintetében. A kovetési 1d6 azonban elegendd volt ahhoz, hogy statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket mutasson a kiilonbozd FXIII-A kifejezddési mintazati csoportok kdzott. A teljes
genetikai hattér csak 214/317 betegrol volt elérhetd, és az MLPA kopiaszam-valtozasait a

betegek egy kis részében vizsgaltuk csak.

Génexpresszids vizsgalataink soran a FI13Al gén kifejezOdésének meglétét kivantuk
alatdmasztani, valamint megfigyelni a lehetséges Osszefiiggéseket BCP-ALL betegmintakon,
az ismert genetikai alcsoportok, a *B-other’ genetikai alcsoport és a FXIII-A fehérje szintii
kifejezodésének tekintetében. A F13A1 gén transzkripciods szabalyozasarol viszonylag keveset
tudunk. Myeloid leukémia sejtvonalak molekularis vizsgalata soran feltartak kotdhelyeket (NF-
1 és SP-1), valamint myeloidra jellemzé (MZF-1-szerii fehérje, GATA-1 és Ets-1)
1 és az Ets-1 transzkripcios faktorok kotShelyeit az ENCODE ChIP-seq adatbazisban nem

tudtuk azonositani. Egy uwjabb tanulmany kimutatta, hogy a FXIII-A-t az IL-4 és a
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dexamethasone szinergikus moédon szabalyozza, az alternativ modon aktivalt makrofagokban,
¢s ezek a szabalyoz6 molekulak megfigyelheték mind normal, mind BCP ALL-ben. [32]
Leukémias limfoblasztokban a F13Al gén transzkripcidos szabalyozasat még nem

tanulmanyoztak.

Elézetes vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a FXIII-A dim kifejez6dési mintazattal
rendelkez0 betegek tulélési mutatdi jobbnak bizonyultak, mint a FXIII-A negativ
limfoblasztokkal rendelkez6 esetek. Mindharom FXIII-A kifejez6dési mintazatot mutato
csoport esetében génexpresszios vizsgalatokat végeztik, melynek eredményeként
megallapithatd volt, hogy mindharom csoport jellemzben eltért egymastol. Az adatok GO
elemzése szamos bioldgiailag relevans funkciondlis kategoriat eredményezett. Eredményeink
klinikai jelent6ségét tamasztja ala, hogy sikeresen azonositottuk a peptidil-lizin modosulast
befolyasold biologiai folyamatokat. A FXII-A egyik jol ismert funkcidja, hogy y-glutamil-¢-
lizil keresztkotéseken keresztiil stabilizalja a fibrinhalot, mindemellett részt vesz olyan
intracellularis folyamatokban, amelyek a monocyta/makrofag, az osteoblaszt és az osteoclast
differenciaciot befolyasoljak. [33] fgy felvetddhet a kérdés, hogy BCP ALL limfoblasztok
esetében is rendelkezhet a FXIII-A ilyen bioldgiai funkcidkkal. Az altalunk validalt EHMT1,
ING5, MDM2, és NUP43 gének olyan sejtmagon beliili és intracellularis metilacios és
acetilacios lizil csoportokba tartozd fehérjék, melyek szabalyozni képesek a neoplasztikus

sejtek talélését. [34]

A FXIII-A statusz alapjan 14 gént validaltunk. Megallapitottuk, hogy a F13Al gén minden
mintaban kifejez6dott és a kifejezddési szintje kdvette a FC mddszerrel azonositott harom
csoport kifejezddési szintjeit. A 14 azonositott génbdl az ANGPTL2, az EHMT1, a FOXO1, a
HAP1, a NUCKS1, a PIK3CG, a RAPGEFS5, a SEMAGA, a SPIN1, a TRH, és a WASF2 gének
olyan bioldgiai és klinikai funkcidkkal rendelkeznek, melyek szerepet jatszanak leukémia és

egyéb daganatos betegségek kialakulasdban. Az altalunk azonositott NUP43 gén a NUP
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géncsaladdal ellentétben nem tarsul semmilyen human daganatban jellemzden bir6 funkcidval.
[35] A PLACS8 gén, amely fiziologidsan egy trophoblaszt sejtvonal marker, a FXIII-A dim
csoportban fejezddik ki intenziven. Kimutattak, hogy ez a gén aberrans modon aktivalddik
emldsokben és emlds daganatos sejtvonalakban, kiilonféle daganattipusokban, azonban human
ALL egyik altipusaban sem azonositottak eddig. [34, 36] In silico vizsgalatok alapjan nem
tudtunk kozvetlen kapcsolatot feltdrni a DE gének és a harom kiilonb6z6 FXIII-A kifejezédési
szintet mutatd csoport és az F13A1 gén szabalyozasa kozott. A validalt DE gének és az F13A1
ko6zos enhancer (fokozo) elemei azt valoszintsitik, hogy a k6zos transzkripcids faktorok

hasonl6 modon szabalyozhatjak e gének kifejezodését.

A ’B-other’ alcsoportban validalt DE gének atfedést mutatnak a FXIII-A negativ alcsoporttal,
mely feltehetéen egy uj alcsoport lehet a BCP-ALL1-like/Ph-like B-ALL alcsoporton beliil. A
microarray eredményeink alapjan 14 DE gént (ANXA5, ARL4C, CD34, IFNGR1, MAGT1,
MAPKBP1, MAP3K2, ME3, OSBPL8, PAPOLA, PTPRC, SUZ12, TACCl, TEMPO)
azonositottunk a ’B-other’ genetikai alcsoporton beliil, melyek atfedést mutatnak a Den Boer
¢s munkatarsai altal publikalt eredményekkel. [37] Minden validalt gén, igy a CD3G, DFFA,
GIGYF1, GIGYF2, és INTS3 neoplasztikus folyamatokban vesznek részt, tigy, mint a
leukémiak kialakulasaban. [38-42] Eddig még egyik gént sem azonositottak/irtak le

gyermekkori BCP-ALL-es esetekben.

Génexpresszids vizsgalataink korlatja a kevés mintaszdm, valamint a validalt gének igen
csekély szama. Ezeknek koszonhetden a klinikum szempontjabol fontos talélési mutatok nem
allapithatok meg, valamint szignifikancia sem volt meghatarozhatd. Ennek ellenére Iényegesen
nagyobb aranyban haltak meg betegségiik miatt a FXIII-A negativ csoportba sorolt betegek:
5/14 (36%), mint a FXIII-A dim csoportban: 5/21 (24%) illetve a FXIII-A bright csoport: 1/7
(14%) esetében. Bar a kis esetszam alapjan nem mondhato szignifikansnak, a prospektiv

vizsgalataink eredményeit alapul véve elmondhatjuk, hogy a FXIII-A negativ csoportba tartozé
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betegek nagy valdsziniiséggel a *B-other’ genetikai alcsoporthoz sorolhatdk, valamint a talélési

mutatok tekintetében rosszabb kimenetellel szamolhatunk.

7. OSSZEFOGLALAS

Az intracellularis FXIII-A biologiai funkcidjanak megismerése egyre szélesebb kdrben
foglalkoztatja a kutatokat. Munkacsoportunk a FXIII-A gyermekkori BCP-ALL-es
betegmintadkon tanulméanyozta kifejez0dését, valamint az esetleges biologiai funkcioit és

klinikai relevanciajat.

Retrospektiv vizsgalataink soran korrelaciot talaltunk a hosszu tavua talélés és a limfoblasztok
FXII-A pozitiv fenotipusa koOzott, ami azt bizonyitja, hogy a limfoblasztok FXIII-A
kifejez6dési karaktere nemcsak hasznos LAIP lehet, hanem erdteljes prognosztikai faktor is
gyermekkori BCP-ALL-ben. Ezen tilmenden a FXIII-A kifejez6dés a ’B-other’ genetikai
alcsoporttal is osszefliggésbe hozhato, igy a FXIII-A segithet azonositani azokat az eseteket,

amelyek tovabbi részletes genetikai vizsgalatot igényelhetnek.

Prospektiv vizsgalataink sordn aramlési citometriai modszerrel harom kiilonalld csoportot
kiilonitettiink el (FXIII-A negativ, FXIII-A dim és FXIII-A bright), attdl fiiggden, hogy a BCP-
ALL lymphoblasztok milyen mértékii FXIII-A kifejez6dést mutatnak. Statisztikailag
szignifikansnak bizonyuld és klinikailag is jelentds kiilonbségek voltak megfigyelheték a
FXI11I-A kifejez6dési mintazata BCP-ALL-es gyermekbetegek esetében, amely beépithetd egy
1) ALL BFM-IC Klinikai vizsgalat kockazatbecslési stratégiajaba. A FXIII-A negativitas egy
prognosztikai faktor az elkeseritd talélési adatokat tekintve, ezenkiviil a FXIII-A negativitas
korrelacioban van a ’B-other’ genetikai alcsoporttal, igy ezekben az esetekben egy részletesebb,
speciadlis molekuldris genetikai vizsgalatokra van sziikség, ahhoz, hogy a megfeleld riziko-

terapiat kaphassa ebbe a csoportba tartozé beteg.
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Génexpressziods vizsgalataink soran elsdként sikeriilt azonositanunk a F13A1 gént BCP-ALL-
es gyermekbeteg mintakban. A F13Al gén kifejezddésének intenzitds ugyanazt a tendenciat
koveti, mint az dramlési citometriai modszerrel megfigyelt kifejez6dés. Ezen vizsgalataink
soran is megfigyelhetd volt a FXIII-A negativ betegek *B-other’ genetikai alcsoportban vald
halmozodasa. A validalt gének nem csak bioldgiai funkcidval, de klinikai relevanciaval is
rendelkeznek. Olyan géneket sikeriilt azonositanunk, melyeket eddig még nem irtak le BCP-
ALL-es gyermekkori betegekben. Ezen gének fehérje szintli megjelenése és ezek azonositasa

egy ujabb terapias lehetoségeket vetnek fel a gyermekkori BCP-ALL-es betegek esetében.
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