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BEVEZETES

A Xlll-as faktor felépitése, plazma és cellularidikas faktor jellemzése

A véralvadas Xlll-as faktora (FXIIl) egy protransagminéaz, melyet a thrombin €a
jelenlétében proteolitikus uton aktival. A folyamiatkalcium mellett a fibrin(ogén)
szabalyozza. Az enzim aktiv formédja (FXIy-glutamil)lizil keresztkotéseket alakit ki
fibrin monomerek k6zo6tt, igy stabilizalva a véralaai folyamat védsfazisaban kialakulo
fibrinhaldét.

A véralvadads soran a kerihg prekurzor enzimfehérjék (véralvadasi faktorok)
kaszkadszeen, proteolizis atjan aktivalodnak. A folyamat dithsanak legésebb
stimulusa a sejtek felszinén t&wzoveti faktor (TF). Szoveti faktort szamos sgjisi
jelenit meg: pl. fibroblastok és pericytak az dvéal, az agy astrocytai, veseglomerulusok
epithel sejtjei, szivizomsejtek. Ezek azonban aalkotéelemeivel csak akkor keriilnek
kapcsolatba, ha endothel sérilés kovetkezik beergp verben a monocytak és az erek
endothel sejtjei TF-t expresszalhatnak. Ezen kavidéringésbe kerilt TF-t hordozo6 tumor
sejtek okozhatnak alvadas aktivaciét. A TF fospidliés C&" jelenlétében aktivalja a
FVII-t, ami a prothrombinaz komplexet alkoté FV EX aktivacidjat végzi. A TF-FVlla
komplex a FIX-t is aktivalja. A prothrombinaz koregl hatasara a prothombin aktiv
protedzza, thrombinna alakul. A thrombin thrombakgt €s a FXIII-t aktivalja valamint a
fibrinogént fibrinné alakitja.

Robbins és munkatéarsai allapitottdk meg kisérleteitan, hogy a kalcium nem elegéral
fibrin alvadék gyenge savban vagy Iugban val6 diattenna tételéhez, feltételezték egy
tovabbi, szérumban megl@vfaktor jelenlétét. A fibrin alvadék stabilla véddmz
szikséges szérum faktor jelenlétét ket magyar &ukaiki Kalman és Lérand Laszlo irta le
elssként 1948-ban. Az altaluk fibrinstabilizal6 faktakn elnevezett fehérjét Loewy és
munkatarsai allitottak éltisztitott formaban és irtdk le enzimatikus tutejgagait. 1963-

ban ismerték el véralvadasi faktorként Xlll-as garamal.

A Xlll-as faktor A és B alegységeinek expresszi@ytei

A FXlll-nak két formaja taldlhatd meg az emberi rsezetben: a vérben
heterotetramerként kering, intracellularisan kéaladgységbl allo homodimerként (4

van jelen. A heterotetramer forma két potencidlisaktiv A (FXIII-A) és ket

gatlé/stabilizalé B (FXIII-B) alegyséd all (A.B,). A B alegység megakadalyozza az A



alegység aktivalédasat. A B alegységet az embesrvezetben a majsejtek, az A
alegységet a megakaryocytak/thrombocytak és a mytalatacrophag rendszer sejtjei,
valamint kis meértékben a majsejtek szintetizaljgkz egyeb sejttipusok kozul a
chondrocytak FXIII-A szintetizalé képességét isanigitottak valamint osteoblasokban is
kimutattak. A vérben l&/FXIII-B mennyiség kb. fele szabadon kering a plaban, mig a

FXII-A teljes mennyisége a tetramer komplexberaltedtd. A FXIII komplex atlagos

plazma koncentracidja 21 mg/L. A FXIII-B, komplex képadésének korulmeényei maig

nem tisztazottak.

A FXIII-A intracellularis lokalizaciés helyei (szubellularis megoszlas)

A thrombocytak igen nagy mennyiségXIll-A-t tartalmaznak, 150-szer tbbbet, mint a
vérplazma, a monocytak FXIII-A tartalma viszont egggysagrenddel kisebb, mint a
thrombocytaké. A csontu@l megakaryocyta és monocyta prekurzor sejtek FXIlI-
expressziojat is leirtak. Az intracelullaris enzfomkciéja még nem teljesen ismert, de
szamos kisérleti eredmény azt mutatja, hogy a naegakytak, monocyta és macrophag
sejtek nem csupan a FXIII-A szintézis helyei, haresejtek patofizioldgiai funkcidinak
aktiv részesei.

A FXIII-A macrophag sejtekben jellegzetes citoplatikus eloszlast mutat; megfigyeliet
a citoplazmatikus vakuolumok koéril és a pseudopudkban, a fagocitotikus
vakuolumokban azonban nem mutathatd ki. A monochtecrophag érés korai
szerepét a fagocitdézishan és az alternativ macgopktivaciéban. A thrombocytdkban a
FXII-A egy alacsony molekulasulyd éBokk proteinhez, a HSP27-hez kapcsolodva

talalhaté meg.

A malignus korképekben megjelér=XIlI-A

A FXIII-A a megakaryocyta/thrombocyta és monocytaénophag rendszer sejtein kivil
nem talalhatd meg egyéb csontiads periférias versejtben. A FXIII-A jelenlététomban
sok mas betegségben és malignus korképben vizsgBEgfigyelték, hogy a Hodgkin-
korban szenvdik nyirokcsomoiban fibrin lerakddadsok vannak jelemalamint a
nyirokcsoméokban dodttébbségben vannak a macrophag{aajtek. Ez a sejtpopulacié

FXIII-A alegységet tartalmaz. Bizonyitottak a maunag eredetet és igy azt, hogy tumor-



asszocialt macrophagokrol van szo.

Vizsgaltak a FXIII-A megjelenését malignus fibratg histiocytomaban (MFH). A sejtek
FXIII-A pozitivitast mutattak MFH-ban, amely igykéllénithet a szovettanilag hasonlo
lagy szoveti tumoroktol. Azt tapasztaltak, hogy RXIII-A pozitivitas nem a malignus
sejtekben, hanem a tumor-asszociélt sejtekben ikelereg, pl. a macrophagokban,
follicularis dendritikus reticulum sejtekben (DRCslibroblast-szef mesenchymalis
sejtekben, valamint a sinusoidalis és interfolleid histiocyta reticulum sejtekben.
Feltételezték, hogy a megakaryocyta és monocyteksepalignusan transzformalddott
formdi is expresszalhatnak FXIII-A antigént. Inviem és munkatarsai akut myeloid
leukémids beteg mintait vizsgaltak FXIII-A ellenegll antitestet alkalmazva peroxidaz-
anti-peroxidaz (PAP) immunolégiai modszerrel. Az BAMmegakaryocytas (M7),
myelomonocytas (M4) és monocytas (M5) szubtipusegmitiv reakciot detektaltak.
Vizsgéalatainkban mi et&ént alkalmaztunk egy Ujonnan kifejlesztett FXIll-@lenes
monoklonalis antitestet, amivel aramlasi citoméievezsgaltuk akut myeloid leukémias
beteg mintakon a FXIII-A expressziot, amely az AMiagnosztikaban és kovetésben is

hasznosnak bizonyulhat.

CELKIT UZESEK

A munkédm soran céluliztem ki a Xlll-as faktor akut myeloid leukémiakb&aML)

tortérd megjelenésének vizsgalatat.

1. Megvizsgaltuk, hogy az akut myeloid leukémias &d&jgm kimutathatok-e a FXIII
alegységei.

2. Teszteltik a FXIII-A megjelenés specificitasat égermitivitasat az AML
altipusaiban.

3. Vizsgaltuk, hogy leukémia-asszocialt immunfenotfpllnIP) jelent-e a FXIII-A
pozitivitas és hogyan alkalmazhat6 0 markerként &eukémia
differencialdiagnosztikaban.

4. Tanulmanyoztuk a FXIII-A lehetséges prognosztikeerepét akut promyelocytas

leukémidban.



BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

Klinikai és kontroll mintak

Akut myeloid leukémias betegek csontvés periférias vér mintait vizsgaltuk. 2000. és
2010. év kozott osszesen 100 AML-es betegnél végkzszisztematikus aramlasi
citometriai analizist FXIII-A reakcioval osszefugipen. Hat kronikus myelomonocyta
leukémias (CMMolL) beteg periférias vérmintajatesdblgoztuk. Minden csontuw&iminta
esetén megtortént a morfoldgiai, citokémiai és imfanotipus vizsgalat.

Az akut myeloid leukémia promyelocytas szubtipusgk®IL M3) fokuszalva tovabbi
betegeket vontunk be a vizsgalatba. igy betegedzktt 14 db Gjonnan diagnosztizalt akut
promyelocytas leukémias (APL) beteg csoriivék periférias vér mintgjat is analizaltuk.
Esetikben a csontvielkenetekben tdbb, mint 70%-0s blast aranyt tatdtMMinden APL

a hypergranuléris tipusba tartozott és FISH tedwak a jellegzetes t(15;17) volt
detektalhat6. Normal promyelocytdk tanulmanyozasahégy vashianyos anémiaban
szenved beteg csontvél mintajat vizsgaltuk meg.

A leukémias mintak ujonnan felismert, kezeléitadllo betegekdl szarmaztak.

Aramlasi citometria alkalmazasa immunfenotipus meghrozasra

Az immunfenotipus vizsgalat soréan fluoreszcensfdsl jel6lt monoklonalis antitestekkel
vizsgaltuk a sejtfelszini és intracellularis maekest.

Az aramlasi citometria soran zémmel a keresked&mialomban kaphatd, fluorokrommal
direkt konjugélt monoklondlis antitesteket alkaltukz3-4 sziii jeloléses panelben.

A FXIII alegységei ellen egerekben termeltetett oidanalis antitesteket FITC jeldl
reagens kit segitségével konjugaltuk.

A meérések FACSCalibur aramlasi citométeren torténteinden mintanal azonos PMT
bedllitast alkalmazva. Ae novo leukémiak esetén 10 000 sejt adataitj@ytik be dan. list
mode fajlokba és analizaltuk Cell Quest 3.2 szofbegitségével.

A FXIII-A expressziot normal csontu@lpromyelocytakon is vizsgaltuk. A mérés a harom
lézerrel rendelkgzFACSCanto Il aramlasi citométeren zajlott.

Az analizalas soran a pozitiv sejtek szazalékasyataadtuk meg a vizsgalt sejtpopulaciéon
belil. Az eredmények értékelésekdigyelembe vettik a pozitiv sejtek é&tlagos



fluoreszcencia intenzitasat (MFI= mean fluoresceintensity) is, mely jellemezhet egyes
koros sejtcsoportokat.

Citogenetika és FISH vizsgalat

A hagyomanyos citogenetikai vizsgalatot minden Ad3lL-beteg csontuel mintgjan
elvégeztik. A karyotipusok leirasa a Human Cytotileme NOmenklatira Nemzetkozi
Rendszerének (ISCN, 2009) megfétai tortent. A fluoreszcencimn situ hibridizacio
(FISH) a kromoszOma preparatumokbol szarmazd gejszpenziokon a PML-RARA
transzlokacios proba gyari leirasanak megbelelzajlott.

A sejteken hattérfestésként DAPI-t alkalmaztun&lamennyi esetben 200 interfazisu
sejtet analizaltunk. Az értékelést Zeiss Axiopldihbreszcens mikroszképpal és ISIS

szoftverrel végeztik.

A FXIII elleni antitestek FITC konjugalasa
A FXIII ellenes antitestek konjugalasa FluoroTad €lkonjugalo kittel tortént (Sigma, St.
Louis, MO, USA).

Sejttenyésztés

A Mono-Mac6 sejteket Dr. Duda HEfnajdndékaként kaptuk a Szegedi Bioldgiai
Kutatokozponttol, a PLB-985 sejtvonal sejtjei aszfiigos Haematoldgiai és Immunoldgiai
Intézetldl szarmaznak (Orszagos Gydgyintézeti Kozpont). Aawyta érési folyamatot 30
nM Ds-vitaminnal, a granulocytak éréséfuinol all-trans-retinsavval és 1.25%-0s dimetil-
sulfoxiddal indukéltuk. Harom napon at minden naml&dltuk bizonyos sejtfelszini

markerek expressziojat.

FXII-A vizsgalata ELISA modszerrel

A Xlll-as faktor A alegységének vizsgalata akut my@locyta leukémidas mintak

sejtlizatumabol tortént az intézetliinkben korabbatoa és munkatarsai altal kozolt
modszer alapjan kis médositassal. A thrombocytaakomacid elkertlése érdekében a
promyelocyta sejteket EDTA-t tartalmaz6 PBS-bentoiasA szerin és cisztein protedzok
gatlasara egy proteaz inhibitor koktélt adtunk asenpufferhez. A sejteket ultrahangos

szonikalassal tartuk fel, destle sejtszamot hataroztunk meg, hogy pontosan rkiskéato



legyen az egy sejtre @& XIII-A tartalom.

FXIII-A vizsgalata Western-blot médszerrel

A thrombocyta mentesitett APL blast sejtek FXIlit#&talmanak meghatarozasa utan a
fennmaradd sejteket centrifugaltuk és 100 pL SD&PAinta pufferben vettik fel, majd
a sejtszuszpenziot 5 percig forraltuk. A mintakd@%4-os SDS poliakrilamid gélre vittik
fel, és redukalo kdzegben elektroforetizaltuk, majdnobilon P membranra blottoltuk. Az
elsbdleges antitest birka poliklonalis anti-human FXAllvolt. Az immunreakciohoz
biotinalt, nyudlban termédott anti-birka IgG-t és avidin-biotinélt peroxid&omplexet
alkalmaztunk, majd a reakcié kialakulasat elekteoakumineszcencia elve alapjan
detektaltuk. Annak demonstralasara, hogy a humanromhil elasztdz (HNE) hasitja a
FXIII-A fehérjét, tisztitott FXII-A-t és tisztitott HNE enzimet inkubaltunk €a
jelenlétében kilonbdz ideig 37°C-on. A reakciot egyenimennyiség SDS Laemmli
pufferrel allitottuk le.

Thrombocyta mentes promyelocyta sejtlizatumot leded periférias vérébés a masodik

beteg csontvélmintajabadl allitottunk él.

Konfokalis mikroszkopia

APL-es betegmintakbdl cytospin prepardtumot kégiik. A FITC-el konjugélt anti-
FXIII monoklonalis antitesteket, BSA-t és Triton 200-at tartalmazé puffert a sejtekhez
adva 30 percen at szoldmh inkubaltuk a mintakat, igy permeabilizalva a alejt
membranjat. Az inkubacio utols6é 5 percében propidjodidot (P1) adtunk az oldathoz.
Utols6 Iépésként a mintdkat Mowiol-al fedtik be. Ronfokdlis mikroszkopia
(CLMS=confocal laser scanning microscopy) Zeisst{(i@gen, Németorszag) LSM 510

rendszerrel és C-Apochromat 63x/1,25 NA vizimmezibjektivvel tértént.

Statisztikai modszerek

Az AML szubtipusaiban megtalalhatd pozitiv sejteldnganak osszehasonlitasakor az
adatok Gauss-eloszlast mutattak, igy az eredménymk®s t-probaval elemeztik. A
normal és leukémias mintakban detektalt pozitivekefitlagos fluoreszcencia intenzitasa
(MFI) nem mutatott Gauss-eloszlast, ezért a pardaflann-Whitney U teszt alkalmaztunk



a statisztikai értékeléshez. A FXIIl pozitiv és HXhegativ betegpopulaciok talélési

idejének statisztikai 6sszehasonlitdsat GraphPiathRr.0 szoftverrel végeztik.

EREDMENYEK

FXIII-A expresszid vizsgélata aramlasi citometridvaormal csontvedi é€s periférids
vérmintakon

A normal periférids vérmintak felszini festése utaralizaltuk a myeloid kapuban ev
sejteket. Itt a monocytak mutatték a rajuk jellén@D14 pozitivitast, de FXIII-A és FXII-
B pozitivitast nem talaltunk.

Intrastain-el tortéé permeabilizalast kovéen minden myeloid sejt myeloperoxidaz
(MPO) pozitivitdst mutatott. A monocyta sejtcsoparegjelent, mint jellegzetes ,dim”
MPO populacio, amelyben FXIII-A is detektalhato tyahig FXIII-B-re teljesen negativ
reakciot adott. Az MPO-bright populaciét a polimmrtiklearis granulocytak (PMN)
alkotjak, melyek a FXIIl mindkét alegységére negaki

A lymphocytdk nem mutattak sejtfelszini és intradatis FXIII-A jeldlédést sem.

A normal csontvéli mintaban a FXIII-A a myeloid kapuban két sejtpFmibban
detektalhat6: a CD45-bright érett monocytdkon €9d5-dim monoblastokon.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy normal periferér és csontvélmintaban a FXIII
alegységei kozul kizardlag az A alegység van jeteni intracellularisan talalhaté meg a

monocyta sejtvonal sejtjeiben.

A FXIII-A pozitivitds specificitdsanak, szenzitidsanak vizsgalata tenyésztett sejteken

A sejttenyésztés ideje alatt a CD33 és cyMPO mgeloD64 és CD14 monocyta, CD11b
ganulocyta markerek és a FXIII-A expresszidjanakgjelenését, idbeni valtozasat
vizsgaltuk. A Mono-Mac6 monoblast sejtvonal sejtjgnar a tenyésztés 0. napjan
kimutathato6 volt a FXIII-A, ami egyforman magas jiivitast mutatott végig a tenyésztés
3 napja alatt, akar a CD33. A felszini CD14 kezdptimem expresszalddott, majd a
monocyta differenciaciot indukalo D-vitamin hatasad 6ra mulva mar detektalni tudtuk.
Az eredmeényeink szerint a FXIII-A expresszio intiédfiga, ami a monocyta sejtek érésének
kezdetén is magas, nem novekszik tovabb a sejt ta§mmatanak drehaladasaval,

ellentétben a CD14 expressziéval. Mivel a CD14lénatnonocytakon nem is detektalhato,



igy a FXIII-A korai markerként sokkal szenzitivedbmonocyta sejtvonalra, mint a kéb
megjelerd felszini CD14.

A PBL-985 sejtvonal esetén egyaltalan nem tudtuteldélni a FXIII-A expressziét a
kezdeti szakaszban sem és a granulocyta iranyeérelif€ialodast kbvétnapokban sem.
Ezen eredmények alapjan a FXIII-A specifikusnak atikdzik a monocyta sejtvonal

sejtjeire.

A FXIII-A pozitivitas vizsgalata akut myeloid leukdias mintakon

A FXIII-A expresszio vizsgalatat 6sszesen 100 AMLbeteg csontvélés periférias ver
mintajan végeztik el 3-sZinmajd 4-szit jel6léssel &ramlasi citométeren. Ezzel
parhuzamosan 6 CMMolL-es beteg periférias vérétiasgaltuk. Az eredményeink azt
mutattak, hogy a myeloblast (MO, M1, M2) és azlamgblast (M6) eredétleukémias blast
sejtek nem expresszalnak FXIII-A-t vagy csak jed&telen mértékben. A pozitivitast egy
adott markerre a 20%-os cut-off értéket meghalamdtiy sejtarany jelentette. Az M4 és
M5 AML esetekben a FXIII-A jel@dés megegyezett vagy nagyobb méite&lt, mint a
CD14 felszini marker pozitivitas. Az eredményeinlapgan megallapithatjuk, hogy a
FXIII-A intracitoplazmatikus marker szenzitivebbinha felszini CD14, igy az AML M4
vagy M5 leukémia esetén akkor is azonosithatok notyia sejtvonalhoz tartozé sejtek,
amikor azok a CD14 monocyta markert még nem expadjak.

FXIII-A és CD14 jeldlédés 6sszehasonlitasa AML és CMML betegmintakon
Osszehasonlitottuk az AML kilonb®zszubtipusaiban kapott FXII-A szazalékos
pozitivitas értékeket, valamint a FXIII-A és CD14peesszio mértékét. Az AML MO, M1,
M2 esetekben FXIII-A-t nem detektaltunk. Az AML M& M5 csoportban a FXIII-A
pozitiv sejtek atlagos aranya szignifikansan magasalt, mint a CD14 jel@dést mutatd
sejteké (p<0.0001). A FXIII-A expresszid kiemelked magas volt (atlag: 68%) azokban
az esetekben, ahol az éretlen sejtek voltak tsilyigy az M5a szubtipusban.

A 6 vizsgalt krénikus myelomonocytas leukémias beé& azt talaltuk, hogy a FXIII-A és
CD14 pozitiv sejtek aranya teljesen egyezik. Megdthatjuk, hogy az érett monocytakon
a két marker ugyanolyan mértékben expresszalodik.
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Az adatok alapjan a FXIII-A marker jetiilés mérése myeloblastos és monoblastos
leukémiak esetén 100%-0s szenzitivitasu és 95%-qeecifcitasu  volt a
monocytas/monoblastos leukémiakra (M4, M5).

Osszehasonlitottuk a normal monocytak és a leulemiatak (AML M4, M5, CMMol)
monocytainak atlagos fluoreszcencia intenzitakétéMFI). Azt lattuk, hogy a FXIII-A
jelélédés sokkal intenzivebb volt a leukémias sejtekimeimt a normal monocytédkban
(p<0.05).

A monocyta sejtvonal mellett megvizsgalt akut leukis betegek kérében néhany AML
M3 esetében FXIII pozitivitst talaltunk. Ez véeatleredmény volt, mivel a neutrophil
sejtsor prekurzoraiban nem volt FXIII-A kimutathaténnek a jelenségnek részletesebb
vizsgalatat késbb minden de novo akut promyelocytas leukémia assi@geztik és ezen

leukémia-asszocialt immunfenotipus (LAIP) valodé&gbb modszerrel bizonyitottuk.

AML M3 leukémias beteg mintak aramlasi citometrigizsgalatanak eredménye

A leukémias promyelocytak citoplazmajukban szamosangiummal rendelkéz
nagymeéret sejtek, melyek autofluoreszcenciaja és oldal iGaniényszorasa is
nagymeértéll. Ezeket a jellegzetességeket taldltuk az altalimggalt beteg mintakon is.
Tanulmanyoztuk a myeloid markerek (MPO, CD13, CD&D14, CD15), a blast
markerek (CD34, CD117), a HLA-DR és a FXIII-A exgseiot.

A CD45-dim leukémias promyelocytak MPO és CD33 reeeket intenziven
expresszalnak. A CD117 blast marker detektalhdeukémias promyelocytakon, viszont
CD34-re negativak. A CD117-dim sejtek a CD15 graoytia markert sem hordozzak. A
CD33-bright, MPO-bright és CD117-dim sejtek FXIlI-darkerrel is jelddnek, ez a
koexpresszi6é pedig azt jelenti, hogy a koros prdogygak intracitoplazmatikusan FXIII-
A-t hordoznak.

A FXIII-A detektalasa APL sejtekben CLSM-val
A FXIII-A intracellularis elhelyezkedését 3 promgeltas leukémias mintan vizsgaltuk
konfokalis lézer szkenning mikroszkoppal. A vizégélejtek nagy része FXIII-A

pozitivitast mutat. A FXIII-A fehérjét a kéros promlocytak citoplazmajaban detektaltuk.
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A vizsgalt AML M3-as betegek immunfenotipus megésal

A Klinikai mintak esetén 30% volt az a cut-off daténely folott pozitivnak tekintettik a
marker expressziot. Az altalunk vizsgalt mind a ABL-es mintaban MPO és CD33
pozitivitast detektaltunk, atlagosan 83%-ban (41946 illetve 90%-ban (74%-99%), mig
a CD13 étlagos pozitivitds ennél alacsonyabb, 58% &gy kivétellel a mintdk CD117
pozitivitdst mutattak, az atlag 63% volt (40%-96%).14-b5l 1 esetben lattunk CD15
expressziot, 13 esetben a CD15 marker hianyzaag@d pozitivitAs mindossze 8%).
Egyik APL-es mintdban sem volt kimutathaté HLA-DR €D34 jelébdés.A 14 APL-es
mintabdl 10 esetben talaltunk FXIII-A pozitivitasiz atlag joval meghaladta a 30%-0s
hatart. A négy negativ mintaban nem érte el a tiudrtéket a FXIII-A pozitivitas.

Normal promyelocytak FXIII-A expressziojanak vizskgéa aramlasi citométerrel

Normal csontvel mintédkat analizaltunk 7-szin jeldléssel aramldgincéteren. A normal
promyelocytak, melyek CD15, CD33, CD117-dim markeozitivak és HLA-DR
negativak, vizsgalataink alapjan nem expresszatixdk-A markert.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a FXIII-A kiziag)az akut promyelocytas leukémias

koros sejtekben detektalhato, a normal promyeld@ga nem.

A FXIlI-A fehérje megjelenési formainak és mennyigének vizsgalata APL-ben

A koros blast sejtek FXIlI-A fehérjejének vizsgdlet nagy eérzékenysig
kemilumineszcens éhivo rendszerrel kombinalt Western blot analizibtalanaztunk.
Vizsgaltuk egy beteg csontéeés egy masik beteg csontvéls periférias vérmintajat.

Az APL-es betegek blast sejtjélbszarmazo FXIII-A pozitiv sav 82 kD-nél detektéiha
ott ahol a pozitiv kontroll FXIII-A fehérje is fut.

Osszehasonlitottuk a betegek promyelocyta sejtimabol szarmazo FXIII-A hasitasi
termékei altal adott savokat a huméan neutrophitztée (HNE) altal proteolizis utjan
hasitott, tisztitott FXIII-A-bél szarmazd savokkal. A Western blot képen a két sav
mintazata nagyfoku egyezést mutatott.

A fenti két beteg minta esetén ELISA modszerrel médik a sejtlizatumokban talalhaté
FXII-A antigén mennyigét. A mintak tébb, mint 90@omyelocytat tartalmaztak és a

diagnozis feldllitAsakor sem &ramlasi citométersglm hematoldgiai analizatorral

12



monocyta sejteket kimutatni nem tudtunk. igy kizié hogy a FXIII-A monocyta eredet
lenne.

A két mintdban az alabbi éertékeket mértik: 29 edgddejt. A promyelocyta leukémias
esetekben hasonlé antigén mennyiséget mértink, ammit korabban thrombocytakban
meghataroztak intézetiink munkatarsai: 60+10 fghimacyta. Ezek az eredmények az
aramlési citometridval kapott &tlagos fluoreszcanaitenzitds (MFI) értékekkel is

korrelalnak.

Az akut promyelocyta leukémiés betegek tuléléséviekgalata a FXIII-A expresszio
tikrében

Az altalunk vizsgalat APL-es betegek szama 14 ¥azulik 10 esetén talaltunk FXIII-A
expressziot a koros promyelocytakban, 4 beteg FXlHegativ volt. A betegek tulélési
idejét kovetve azt lattuk, hogy szignifikans kiléga van a két betegcsoport kozott
(p<0.0001, logrank probaval). A FXIII-A negativ &de kezelésre nem reagéltak vagy
relapszus alakult ki. Az atlagos tulélés mindossm@®nap volt. A FXIII-A pozitiv betegek

a mai napig élnek.

MEGBESZELES

A leukémidk diagnosztikdjaban nésegi ugrast jelentett az éaramlasi citometria
alkalmazasa, mely ma mar alagvetmdédszer a kulonbéz leukémia tipusok
meghatarozasdban. A vizsgélat soran a sejtek imenatipuséat analizaljuk, ami a
kilonb6d sejtfelszini és intracellularis markerek detelgata jelenti. A korabban
alkalmazott morfologiai é€s citokémiai eljarasok &@voloval kevesebb -maximum néhany
szaz- sejt kerllt vizsgalatra és az értekelésubjsktiv volt. Az aramlasi citométerrde
novo leukémiakndl &ltaldaban 10-50 ezer, de kovetésesgalatokndl tobb szézezer sejt
analizisére kerll sor, kezelések utan a rezidséjiek keresésekor. A kezdetben egy vagy
két szinnel tortéhjeldlést késbb a 3-majd 4- szinjeldlés kovette, a diagnosztikdban ma
mar a 6-10-szii jel6lést is rutin mdédszerként alkalmazzak. A laulka diagnosztikaban
egyik cél a sejtvonal meghatarozdsa. Ez a sejtfélsmarkerek mellett etsorban az
intracitoplazmatikus markerek detektalasaval ledges (cyCD3 - T-sejt, cyd9- B-sejt,

MPO - myeloid sejtek). Az intracitoplazmatikus mamdk a sejtek érettsegi fokarol is
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informaciot adnak. A markerek analizise soran \afjgl§, hogy a latott expresszids
mintazat kizardlag a koéros, leukémias esetekreerjeth-e. Amennyiben igen, akkor
leukémia-asszocialt immunfenotipusrol (LAIP) be&nél

Az akut leukémiak kozul az akut lymphoid leukémmLl() kertlt elssként aramiasi
citometrias vizsgalat targyavd. Immunfenotipus gdeattal az ALL szubtipusai
beazonosithatok, de gyakoriak az olyan marker koéadidk, amelyben myeloid
antigéneket detektalunk (CD13, CD33). dként intézetiink munkatarsai azonositottak
olyan prekurzor B-sejtes ALL eseteket, melyekbenirgeacellularis FXIII-A marker
detektalhatd. Bizonyitottak, hogy éretlen és émetinal B-sejtek sem expresszaljak, de a
B-ALL esetek 40%-ban megjelenik. Leukémia-asszbdid@munfenotipusrél van szé,
melynek lehetséges prognosztikai jeteségét jelenleg is vizsgaljak.

Az akut myeloid leukémiak immunfenotipus vizsgalataran a myeloid sejtvonal
azonositasa intracitoplazmatikus MPO markerreBtiokt Az MPO a kilonbdz myeloid
eredett sejtekben elté intenzitassal van jelen. A polimorfonuklearis skifen
intenzivebb, a monocytakban/monoblastokban gyengéabljelobdés. A sejtvonal
meghatarozasat kowen vizsgaljuk azokat a tovabbi intracitoplazmatildss sejtfelszini
markereket, amelyek detektalasaval kovetkeztethetiinsejtek érettségi fokara (blast
markerek, kizéarolag érett sejtekre jelleimmarkerek), és amelyek vizsgalataval az AML
szubtipusai meghatarozhaték.

A FAB (Franch-American-British) klasszifikacio sm@r szubtipusba torténbesorolas
alapjat morfoldgiai jellemik és citokémiai reakciok adtak. Ez alapjan az alaidL
alcsoportok léteznek: M0O-M4, M5a, M5b, M6-7. (Miksejtes M1: differenciacio nélkuli,
M2: differencialédast mutaté, M3: akut promyelogytaleukémia, M4: akut
myelomonocytas, M5a, b: akut monoblastos, monocyid8: erythroleukaemia M7:
megakaryocytas leukémia.)

A kilénb6z szubtipusokba sorolasnak azért van jélsdge, mert a prognézis nem
egyforma és a kezelés is eltélehet az egyes alcsoportokban. Az immunfenotipus
vizsgalatokkal a sejtek marker expresszidja deliektd, az igy kapott marker expresszios
mintazatok alapjan megtorténik a szubtipusba vesiolas.

A WHO 2001-ben majd médositva 2008-ban kiadott dedmtuma szerint az AML
klasszifikacidja genetika eltéréseken alapul. A 2268 WHO klasszifikacié szerint az
AML 50-60%-a a masképp nem specifikalhato an. AMOSI (NOS = not otherwise
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specified) kategoriaba tartozott. Ezekben az ebetekormal karyotipust talaltak. A 2008-
as klasszifikaciéban a citogenetikai eltérésen ufagkategéridban szerepel harom (;
kromoszoma eltérés: t(6;9), inv(3), t(1;22). Mindira eltérés ritkan éforduld forma,
meégis fontos az azonositasuk, mert allogémejt transzplantacié nélkil a talélésé id
altaldban rovid. Feldllitottak ezen kivil két deiglenesen kialakitott alcsoportot: AML
NPM1 (nucleophosmin) és AMICEBPA (CCAT/enhancer kétalfa protein) mutaciéval.
Mindketts zémmel normal karyotipussal jar.

Az AML-NOS csoportba tartoz6 esetek szama igy KBo3a csokkent, ami azonban igy
is igen jelents ardny. A NOS kategéridban tovabbra is a FAB kifikaciohoz hasonl6 a
beosztés.

Annak ellenére, hogy az AML Kklasszifikacié alapjat genetikai eltérések adjak, a
morfologiai vizsgalat és az immunfenotipizalas rdaraz el§vonalbeli vizsgalati
modszer. Az ilyen modon, révid dd belll elkészilt eredmények alapjan célzott médon
kereshet a genetikai eltérés.

Az AML diagnosztika soran a marker expresszios azat alapjan megallapithatd, melyik
alcsoportba tartozik a vizsgalt leukémia. A sejitéhi és intracitoplazmatikus markerek
megjelenése itheni eltérést mutat. Az intracitoplazmatikus maekera sejt érési
folyamatanak korabbi szakaszaban jelenik meg, éltatdban a sejtfelszini markerek. A
citoplazmatikus markerekkel tébbnyire akkor is axgithato a sejtvonal, ha a sejt felszinén
még nem expresszalddnak jellegzetes antigenek.

Az immunfenotipus vizsgalatok soran sokszor difierél diagnosztikai problémat jelent a
szubtipusba torténbesorolas. Az M3 promyelocytas leukémia esetémikenek hianyara
alapozott diagnozis, az M4-M5 esetekben a monolglastet igazolasa vagy kizarasa és
elkllénitése az M0O-M2 tipusoktol jelenthet nehéeséd\ leukémias blastok myeloid
eredetét alatamasztd6 MPO pozitiviths mellett az MID-és M4-M5 leukémiakat
elktlonitheti a CD14 monocyta marker expresszi@j&D14 sejtfelszinen expresszalodik,
igy az érés soran k&lsb jelenik meg a sejteken. Korabban mar ismert, vodtgy a
monocyta sejtvonal sejtjei FXIII-A fehérjét tartadanak. Az a feltevés, hogy a malignusan
transzformalddott monoblastokban/monocytakbanrsukathato a FXIII-A, beigazolddott:
immunmorfolégiai modszerrel kimutattdk a FXIII-Aezekben a sejtekben.

Munkdm soran etiként vizsgaltuk aramlasi citométerrel a FXIlI-Algelétét AML-es

csontved és periférias vérmintakon.
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Megallapitottuk, hogy a korébbi leirdsoknak medfee a FXIII alegységei kozul
kizarolag az A alegység taladlhatd meg a periféviéisés csontvél sejteken, a FXIII-B
nem expresszalddik. A FXIII-A pozitivitast csak gjtek permeabilizalasa utan észleltink,
tehat az elhelyezkedés intracellularis, a sejtédziieén nem talalhatdo meg. A sejtek kdzul
a MPO-dim pozitiv és CD14 monocyta marker koexmiésanutatd monocytak esetén
detektaltuk kizardlag a FXIII-A markert, granuloégikbn nem. Csontv&lmintdban a
CD45-bright monocytakon és CD45-dim monoblastoken pozitivitast lattunk. Az
eredményeink azt jelentik, hogy a FXIII-A idedlisarker a granulocyta €s monocyta sejt
tipusok elkulonitésére.

Granulocyta irAnyu érést és monocyta iranyu éréstatd sejtvonalakon vizsgaltuk a
FXIII-A id 6beni megjelenését. Eredményeink alapjan elmondhaljagy a granulocyta
erési folyamat soran az érés egyik szakaszabareenik meg a FXIII-A. A monocyta
érés vizsgalata folyaman viszont azt tapasztalodgy a FXIII-A a kezdetekt
kimutathaté efs intenzitassal, mig a CD14 sejtfelszini markerkcaa érés kébi
szakaszaban detektalhatd. Mindezek alapjan megabdjok, hogy a FXIII-A igen korai
markere a monocyta sejtvonalnak, akkor is igazolretmonocyta eredet, ha a CD14
marker még nem expresszalédik a sejtek felszinén.

Az eredményeink tikrében vizsgaltuk AML-es mintaloi-XIII-A pozitivitast aramlasi
citométerrel. Az MO, M1, M2, M3, M6 szubtipusokb&et kivétellel nem talaltunk
pozitivitast. Az M4 és M5 AML esetekben a FXIlI-RIplodés megegyezett vagy nagyobb
meértéki volt, mint a CD14 felszini marker pozitivitds. Seketben jelefis kiilonbség volt

a két marker szazalékos pozitivitasa kozott: sokidab sejt mutatott FXIII-A, mint CD14
jelélédést. Az atlagos fluoreszcencia intenzitas (MFBtakbol az is megallapithatd, hogy
a FXIlI-A mas intracitoplazmatikus markértabban is kulonbozik, hogy a malignus
sejtekben nagyobb intenzitassal van jelen, minbranal sejtpopulacioban. AML M4, M5
esetekkel parhuzamosan CMMolL-as betegek mintaizggalatuk, amelyekben a FXIII-A
MFI értékei szintén szignifikansan magasabbak kphant a normal monocytakban.

Az eredményeink alapjan megéallapitottuk, hogy alFXlintracitoplazmatikus marker
szenzitivebb, mint a felszini CD14. igy az AML Mégy M5 leukémia esetén akkor is
azonosithatok a monocyta sejtvonalhoz tartozo lsefienikor azok a CD14 monocyta

markert még nem expresszaljak.
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Az AML M7 altipus klasszifikaciojaban szintén hasgnmarker a FXIII-A, hiszen a
thrombocyta/megakaryocyta sejtvonal sejtjeiben katiak a jelenlétét korabban és a
vizsgalataink alapjan is igen &sr FXIlI-A fluoreszcencia detektalhatdé a koros
megakaryocyta sejtvonal sejtjeiben.

Az AML esetén szamos esetben megfigydlhsrzokatlan marker expressziés kép. A
szokatlan marker mintdzatnak, a leukémia-asszociditnunfenotipusnak (LAIP)
kulondsen a kezelést kdveminimalis rezidualis betegség keresésekor van igggy
jelentsége, hiszen a diagnoziskor talalt koros sejtpapiuldetektalasara igy lesz mod a
beteg késbbi mintaibol. A LAIP alapjan tudjuk megkulénbéttea leukémias blastokat a
normal hemopoietikus progenitor sejiékt

Az aberrans fenotipusnak tébb megnyilvanulasi fganhétezik: bilinearitas, cross-lineage
antigén expresszid, antigén overexpresszio, asminkantigén expresszio, aberrans
fényszorasi kép.

A bifenotipusos akut leukémiak (BAL) esetén a smjal egyértelien nem Aallapithatd
meg, mert tobb olyan antigén expresszié detekid|haielyek egynél tobb sejtvonalra
jellemz. A WHO 2008-as ajanlasaban a BAL elnevezést fittal a kevert-fenotipusu
akut leukémia (MPAL=mixed-phenotype acute leukerteaninus.

A LAIP jelentossége az AML-ek prognosztikajaval kapcsolatban isnéellt. Bar a
prognosztika szempontjabdl a citogenetikai eltéaédeginkabb elfogadott fliggetlen
rizikofaktor, ismert, hogy az AML-ek kb. felébennos kromoszéma eltérés. Szamos
retrospektiv analizis késztlt, melyben tobb szazl A beteg marker expresszios képét
vetették dssze a therapiara adott valasszal, a lkttn@misszid és relapszus ardnyaval. Az
eredmények valtozatosak. Osszefiiggést a myeloi#terek (CD13, CD33, CD117) és a
prognozis kozott legtobb esetben nem talaltak.

A felnéttkori AML-ek tobbsége még ma is viszonylag kediteen kimenetel, az atlagos

tulélés minddssze az esetek 24,5%-ban éri el a=b(@ww.seer.cancer.qgdvMivel az

esetek felében nincs citogenetikai eltérés, egitébnativ prognosztikai faktorok kutatasa
is elbtérbe kertlt. TObbek kdzo6tt multidrog rezisztencikbzo két transzmembran fehérje:
a P-glikokoprotein és az FLT3 tirozin kinaz. A keerdpia hatastalansaga szignifikansan
rovidebb talélést, rossz progndzist jelent.

A munkank soran vizsgalt FXIII-A pozitiv AML-es sk kozott ketd volt, melyeket az

M4, M5 és M7 szubtipusok koézil egyikbe sem tudtlm@sorolni az immunfenotipus
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eredmények alapjan. Az egyik MO, a masik M3 tiplesikémianak bizonyult. Az MO
leukémia esetén nem tul megiep FXIII-A pozitivitas, mert koros, differencialath
blastok sok esetben myeloid, B-sejt vagy T-sejtkeiaaket egyittesen is expresszalhatnak.
Az M3, akut promyelocytas leukémia esetén szokattdhaz eredményul kapott FXIII-A
pozitivitas, igy tovabbi APL-es betegmintékat viakgnk meg.

14 de novo APL-es beteg kozll 10 beteg mintainaknési citometrids vizsgélata soran
mutattuk ki a FXIII-A antigént a leukémias promyajta sejtekben. A leukémias sejtek
immunfenotipusa a jellegzetes, marker hianyon &bagépet mutatta: CD34-/CD15- és
HLA-DR negativitas. A CD45-dim sejtek intenziv afltoreszcenciat, MPO, CD33 és
CD117-dim pozitivitast mutattak. A konfokalis milazkoppal végzett vizsgalataink is
alatamasztottdk a FXIII-A jelenlétét a sejtekben.sgjten beldl intracitoplazmatikus
lokalizaciot detektaltunk.

A kllonboz sejtek FXIII-A fehérje tartalma eltér A vizsgélataink sordn megallapitottuk,
hogy a FXIlI-A pozitiv kéros promyelocyta sejtekbea fehérje tartalom nagy
mennyiség, a thrombocyta FXIII-A tartalmahoz hasonlo és i6kb, mint pl. leukémias
lymphoblastokban.

Az A alegység sejten bellli struktarajat vizsgalthkombocytakban és kimutattdk, hogy
A, dimer formaban talalhatdé meg. Feltételeghdtogy mas sejt tipusokban is ebben a
forméban van jelen.

A FXIII aktivaciojanak folyamata a plazma és cdlug FXIlI esetén kulonbozik. A
plazméban thrombin és €ahatasara proteolitikus Gton lehasad az aktivapistid és
kialakul a FXIllla forma. A cellularis aktivacio sk&l lassubb folyamat, nem szikséges
proteolizis, a Cd hatasara alakul ki az aktiv forma.

Az inaktivacio soran nem ismertiink olyan mechanigimamely szabalyozna a folyamatot.
Munkatarsaink nemrég bizonyitottak, hogy a humantrophil elasztaz (HNE) szerepet
jatszik az inaktivaciéban.

Az APL-es mintainkban Western blot analizissel g&@tik a FXIII-A fehérje megjelenési
formait. A Western blot képen a betegek promyelasgijtlizatumabol szarmazé, FXIII-A-
nak megfeldé savot detektaltunk 82 kD-nal, valamint tobb, kisdbmed fehérjének
megfeleb savot. Osszehasonlitva a hasitasi termékek aliait savokat a HNE altal
proteolizis atjan hasitott, tisztitott FXIISl szarmazo savokkal, egyezmintazatot
kaptunk. Igy arra kbvetkeztettiink, hogy az APL-éstakban talalt FXI1I-A-b6l szarmaz6
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kisebb tomety fehérje molekuldk a HNE altal végzett intraceltida proteolizis
kovetkeztében jonnek Iétre. A betegek kezeléséetkidejtlizis FXIII-A felszabaduldssal
jar, az igy létrejot FXIII-A aktivitds nagymértékben figghet a HNE &ltdegradacio
mértekésl.

Azok a vizsgalatok, melyeket sejtvonalakon végekztaat bizonyitjak, hogy a myeloblast
eredell sejtek az érés egyik stadiumaban sem expresszBXHkA antigént. A normal
promyelocytakat vizsgalva is azt tapasztaltuk, hBYyil-A nem detektalhato a sejtekben.
Mindebkbl megallapithatjuk, hogy a leukémias promyelocytakiexpresszalodd FXIII-A
leukémia-asszocialt immunfenotipust jelent.

Az APL a 2008-as WHO klasszifikacié alapjan onadatitas a jellegzetes t(15;17)
transzlokacioval. Az APL sejtek eredete nem teheseztazott. Kordbban mar detektéaltak
monocytakon is megjelémmarkereket a sejteken, pl. CD9 vagy CD68 markirtCD14
markert nem. A csak APL-ben pozitiv markerek medéala azért lenne jeléist mert
jelenleg az immunfenotipus vizsgalatok eredményekenanegativitdsokon alapul, nem
pedig j6l meghatarozott, pozitiv markerek deteld@é Az altalunk vizsgalt viszonylag
alacsony betegszam miatt nem itélhetjik meg, haggnviétezik-e kapcsolat a FXIII-A
expresszid és az APL-ben sokszor kialakuld disszéltiintravaszkularis koagulacio
(DIC) és vérzéses folyamatok kozott. A vérzeés télebbk kovetkezménye, az egyik az
elasztdz enzim. A sulyos vérzéses folyamathoz setben hozzajarul a betegek kifejezett
thrombocytopeniaja.

A betegeink allapotat kdvetve megfigyeltik, hogplarl, akik nem reagaltak a kezelésre
vagy relapszus alakult ki, a FXIII-A markert nemelaaltuk. Esetiikben az atlagos tulélési
id6 1 hénap volt. A FXIII-A markert expresszalé betegeedig a mai napig életben
vannak.

Eredményeink szerint az AML differencial diagnokaii problémak megoldasaban és
MRD keresése esetén is rendkivil hasznosnak bitanyeXIll-A marker vizsgalata.
AML M3 esetén pedig a FXIII-A marker leukémia-assiait immunfenotipust jelent, ami

a prognozissal is 6sszefiiggést mutathat.
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OSSZEFOGLALAS

A véralvadas Xlll-as faktora egy protranszglutaraimaelynek aktiv formaja a véralvadas
utolso fazisaban kialakul6 fibrinhalot stabilizal@ vérplazmaban heterotetramer,Ba)
forméban kering, a sejtekben két A alegy$éghié homodimerként (4 van jelen.

A csontvebi és periférias vér sejtek kozil a megakaryocytarfttbocyta és
monocyta/macrophag rendszer sejtjeiben talalhat@ rae FXIII-A, valamint ezen
sejtvonalakhoz tartozé sejtek malignusan transzigddott alakjai is expresszaljak.

A véralvadas Xlll-as faktoranak megjelenését viteggd akut myeloid leukémias
sejtekben. Az aldbbiakban 6sszefoglalom azokat galiapitasokat és kovetkeztetéseket,

melyek a munkam soran kapott eredményeken alapulnak

« A FXIIl A és B alegységei ellenes, fluoreszcenstéikkel jeldlt monoklonalis
antitestek és aramlasi citométer alkalmazasavalalaggtottuk, hogy normal
periférias vér és csontvelmintdban a FXIII alegységei kozul kizarélag az A
alegység van jelen, ami intracellularisan talalhatég a monocyta sejtvonal

sejtjeiben.

» Sejtvonalakat vizsgalva azt talaltuk, hogy a graoytia iranyu érés soran egyik
fazisban sem detektalhaté FXIll, a monocyta irargrés soran a kezdetékt
kimutathat6 a FXIII-A, a CD14 kébb detektalhatd a sejtfelszinen. Az érés soran a
sejtekre jellemé& antigének kozul az intracellularis markerek harblara

expresszalodnak, mint a sejtfelszini markerek.

 Akut myeloid leukémias mintak esetén az M4 (myelopuytas) és M5
monoblastos/monocytas) altipusokban a FXIII-A @apakkor is azonosithatok a
monocyta sejtvonalhoz tartoz6 sejtek, amikor az@hszinikon még nem
expresszalnak CD14 monocyta markert. Mindez megyitinra differencial

diagnozist.
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* Vizsgalataink soran FXIII-A antigént talaltunk akgromyelocytas leukémia
sejtekben. Sejten belil a citoplazmaban helyezkeliés az intakt fehérjén kivil

hasitasi termékei is azonosithatok.

* Normal promyelocytakban FXIII-A nem expresszalodiy a FXIII-A pozitivitas
leukémia-asszocialt immunfenotipusnak bizonyult. APL diagnosztika
immunfenotipus vizsgalattal kordbban egyes markeregativitasan alapult, a

FXII-A Gj markerként alkalmazhato a leukémia diffacialdiagnosztikaban.

* A FXIlI-A+ APL-es betegek kedvéibb tulélése kapcsan a FXIII-A prognosztikai

jelensége is felmertl, melynek kutatasa jelenleg folyidaa van.
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