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1 BEVEZETES
A Xlll-as véralvadasi faktor (FXIII) felfedezése oOta élénken foglalkoztatja a kutatokat a

szervezetben betoltott Szerepe. A véralvadasi €s sebgyogyulasi folyamatokban jatszott bioldgiai
funkcidja szamos tekintetben tisztazott. A FXIII kifejez0désének, termelddésének ¢&s
funkciojanak tanulmanyozésa a koagulacios kaszkdd szempontjabol varatlan, szokatlan,
egészséges €s patologias szovetekben, igy egyebek mellett a corneaban és neoplasztikusan
transzformalt vérképzo sejtekben a FXIIl-kutatas viszonylag 1j teriilete. Utobbiak koziil az
értekezés kiemelten foglalkozik a FXIII A alegység (FXIII-A) kifejezodésével leukémia

sejtekben. [1]

A leukémia a gyermekkor leggyakoribb rosszindulati megbetegedése. [2] Az elmult 60 évben
a gyermekkori leukémia gyogyulasi aranya latvanyosan javult. Az 1960-as évek el6tt csaknem
kivétel nélkiil fatalis betegség tartos talélési aranya napjainkban csaknem 80%. [3] A dinamikus
fejlodés hatterében az egyre intenzivebbé valdo kombindlt kemoterapia allott. Ez a terdpias
stratégia az egyre finomabb prognosztikai becslésen alapuld kockazat-aranyos kezelési modok
iranyaban fejlédott. A kockazati tényezOk kozott egyre nagyobb a genetikai eltérések
jelentdsége, amelyek alapjan egyértelmlien osztalyozhatok a leukémia alcsoportok. Még
pontosabb kockazat-becsléssel, és célzott kezelési modszerek alkalmazasaval egyre
kiterjedtebb lehet6ség kinalkozik a személyre szabott terapias szemlélet érvényesitésére. A
gyermekkori leukémia mintegy 70%-at a B-sejt prekurzor akut lymphoblastos leukémia (BCP-
ALL) teszi ki, 90% feletti tartos tuléléssel tarsulva. A betegség kezelési lehetdségei az

azonositott prognosztikai tényezoktol fiiggenek. [4, 5]

Az FXIII-A alegység kifejezddését BCP-ALL limfoblasztokban elsdként munkacsoportunk irta
le 2006-ban. A kifejezddést molekularis bioldgiai modszerek mellett aramlasi citometriaval
(FC) sikeriilt igazolni. Az FC modszerrel szazalékosan megadhato a FXIII-A molekulat

kifejezd leukémias blaszt sejtek aranya, melynek koszonhet6en a betegek a FXI11-A kifejezodés



tekintetében csoportokra bonthatok. A kutatasi eredményeket figyelembe véve a BCP-ALL-es
esetekben megfigyelhetd FXIII-A kifejezddési arany prognosztikai jelentdséggel rendelkezhet,
mely feltehetéen genetikai eltérésekkel tarsulva befolyasold tényezé lehet a gyogyulas
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 funkcioja

A Xlll-as véralvadasi faktort (FXIII) ,fibrinstabilizalo faktorként” Lorand Laszlo és Laki
Kalman azonositotta elséként. [6, 7] Az eltelt tobb mint 70 év kutatomunkajanak jelent6s
eredményei alapjan csaknem minden részletében tisztdzott a FXIII véralvadasban betoltott

SZerepe.

A plazmaban keringé FXIII két A alegységbdl (FXIII-A) és két B-alegységbol (FXIII-B)
felépiilé heterotetramer (FXII-A2B2). A transzglutaminaz aktivitassal rendelkez6 fehérje a
véralvadasi kaszkad utolsé lepésében keresztkotésekkel stabilizélja a trombin hatasara képzodo
fibrin monomereket. A B-alegység karrier fehérjeként miikodik, az enzimaktivitast az A-
alegység fejti ki. [8] Az A-alegység csontveld eredetli, mig a B-alegységet a hepatocytak
termelik, a két alegység a plazmaban képez komplexet. A B-alegység a plazmaban szabadon is
eléfordul, a teljes mennyiség mintegy 50%, ellentétben az A-alegységgel, amely csak komplex
formaban van jelen. A FXIII Ca?* jelenlétében alakul aktiv transzglutaminazza (FXIIla), mely
folyamathoz elengedhetetlen a trombin proteolitikus hatdsa. A trombin lehasitja az A-
alegységrdl az aktivacios peptidet, majd Ca?* jelenlétében a B-alegység disszocial és kialakul
az enzimatikusan aktiv FXIII-A. Ez a folyamat jelentdsen felgyorsul, amennyiben a fibrin jelen
van. [9] A EXIII a véralvadasi kaszkad utolso fazisaban jatszik szerepet, a fibrin monomerek
kotott kovalens kotéseket hoz 1étre, ezzel stabilizalva a fibrint. A FXIII a fibrinolizis
szabalyozasban proteineket kapcsol a fibrinhalohoz, igy annak mechanikai stabilitasa nd,

valamint ellenallobba valik a fibrinolizissel szemben. [10]

A FXIll-hiany 6rokletes €s szerzett formaja is ismert, a legritkabb véralvadasi zavarok kozé
tartozik. A FXIII hiany egyik leggyakoribb bevezetd klinikai tiinete a koldokcsonk vérzés
(80%) és a kozponti idegrendszeri vérzés (30%), mely a stlyos, 1% alatti eseteknél figyelhetd

meg. A kdzépsulyos (FXIII: 2-5%) esetekben alig észrevehetd vérzések jelentkeznek. A FXIII-
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hidny diagnosztizalasa kihivast jelent, hiszen a rutin sziirévizsgalatok eredményei rendszerint
nem mutatnak koros eltérést, igy a diagnodzis felallitasahoz specialis FXIII sziirdvizsgalatra van
sziikség. [11] Az orokletes FXIII-hiany kezelésére szamos lehetdség nyilik, kezelhetd plazma-
eredeti  (pd) vagy rekombinans (r) FXIlll-koncentratummal, FFP-vel vagy

cryoprecipitatummal. [12]

A csontveld eredetli sejtek, valamint a mesenchymalis sejtvonalak Kifejezik az F13A1 gént,
amely a cellularisan megjelend, homodimer formaban kifejez6d6 FXIII-A alegységet kodolja.
Az FXIII-A intrecellurdlisan féleg thrombocitakban, megakaryocitdkban, monocitdkban,

makrofagokban, chondocitakban, osteoblasztokban és oszteocitakban figyelhetd meg. [13-16]

Az elmult évtizedekben egyre tobbet tudtunk meg az FXIII-rél, a kiillondsképpen az FXIII-A
véralvadason kiviil betoltott szerepérdl. Biologiai funkcidjat tekintve a FXIII-A-nak szerepe
van olyan folyamatokban, mint a sebgyogyulas, a fagocitdzis, valamint a csont- és kotdszoveti
matrixallomany atalakitasa. [14]

Sebgyogyulas esetén a véralvadasi kaszkad szerepe altalaban a seb kialakulasat kovetéen 1ép
sebfelszinhez, igy stabilizalva egy idegilenes halét még a sebképzddés legelején. Ezen kiviil a
FXIII szamos molekulaval, koztiik a fibronektinnel €s a vitronectinnel, képez keresztkotéseket,

crcr

adhézioja fokozodik, és az integrinnel kapcsolatos jelatviteli itvonalak aktivalodnak. [16]

A FXIII az osteoblasztok differencialodasat is elésegiti. A citoplazmatikus FXIII-A (cFXIII-A)

crer

keresztkotéseket hoz létre, ezzel eldsegitve az extracellularis matrixba vald szekréciot. A

megemelkedett FXI111-A szint el6segiti a pre-osteoblasztok osteoblasztokka torténd érését az |I.



tipusu kollagén kozremiikddésével. Ezek a keresztkotések eldsegitik a csontmatrix

mineralizalodasat. [17]

Monocitakban a cFXIII keresztkotéseket hoznak létre az ATIR receptor citoplazmatikus
részén, melynek kovetkeztében az angiotenzin Il molekula hozza kétédik a receptorhoz. Ezt
kovetéen a monocitak aktivalodnak és az endotheliumhoz koétédnek. [17] A FXIII-A
monocitakban is citoplazmatikusan van jelen, azonban makrofagokka torténd differencialodas

soran megjelenik a sejtmagban is. [8]

A fibronektin FXIII-A altal Kkatalizalt keresztkotéseinek sokféle szerepe van a
trombusképzésben és a sebgyogyulasban, tovabba az extracellularis matrix osszeallitasaban és
a sejt-matrix kolcsonhatasokaban. Megakaryocitakban az FXIII-A stabilizalja a megakaryocyta
¢s az L. tipusu kollagén interakciojat a fibronectin fibrillogenezise révén. A folyamat gatolja a

vérlemezkék kialakulasat. [17, 18]

A FXIII-A a szaruhatya alapszovetében is Kifejezédik, méghozza nem mashonnan szallitodik
ide, hanem kozvetleniil itt szintetizalodik. Az még nem teljesen tisztazott, hogy a cFXIII milyen
mechanizmus révén jelenik meg a sejtek felszinén, ahol feltehetéleg keresztkdtd molekulaként

részt vesz a differencialt epithel sejtek kialakulasaban. [19]

A dontden intracellularis FXIII-A monocitdk és makrofagok feliiletén is kifejezddve
immunmodulatorként funkcional. A leukocitik esetében egyéb intracellularis és extrecellularis

folyamatokban is részt vesz, melyek egyelére még nincsenek megfeleléen azonositva. [20]

Makrofagokon [21], megakaryocitakon [22] és monocitakon [23] tortént azonositasat kovetden
normal periférias vérben keringd leukocitakban is leirtak kifejezodését. [24] A makrofagok
esetében egy alternativ vagy egy klasszikus utvonalon keresztiil aktivalédnak, fiiggden attol,
hogy milyen behatas éri a sejteket. A klasszikus utvonalon aktivalt (M1) makrofagok esetében

a stimulus valamilyen immunmediator, interferon-gamma, lipopoliszacharid vagy tumor



nekrozis faktor. Ebben az esetben a FXIII-A alulexpresszaltan jelenik meg. Az alternativ
aktivacio soran (M2) az aktivaciot kivalto behatas egy anti-immflamatorikus mediator, mint az
interleukin-4, és interleukin-13. Ebben az esetben a FXIII-A szint felillexpresszalt allapotban

van. [14]

Ugyancsak az utobbi két évtized felismerése, hogy a FXIII-A alegység malignusan
transzformalt sejtekben és szovetekben is kifejezédik. Igy azonositottak szajiiregi nyalkahartya
daganatokban [25], promyelocitas leukémiaban [26], akut myeloid leukémiaban [24], Hodgkin
limfomaban [27], leukémias limfoblasztokon. [1] Jelen munka a FXIII A alegység akut

lymfoblasztos leukémia (ALL) lymphoblastokban torténd kifejezédésével foglalkozik.

2.2 A FXIII-A kifejezédése leukémiaban
A EXIII-A véralvadasban betoltott szerepével kapcsolatos kutatdsokhoz képest viszonylag
kevés irodalom 4ll rendelkezésiinkre a FXIII-A kifejez6désérol, kifejezddésének

szabalyozasardl €s biologiai szerepérdl a leukémidsan transzformalt sejtekben.

Invernizzi R. és munkatarsai 1992-ben vetették fel a lehet6ségét annak, hogy a FXIII-A akut
leukémia karakterizalasaban szerepet tolthet be. Vizsgalataik soran megallapitottak, hogy a
myelomonocitas és a monocitas blasztok cFXIII-A kifejezddése korrelacidban van a monocita-
specifikus antigénekkel és a citokémiai markerekkel. [28] Kappelmayer J. és munkatarsai 2005-
ben vizsgaltdk a FXIII-A kifejezddését akut myeloid leukémidban. Myelomonocitds ¢és
monocitas akut myeloid leukémiaban az estek tobb mint 50%-ban kifejezédott a FXII-A. gy
elmondhatd, hogy a FXIII-A megbizhato intracitoplazmatikus markernek tekintheté a monocita
€s megakariocita tipusok esetében, ¢€s jelenléte nagymértékben prediktiv mono- ¢és

megakariocita AML-re, valamint CMML-re nézve. [24]

Megkonnyitette a FXIII-A meghatarozast az aramlasi citometriai (FC) eljarasok soran

alkalmazott, fluorokrémmal konjugalt monoklonalis antitesttel torténd FXIII-A jeldlés.[24].



Az FC eljarassal folytatott szisztematikus leukémia immunfenotipizalasnak kd&szonhetd
munkacsoportunk eredeti felismerése, miszerint, varatlan modon, a FXIII-A BCP-ALL
blasztokban is kifejezodik. Az FC eljarassal sikeresen azonositott FXIII-A kifejez6dés
Western-blot, ELISA ¢és konfokalis 1ézer scanning mikroszkdp vizsgalatokkal is alatdmaszthatd
volt. A vizsgalatban 47 Gjonnan diagnosztizalt progenitor B-sejtes ALL mintat analizaltak 3-
szinli FC modszerrel. A leukémids mintakon kiviil 10 normal csontveldi és 10 normal periférias
vérmintat is analizaltak. A mintakat a FXIII-A kifejezodés tekintetében két csoportra osztottak:
amennyiben a FXI1I1-A kifejezodés 20% alatti, akkor a minta FXI111-A negativ, 20% feletti mért
szint esetén FXIII-A pozitivnak tekintheté. A 47 mintabdl 19 (40%) bizonyult pozitivnak és 28
(60%) negativnak. Osszevetették a FXIII-A kifejezodést egyéb mas immunfenotipus
markerekkel és megallapitottak, hogy nem mutatott Osszefiiggést egyéb B-sejt markerek
megjelenésével. Feltehetdleg az alacsony esetszdm miatt egyéb prognosztikai faktorokkal sem
volt szignifikans Osszefliggés. Figyelemremélto modon FXIII-A pozitivitast nem lehetett sem
¢lettani, sem leukémids érett B-sejtekben kimutatni, valamint egészséges csontveldi eredetli B-
sejt prekurzorok sem fezték ki a molekulat. fgy elmondhatd, hogy ebben a sejtvonalban

leukémia-specifikus markernek tekinthetd. [1]

2.3 Akut lymphoblastos leukémia (ALL)

A leukémia a vérképzorendszer betegsége, mely a csontvelobdl indul ki. Attdl fliggen, hogy
mely sejtvonalbodl alakul ki, megkiilonbdztetiink lymphoid és myeloid leukémiat. A kialakult
betegség kezeletlen lefolyasa alapjan akut vagy kronikus fajtajat kiilonitjiik el. [29]
Gyermekkorban a leggyakoribb daganatos megbetegedés. Az egyre nagyobb iitemben elterjedd

kockazat-aranyos terapianak koszonhetden gyogyulasi aranya meghaladja a 80%-ot. [30]

A leukémia kialakuldsdban genetikai és kornyezeti tényezOk egyarant szerepet jatszanak. A
genetikai hajlamosité tényezok kovetkeztében jellegzetes, ismétlddé szerzett kromoszoma

rendellenességek, molekularis modszerekkel kimutathatdé génmutaciok keletkeznek, amelyek
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kovetkeztében megvaltozik a vérképzo sejtek miikodése, szaporodasuk, differencialodasuk és
apoptozisuk egyensulya. Morfologiailag atipusos sejtekbdl allo, infiltrativ tulajdonsagu klon
okoz betegséget. [31, 32] Az genetikai hajlam sejtélettani alapjait olyan 6rokletes betegségek
molekularis vizsgalata segithet tisztazni, amelyekhez gyakran tarsul leukémia. [33] Igazoltan
hozzajarulnak a leukémia kialakulasahoz olyan kornyezeti tényezok, mint az alkilaloszerek, a

benzol és szarmazékai, ionizald sugarzas. [34]

A gyermekkori ALL klinikai képe igen valtozatos. A laz, sapadtsag, antibiotikumra nem
reagdld visszatérd fertdzések, az izomfajdalom, lehangoltsag mind alkothatja azt a
tiinetegyiittest, mely okot adhat a hematologusnak a gyantra. A diagnozis felallitasahoz
elengedhetetlen a csontvel6 vizsgalata. [34] A 2016-ban megjelent World Health Organization
(WHO) altal megallapitott kritériumok alapjan a leukémia harom nagy csoportra oszthato:
kevert sejtes akut leukémiak, B-sejtes lymphoblasztos leukémia és T-sejtes lymphoblasztos

leukémia [31] (1. tablazat).



A B-lymphoblasztos leukémia WHO szerinti besorolasa

B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma, NOS (nem erythroid altipus)

B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma ismert genetikai eltérésekkel

B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1 transzlokécioval

B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma t(v;11q23.3); KMT2A étrendezddéssel

B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-RUNX1 transzlokacioval

B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma hyperdioliditassal

B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma hypodiploiditassal

B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma t(5;14)(q31.1;q32.3); IL3-IGH transzlokacioval

B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma t(1;19)(q23;p13.3); TCF3-PBX1

Ideiglenes valtozat: B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma, BCR-ABL1-like

Ideiglenes valtozat: B-lymphoblasztos leukémia/lymphoma, iIAMP21

1.tablazat. Akut lymphoblasztos leukémia WHO szerinti besorolésa.

2.4 A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia prognosztikai jellemzoi

A gyermekkori akut lymphoblasztos leukémia prognosztikai besorolasat mar az 1980-as
évektdl fogva pontositjak a kutatok. A megtigyelések alapjat a kezdeti fehérvérsejt szam, a
nemek kozotti kiilonbségek, az betegek ¢€letkora adta, melyek alapjan csoportokat kiilonitettek

el a betegség kimenetelét tekintve. [35]

Az elmult mintegy 10 évben egyre nagyobb hangstly forditédik a gyermekkori ALL minél
pontosabb genetikai feltérképezése. A betegség prognosztikai tényezdi alapjan harom
rizikocsoportba sorolhatjuk a diagnosztizalt eseteket: standard (SR), kézepes (IR) és magas

(HR) kockazati csoport.

Prognosztikai szempontbol kedvezé rizikdju csoportba sorolhaté a magas hyperdiploiditassal

(51-65 kromoszoma), valamint t(12;21)/ETV6-RUNX1 transzlokacioval rendelkezd esetek,
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rossz prognozisuak a t(9;22)(q34;911)/BCR-ABL1, t(v;11923)/KMT2A (MLL) atrendez6dést,
kozel haploid (<30 kromoszoma), alacsony hypodiploid/kozel triploid (3-39/60-78
kromoszéma), a 21 kromoszoéma intrakromoszoémalis amplifikacioval (iIAMP21), valamint

t(17;19)(q23;p13)/TCF-HLF genetikaval rendelkezé esetek [36] (2. tablazat).

Genetikai eltérések szempontjabol kedvezé rizikoju csoport

Citogenetikai eltérések szempontjabol kedvezo rizikoja

o ETV6-RUNX1/(12;21)(p13;922)

e Magasan hyperdiploid (51-65 kromoszdéma)

Kopiaszam eltérések szempontjabol kedvezo rizikoju

e Nincs delécio az IKZF1, CDKN2A/B, PAR1, BTG1, EBF1, PAX5, ETV6 és RB1 génekben

e Izolalt deléciod figyelheté meg a ETV6, PAX5 és BTG1 gének esetében

e ETV6 delécio van jelen BTG1, PAX5, vagy CDKN2A/B gének delécidjaval

Genetikai eltérések szempontjabol kedvezétlen rizikoju csoport

Citogenetikai eltérések szempontjabol magasan kedvezotlen rizikoja alcsoport

e 1(9;22)(934;911)/BCR-ABL1 transzlokaciod

e MLL/11g23 transzlokacio

e Kozel haploid (<30 kromoszoéma)

e Alacsonyan hypodiploid/kozel triloid (30-39/60-78 kromoszoma)

e a2l-es kromoszoma intrakromoszomalis amplifikacidja (1IAMP21)

e 1(17;19)(q23;p13)/TCF3-HLF

Kopiaszam eltérések szempontjabol kdzepes vagy kedvezdtlen rizikdju

e Az IKZF1, PAR1L, EBF1 vagy RB1 delécigja

e Barmilyen kopiaszam eltérés, ami fentebb nem lett megemlitve

2.tablazat. Gyermekkori akut lymphoblasztos leukémia prognosztikai csoportjainak
jellemzése
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2.5 A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia genetikai jellemz6i

Szamos tanulmany vizsgalja az esetleges ujabb genetikai valtozasok meglétét és hatasat a
betegség kimenetelére vonatkozdan. A széles korben elérhetd molekularis genetikai
eljarasoknak koszonhetden egyre tobb gén keriil azonositasra, melyek lehetdséget adnak a még
nem azonositott genetikai alcsoportok elkiilonitésére. [37-39]

A 2016-os WHO mar 1j, kiilonallo alcsoportként emliti a BCR-ABL1-like (Philadelphia-like)
rendelkez6 eseteket. [31] Mind a BCR-ABL1-like, mind az iIAMP21 esetekre jellemz6 a
kemoterapias kezelésekre adott rossz valasz, valamint a betegség visszaesésére vald hajlam.

[40]

A BCP-ALL-es betegesetek kozel 30%-aban fordulnak elé még genetikailag nem azonositott
eltérések. Ezeket az eseteket a kdzepes rizikdju (IR) csoportba soroljak és egységesen *B-other’
elnevezést kaptak. Ez a kategoria igen valtozatos és az elmult néhany évben egyre nagyobb
figyelmet forditanak a feltérképezésére, hiszen az ebbe a csoportba sorolt betegek tulélési
aranya igen valtozatos. A genetikai eltérések meghatarozasat megneheziti, hogy nincsenek
olyan citogenetikai eljarasok, amelyekkel kdnnyen azonosithatok lehetnének az esetleges
valtozasok, igy bonyolult, id6- és koltségigényes molekularis genetikai vizsgalomodszerekkel
probaljak minél szélesebben azonositani ennek az alcsoportnak a lehetséges genetikai
elvaltozasait. [41, 42] A napi diagnosztika szempontjabol igény mutatkozik olyan vizsgalatok,
vizsgalati panelek kidolgozasara, amelyekkel viszonylag egyszeriien €s a klinikum szdmara
elfogadhatd atfutasi idejii eredményszolgaltatassal (,,turn-around-time”-mal) valhatnak
azonosithatova a kedvezdtlen prognosztikaval tarsuld, és esetleg tovabbi vizsgalatokat igényld

esetek.
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2.6 A gyermekkori akut limfoblasztos leukémia kezelési sémai

A gyermekkori ALL kezelésére fejlesztett szamos protokoll alapjat a kockazatbecslésen alapuld
kombinalt kemoterapia képviseli. A hazankban is alkalmazott ALL IC-BFM 2002 tanulmany
alapjan a betegek kezelése indukcids féazisra, konszolidacids fazisra, késdi intenzifikacios
fazisra, fenntart6 kezelésre és kozponti idegrendszeri profilaxis/kezelésre bontjak. Az indukcios
fazisban a rizikdcsoportoknak megfeleléen prednisolont, methotrexatot, daunorubicint,
vincristint, L-aszparaginazt, cyclophosphamidot, 6-mercaptopurint, cytarabint kapnak a
betegek. Konszilidacids fazisban a vezetd szerep a magas, illetdleg kdozepesen magas dozist
methotrexaté a ,,farmakologiai szentélyekben” megmaradt blastok elpusztitasa érdekében. Ez a
kezelés a magas kockazat betegek esetében videsinnel, dexamethasonenal, és ifosfamiddal,
nagydozisu cytarabinnal egésziil ki. A késdi intenzifikaciod soran a betegek dexamethasonet,
vincristinet, doxorubicint, L-aszparaginazt, cyclophosphamide-ot, methotrexatot, cytarabinet
és 6-thioguaninet kapnak. A fenntarté kezelés soran mar csak két kemoterapias készitményt
kapnak a betegek, methotrexatot és 6-mercaptopurint. A kozponti idegrendszeri érintettség

elkeriilése érdekében intrathecalis metotrexat terapiat alkalmaznak. [30]

A nemzetkozi Berlin-Frankfurt-Miinster Klinikai Munkacsoport (I-BFM-SG) altal kidolgozott
protokollok az évek folyaman egyre pontosabba valtak. [43] Magyarorszag az ALL IC-BFM
2002 klinikai vizsgéalathoz csatlakozott, mely tanulmany a betegeket harom rizikdcsoportba
sorolja: 1) standard rizikoju (SR) csoportba tartoznak a prednisolon monoterapiara jol reagalod
(PGR), >1 évnél iddsebb, 6 évnél fiatalabb, kezdeti fehérvérsejtszama (WBC) kevesebb, mint
20X10%L, a 15. napi csontveldi kép alapjan M1 (<5% blaszt arany) vagy M2 (>5% - <25%
blaszt arany) és a 33. napi csontveldi kép alapjan M1 kategoriaba tartozo esetek; 2) kozepes
rizikoju csoportba (IR) a PGR, az 1 év alatti, a 6 éves vagy annal idésebb, WBC >20X10%L, a
15. napi csontveld alapjan M1 vagy M2, a 33. napi csontveldi minta alapjan M1, vagy SR

kategoriaba sorolt, de a 15. napi csontveldi adatok alapjan M3 (>25% blaszt arany) és a 33. napi
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csontveldi kenet alapjan M1 besorolasba tartozo betegek; 3) magas rizikoju csoportba (HR)
tartoznak azok az esetek, ahol az alabbi feltételek teljesiilnek: prednisolon monoterdpiara
rosszul reagal (PPR), IR és a 15. napi csontveldi minta alapjan M3, a 33. napi csontveldi kenet
alapjan M2 vagy M3, t(9;22) (BCR-ABL), vagy t(4;11) (MLL-AF4) atrendez6dés igazolodott.

[30], (3. tablazat)

Rizik6 csoportok Kritériumok

prednisolon monoterapidra jol reagal (PGR)

>1 évnél idosebb, 6 évnél fiatalabb

kezdeti fehérvérsejtszama (WBC) kevesebb,

mint 20X10%/L
standard riziko6ja csoport (SR)

a 15. napi csontvel6i kép alapjan M1 (<5%
blaszt arany) vagy M2 (>5% - <25% blaszt
arany) €s a 33. napi csontveldi kép alapjan

M1 kategoriaba tartozo esetek

prednisolon monoterapiara jol reagal (PGR)

1 év alatti, a 6 éves vagy annal iddsebb

WBC >20X10%L

15. napi csontveld alapjan M1 vagy M2,

kozepes rizikoju csoport (IR) a 33. napi csontveldi minta alapjan M1,

vagy SR kategoridba sorolt, de a 15. napi
csontveldi adatok alapjan M3 (>25% blaszt
arany) és a 33. napi csontveldi kenet alapjan

M1 besorolasba tartoz6 betegek

14



prednisolon monoterapiara rosszul reagal

(PPR)

IR és a 15. napi csontveldi minta alapjan M3,

magas rizikoju csoport (HR) a 33. napi csontveldi kenet alapjan M2 vagy

M3

t(9;22) (BCR-ABL), vagy t(4;11) (MLL-

AF4) 4trendezddés igazolodott

3.tablazat. BFM ALL-IC 2002 klinikai vizsgalati protokollja alapjan toérténd rizik6 besorolas

Az utébbi két évtized szisztematikus vizsgalatainak eredménye, hogy a minimalis maradék
betegség (MRD) meghatarozasa prognosztikai tényezének szamit a gyermekkori BCP-ALL-es
esetekben. A PCR technikdn vagy FC-n alapuld moddszer segitségével pontosabban
meghatarozhato a betegség rizikobesorolasa. [44, 45] Az FC-val meghatarozott MRD (FC-
MRD) szenzitivitaisa nagyban fiigg a leukémiaval tarsult immunfenotipus (LAIP)
megjelenésével. Bizonyos LAIP-ok a betegség kimenetélre nézve specialis jellemzokkel latjak
el a lymphoblasztokat. [46] Aramlési citometriaval torténd MRD meghatarozas elénye, hogy
leukémia specifikus monoklonalis antitestekkel torténd jelolést kovetdéen konnyen
azonosithatok a LAIP-ok. A BCP ALL-es esetekben a CD10, CD20, CD34 kifejez6désbeli
valtozasai, valamint a CD58 thlsagos kifejezédésének gyakorisaga figyelheté meg. [47] A
LAIP meghatarozast minden esetben a diagnoziskor kell elvégezni. A LAIP-ra jellemz6
immunfenotipus csak a leukémias sejtekre jellemzd, normal csontveldi sejteken a LAIP-ra

jellemz6 fenotipus nem jelenik meg. [48]

Aramlasi citometridval torténé MRD meghatérozas 0,01% nagysagrendii pontossaggal torténik.
Az elemzéshez megfeleld sejtszam sziikséges (minimum 100 000 mononukledris sejt) minden

egyes antitest kombinacidhoz, hogy a szenzitivitds megfeleljen a kritériumoknak. Az MRD
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statusz egy igen meghatarozo prognosztikai tényezé ALL-ben. A legtobb gyermekkori ALL-es
protokoll az MRD eredmények alapjan rizikd csoportokat kiilonitenek el, melyek alapul
szolgalnak a kezelési sémak kivalasztdsdban. A csoportok alapjait a kezelések kiilonbozo,
meghatarozott idépontjaiban (15. nap, 33. nap, 29. nap, 35. nap, 71. nap, 78. nap, 10. hét, 16.
hét, 30. hét vagy késébb) mért MRD eredmények adjak. A kiilonbdz6 ALL-es protokollok mas

¢s mas idépontokat tliznek ki MRD meghatarozasra. [49]
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3 CELKITUZESEK
Kutatasunk célja a BCP-ALL-es gyermekbetegek fehérje szintii FXIII-A kifejez6désének

nyomonkovetése dramlasi citometriai mddszer segitségével, valamint az azonositott FXIII-A
csoportok genetikai hatterének tanulmanyozasa molekularis genetikai vizsgalomodszerekkel.

A hipotéziseinknek alapot szolgald kérdéseink a kdvetkezdk voltak:

A EXIII-A kifejez6dés 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 tulélését, terapiara adott valaszat?

- A FXIl-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 FXII-A aramlasi citometriai modszerrel mért értéke lehet-e prognosztikai faktor

gyermekkori BCP-ALL-es esetekben?
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4  ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Retrospektiv vizsgalatok

4.1.1 A tanulmanyba bevont betegek, az adatok gytijtése, 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.
Kezelésik a BFM ALL-IC 2002-es protokoll szerint tortént. A csontveldi mintak a rutin
diagnosztikai eljarasnak megfelelden aspiraciot kovetéen EDTA-t tartalmazo csdvekben voltak
gytjtve. A diagnoziskor gyiijtott csontveldi mintak mind az 55 esetben analizalva lettek, mig a

15. napi csontveldi mintdkbol 42 esetben volt utankovetés.

A vizsgalat a Helsinki Nyilatkozatnak mindenben megfeleléen lett elvégezve. A betegek,
sziileik/torvényes képviseldjik a BFM ALL-IC 2002 vizsgalathoz - melynek szerves részét
képezi a FC-vel torténd immunfenotipus meghatarozas - kacsolddd betegtajékoztatot és a
betegbeleegyezd nyilatkozatot megkaptak, alairdsukkal a vizsgalatban vald részvételt

elfogadtak.

4.1.2 Immunfenotipus meghatarozas

Az 4ramlasi citometriai vizsgalatokat a FACSCalibur dramlési citometriai késziilékkel (Becton
Dickinson, San Jose, CA), négy-szinli festési eljardssal végeztik. A sejtfelszini és a
citoplazmatikus festési eljardsokat a standard protokolloknak megfeleléen monoklonalis
antitestekkel végeztilk: CD10-FITC, CD19-APC, CD20-FITC, CD34-FITC, CD34-PerCP,
CD38-PE, CD45 PerCP, «-FITC, A-PE (Becton Dickinson, San Jose, CA); CD58-FITC,
CD66¢-PE (Beckman Coulter, Brea, CA); CD10-PE, CD79a-PE, TdT-Fitc, IgM-PE (DAKO,
Glostrup, Dania). A FXIII-A kifejez6dését flourescens isothiocianattal (FITC) konjugaltatott
monoklonalis antitesttel mértiink (Sigma, St. Louis Mo). [50] Az egyes betegek leukémids

klonjat abban az esetben tekintettiik pozitivnak a kiilonb6zé immunfenotipus markerek
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tekintetében, amennyiben az adott marker a sejtek legalabb 20%-ban kifejez6dott. Az MRD
meghatarozas céljabol 300,000 eseményt detektaltunk. [47] Az FC adatok gyijtését 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 Kromoszoma analizis és fluoreszcens in situ hibridizaciés eljarasok (FISH)

A G-savozast a standard protokolloknak megfeleléen végeztiik el. A kariotipus meghatarozas
az ,International System of Human Cytogenetic Nomenclature” alapjan tortént. [51] A FISH
eljarasokat a gyartéi leirasoknak megfelelden sejtszuszpenziobol torténd kromoszdéma
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 vettiink alapul minden beteg esetében. A képeket fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss
Axioplan2 (Carl Zeiss, Zaventem, Briisszel) készitettiik, majd az eredményeket ISIS szoftver
(Metasystems, Altlussheim, Németorszag) segitségével analizaltuk. A betegeket a WHO
szerinti genetikai csoportokba soroltuk: LR csoportba a t(12;21)/TEL/AML1 és magas
hyperhiploiditassal rendelkez6 esetek; IR csoportba a *B-other’, at(1;19)/TCF3-PBX1 eseteket;
HR csoportba a t(9;22)/BCR-ABL1, és a KMT2A (MLL) atrendez6déssel jard eseteket soroltuk.
A vizsgalt gyermekbetegek kozott t(5;14)IL3-IGH és hypodipliditassal rendelkezd eset nem

voltak.

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

szignifikdnsnak tekintettiik. Pearson’s Chi négyzet tesztet hasznaltunk két kategoria kozotti
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variablilitds és logisztikus regresszid megallapitdsara, valamint a multivariancia elemzés

elvégzésére.

A betegség kimenetelét tekintve a betegeket FXIII-A pozitiv és FXIII-A negativ csoportokra
bontottuk a diagndzis idei minta alapjan. Az eseménymentes tulélést (EFS) a diagnozis
felallitasat kovetOen az utolso orvosi megjelenéséig vagy az elsé Visszaesésig, illetéleg a beteg
esetleges halalaig kovettiik. A teljes talélést (OS) retrospektiv moédon szamoltuk ki a diagndzis
datumatol az utolsé orvosi megjelenéséig vagy a beteg esetleges halalanak datumaig. A talélési
mutatok szamitasaban a Kaplan-Meier-féle talélési analizist hasznaltuk, a tGlélési gorbéket a
log-rank teszt segitségével készitettik el. Cox-féle regresszidoszamitast végeztiink, mely
esetében a relativ hazard érték mellet a 95%-0s megbizhatosdgi 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 csontvel6i mintajat és klinikai adatait
gyljtottiikk lengyel (188), magyar (114), szlovdk (13) centrumokbol, melyek az ALLIC
tanulmanyban vettek részt, valamint az AIEOP-BFM tanulméanyban részt vevd osztrak (93)
centrumbol 2011 és 2018 kozott. Azokat a betegeket, akik Down-szindromaval, t(9;22)
genetikai eltéréssel rendelkeztek, valamint a csecsemékorti betegeket nem vettiik bele a
vizsgélatba. 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 (lasd lentebb). A 408 betegbdl 310 esetben volt médunk a teljes genetikai
profil meghatdrozasara. Ezeket a mintdkat a regresszids analizisbe vontuk be. Otvenkilenc
debreceni és budapesti centrumokban kezelt beteg esetében végeztiink multiplex ligaciofiiggd
probaamplifikaciot (MLPA) kopiaszam eltérések (CNA) vizsgélata céljabol. A betegek koziil

6 magyar, 8 lengyel és 2 szlovak beteg esett at allogén csontveldtranszplantacion.
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A lengyel, szlovak és magyar betegek az ALL IC-BFM 2009 tanulmany alapjan voltak kezelve,
mig az osztrak betegek az AIEOP-BFM 2009 tanulmany szerint. Az eltérd kezelési protokollok
miatt a bécsi centrumbodl szarmazo mintdkat csak a kezdeti eltérések és a FXIII-A kifejezddés
kozotti Osszefliggések analiziséhez hasznaltuk fel. A FXIII-A kifejezddés €s a tulélési adatok
Osszehasonlitdsdhoz csak az azonos kezelési protokollal kezelt betegeket vizsgaltuk meg. A
lengyel, szlovak és magyar esetek kozott 6sszesen 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
vérbol megallapitott prednisolon valaszt az ALL IC-BFM 2009 tanulmany alapjan végeztiik.
Az alacsony hypodiploid (<45 kromoszémaszam) és az iAMP21 genetikai eltéréssel rendelkez6
eseteket a magas kockazati csoportba (BFM-HR) csoportositottuk az ALL IC-BFM 2009
tanulmany elveinek megfeleléen. A 15. napi csontvel6 mintdkon FC-MRD meghatarozast
végeztiink. Az MRD eredmények alapjan abban az esteben, ha az FC-MRD <0,1% a beteg az
aramlasi citometriai rizik6 csoport szerint az alacsony rizik6ji csoportba (FLR); ha az FC-MRD
0,1% - <10% kozott volt, igy a kdzepes riziko csoportba (FMR); ha az FC-MRD >10%, ugy a
magas rizik6 csoportba (FHR) keriilt a beteg. A standard riziko csoportba (BFM-SR) azok az
estek kertiltek, amelyek FLR statusszal és konvencionalis rizikd faktorok szerinti SR
besorolassal rendelkeztek. Azok a betegek, aki a FMR, illetéleg FHR statusszal rendelkeztek,
a betegség korismézésekor, illetéleg a 8. napi prednisolon-valasz alapjan, konvencionalis
modszerekkel meghatarozott, esetleg kedvezébb kockazati csoportbdl az intermedier rirzikod

csoportba (BFM-IR), illetéleg a magas riziké (BFM-HR) keriiltek, rendre.

Az ALL IC-BFM 2009 tanulmanyban alkalmazott ,,standard” terapias karok az ALL IC-BFM
2002 tanulmany karjaival azonosak voltak. A magyar és a szlovak betegek randomizalva voltak.
A BFM-IR ¢és a BFM-HR csoportba tartozé betegek vagy az ALL IC-BFM 2002-es

tanulmanynak megfeleld standard korai intenzifikacioban részesiiltek, vagy egy ,,augmentalt”
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korai intenzifikaciot kaptak a BFM és a Gyermek Tumor Csoport (CCG) altal javasolt
protokollnak megfelelden. [52, 53] Azok a betegek, aki IR BCP-ALL-lel lettek diagnosztizalva
2 g/m? methotretaxe (Mtx) kezelést kaptak az ALL IC-BFM 2002-es tanulmanynak
megfelelden vagy 5 g/m? methotretaxe (Mtx) adagot az ALL-BFM 86 protokoll szerint a
konszolidacios fazisban. A lengyel betegek esetében nem tortént randomizalas: a BFM-IR és a
BFM-HR csoportba tartoz6 betegek standard korai augmentalt intenzifikaciot kaptak. Az IR

BCP-ALL-es betegek 2 g/m2 methotretaxe (Mtx) kezelést kaptak. (1. abra)

ALL IC-BFM 2009: Kezelési séma
i1 1 1 111

SR —o PRS- -cl 1 }—.I 6-MP/MTX I

Bep-ALL M2

dx d15 d33

P4

IA/IA’| IR R1

¥ 1 1 1 111

11 H 6-MP/MTX I

*
— I caalibldds

HR R1

i 1
2 52 104 W

Gy aly for TALL-WB( 10 000
2Gy for sEXCEPT Bep-ALL HR only

1.4bra. Az ALL IC-BFM 2009-es tanulmanyban alkalmazott kezelési séma.

A vizsgalat a Helsinki Nyilatkozatnak, valamint az Egészségiligyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaganak (43033-1/2014/EUK(423/2014)) mindenben
megfelelden lett elvégezve. Az betegek, sziileik / torvényes képviseldjiik a kacsolodo
betegtajékoztatdt és a betegbeleegyezd nyilatkozatot megkaptak, aldirasukkal a vizsgalatban

valo részvételt elfogadtak.

22



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. [54] A
sejtfelszini és a citoplazmatikus festési eljarasokat a standard protokolloknak megfelelden
monoklonalis antitestekkel végeztik. A FXIII-A kifejezddését flourescens isothiocianattal
(FITC) konjugaltatott monoklondlis antitesttel mértiink. Az FXIII-A meghatarozas
érzékenységének vizsgalatdhoz a FXII1-A kifejez6dés 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 kézpont ugyanolyan csoveket hasznalt a FXIII-A meghatarozashoz: FXIII-A (FITC)-
CD10(PE)-CD45 (PerCP-Cy5.5)-CD19(APC). Valamennyi immunfenotipus markert, igy az
FXII-A jelolodést 20%, vagy azt meghalado kiiszobérték folott tekintettik pozitivnak. Az
FXIII-A kifejezodés jelent6ségének részletesebb vizsgalatahoz, harom csoportot hataroztunk
meg: BCP-ALL FXIII-A negativ blasztokkal (<20% FXIII-A pozitiv limfoblasztok; FXII-A
negativ csoport), BCP-ALL FXIII-A mérsékelten pozitiv kifejezédéssel (20-79% FXIII-A
pozitiv limfoblasztok; FXIII-A dim csoport) és BCP-ALL FXIII-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 4aramldsi 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
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részt vevo Osszes laboratorium részt vett az UK-NEQAS Leukocyte Immunophenotyping MRD

programban, valamint sikeresen teljesitették az ALLIC Annual Ring Trials-t. [55]

4.2.3 Genetikai vizsgalatok

A csontveld1 mintakat 24 6ran beliil a standard protokollnak megfeleléen feldolgoztuk. FISH
meghatarozashoz az &ramlasi citometriai vizsgalatokhoz hasznalt csontveldi mintakat
hasznaltuk, valamint a gyartok altal ajanlott probakat: BCR-ABL, ETV6-RUNX1, MLL
(MetaSystems, Altlussheim, Németorszag). Az alacsony rizikdju csoportba soroltuk a
t(12;21)/ETV6-RUNX1 atrendez6déssel rendelkezd vagy magas hyperdipoiditassal (51-65
kromoszéma) rendelkezd eseteket. A magas rizik6ju csoportba az MLL transzlokécioval
rendelkezd, IAMP21 genetikai eltéréssel rendelkezd, komplex kariotipussal rendelkezd kozel
haploid (23-29 kromoszoma) 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 csontveldi 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, melyek a
kovetkez6 probakat tartalmaztak: IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, EBF1, ETV6, BTG1, RB1 géneket
¢s a PARL regio génjeit (CRLF2, CSF2RA, IL3RA). A kopiaszam eltérések szempontjabol
harom csoportot killonitettiink el: j6 prognosztikai csoportba tartoznak azok az estek, ahol a
nem volt detektalhatok delécio az IKZF1, CDKN2A/B, PAR1, BTG1, EBF1, PAX5, ETV6, RB1
génekben vagy izolalt delécio volt megfigyelhet6 az ETV6, PAX5, BTG1, ETV6 gének esetében
valamint tovabbi egyetlen delécio volt detektalhaté a BTG1, PAX5, vagy CDKN2A/B génekben;
kozepes kockazati csoportba tartoztak azok az esetek, ahol a CDKN2A/B génben tortént delécid

vagy kombinacioban a CDKN2A/B/PAX5 génnel jelent meg a delécio; rossz prognosztikai
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csoportba soroltuk azokat az esteket, ahol IKZF1, PAR1, EBF1, RB1 génekben jelent meg
delécio, illetdleg minden olyan genetikai elvaltozast, amely a fentebbi csoportokban nem

illettek bele. [36, 56-58]

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 t6bb 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 4t prognosztikai hatdsuk alapjan. A dichotom kategorikus
valtozokat Pearson’s Chi-négyzet teszttel hasonlitottuk Ossze, multinomialis logisztikus
regresszid 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%-0s megbizhatosagi hatar
(CI) mellett Cox-féle regresszidszamitast végeztiink. Az eseménymentes talélés elemzésének
végpontjat az ALL diagnozisa és az elsé 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 gyiijtése, 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. A betegek, sziileik/torvényes képviseldjiik a
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mintagyljtés elott megkaptak a vizsgalatrol szold betegtajékoztatd és beteg beleegyezd
nyilatkozatokat, melyeket attanulmdnyoztdk, felmeriilé kérdéseikre a valaszokat a

kezeldorvostol megkaptak, két példanyban alairtdk, melybdl 1-1 példanyt a beteg orvosi

crer

A tanulmany folyaméan a betegek adatait az ICH-GCP el6irdsainak, valamint az aktuélis hazai
jogszabalyoknak megfelelden kezeltiik. Minden beteg egyéni azonositot kapott, a prognosztikai
paramétereket a Magyar Tumorregiszterben elérhetd adatokbol gylijtottem ki a Magyar
Gyermekonkologiai Héalozat — Magyar Gyermekhematologusok és Gyermekonkologusok
Tarsasdganak engedélyével. Osszesen 71 Gjonnan diagnosztizalt BCP-ALL-es beteg csontveldi
mint4jat valasztottuk ki az analizis elvégzéséhez. A kizarasi kritériumok kozott szerepelt az <1

¢letévét be nem toltott beteg, a Down-szindromaval halmozott BCP-ALL, valamint Ph+-ALL.

4.3.2 A betegmintak feldolgozasa MicroArray analizis elvégzéséhez

A diagnozis idején tortént csontveldi aspiratumbol 2 ml mennyiséget PAXgene Blood RNA
(PreAnalytix, Hombrechtikon, Svajc) csévekbe gyiijtottiink, melybél PAXgene Blood miRNA
kit (PreAnalytix, Hombrechtikon, Svajc) segitségével nyertik ki a mindségileg és
mennyiségileg is megfelel6 RNS extraktumot. [59] A 71 betegmintabdl 42 esetben (14 FXIII-
A negativ; 21 kozepesen FXIII-A pozitiv (FXIII-A dim); 7 erésen FXIII-A pozitiv (FXIII-A
bright)) volt eredményes az izolalas, melyet Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies, La
Jolla, CA, USA) segitségével mindségi ellendrzésnek is alavetettiink. Az analizist kovetden
azokat a mintakat vittiik fel a MicroArray chip-ekre, melyek RIN (RNA integrity number)

értéke elérte vagy meghaladta 8,0 hatart.

Az immunfenotipus és a kromoszoma analizis, valamint a FISH vizsgalatok a retrospektiv
¢s a prospektiv tanulményok esetében egyarant az ismertetett modszerekkel kertiltek

elvégzésre.
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4.3.3 MicroArray és gén ontologiai analizis

Affymetrix GeneChip Human Primeview array segitségével 28.869 jol definidlt 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 mintakat a GeneChip Scanner 7G (affymetrix)
készlilék segitségével elemeztilk. A kapott nyers adatokat a NCBI’s Gene Expression
Omnibusba toltottikk 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 kétoldalu hypergeometrikus tesztet és a Benjamini-Hochberg FDR
tesztet hasznaltuk. Szignifikans GO kategorianak fogadtuk el azokat, melyek p-értéke <0.05 és
a « értéke <0.4 volt.

4.3.4 Azonositott gének valés idejii minéségi polimeraz lancreakciéval (RT-Q-PCR)

torténo 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) hasznéltunk, minden minta esetében duplikdtum forméban. 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 rendelkez6 géneket. Az RT-Q-PCR reakcidok

esetén a normalizalast B2M, GAPDH ¢és GUSB referencia génekre nézve vizsgaltuk. A gének
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kifejezddésének értékeit a AC: értékek alapjan normalizaltuk. A F13al génnel egyidejlileg
kifejez6dé validalt géneket a STRING v11. [60] és a GeneHancer [61] szoftver alkalmazasaval

vizsgaltuk.

4.3.5 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 [62], 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 kiilonbdz6 volt a két csoportban

,
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2.abra. A FXIII-A kifejez6dés mintdzata leukémids limfoblasztokban. a) FXIII-A negativ
mintazat (FXIII-A <20%), b) FXIII-A kozepesen pozitiv mintazat (FXIII-A 20%-80%), c)
FXIII-A erésen pozitiv mintazat (FXIII-A >80%). Piros dot: B-limfoblasztok, z6lt dot: normal
B sejt.
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A FXIII-A pozitivitas cut-off-jat 20%-ra allitottuk be. A FXIII-A kifejez0dés és az egyéb

klinikobiologiai paraméterek kozotti 0sszefliggést a 4. tablazat mutatja.

29



Osszes FXIII-A-pozitiv | FXIII-A-negativ
Betegszam 55 37 18
Kor (évek) 4.7 (1.3-17.9) 4.8 (1.3-17.9) 4.7(1.7-17.1)
Nem (né/férfi) 32/23 21/16 11/7
FVS (x109/L) 8.5(0.8-637.8) | 8.9 (0.8-637.8) 8.1(1.3-186.2)
Rossz prednison valasz 6 (12%) 2 (5.7%) 4 (29%)
ALL IC BFM 2002
Szerinti riziké csoport 18/24/9/4 14/16/3/4 4/8/6/-
(SR/IR/HR/NA)
Genetikai riziko csoport 34/18/3 27/8/2 7/9/1
(j6/kdzepes/rossz)
Ismert genetikai eltérések o N o
t(12:21)/TEL-AMLI 16 (30%) 13 (36%) 3 (18%)
S 17 (32%) 13 (36%) 4 (24%)
magasan hyperdiploid o o o
! 5(9%) 4 (11%) 1 (6%)
t(1;19)/TCF3-PBX1
. e 2 (4%) 1 (3%) 1 (6%)
MLL atrendezddés 1 (2%) 1 (3%) 0 (0%)
t(9;22)/BCR-ABLI ° ° °
‘B-other’ 12 (23%) 4 (11%) 8 (47%)
FC riziko csoportok 17/19/6/13 12/16/2/7 5/3/4/6

(FLR/FMR/FHR/NA)

4.tablazat. BCP-ALL betegek klinikai jellemzdi. FVS: kezdeti fehérvérsejtszdm, SR: standard
rizikocsoport, IR: kdzepes rizikocsoport, HR: magas rizikocsoport, NA: egyik rizikdcsoportba
sem sorolhatd, FLR: MRD stétusz alapjan alacsony rizikocsoport, FMR: MRD statusz alapjan
kozepes rizikocsoport, FHR: MRD statusz alapjdn magas rizikécsoport, NA: MRD statusz
alapjan egyik rizikocsoportba sem sorolhato

A FXIII-A kifejez8dés szempontjabol a betegeket 2 csoportra, FXIII-A pozitiv és FXIII-A
negativ csoportra bontottuk (cut-off 20%). Az FC rizikocsoportokat a 15. napon FC-vel mért
MRD statusz alapjan kiilonitettiik el. Alacsony riziko csoportba (FLR) a <0.1% lymphoblasttal
rendelkez6 esetek, kdzepes riziko csoportba (FMR) 0.1%-10% lymphoblasttal, mig a magas
rizikéo csoportba (FHR) >10% lymphoblasttal rendelkezd esetek lettek csoportositva. A
genetikai rizikd csoportokat, a *B-other’ genetikai alcsoportot és a rizikd csoportokat az ALL

IC-BFM 2002-es tanulmany alapjan definialtuk.
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Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a klasszikus prognosztikai markerek, mint az kor, a
kezdeti fehérvérsejtszam nem mutatnak korrelaciot a FXIII-A kifejezddéssel. Bar a prednisonra
adott valasz esetében joval magasabb értéket talaltunk a FXIII-A negativ csoportban, mint a

FXIII-A pozitiv csoportban (29% vs. 5,7%), statisztikailag nem mutatott szignifikanciat.

Megvizsgaltuk a FXIII-A kifejezddés €s az egyéb kategoriak kozotti sszefiiggéseket is. A kor,
a kezdeti FVS, a prednison valasz, az FC és genetikai rizikd csoportok kozotti 0sszefiiggések
egyediil csak a *B-other’ genetikai alcsoportban mutatott szignifikans eltérést a FXIII-A negativ
¢és FXIII-A pozitiv csoportok dsszehasonlitasaban (OR: 7.1; 95%, CI: 1.7-29.1; p=0.006) (3.

abra).

p=0.006
OR=7.1 (95% CI=1.7-29.1)

100%

FXIII-A pozitiv FXIII-A negativ

B B-other
[ ] Ismert genetikai eltérések

3.4bra. Genetikai alcsoportok és a FXIII-A kifejezodés kozotti 6sszefliggések. Ismert genetikai
eltérések a kovetkezok: BCR-ABL1, MLL atrendezddés, ETV6-RUNX1 (TEL-AML1), E2A/PBX
¢s magas hyperdiploid.

A FXIII-A és a ’B-other’ genetikai alcsoport kozotti dsszefiiggést a multivariacios logisztikus

regresszids analizis is alatamasztotta (OR: 7.1; 95%, CI. 1.7-29.1; p=0.006). A két csoport
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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) (5.tablazat).

P érték Odds 95% Megbizhatésagi
hanyados intervallum (CI)
FXIII -A ¢és ‘B-other’ 0.006 7.1 1.7-29.1
Kezdeti para‘lmeterek’, FXIII-A és 0.007 73 1.8-34.7
B-other

5.tablazat. Multivariacids logisztikus regresszios analizis a FXIII-A és egyéb klinikai

paraméterek kozott.

A Kaplan-Meier féle talélési gorbék szignifikans kiillonbséget 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; 4. abra).
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4.4bra. Az FXIII-A kifejez6dés prognosztikai jelentésége BCP-ALL gyermekek esetében,
Kaplan-Meier féle tulélési gorbe alapjan. a) eseménymentes talélés, b) teljes talélés

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 szignifikans kiilonbség nem csak
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abban az esetben volt megfigyelheté, ha a FXIII-A kifejez6dést vettiikk 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) (5.abra).
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5.abra. A ’B-other’ genetikai alcsoport és az ismert genetikai eltérések kozotti 6sszefliggés a
Kaplan-Meier féle talélési gorbe alapjan.

A talélés tekintetében kapott adatokat multivaridcids 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 legerdsebb

hatasként az OS tekintetében (HR: 4.8; 95%, CI: 1.2-19.2; p=0.025) (6. tablazat).

EFS OS
0 0
Hazard bigzshﬁtésé i Hazard 1\ /o b?zshﬁtésé i
Pérték | hanydos | o8 8| pérték | hanyados °g &
(HR) intervallum (HR) intervallum
(CI) (CI)
Univariacios analizis
‘B-other’ 0.07 2.8 0.9-8.6 0.057 2.2 0.98-5.04
Multivaridcios analizis (FXIIL, kor és FVS)
FXIII 0.058 33 0.96-11.1 0.025 4.8 1.2-19.2
‘B-other’ 0.39 1.7 0.5-59 0.35 1.9 0.5-7.1
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6.tablazat. Tulélési eredmények multivaridciés Cox regresszios analizissel.

A fentebbi eredményt, miszerint a FXIII-A a vizsgalt paraméterek k6zott a legmeghatarozobb

a tulélési adatok tekintetében egy masik uni- €s multivaridcios analizissel is sikerilt

alatamasztanunk. 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

kifejez6dést, vizsgaltuk az EFS ¢és az OS tekintetében. Az eredmények mindkét esetben

szignifikans kiilonbséget mutattak (7. tdblazat).

EFS (O]
Hazard 9% 95%
P . Megbizhatdsagi P Hazard | Megbizhatdsagi
ok hanyados . - . )
érték (HR) intervallum érték | hanyados intervallum
(CDh (ChH
Univaridcios analizis
FXIII-A | 0.041 3.12 1.05-9.32 0.016 4.5 1.3-15.5
genetikai
riziko 0.063 2.1 0.96-4.4 0.057 2.2 0.98-5.04
csoport
Multivaridcios analizis (FXIII-A és genetikai riziko csoport, kor, FVS)
FXIII-A | 0.027 3.6 1.2-11.3 0.009 5.6 1.5-20.12
genetikai
rizikod 0.24 1.7 0.7-4.1 0.23 1.8 0.7-4.9
csoport

7.tablazat. Uni- és multivariacios analizis.

A kapott eredményeink alapjan elmondhato, hogy a FXIII-A kifejezddés prognosztikai tényezo

lehet BCP ALL esetében. A FXIII-A negativitas egy rosszabb kimenetellel tarsul, ami nem

csupan a ’B-other’ genetikai alcsoporttal valod Osszefiiggésbol adodik, hanem 6nmagaban is

rosszabb tulélést feltételez.
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Az EFS és az OS tekintetében a 15. napi FC-MRD eredmények a fenti megallapitasokat
tamasztjak ald. A FC-MRD alapjan alkotott hdrom csoport esetében is szignifikdnsan elkiilontilt
a FLR ¢és az FMR csoport az FHR csoporttdl 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 ¢€s

p=0.004 az OS esetében az FMR és FHR csoport kozott (6.4abra).
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6.abra. Kaplan-Meier féle talélési gorbe alapjan kapott EFS és OS eredmények a 15. napi FC-
MRD adatokat figyelembe véve. a) eseménymentes talélés, b) tartds tulélés

5.2 Prospektiv vizsgalatok eredményei

5.2.1 A FXIII-A Klinikai jelentésége gyermekkori akut progenitor B-sejtes
limfoblasztos leukémiaban

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

FXII-A dim (FXI11-A 20-79%) és a FXII1-A bright (FXI11-A 80%) csoportokat (7.4bra).
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7.4bra. A citoplazmatikus FXIII-A harom mintdzatdnak dot plot és hisztogram képei. A harom
csoport: FXII-A negativ (<20%; z61d), a FXIII-A dim (20-79%; kék) és a FXIII-A bright
(>80%; piros). Kontrollként normal rezidualis lymphoblastokat hasznaltunk (sziirke).

A hisztogram alapjan elmondhatd, hogy a FXIII-A kifejez6dés egy folyamatot ir le (kék vonal),
melynek koszonhetéen nehezen kiilonithetd el élesen a FXIII-A negativ (z6ld vonal) és a FXIII-
A bright (piros vonal) csoporttol. A dot plot-okat elemezve elmondhatd, hogy a negativ
kifejez6dési mintazat esetén a leukémias lymphoblastok atfedésben voltak a FXIII-A negativ
normal limfocitakkal. A bright esetekben a leukémias blaszt sejtpopulacio szinte teljesen elvalt
a normal limfocitaktol. A dim mintazat esetén a leukémias lymfoblastok széles, de homogén
csoportként jelentek meg, részben atfedve a normal limfocitakkal. A 408 elemzett minta

esetében 137 volt negativ, 189 keriilt a dim csoportba €s 82 esetet soroltunk a bright csoportba.

Harminchat esetben a FXIII-A kifejez6dést a diagnosztikus és a kezelés 15. napjan is
vizsgaltuk. Az FLR csoportba tartoz6 eseteket kizartuk, mivel a 0.1% alatti lymphoblast arany
esetén nehezen allapithatdo meg a FXIII-A kifejez6dés aranya. Az FMR ¢és az FHR csoportba
tartozo betegek esetében a 15. napi FXIII-A kifejez0dés szignifikansan alacsonyabb volt a
kezdeti értékekhez képest (p <0.001). A FXIII-A negativ, de novo esetek FXIII-A kifejezédése
nem valtozott szignifikansan a 15. napra. A FXIII-A de novo esetek egyike sem haladta meg a

20%-os hatarértéket a 15. napra, nem valtak pozitivva (8. abra).
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8.abra. A FIII-A kifejezddés a diagnoziskor (0.nap) és a kezelés 15. napjan (15.nap).

Kaplan-Meier féle tulélési gorbével elemeztiik a FXIII-A kifejez6dés, az EFS és az OS kozotti
lehetséges Osszefliggéseket, elmondhatd, hogy a FXIII-A pozitiv és a FXIII-A negativ betegek

kozott nem volt detektalhato szignifikans kiilonbség. (9. abra).
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9.abra. Kaplan-Meier féle tulélési gorbe alapjan meghatarozott FXIII-A kifejez6dés a két
csoportban. a) eseménymentes talélés, b) teljes talélés

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 szignifikdnsan 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 kdvetkez6képpen
alakult: FXI1-A dim 93%, FXIII-A negativ 70% ¢és FXIII-A bright 61% (10.4bra a)). 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
FXII1-A negativ csoportban (88% p=0.044). A FXIII-A dim és a FXIII-A bright csoport (87%)
kozotti kiilonbség nem mutatott szignifikans kiillonbséget (10. dbra b)). Az OS tekintetében az

atlagos utankovetési id6 a FXI11-A dim csoport esetében 1755 nap (95% CI: 1699 és 1810 nap),
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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.

a)

100

i p=0.044

60
20

Eseménymentes tulélés (%)
g
R -
3
8
>
ht
Teljes tulélés (%)

o 1 2 3 4 5
1d& (évek)

1d6 (évek)

S FXII-A dim (n=145)
—_— FXIII-A negativ (n=113)
R FXIII-Abright (n=37)

10.abra. Kaplan-Meier féle tulélési gorbe aalpjan meghatarozott FXIII-A kifejez6dés a harom
csoport esetében. a) eseménymentes talélés, b) tartos talélés

Az ismert kockazati tényezoket, az ismert rizikd csoportokat multivariacios Cox regresszios
analizis segitségével vizsgaltuk meg két FXIII-A csoport Osszevetésében. Egyik esetben a
FXII1-A negativ csoportot vetettiik 6ssze a FXIII-A dim csoporttal, masik esetben a FXIII-A
dim csoportot a FXI111-A bright csoporttal. A kategorikus valtozok, mint az FXI1I-A kifejez6dés
mintdzata, az életkor, a prednison valasz, a genetikai kockazati 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 riziko csoportok esetében szignifikans kiilonbség mutatkozott az 6t éves OS
adatok tekintetében. A multivaridcids analizis esetén, ahol csak a genetikai rizikd csoportokat

(jO vs. kozepes) hasonlitottuk 6ssze, mely esetén a szignifikancia megmaradt (8. tablazat).
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Eseménymentes tulélés

Teljes tulélés

Vialtozok HR 95%Cl p-Ertétk HR 95% Cl  p-Erték
Univariacios Analizis
FXI1I1-A kifejez6dési mintazat
FXI11-A negativ 291 117-7.21 2.63 0.88-7.84
FXIII-A dim 034 014085 %' (38 013114 0084
Kor
1-5¢év 0.39 0.17-0.92 0.24 0.08-0.71
>6 év 2.56 1.10-6.05 0.032 420 1.41-12.56 0.010
FVS
<20,000 0.69 0.29-1.66 0.60 0.21-1.71
>20,000 145 060351 497 160 o0sgase O3
Nem
Férfi 153 0.62-3.79 1.87 0.59-6.00
NG 065 026-162 O30 54 017171 9%
prednizon valasz
PGR 0.27 0.09-0.73 0.15 0.05-0.45
PPR 3.75 1.37-10.24 0.010 6.71 2.25-20.03 0.001
FC riziko csoportok
FLR/FMR 143 0.40-5.13 0.581 1.18 0.25-554 0.838
FLR/FHR 3.37 0.78-1458 0.104 3.40 0.62-18.56 0.158
ALLIC BFM 2009 csoportositas
BFM-HR/BFM-SR 0.12 0.01-0.95 0.044 0.00
BFM-HR/BFM-IR 0.41 0.16-1.05 0.063 0.32 0.11-0.92 0.035
Genetikai riziko csoportok
jolkozepes 712 2.07-24.73 0.002 138 1.77-107.9 0.012
jo/magas 23.7 4.72-119.3 <0.001 63.1 6.50-613.3 <0.001
B-other
Ismert genetikai eltérések 0.26 0.10-0.68 0.27 0.08-0.86
B-other 382 14898 0% 371 1161185 00
Multivariacios analizis
FXIII negativ 2.29 0.85-6.20 0.102 1.70 0.51-5.71 0.390
Genetikai riziko csoportok
jolkozepes 578 1.63-20.52 0.007 10.0 1.24-81.4 0.031
jolmagas 174 2.88-104.8 0.002 30.5 2.63-353.4 0.006
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8.tablazat: A FXIII-A negativ és dim csoport, valamint a kategorikus valtozok Osszefiiggései
az eseménymentes (EFS) €s a tartos (OS) talélés tekintetében. FVS: kezdeti fehérvérsejtszam,
PGR: prednisonra adott jo valasz, PPR: prednisonra adott rossz valasz, FLR: MRD stéatusz
alapjan alacsony rizikdcsoport, FMR: MRD statusz alapjan kozepes rizikocsoport, FHR: MRD
statusz alapjan magas rizikdcsoport, BFM-SR: ALL BFM-IC 2009 kockéazati kategoria alapjan
standard rizikdcsoport, BFM-IR: ALL BFM-IC 2009 kockézati kategoria alapjan kozepes
rizikocsoport, BFM-HR: ALL BFM-IC 2009 kockazati kategéria alapjan magas rizikocsoport

Az FXIII-A kifejezddés, az ALL BFM-IC 2009 kockazati kategoriak (BFM-HR vs. BFM-IR)
¢s a genetikai kockazati csoportok esetében szignifikans kiilonbségek voltak a dim és bright

FXII-A csoportok tulélési adatai kozott. A multivariacios Cox analizisben az FXIII-A



kifejez6dés €s a genetikai kockézati csoportok dsszevetése esetén a szignifikancia tovabbra is

megmaradt (9. tablazat).

Eseménymentes tulélés Teljes tulélés
Viltozok HR 95% ClI p-Erték  HR 95% CI p-Erték
Univariacios analizis

FXI1-A kifejez6dési mintazat

FXII-A dim 0.24 0.09-0.64 0.32 0.09-1.04
FXI11-A bright 410 1561078 2904 347 971038 00
Kor
1-5¢v 0.52 0.19-1.37 0.32  0.10-1.05
>6 év 1.92 0.73-5.06 0.186 3.13 0.96-10.28 0.060
FVS
<20,000 0.67 0.26-1.76 056 0.17-1.84
>20,000 1.49 0.57-3.92 0.417 1.78  0.54-5.83 0.341
Nem
Férfi 1.43 0.53-3.86 2.08 0.55-7.86
N6 0.70 0.26-1.90 0.483 0.48 0.18-1.81 0.278
predniszon valasz
PGR 0.34 0.08-1.47 0.43 0.06-3.41
PPR 143 053386 146 508 o0s5 786 04
FC riziké csoportok
FLR/FMR 0.90 0.27-2.83 0.857 1.33 0.24-5.54 0.863
FLR/FHR 1.25 0.23-6.81 0.801 2,59 0.36-18.43 0.342
ALLIC BFM 2009 klasszifikacid
BFM-HR/BFM-SR 0.39 0.098-1.59 0.192 0.17  0.02-1.49 0.110
BFM-HR/BFM-IR 0.27 0.09-0.78 0.015 0.21 0.06-0.73 0.014
Genetikai riziko csoportok
jolkozepes 2.08 0.75-5.74 0.051 3.68 0.92-14.73 0.065
jo/magas 4.86 0.99-23.76 0.157 9.65 1.59-58.42 0.014
B-other
Ismert genetikai elvaltozasok 0.55 0.21-1.44 0225 041 0.12-1.33 0.137
B-other 1.80 0.70-4.78 ) 246  0.75-8.07 '
Multivariacios analizis
FXI1I1-A bright 3.92 1.41-10.84 0.009 3.90 0.99-15.31 0.051
Genetikai riziké csoportok
jolkozepes 2.69 0.84-8.55 0.095 6.07 1.17-31.65 0.032
jo/magas 3.56 0.70-18.03 0.124 7.67 1.21-48.64 0.031

9.tablazat. A FXIII-A dim és bright csoport, valamint a kategorikus valtozok osszefliggései az
eseménymentes (EFS) és a tartos (OS) tulélés tekintetében. FVS: kezdeti fehérvérsejtszam,
PGR: prednisonra adott j6 vélasz, PPR: prednisonra adott rossz valasz, FLR: MRD statusz
alapjan alacsony rizikdcsoport, FMR: MRD statusz alapjan kdzepes rizikdcsoport, FHR: MRD
statusz alapjan magas rizikdcsoport, BFM-SR: ALL BFM-IC 2009 kockéazati kategoria alapjan
standard rizikdcsoport, BFM-IR: ALL BFM-IC 2009 kockézati kategoria alapjan kozepes
rizikocsoport, BFM-HR: ALL BFM-IC 2009 kockazati kategéria alapjan magas rizikocsoport

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a FXIII-A negativ és a FXIII-A bright csoport
tarsult kedvezétlen eredményekkel az EFS ¢és az OS tekintetében. A két csoportot

Osszehasonlitva a prednizon valasz €s a genetikai kockazati csoport szignifikansan kiillonb6zott.
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A rossz prednizon valasz a FXIII-A negativ csoportra volt jellemz6, mig a magas rizik6ja

genetikai eltérések a FXIII-A bright csoportban tomoriiltek (10. tablazat).

Esemény mentes tilélés Teljes tulélés
Valtozok HR 9%5% Cl  p-Erték HR 95% ClI p-Erték
Univariaciés analizis

FXI1-A kifejez6dési mintazat

FXI111-A negativ 0.66 0.29-1.51 0.80 0.28-2.24
FXII1-A bright 152 066347 0323 126 45354 060
Kor
1-5¢év 052 0.24-1.17 0.36 0.13-1.02
>6 év 190 0.85-4.24 0.116 2.75 0.98-7.72 0.056
FVS
<20,000 049 0.21-1.13 0.68 0.23-1.98
>20,000 2.06 0.89-4.76 0.093 1.48 0.50-4.32 0.477
Nem
Férfi 1.21  0.53-2.78 1.43 0.49-4.17
N6 0.82 0.36-1.89 0.647 0.70 0.24-2.05 0.518
prednizon valasz
PGR 0.36 0.13-0.96 0.28 0.09-0.87
PPR 281 104758 09 361 1151135 0028
FC riziké csoport
FLR/FMR 248 0.72-856  0.150 1.90 0.41-8.80 0.411
FLR/FHR 329 0.77-139 0.106 3.53 0.65-19.28 0.145
ALLIC BFM 2009 klasszifikacid
BFM-HR/BFM-SR 021 0.05-097 0.045 0.15 0.02-1.22 0.076
BFM-HR/BFM-IR 0.47 0.20-1.11 0.085 0.37 0.13-1.04 0.060
Genetikai riziko csoport
jolkdzepes 214 0.89-5.17 0.091 2.50 0.75-8.30 0.135
jo/magas 6.48 1.69-24.84 0.006 10.5 2.33-47.2 0.002
B-other
Ismert genetikai eltérések 0.61 0.27-1.36 0.66 0.24-1.81
B-other 1.64 0.73-3.67 0.228 1.53 0.55-4.21 0.413
Multivariaciés analizis
FXII1-A bright 054 0.22-1.34 0108 0.59 0.19-1.88 0.3751
Genetikai riziké csoportok
jolkdzepes 233 0.87-6.22 0.091 263 0.68-10.25 0.164
jo/magas 4.55 18&1‘; 0.032 7.44  1.54-36.00 0.013

10.tablazat. A FXIII-A negativ és bright csoport, valamint a kategorikus valtozok dsszefiiggései
az eseménymentes (EFS) és a tartds (OS) talélés tekintetében. FVS: kezdeti fehérvérsejtszam,
PGR: prednisonra adott j6 vélasz, PPR: prednisonra adott rossz valasz, FLR: MRD statusz
alapjan alacsony rizikdcsoport, FMR: MRD statusz alapjan kozepes rizikdcsoport, FHR: MRD
statusz alapjan magas rizikdcsoport, BFM-SR: ALL BFM-IC 2009 kockéazati kategoria alapjan
standard rizikdcsoport, BFM-IR: ALL BFM-IC 2009 kockézati kategoria alapjan kozepes
rizikocsoport, BFM-HR: ALL BFM-IC 2009 kockazati kategéria alapjan magas rizikdcsoport

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 aranyban (7/20) a FXI11-A negativ csoportban, mint
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a FXII-A dim (4/26), és a FXIII-A bright (1/13) csoportban (11. tablazat). A kiilonbségek

azonban nem voltak szignifikansak.

CAN szerinti riziko csoportok
Jo Kozepes Rossz Nincs CNA

FXIII-A kifejez6dési mintazat

Negativ 3 1 7 9
Dim 6 4 3 12
Bright 3 1 2 8

11.tablazat. A FXIII-A kifejezddés és a kopiaszam eltéresek (CNA) kozotti osszefiiggések
vizsgalata.

5.2.2 A FXIII-A kifejez6dés, 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
kiilonb6z6 FXIII-A kifejezddési mintazatok nem korreldltak szignifikdnsan sem az ALL BFM-
IC 2009, sem az FC MRD kockazati kategoriak szerinti csoportokkal. A kozepes genetikali
rizik6d csoport szignifikansan gyakrabban fordult el a FXIII-A negativ csoportban, mint a
FXI1-A dim vagy FXIII-A bright csoportban (p=0.009 és p=0.039). Korrelacio ugyanolyan
mértékben fordult el6 a FXIII-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 FXIII-A bright lymphoblastokkal rendelkeznek

kevesebb eséllyel fognak a ’B-other’ genetikai alcsoportra jellemzd genetikai eltéréssel
rendelkezni (OR: 0.49 ¢és 0.35). Ez az 0sszefiiggés akkor volt lathato, ha a kategorikus valtozok

kozil a kort, a nemet, és a fehérvérsejtszamot figyelembe vettiik (12. tablazat).

43



FXIII-A kifejez6dési mintdzatok p-Erték OR 95% CI

FXIII-A Negativ Referencia csoport (“Alap kimenetel”)
FXIII-A dim
“B-other” alcsoport 0.009 0.49 0.28 0.84
Nem 0.851 1.05 0.61 1.81
Kor 0.197 0.69 0.39 1.21
FVs 0.093 1.69 0.92 3.10
FXIII-A bright
“B-other” alcsoport 0.004 0.35 0.18 0.71
Nem 0.726 0.89 0.46 1.72
Kor 0.581 0.82 0.41 1.64
FVS 0.393 1.38 0.66 2.92

12.tablazat. A FXIII-A kifejez0dési mintazatok kapcsolata a konvencionalis klinikai
csoportokkal és a ’B-other’ genetikai alcsoporttal, multinomindlis logisztikus regresszios
analizist alkalmazva. FVS: kezdeti fehérvérsejtszam

Az iIAMP21 genetikai eltérés szintén szignifikansan gyakoribb volt (p=0,029) az FXIII-A

negativ csoport esetében, mint a masik két FXIII-A csoporthoz képest. Mas ismert genetikai

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

5.3 Génexpresszids 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 (13. tablazat).

s Kezdeti . Kimenet

E?tegazonosno Nem !(or FVS ‘ I.:X!’I I-,A Genetikai (elhunyt/él)
6d (évek) (GIL) kifejezodés (%) csoportok

cALL_RNS 13 M 8 3.9 10.9 iAMP21 elhunyt
cALL _RNS 14 M 11 19 1.4 B-other elhunyt
cALL RNS 15 M 3 5.9 5.1 B-other El
CALL_RNS_16 M 2 23.38 0.9 hyperdiploid elhunyt
cALL_RNS 17 F 4 25.9 1.7 B-other El
CALL_RNS 26 M 0 8.33 2 hyperdiploid El
cALL_RNS 33 F 12 22.6 5 B-other El
CALL_RNS 34 F 13 98.8 13 B-other El
cALL RNS 35 M 2 10.45 1.8 ETV6/RUNX1 El
CALL _RNS 36 F 1 11.03 4 TCF3/PBX1 El
cALL_RNS 53 M 2 5.51 114 B-other elhunyt
CALL_RNS 54 F 3 18.33 8.4 B-other elhunyt
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CALL_RNS 18 M 2 5.9 1,1 hyperdiploid El
CALL_RNS 19 M 3 15.9 10.6 KMT2A El
CALL_RNS 45 F 1 11.37 28.8 B-other elhunyt
CALL_RNS 46 F 1 5.71 32.6 ETV6/RUNX1 elhunyt
CALL_RNS 47 M 0 377 23 KMT2A El
cALL_RNS 58 F 4 12.14 41 hyperdiploid El
cALL_RNS 59 F 3 4.4 48.9 hyperdiploid El
cALL_RNS 60 M 6 3.31 34.6 hyperdiploid El
cALL_RNS 61 M 4 8.9 52 ETV6/RUNX1 El
cALL_RNS 62 F 2 21.91 71.9 hyperdiploid El
cALL_RNS 63 M 3 3.62 45 ETV6/RUNX1 El
cALL_RNS 64 F 2 5.3 71.9 ETV6/RUNX1 El
CALL_RNS 44 M 8 19.73 76.8 hyperdiploid El
cALL_RNS 50 M 3 7.28 59.6 B-other El
cALL_RNS 52 F 3 83.69 58 B-other El
CALL_RNS_55 F 2 12.34 56 hyperdiploid elhunyt
CALL_RNS_ 56 M 12 10.5 24.9 B-other elhunyt
cALL_RNS 57 F 7 1.33 35.6 hyperdiploid El
cALL_RNS 51 F 16 12.38 25 B-other El
cALL_RNS 49 M 2 14.5 22.4 B-other El
cALL_RNS 02 F 10 6.51 95 B-other elhunyt
cALL_RNS_03 F 15 5.64 72.5 hyperdiploid El
cALL_RNS 04 F 5 5.1 69 ETV6/RUNX1 El
cALL_RNS 01 F 1 222.8 85 B-other elhunyt
cALL_RNS 05 F 12 19.54 95 ETV6/RUNX1 El
cALL_RNS 06 F 16 48.55 94 KMT2A El
cALL_RNS 07 F 5 61.6 88 ETV6/RUNX1 El
cALL_RNS_08 F 2 2.72 91 hyperdiploid El
cALL_RNS 09 F 4 8.12 82.3 ETV6/RUNX1 El
CALL_RNS_37 M 16 20.1 98.9 hyperdiploid El

13.tablazat. Génexpresszids vizsgalatokba bevont BCP ALL-es minték klinikai jellemzdi.

A citoplazmatikus FXIII-A kifejez6dést FC modszer segitségével allapitottuk meg. A

prospektiv vizsgalatainknak megfelelden, harom csoportot kiilonitettiink el: FXIII-A negativ,

FX11I-A dim és FXIII-A bright (11. 4bra).
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11.4bra. A FXIII-A harom kifejez8dési csoportja BCP-ALL-es betegek mintakon FC mddszer
segitségével. Kontrollként normal rezidualis lymphoblastokat hasznaltunk (sziirke).

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

és 2/7 FXIII-A bright.

5.3.2 A BCP-ALL-es mintak génexpresszios mintazata

A differencialtan kifejez6d6 géneket (DE) a FC modszer alapjan megallapitott FXIII-A
kifejez0dés €s 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 sordn 155 DE gént, mig a FXIII-A negativ és a FXIII-A dim csoport kozott 88
DE gént azonositottunk. Egy-két kiugrod értéket leszdmitva a heat map analizis soran
megallapitottuk, hogy nemcsak fehérje szinten, hanem génexpresszids szinten is elvalik a

harom FXIII-A csoport egymastol. A heat map analizis soran megfigyelhet6 volt, hogy a FXIII-
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A negativ és a FXIII-A bright csoportba tartozé mintak egymashoz kozel csoportosulnak,

viszont szépen elkiiloniilnek a FXI1I-A dim csoporttol (12. abra).

Legend - Herarchical Combined Tree on status (Non-averaged)
Color range

-26 0 24 48

Condition
® [moderate]
I | ‘ ® (negative)
| |

@ [positive]

statis
W moderate

B negative
W positive

Entity color by Probe Set ID_1

W 1171510.. ® 1171647.. W 1171788.. W 1171940...
1171518... 1171647.. W 1171808... 1171940...
= 1171528... 1171649.. W 1171826... ® 1171950...
W 1171534.. W 1171649.. @ 1171826.. W 1171970.
B 1171549.. W 1171656. 1171863 1171970
® 1171552.. W 1171674.. W 1171874.. 1171980..
® 1171557.. ® 1171700.. ® 1171879. 1171986.
m 1171566... 1171700... W 1171879.. 1171986...
W 1171593.. 1171718.. W 1171889..

= 1171600... 1171724.. W 11718%...

m 1171623... 1171732.. W 1171910...

1171742.. W 1171918...

L]
[
1171614... W 1171724.. ® 1171902...
[
W 1171624.. W
o

m 1171624... 1171782.. W 1171939.

Description
Created from Advanced Analysis operation: Clustering:
Enthty List: ANOVA_pos_vs_neg_vs_mod

Interpretation: status (Non-averaged)

Experiment: ALL final

Clustering Algorithm: Hierarchical

Clustered By: Normalized intensity values.

Clustered On: Entities and Conditions

Similarity Measure: Euclidean

Unkage Rule: Wards

Cluster Within Conditions: No

Condition
status.

12.abra. A FXIII-A génexpressziés mintazatanak heat map analizise. Piros: FXIII-A dim
csoport, kék: FXIII-A bright csoport, barna: FXIII-A negativ csoport. Az 0szlopok a betegeket,
a sorok az azonsoitott géneket jeldlik.

A ’B-other’ genetikai alcsoport génexpresziés mintdzatdnak 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 alcsoporttdl (13. abra).
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Legend - Hierarchical Combined Tree on status 3 (Non-averaged)
Color range
-3 -15 0 15 3
Condition
W (B-other]

®m (non-B-other]

status 3
W B-other
® non-B-other
Entity color by Probe Set ID_1
W 1171523.. ® 1171664.. W 1171725.. W 1171778..
® 1171530... 1171673.. ® 1171729... 1171783...
B 1171541.. 1171692... W 1171729.. W 1171785...
W 1171561.. ® 1171694.. B 1171734.. W 1171804..
® 1171572.. W 1171702.. 1171737.. @ 1171805...
® 1171592.. ® 1171703.. W 1171737.. 1171811...
W 1171608... ®W 1171703.. ® 1171739.. 1171811...
® 1171610... 1171703... ® 1171739... 1171832...
W 1171623.. ® 1171707.. W 1171746...
® 1171631.. W 1171707.. @ 1171746...

1171642... ® 1171716.. W 1171762...
W 1171652.. W 1171718.. m 1171770..
W 1171659.. ® 1171724.. ® 1171771..
W 1171660.. ® 1171724.. W 1171771..
Description
Created from Advanced Analysis operation: Clustering:

= Entity List: 2_Mod-T-test

Interpretation: status_3  (Non-averaged)
Experiment: ALL final

Clustering Algorithm: Hierarchical
Clustered By: Normalized intensity values
Clustered On: Entities and Conditions
Similarity Measure: Euclidean

Unkage Rule: Wards

Cluster Within Condtions: No

status_3

13.abra. A ’B-other’ genetikai alcsoport és a non-’B-other’ genetikai alcsoport heat map
analizise. Piros: ’B-other’, barna: non-’B-other’. Az oszlopok a betegeket, a sorok az
azonsoitott géneket jelolik.

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 kifejezodési

mintazata atfedést mutat a FXIII-A negativ csoportba tartozd6 DE gének kifejez0dési

mintazataval (14. abra).
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Legend - Herarchical Combined Tree on status,_2 (Nom-averaged)

Color range

.
21 & 1 2
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Entity color by Probe Set 10_1
W 1171525.. W 1171980.. W 1172540.. mW 1173546,

1171561... 1171986.

[

1172544, 1173632

1171631 1172029

1172620... ® 1173703,

1171636... 1172155... @ 1172713.. W 1173744,

1171642 1172232... 1172728 1173941

L]

[
1171652.. W 1172259.. 1172946... 1174061.

[

1171660... 1172306... 1172979... 1174061.

1171758 1172349, 1172991 1174135

171771 1172358... 1173076.

" B 8 B @ e 8@

-
e
- - - -

1171788 1172391 1173212,

1173296

m 1171888... 1172486.. W 1173342,

m 1171964

o

L]
1171879.. ®W 1172479..

L]

W 1172505.. W 1173532

o

m 1171980, 1172505.. W 1173541..
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Created from Advanced Analysis operation: Clustering:
Condition Entity List: ANOVA_3-4-5
status_2 Interpretation: status_2 (Non-averaged)
g Experiment: ALL_final

Clustering Algorithm: Hierarchical
Ciustered By: Normalized intensity values
Clustered On: Entities and Conditions
Similarity Measure: Euchidean

Unkage Rule: Wards

Cluster Within Conditions: No

14.abra. A ’B-other’ és a non-"B-other’ genetikai alcsoportok, valamint az FXIII-A csoportok
heat map analizise. Piros: FXIII-A dim és ’B-other’, barna: FXIII-A dim és non-’B-other’, kék:
FXIII-A negativ és ’B-other’, sziirke: FXIII-A negativ és non-’B-other’. Az oszlopok a
betegeket, a sorok az azonsoitott géneket jeldlik.

5.3.3 A differencidltan kifejezodott gének funkcionalis karakterizalasa BCP-ALL-es
mintakon

A funkcionalis kategoridval 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 kapcsolédnak, mint példaul hiszton modosulds, kromatin szervezddés, RNS
destabilizacio, a génexpresszid poszt-transzkripcids szabalyozasa stb. vagy mas szabalyozé és
sejtes folyamatok, példaul apoptozis és morfogenezis. Ezen tulmenden azonositottunk olyan
peptidil-lizin moédosulasat eredményez6 biologiai folyamatokat, amelyek kapcsolatban allnak

a FXII-A ismert fiziologiai funkcidjaval, amely katalizdlja a fibrin monomerek kozotti g-
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glutamil-e-lizilamid keresztkotések képzodését, és igy oldhatatlan vérrog keletkezik (14.

tablazat).
GO azonositdé | GO annotaciok Korrigalt
p-érték

G0:0016569 | kovalnes kromatin modifikacié 0,000032
G0:0016570 | hiszton modifikacio 0,0000359
G0:0006325 | kromatin szervez6dés 0,000107
GO0:0050779 | RNS destabilizacio 0,000755
G0:1900118 | apoptdzis végso fazisanak negativ regulacioja 0,00114
G0:0034248 | sejtes amidok anyagcsere folyamatanak szabalyozasa 0,00129
G0:0010608 | génexpresszid poszttranszkripcids szabalyozasa 0,00193
G0:0010608 | génexpresszid poszttranszkripcids szabalyozasa 0,00193
G0O:0006417 transzlacié szabalyozas 0,00197
G0:0097284 | majsejtek apoptotikus folyamatai 0,00199
G0:0061038 | uterus morfogenezis 0,00207
G0:0071478 | sugarzasra adott sejtvalasz 0,00210
GO0:0061157 | mRNS destabilizacio 0,00235
G0:0031330 | sejtes katabolikus folyamat negativ szabalyozasa 0,00252
G0:0071482 | fényingerekre adott sejtvalasz 0,00276
GO0:0016571 | hiszton metilacio 0,00334
G0:0033169 | hiszton H3-K9 demetilacid 0,00359
GO0:0104004 | kornyezeti ingerekre adott sejtvélasz 0,00476
G0:0071214 | abiotikus ingerekre adott sejtvalasz 0,00476
G0:2000767 | citoplazmatikus transzlacio pozitiv szabalyozésa 0,00563
G0:0048048 | embrionalis szem morfogenezise 0,00565
G0:0032074 | nukleazaktivitas negativ szabalyozasa 0,00676
G0:0043487 RNS stabilitds szabalyozasa 0,00730
G0:0009895 | katabolikus folyamatok negativ szabalyozasa 0,00749
G0:0048596 | embrionalis kamera-tipusi szem morfogenezise 0,00913
G0:0018205 | peptidyl-lizin modifikacio 0,00939

14.tablazat. Funkcionalis jellemzdkkel rendelkezd DE gének a FXIII-A statusz alapjan

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 talprezentalt allapotban voltak, mig a CX3CR1

crer

>1,5 ¢értékre Aallitottuk, gy tovabbi bioldgiai folyamatokban résztvevd gének lettek
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szignifikansak. Ezek a gének a kovetkezék: BCL10, CX3CR1, GNLY, PTPRC, STK4,

TNFSF10, ATP2B1, DNAJCS, PLACS, THRA, MAPKBP1, PER1, RORA, USP32, CCL5,

GNG2, PLCB3, BCL10, CCL5, CD3G (15. tablazat).

GO azonositd GO annotacio6 Korrigalt
p-érték
G0:0070228 limfocita apoptotikus folyamat szabalyozasa 0,000996
G0:0070229 limfocita apoptotikus folyamatok negativ szabalyozasa | 0,00418
G0:0070232 T-sejt apoptotikus folyamatok szabalyozéasa 0,00476
G0:2001238 extrinsic  apoptotikus  jelatviteli utvonal pozitiv | 0,00346
szabalyozéasa
G0:0009409 hidegre adott valasz 0,00191
G0:0043124 I-kappaB  kindz/NF-kappaB  jelatvitel  negativ | 0,00343
szabalyozasa
G0:1905517 makrofag migraciod 0,00215
G0:0048246 makrofag kemotaxis 0,00473
G0:1905521 makrofadg migracio szabalyozasa 0,00313
G0:0007223 Wt jelatviteli at, kalcium modulalé Gtvonal 0,00472
G0:0070227 limfocita apoptotikus folyamat 0,00221
G0:2000106 limfocita apoptotikus folyamat szabalyozasa 0,00306
G0:0070231 T-sejt apoptotikus folyamat 0,00287
G0:2000107 limfocita apoptotikus folyamatok negativ szabalyozasa | 0,0101
G0:0006968 sejtes védekezd valasz 0,0132

15.tablazat. A *B-other’ statusz alapjan azonositott tulprezentalt gének.

5.3.4 A globalis transzkriptomikai adatok validalasa

A FXII-A kifejezési allapot szerint vagy a ’B-other’ genetikai stitusz alapjan microarray
eljarassal azonositott DE gének koziil 45 gént valasztottunk ki RT-Q-PCR validalasra. A fold
change értékek alapjan 13/45, a funkciondlis bioldgiai jellemzdkkel rendelkezd gének koziil
32/45 gént valasztottunk ki (16. tablazat). Az RT-Q-PCR validaléas soran egyediil a RORA gént

nem tudtuk detektalni, ami valosziniileg technikai hiba miatt torténhetett.
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Affymetrix MicroArray médszerrel azonositott

Validaciora fold change értékek
kivalasztott FXII-A FXI-A FXII-A GO annotaciok
gének negativ/FXI11- | negativ/FXI1I- | bright/FXI11-
A dim A bright A dim
WASF2 0.94 0.50 0.53 Angiogenesis
BCL2L1 0.79 0.60 0.75 apoptozis szabalyozas
CASP2 0.90 0.79 0.88 apoptdzis szabalyozas
DFFA 0.33 0.39 1.19 apoptozis szabalyozas
PAK?2 1.91 1.07 0.56 apoptdzis szabalyozas
PIK3CG 1.58 1.62 1.03 apoptdzis szabalyozas
PKN?2 1.43 1.26 0.88 apoptozis szabalyozas
SEMAGA 1.06 2.38 2.23 apoptdzis szabalyozas
CLSTN1 0.51 0.45 0.88 kélcium ion kotés
IL7R 1.03 0.98 0.94 sejt differenciaciod
PLACS 1.30 1.33 1.02 sejt differenciacio
RORA 0.92 1.01 1.10 sejt differenciaciod
NUCKS1 1.56 1.41 0.90 sejt differenciaciod
TRH 2.05 1.64 0.80 sejt-sejt jelatvitel
FOXO1 1.53 1.28 0.84 gliikokortikoid
ingerekre adott
sejtvalasz
CX3CR1 0.83 1.63 1.97 kemokin receptor
activacio
EHMT1* 1.18 1.22 1.03 kromatin modifikacio
ING5* 0.97 1.25 1.29 kromatin modifikacio
JMJD1C 0.97 0.67 0.69 kromatin modifikéacio
WAC 1.24 1.50 1.21 kromatin modifikacio
SART3 5.90 2.55 0.43 kromatin modifikéacio
MDM2* 1.28 1.14 0.89 azonos fehérjekotés
GIGYF1 3.84 5.07 1.32 inzulinszer(
novekedési faktor
receptor jelatviteli
utvonal
GIGYF2 1.08 1.06 0.98 inzulinszer(i
novekedési faktor
receptor jelatviteli
utvonal
TAOK1 4.60 2.67 0.58 kinaz aktivacio
SPIN1 1.28 1.27 0.99 metilalt hiszton kotés
MAP4 1.29 1.19 0.92 microtubulus kotés
AKAP13 1.14 1.16 1.02 nukledris export
KHDRBS1 1.66 1.21 0.73 nukledris export
MAGOH 1.35 1.25 0.92 nukledris export
NUP43* 1.12 1.00 0.89 nukledris export
ZC3H11A 12.64 3.37 0.27 nuklearis export
POLDIP3 1.60 1.48 0.92 nukledris export
SRSF5 1.14 1.28 1.12 nukledris export
FGFR10P 7.20 2.50 0.35 nukledris export
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HAP1 1.07 0.86 0.80 génexpresszid
poszttranszkripcios
szabalyozasa

F13A1 1.86 1.60 0.86 protein-glutamin
gamma-
glutamiltranszferaz
aktivitas

CCL5 1.16 1.12 0.97 fehérje
homodimerizacio

CD3G 0.80 0.65 0.81 fehérje
heterodimerizacio
RAPGEF5 1.35 1.22 0.90 Ras jelatviteli
utvonal
jelatviteli receptor
kotés

transzlacio
szabalyozas
transzlacio
szabalyozas
transzlacio
szabalyozas

SECISBP2L 1.45 154 1.06 transrzlacu?
szabalyozas

ANGPTL2 16.94 2.89 0.17

DHX36 0.83 0.80 0.96

INTS3 17.71 3.41 0.19

RC3H1 0.69 0.46 0.67

16.tablazat. Az RT-Q-PCR validalasra kivalasztott gének Affymetrix MicroArray modszerrel
azonositott fold change értékek (félkovér karakterekkel szedve), valamint a GO annotéaciok
alapjan. A *-gal jelolt gének a GO annotéacid alapjan azonositott peptidil-lizin modosulast
eredményez0 bioldgiai folyamatokban vesznek részt (GO:0018205).

5.3.5 Az FXIII-A kifejezodést alapul véve az eredményeink

Az F13A1 gént minden mintaban azonositottuk és RT-Q-PCR modszerrel validaltuk. Az RT-
Q-PCR validalast kovetden megallapitottuk, hogy a harom FXIII-A alcsoportnak megfelelden
harom eltérd intenzitas volt megfigyelhetd a gén kifejez6désének 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 megfigyelhetd az ANGPTL2, RAPGEFS5,
SEMAGBA, HAP1, NUCKSL1 és TRH gének esetében is. A FOXO1 gén esetében a FXIII-A bright
csoportra volt jellemz0 a legnagyobb intenzitas, és a legalacsonyabb a FXIII-A dim csoportra.
A PLACS8 gén esetében a legnagyobb intenzitdst a FXIII-A dim csoportban mértiink, a

legalacsonyabbat a FXI11I-A bright csoportban (15. abra).
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15.4bra. Az RT-Q-PCR modszerrel validalt gének FXIII-A statusz szerinti intenzitas
megoszlasa.

Az, hogy milyen lehetséges kolcsonhatasok lehetnek a validalt gének és a FXIII-A kifejezddés
kozott, a hasznalt STRING v11 funkcionalis fehérjetarsitasi halézatokat tartalmaz6 adatbank
segitségével sem tudtuk felmérni. Ennek ellenére a FOXO1 gén esetében egy FXIII-A fliggd
kifejezddést tudtunk azonositani. A GeneHancer adatbazis segitségével in silico azonositani
tudtuk olyan enchancer (fokozo) folyamatokat, amelyek szerepet jatszhatnak a F13A1 gén és a
validalt gének kozotti parhuzamos felszabalyozasban. Az ATF7, POLR2A, RAD21 ¢és a
SMARCAS gének transzkripcios faktor kotohelyeit sikeriilt azonositanunk 14 gén esetében (17.

tablazat).
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RT-Q-PCR normalizalt fold-change értékei

Klnikai vonatkozasok

Gén P_érték FXI11-A EXI-A dim FXI-A GO annotaciék leukémia és tumorok | Hivatkozasok
erte negativ bright esetén
ANGPTL2 | 0.0061 1.10E-03 6.47E-03 1.87E-02 | Jetatviteli receptor ETV6 cél gén [63]
' ' ' ' kotés gyerekkori ALL-ben
Transzkripcios
kromatin koaktivator, amely részt
EHMT1 0.0401 4.79E-02 5.55E-02 8.89E-02 e ., vesz a gliikokortikoidok [64]
modifikacié altal kivaltott
sejthalalban
- . katalizaltor a fibrin
fehérje-glutamin s
amma- monomerek kozotti g-
F13A1 0.0013 5.58E-03 1.61E-02 4.02E-02 g, , glutamil-e-lizilamid
glutamaztranszferaz o s
AKfivitds keresztkotések
képzodésében
az AKT/FOXO1
transzlécios utvonal kulcsgéne, ALL
FOXO1 0.0371 4.69E-02 3.56E-02 1.80E-01 , , blasztok apoptotikus [65-67]
szabalyozas . .
szabalyozasaban vesz
részt
e Negativ aszparaginaz-
HAP1 0.0016 1.10E-03 5.69E-03 1.94E-02 transzldcios rezistens biomarker [68]
szabalyozas AL L-ben
Alulregulalt VCR-
NUCKS1 0.0182 2.67E-01 2.59E-01 4.21E-01 sejt differeneciacid rezistent ALL [69]
blasztokban
NUP43 | 0.0424 1.03E-02 117602 | 147E-02 | nuclear export igazoltan hatasos a
dagantok ellen
PIK3/AKT utvonal
PIK3CG |  0.0037 1.15E-01 1.24E-01 1.84E-01 Apoprozis kulesfontossdgd [70, 71]
szabalyozas szabalyoz6 szerep BCP-
ALL-ben
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a gén eddig még
ismeretlen funkcidja

PLACS8 0.0362 5.51E-03 8.20E-03 3.79E-03 sejt differencidcid | szdmos modon aktivalja [72, 73]
az allati és a human
dagantok kialakulasat
Abnormalis
RAPGEF5 |  0.0192 1.36E-03 3.14E-03 8.01E-03 RAS jelawviteli ) kifejezbdese figyelhetd [74]
utvonal meg papillaris
pajzsmirigy daganatban
. tulexpresszaltan jelenik
apoptotikus
SEMAGA 0.0019 1.61E-02 2.78E-02 7.43E-02 meg ETV6/RUNX1 [75]
folyamatok
ALL-ben
Alulregulalt formaban
SPIN1 | 0.0077 1.35E-01 168E-01 | 2.76E-01 kromatin indukalja a p53 [76]
szervezOdés aktivaciojat human
daganat sejtekben
TRH 0.0002 1.36E-03 5.09E-03 L72E-02 | sejt-scjt jelatvitel Deregulici6 az [77]
emldrakban
Ismert WASF2/FGR
fazié laphamsejtes
WASF2 0.0002 1.11E-01 1.55E-01 2.95E-01 angiogenezis karcindmaban, [78]

cisztadenokarcindémaban
és melanomaban

17.tablazat. A validalt gének klinikai relevancidja az FXIII-A fehérje kifejez0dés mintazatai szerint.
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5.3.6 Eredmények a ’B-other’ statuszt elemezve

A ’B-other’ statuszt alapul véve olyan DE géneket valasztottunk validalasra, amelyek bioldgiai
folyamatokban (makrofag migracio, 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 alapi GO esetében (14. tablazat).

Ot gén esetében tudtunk kiilonbozé kifejezédési intenzitisokat validalni RT-Q-PCR
technikaval (16. abra). A DFFA, GIGYF1, GIGYF2 és az INTS3 gének tulexpresszaltak a ’*B-
other’ csoportban, mig a CD3G a non-’B-other’ csoportban jelenik meg overexpresszalt

allapotban (16. &bra). A microarray analizis sordn, valamint a biologiai funkciok alapjan

kivélasztott RORA, IL7R, CCL5, PLACS ¢és CX3CR géneket nem sikeriilt validalnunk.

Relativ expresszios értékek

1 T I I |
I |
CD3G DFFA GIGYF1 GIGYF2 INTS3
m B-other O Non-B-other

16.4bra. RT-Q-PCR modszerrel validalt gének *B-other’ statusz szerinti intenzitds megoszlasa

57



6 MEGBESZELES

A Xlll-as véralvadasi faktor A alegységének normal kifejezddési helyei a monocitak, a
megakariocitak és a thrombocitak. [9] Munkacsoportunk azonositotta a FXIII-A kifejez6dését
BCP-ALL-es mintdkon 4ramlasi citometriai, immunoblotting ¢és Iézer scanning
mikroszkopiaval. [26, 79] A BCP-ALL-es limfoblasztokban megfigyelheté FXIII-A
kifejez0dés alapjan uj alcsoportot, illetéleg alcsoportokat hatarozhatunk meg. Retrospektiv
vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy mind a tartos talélés, mind az eseménymentes tulélés
tekintetében a FXIII-A pozitiv csoportba tartozo6 BCP-ALL-es esetek szignifikdnsan jobb

tulélési adatokkal rendelkeztek, mint a FXIII-A negativ csoportba tartozok.

A FXIII-A szerepe a sebgyogyulasban és a vérképzésben alaposan ismert, azonban az
intracellularis enzim pontos funkcidja még sok tekintetben tisztazatlan. A FXIII-A leukémias
limfoblaszokban valo kifejez6dési mintdzatdnak prognosztikai szerepét magyarazhatjak
azonkan a leglijabb tanulmanyoknak az eredményei, amelyek szerint a FXIII-A szerepet
jatszhat intracellularis FXIII-A kifejez6déssel bird sejtek és a csontveldi sztromasejtek
Osszekapcsolasaban. [18, 80-83] A kisérleti eredmények FXIII-A-pozitiv limfoblasztokra is
extrapolalhatok. Normal fiziologias koriilmények kozott a hematopoietikus dssejtek az
oszteoblasztos vagy vaszkularis résben talalhatok. Az oszteoblasztos rés nyugodt

mikrokdrnyezetet biztosithat a hematopoietikus Ossejtek fenntartdsdhoz. Ezzel szemben a

crer

crer

Feltételezhetd, hogy FXIII-A kifejezddés hianyaban a limfoblaszt migracidja az osteoblaszt
résbol az erek szinuszos endothel sejtrétegébdl alld vaszkularis résbe akadalyoztatva van. [85]
Ennek kdszonhetden a FXIII-A negativ limfoblasztok az oszteoblasztos résben maradhatnak,
ilyen modon védve maradnak az immun- és/vagy kemoterapias gyogyszer altal kivaltott

sejthalaltol, ami a vaszkularis résben joval kifejezettebb mértékben kovetkezik be.
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Retrospektiv vizsgalataink eredményei mas magyarazatot is adhatnak a FXIII-A negativ esetek
rossz kimenetelére. A ,,B-other” genetikai alcsoportba sorolt betegekben szignifikansan
gyakrabban fordultak el FXIII-A negativ limfoblasztok mind az egy-, mind a tébbvaltozos
elemzés szerint. Igy a FXIII-A kifejezédés hidnya — egyelére ismeretlen modon — dsszefiigg a
kedvezdtlen korlefolyassal jellemzett ,,B-other” genetikai mintazattal. Ez a ,,biomarker jelleg”
egyuttal felhivja a figyelmet arra, hogy a FXI1I-A negativ esetek részletes molekularis genetikai
értékelést igényelnek. Manapsag egyre tobb vizsgalat fokuszal a *B-other’ genetikai alcsoport
minél pontosabb meghatarozasira. Ehhez szamos olyan mddszerre van sziikség, melyek 1d6-
¢s koltségigényesek. Ezekkel ellentétben az dramlédsi citometriaval torténd FXIII-A
meghatarozas egy koltség- és idohatékony eljarasnak bizonyul, mely a BCP-ALL-es betegek
esetében prognosztikai jelentdséggel birhat. Retrospektiv vizsgalatainknak szamos korlatai
voltak. Egyrészt viszonylag kevés (55) betegmintat tudtunk analizalni, masrészt csak DNS
mintak alltak rendelkezésiinkre, RNS mintdk hianyaban nem tudtunk sem génexpresszios
vizsgélatokat, sem MLPA vizsgélatokat elvégezni a pontosabb molekularis genetikai

elemzések érdekében.

A retrospektiv vizsgalatainkban kapott eredményeinket prospektiv vizsgélattal kivantuk
alatamasztani. A prospektiv vizsgalatainkban a FXIII-A potencialis hasznossagat vizsgaltuk,
mint riziko-asszocialt biomarker az ALL BFM-IC 2009 klinikai vizsgalat keretein beliil kezelt
BCP-ALL-lel diagnosztizalt gyermekek esetében. A vizsgalatban két kiilonbdzo, a nemzetkozi
BFM munkacsoporton beliil miikodé gyermekkori ALL-kezelési konzorciumhoz tartozo négy
nemzetkdzi munkacsoport csatlakozott (lengyel, magyar, szlovak: ALLIC és osztrak: AIEOP-
BFM). A tagok mindség-ellendrzott tobbparaméteres FC-vel vizsgaltak a FXI1-A kifejezddést,
és klinikailag relevans adatokat szolgaltattak a kezelésben résztvevo betegekrdl. A tanulmanyba
bevont esetek nagy szama (408) lehetévé tette az FXIII-A kifejez0dés mintazatainak

részletesebb vizsgalatat.
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A prospektiv vizsgalat soran a FXIII-A kifejezddést 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 szubpopulacio az egyvaltozos Kaplan-Meier analizis szerint jobb tulélési 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 kockdzati csoportba tartozd betegek, illetve a *B-other’ genetikai alcsoport
esetei. Szamos tanulmany mutatta mar ki, hogy a ’B-other’ BCP-ALL-ben szenved6 betegeknél
nagyobb a relapszus kockazata. [41] 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 FXI11-A negativitassal tarsulnak; azonban
az MLPA vizsgalatba bevont Kis esetszam miatt a kiilonbség statisztikailag nem volt

szignifikans.

A tobbvaltozos Cox analizis alapjan megallapitottuk, hogy a magas és kozepes kockézatl
genetikai csoportok szignifikans hatast gyakorolnak a tulélési adatokra a FXIII-A bright
csoportot Gsszehasonlitva a FXIII-A dim csoporttal. Az egyvaltozos Cox regresszios
analizisben szignifikdns Osszefiiggést 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
kedvezétlen genetikai valtozasok feliilirhatjak a FXIII-A kifejezddés jotékony hatasat BCP-

ALL-es gyermekekben.

Egy koréabbi tanulmdnyban az eredmények azt sugalltdk, hogy még a lehetd legalacsonyabb
MRD hatarérték sem tarsult a legjobb teljes taléléshez minden beteg esetében. [86] Emiatt az
uj markerek, mint példaul a FXIII-A kifejezodési mintazat, fontos szerepet kaphatnak a betegek

optimalis csoportositasa elérésében. A kockazati csoportok javitasaval az uj biomarkerek
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hozzajarulhatnak egy kifinomultabb, kockazat-aranyos vagy akar személyre szabott kezelési

sémak kidolgozéasahoz.

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 elérhet0sége alapjan végeztik el. A lengyel csoportba tartozd betegeket nem
randomizaltdk. Az elmult négy évben jelentds szamu beteget vontak be az ALL BFM-1C 2009
tanulmanyba, ami megvaltoztathatja a végsd eredményt az 5 éves EFS és OS adatok
tekintetében. A kovetési id6 azonban elegendd volt ahhoz, hogy statisztikailag szignifikdns
kiilonbségeket mutasson a kiilonbozd FXIII-A kifejezddési mintadzati csoportok kozott. A teljes
genetikai hattér csak 214/317 betegrol volt elérhetd, és az MLPA kopiaszam-valtozasait a

betegek egy kis részében vizsgaltuk csak.

Génexpresszios vizsgalataink soran a F13Al gén kifejezddésének meglétét kivantuk
aldtdmasztani, valamint megfigyelni a lehetséges 0sszefiiggéseket BCP-ALL betegmintakon,
az ismert genetikai alcsoportok, a *B-other’ genetikai alcsoport és a FXIII-A fehérje szintli
kifejez6désének tekintetében. A F13A1 gén transzkripcios szabalyozasarol viszonylag keveset
tudunk. Myeloid leukémia sejtvonalak molekularis vizsgalata soran feltartak kotéhelyeket (NF-
1 és SP-1), valamint myeloidra jellemzé (MZF-1-szerii fehérje, GATA-1 és Ets-1)
1 és az Ets-1 transzkripcids faktorok kotohelyeit az ENCODE ChIP-seq adatbazisban nem
tudtuk azonositani. Egy ujabb tanulmany kimutatta, hogy a FXIII-A-t az IL-4 és a
dexamethasone szinergikus modon szabalyozza, az alternativ modon aktivalt makrofagokban,
¢és ezek a szabalyoz6 molekulak megfigyelheték mind normal, mind BCP ALL-ben. [87]
Leukémias limfoblasztokban a F13Al gén transzkripciés szabalyozasat még nem

tanulmanyoztak.
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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 mutatd
csoport esetében génexpresszios vizsgalatokat végeztilkk, melynek eredményeként
megallapithatd volt, hogy mindharom csoport jellemzéen 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 FXIII-A egyik jol ismert funkcidja, hogy y-glutamil-e-
lizil keresztkotéseken keresztiil stabilizdlja a fibrinh4ldt, mindemellett részt vesz olyan
intracellularis folyamatokban, amelyek a monocyta/makrofdg, az osteoblaszt €és az osteoclast
differenciaciot befolyasoljak. [17] Igy felvetddhet a kérdés, hogy BCP ALL limfoblasztok
esetében is rendelkezhet a FXIII-A ilyen biologiai funkciokkal. 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 tulélését. [72]

A FXIII-A statusz alapjan 14 gént validaltunk. Megallapitottuk, hogy a F13Al gén minden
mintdban kifejez6dott és a kifejezddési szintje kovette a FC modszerrel szonositott harom
csoport kifejezddési szintjeit. A 14 azonositott génbdl az ANGPTL2, az EHMT1, a FOXO1, a
HAP1, a NUCKS1, a PIK3CG, a RAPGEF5, a SEMAGA, a SPIN1, a TRH, és a WASF2 gének
olyan bioldgiai és klinikai funkcidkkal rendelkeznek, melyek szerepet jatszanak leukémia és
egy¢éb daganatos betegségek kialakuldsdban. Az altalunk azonositott NUP43 gén a NUP
géncsaladdal ellentétben nem tarsul semmilyen human daganatban jellemzden biré funkcioval.
[88] A PLACS8 gén, amely fiziologiasan 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
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ALL egyik altipusaban sem azonositottak eddig. [72, 73] In silico vizsgalatok alapjan nem
tudtunk kézvetlen kapcsolatot feltarni a DE gének és a harom kiilonb6z6 FXIII-A kifejezodési
szintet mutato csoport és az F13Al gén szabalyozasa kozott. A validalt DE gének és az F13A1
kozos enhancer (fokozo) elemei azt valdszinisitik, hogy a k6zos transzkripcios faktorok

hasonl6 modon szabalyozhatjak e gének kifejezddését.

A ’B-other’ alcsoportban validalt DE gének atfedést mutatnak a FXIII-A negativ alcsoporttal,
mely feltehet6en egy uj alcsoport lehet a BCP-ALL1-like/Ph-like B-ALL alcsoporton beliil. A
microarray eredményeink alapjan 14 DE gént (ANXA5, ARLAC, CD34, IFNGR1, MAGT],
MAPKBP1, MAP3K2, ME3, OSBPL8, PAPOLA, PTPRC, SUZ12, TACC1l, TEMPO)
azonositottunk a *B-other’ genetikai alcsoporton beliil, melyek atfedést mutatnak a Den Boer
és munkatarsai altal publikalt eredményekkel. [89] Minden validalt gén, igy a CD3G, DFFA,
GIGYF1, GIGYF2, és INTS3 neoplasztikus folyamatokban vesznek részt, ugy, mint a
leukémiak kialakulasaban. [90-94] Eddig még egyik gént sem azonositottak/irtak le

gyermekkori BCP-ALL-es esetekben.

Génexpresszios vizsgalataink korlatja a kevés mintaszam, valamint a validalt gének igen
csekély szama. Ezeknek koszonhetden a klinitkum szempontjabol fontos tilélési mutatok nem
allapithatok meg, valamint szignifikancia sem volt meghatarozhatd. Ennek ellenére 1ényegesen
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 tartozo
betegek nagy valosziniiséggel a *B-other’ genetikai alcsoporthoz sorolhatok, valamint a talélési

mutatok tekintetében rosszabb kimenetellel szamolhatunk.
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7  OSSZEFOGLALAS

Az intracellularis FXIII-A biologiai funkcidjanak megismerése egyre szélesebb korben
foglalkoztatja a kutatokat. Munkacsoportunk a FXIII-A gyermekkori BCP-ALL-es
betegmintdkon tanulmanyozta kifejezOdését, valamint az esetleges biologiai funkcidit és

klinikai relevancigjat.

Retrospektiv vizsgalataink soran korrelaciot talaltunk a hosszu tavu talélés és a limfoblasztok
FXIII-A pozitiv fenotipusa kozott, ami azt bizonyitja, hogy er6teljes prognosztikai faktor lehet
gyermekkori BCP-ALL-ben. Ezen talmenéen a FXIII-A kifejez6dés a ’B-other’ genetikai
alcsoporttal is 6sszefliggésbe hozhato, igy a FXIII-A segithet azonositani azokat az eseteket,

amelyek tovabbi részletes genetikai vizsgalatot igényelhetnek.

Prospektiv vizsgalataink sordn aramlasi citometriai modszerrel harom kiilonalldé csoportot
kiilonitettlink el, attol fiiggéen, hogy a BCP-ALL lymphoblasztok milyen mértékii FXIII-A
kifejezodést mutatnak. Statisztikailag szignifikdnsnak bizonyulo és klinikailag is jelentds
kiilonbségek voltak megfigyelhetok a FXII-A kifejez6dési mintazata BCP-ALL-es
gyermekbetegek esetében, amely beépithetd egy Uj klinikai vizsgalat kockazatbecslési
ezekben az esetekben egy részletesebb, specialis molekularis genetikai vizsgéalatokra van

sziikség, ahhoz, hogy a megfeleld riziko-terapiat kaphassa ebbe a csoportba tartozo beteg.

Génexpressziods vizsgalataink soran els6ként sikeriilt azonositanunk a F13A1 gént BCP-ALL-
es gyermekbeteg mintdkban. A F13Al gén kifejezddésének intenzitas ugyanazt a tendenciat
koveti, mint az aramlasi citometriai modszerrel megfigyelt kifejez6dés. A FXIII-A negativ
betegek ’B-other’ genetikai alcsoportban valdé halmozdédéasa megfigyelhetd. Olyan géneket
sikerlilt azonositanunk, melyeket eddig még nem irtak le BCP-ALL-es gyermekkori
betegekben. Ezen gének fehérje szintli megjelenése és ezek azonositasa egy Ujabb terapias
lehetdségeket vetnek fel a gyermekkori BCP-ALL-es betegek esetében.
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8 SUMMARY

Understanding the biological functions of intracellular FXIII-A is increasing concern to
researchers. Our research group investigated the FXIII-A expression in pediatric BCP-ALL

samples. The expression pattern of FXI11-A may define new subgroups in pediatric BCP-ALL.

Retrospectively, we found correlation between event-free and overall survival and the FXIII-A
positive phenotype of lymphoblasts as investigated by flow cytometry (FC). FXII-A
expression was shown to be an useful LAIP marker and also a powerful prognostic factor in
childhood BCP-ALL. FXIII-A expression was associated with the ‘B-other’ characteristics,
which can help to identify those cases that may require further detailed genetic examination

using expensive methods.

In the prospective study, we defined three different FXIII-A expression patterns in leukemic
BCP lymphoblasts by FC, i.e., FXIII-A bright positive, dim positive and FXIII-A negative
expression. We demonstrated statistically significant and clinically meaningful differences in
children with BCP-ALL according to FXIII-A expression pattern by FC which can be
incorporated in the risk estimation strategy of a new ALL BFM-IC clinical trial. FXIII-A
negative expression pattern was a prognostic indicator of dismal survival in children with BCP-
ALL. We identified significant association between the FXIII-A negative expression pattern
and the ’B-other’ genetic subgroup. Patients with FXIII-A negative BCP lymphoblasts should
be extensively investigated with sophisticated genetic and molecular methods so as to provide

these patients an optimal risk-adjusted treatment.

We used affimetrix microarray methods to determine of F13A1 gene expression levels in
leukemic BCP lymphoblasts. Using this method, we were the first to demonstrate the general
expression of F13A1 gene in pediatric BCP-ALL samples. The intensity of F13A1 expression
corresponded to the expression of FXIII-A protein, determined by FC in these samples. Gene
expression signature of the FXIII-A negative subgroup showed an overlap with *B-other’
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genetic subgroup. Validated genes proved biologically and clinically relevant. We described
differential expression of genes not shown previously to be associated with pediatric BCP-ALL.
Protein products of the newly identified genes may offer therapeutic targets for precision
treatment of BCP-ALL. Multiparameter FC appears to be an easy-to-use and affordable method
to assist in selecting pediatric patients with FXIII-A negative BCP-ALL who require a more
elaborate and expensive molecular genetic investigation to design individualized therapeutic

protocols.
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