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BEVEZETES

A Xll1-as faktor felépitése, plazma és cellularis XIII-as faktor jellemzése

A véralvadas XlIlI-as faktora (FXIII) egy protranszglutaminiz, melyet a thrombin Ca®
jelenlétében proteolitikus uton aktival. A folyamatot kalcium mellett a fibrin(ogén)
szabalyozza. Az enzim aktiv formaja (FXIIIa) (y-glutamil)lizil keresztkotéseket alakit ki
fibrin monomerek kozott, igy stabilizalva a véralvadasi folyamat végs6 fazisaban kialakuld
fibrinhalot.

A véralvadds soran a keringd prekurzor enzimfehérjék (véralvadasi faktorok)
kaszkadszerlien, proteolizis utjan aktivalédnak. A folyamat elinditasanak legerdsebb
stimulusa a sejtek felszinén 1évé szoveti faktor (TF). Szoveti faktort szamos sejttipus
jelenit meg: pl. fibroblastok és pericytak az érfalban, az agy astrocytdi, veseglomerulusok
epithel sejtjei, szivizomsejtek. Ezek azonban a vér alkotéelemeivel csak akkor keriilnek
kapcsolatba, ha endothel sériilés kovetkezik be. A keringé vérben a monocytak és az erek
endothel sejtjei TF-t expresszalhatnak. Ezen kiviil a keringésbe keriilt TF-t hordoz6 tumor
sejtek okozhatnak alvadas aktivaciot. A TF foszfolipid és Ca®" jelenlétében aktivalja a
FVII-t, ami a prothrombindz komplexet alkoté FV és FX aktivaciojat végzi. A TF-FVlla
komplex a FIX-t is aktivalja. A prothrombinaz komplex hatdsira a prothombin aktiv
proteazza, thrombinna alakul. A thrombin thrombocytakat és a FXIII-t aktivalja valamint a
fibrinogént fibrinné alakitja.

Robbins és munkatarsai allapitottdk meg kisérleteik sordn, hogy a kalcium nem elegendd a
fibrin alvadék gyenge savban vagy lugban valo oldhatatlannd tételéhez, feltételezték egy
tovabbi, szérumban meglévd faktor jelenlétét. A fibrin alvadék stabilla valasahoz
szlikséges szérum faktor jelenlétét két magyar kutato, Laki Kalman és Lorand Laszl6 irta le
els6ként 1948-ban. Az altaluk fibrinstabilizalé faktornak eclnevezett fehérjét Loewy és
munkatarsai allitottak el6 tisztitott formédban és irtak le enzimatikus tulajdonséagait. 1963-

ban ismerték el véralvadasi faktorként XIII-as sorszammal.

A Xll1-as faktor A és B alegységeinek expresszios helyei

A FXlll-nak két formdja taldlhatd meg az emberi szervezetben: a vérben
heterotetramerként kering, intracellularisan két A alegységbdl allo homodimerként (Ay)
van jelen. A heterotetramer forma két potencidlisan aktiv A (FXIII-A) és két

gatlo/stabilizalé B (FXIII-B) alegységbdl all (AzB). A B alegység megakadalyozza az A



alegység aktivalodasat. A B alegységet az emberi szervezetben a majsejtek, az A
alegységet a megakaryocytak/thrombocytak és a monocyta/macrophag rendszer sejtjei,
valamint kis mértékben a majsejtek szintetizaljak. Az egyéb sejttipusok kozil a
chondrocytak FXIII-A szintetizald képességét is bizonyitottak, valamint osteoblasokban is
kimutattdk. A vérben 1évé FXIII-B mennyiség kb. fele szabadon kering a plazmaban, mig a
FXII-A teljes mennyisége a tetramer komplexben taladlhaté. A FXIII komplex atlagos
plazma koncentracioja 21 mg/L. A FXIII-A,B, komplex képzddésének koriilményei maig

nem tisztazottak.

A FXI11-A intracellularis lokalizdacios helyei (Szubcelluldris megoszlds)

A thrombocytak igen nagy mennyiségli FXIII-A-t tartalmaznak, 150-szer tobbet, mint a
vérplazma, a monocytdk FXIII-A tartalma viszont egy nagysagrenddel kisebb, mint a
thrombocytaké. A csontvel6i megakaryocyta és monocyta prekurzor sejtek FXIII-A
expresszidjat is leirtdk. Az intracelullaris enzim funkcidja még nem teljesen ismert, de
szdmos kisérleti eredmény azt mutatja, hogy a megakaryocytdk, monocyta és macrophag
sejtek nem csupan a FXIII-A szintézis helyei, hanem a sejtek patofizioldgiai funkcidinak
aktiv részesel.

A FXI11-A macrophag sejtekben jellegzetes citoplazmatikus eloszlast mutat; megfigyelhetd
a citoplazmatikus vakuolumok koriil ¢és a pseudopodiumokban, a fagocitotikus
vakuolumokban azonban nem mutathatdé ki. A monocyta /macrophag érés korai
szerepét a fagocitozisban és az alternativ macrophag aktivacioban. A thrombocytakban a
FXIII-A egy alacsony molekulastlya hésokk proteinhez, a HSP27-hez kapcsolodva

talalhat6 meg.

A malignus korképekben megjelené FXIII-A

A FXIII-A a megakaryocyta/thrombocyta €s monocyta/macrophag rendszer sejtein kiviil
nem taldlhaté meg egy€b csontveldi és periférias vérsejtben. A FXIII-A jelenlétét azonban
sok mas betegségben és malignus korképben vizsgaltak. Megfigyelték, hogy a Hodgkin-
kérban szenveddk nyirokcsomodiban fibrin lerakddasok vannak jelen, valamint a
nyirokcsomdkban dontd tobbségben vannak a macrophag-szerii sejtek. Ez a sejtpopulacio

FXII1-A alegységet tartalmaz. Bizonyitottak a macrophag eredetet és igy azt, hogy tumor-



asszocialt macrophagokrol van szo.

Vizsgaltak a FXIII-A megjelenését malignus fibrotikus histiocytomdban (MFH). A sejtek
FXII-A pozitivitast mutattak MFH-ban, amely igy elkiilonitheté a szovettanilag hasonlo
lagy szoveti tumoroktol. Azt tapasztaltdk, hogy a FXIII-A pozitivitds nem a malignus
sejtekben, hanem a tumor-asszocialt sejtekben jelenik meg, pl. a macrophagokban,
follicularis dendritikus reticulum sejtekben (DRCs), fibroblast-szeri mesenchymalis
sejtekben, valamint a sinusoidalis és interfollicularis histiocyta reticulum sejtekben.
Feltételezték, hogy a megakaryocyta és monocyta sejtek malignusan transzformalodott
formai is expresszalhatnak FXIII-A antigént. Invernizzi és munkatirsai akut myeloid
leukémids beteg mintait vizsgaltdk FXIII-A ellenes nyul antitestet alkalmazva peroxidaz-
anti-peroxidaz (PAP) immunoldgiai modszerrel. Az AML megakaryocytas (M7),
myelomonocytas (M4) és monocytas (M5) szubtipusaiban pozitiv reakciot detektaltak.
Vizsgalatainkban mi elséként alkalmaztunk egy ujonnan kifejlesztett FXIII-A ellenes
monoklonalis antitestet, amivel aramlasi citométeren vizsgaltuk akut myeloid leukémias
beteg mintdkon a FXIII-A expressziot, amely az AML diagnosztikdban és kovetésben is

hasznosnak bizonyulhat.

CELKITUZESEK

A munkam sordn célul tiiztem ki a XIII-as faktor akut myeloid leukémidkban (AML)

torténd megjelenésének vizsgalatat.

1. Megvizsgaltuk, hogy az akut myeloid leukémias sejtekben kimutathatok-e a FXIII
alegységei.

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

3. Vizsgaltuk, hogy leukémia-asszocialt immunfenotipust (LAIP) jelent-e a FXIII-A
pozitivitdés és  hogyan  alkalmazhat6 j = markerként a  leukémia
differencidldiagnosztikaban.

4. Tanulmanyoztuk a FXIII-A lehetséges prognosztikai szerepét akut promyelocytas

leukémiaban.



BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

Klinikai és kontroll mintdak

Akut myeloid leukémids betegek csontveld €s periférias vér mintait vizsgaltuk. 2000. és
2010. év kozott Osszesen 100 AML-es betegnél végeztiink szisztematikus éaramlasi
citometriai analizist FXIII-A reakcioval Osszefiiggésben. Hat kronikus myelomonocyta
leukémias (CMMoL) beteg periférias vérmintajat is feldolgoztuk. Minden csontvelé minta
esetén megtortént a morfolodgiai, citokémiai €és immunfenotipus vizsgalat.

Az akut myeloid leukémia promyelocytas szubtipusara (AML M3) fokuszalva tovabbi
betegeket vontunk be a vizsgalatba. igy betegeink kozott 14 db Gjonnan diagnosztizalt akut
promyelocytas leukémias (APL) beteg csontveldi és periférids vér mintajat is analizaltuk.
Esetiikben a csontveldi kenetekben tobb, mint 70%-os blast aranyt talaltunk. Minden APL
a hypergranularis tipusba tartozott és FISH technikaval a jellegzetes t(15;17) volt
detektalhat6. Normal promyelocytdk tanulmanyozéasdhoz négy vashianyos anémiaban
szenvedd beteg csontvel6i mintajat vizsgaltuk meg.

A leukémias mintdk ujonnan felismert, kezelés eldtt allo betegekbdl szarmaztak.

Aramldsi citometria alkalmazdsa immunfenotipus meghatdrozdsra

Az immunfenotipus vizsgalat soran fluoreszcens festékkel jelolt monoklonalis antitestekkel
vizsgaltuk a sejtfelszini és intracellularis markereket.

Az aramlasi citometria soran zommel a kereskedelmi forgalomban kaphatd, fluorokrommal
direkt konjugalt monoklonalis antitesteket alkalmaztuk 3-4 szinii jeloléses panelben.

A FXIII alegységei ellen egerekben termeltetett monoklonalis antitesteket FITC jelold
reagens Kit segitségével konjugaltuk.

A mérések FACSCalibur aramlasi citométeren torténtek, minden mintanal azonos PMT
beallitast alkalmazva. A de novo leukémiak esetén 10 000 sejt adatait gyijtottiik be un. list
mode fajlokba és analizaltuk Cell Quest 3.2 szoftver segitségével.

A FXIII-A expressziot normal csontveldi promyelocytakon is vizsgéltuk. A mérés a harom
1ézerrel rendelkezé FACSCanto II aramlasi citométeren zajlott.

Az analizalas sordn a pozitiv sejtek szdzalékos aranyat adtuk meg a vizsgalt sejtpopulacion

belil. Az eredmények értékelésekor figyelembe vettiik a pozitiv sejtek atlagos



fluoreszcencia intenzitasat (MFI= mean fluorescence intensity) is, mely jellemezhet egyes

koros sejtcsoportokat.

Citogenetika és FISH vizsgalat

A hagyomanyos citogenetikai vizsgalatot minden APL-es beteg csontveld mintdjan
elvégeztiik. A karyotipusok leirdsa a Huméan Cytogenetikai Nomenklatira Nemzetkozi
Rendszerének (ISCN, 2009) megfeleléen tortént. A fluoreszcencia in sSitu hibridizacio
(FISH) a kromoszoéma preparatumokbdl szarmazéd sejt szuszpenziokon a PML-RARA
transzlokacios proba gyari leirasanak megfelelden zajlott.

A sejteken hattérfestésként DAPI-t alkalmaztunk, valamennyi esetben 200 interfazisu
sejtet analizaltunk. Az értékelést Zeiss Axioplan2 fluoreszcens mikroszkdppal és ISIS

szoftverrel végeztiik.

A FXIII elleni antitestek FITC konjugadldsa
A FXIII ellenes antitestek konjugalasa FluoroTag FITC konjugalo kittel tortént (Sigma, St.
Louis, MO, USA).

Sejttenyésztés

A Mono-Mac6 sejteket Dr. Duda Ernd ajandékaként kaptuk a Szegedi Biologiai
Kutatokozponttol, a PLB-985 sejtvonal sejtjei az Orszagos Haematologiai és Immunologiai
Intézetbdl szarmaznak (Orszagos Gydgyintézeti Kozpont). A monocyta érési folyamatot 30
nM Ds-vitaminnal, a granulocytak érését 1 umol all-trans-retinsavval és 1.25%-0s dimetil-
sulfoxiddal indukaltuk. Harom napon 4t minden nap analizaltuk bizonyos sejtfelszini

markerek expressziojat.

FXI11-A vizsgdlata ELISA maodszerrel

A Xlll-as faktor A alegységének vizsgalata akut promyelocyta leukémias mintdk
sejtlizatumabol tortént az intézetiinkben korabban Katona és munkatarsai altal kozolt
modszer alapjan kis modositassal. A thrombocyta kontaminacio elkeriilése érdekében a
promyelocyta sejteket EDTA-t tartalmazé PBS-ben mostuk. A szerin és cisztein proteazok
gatlasara egy proteaz inhibitor koktélt adtunk a mos6 pufferhez. A sejteket ultrahangos

szonikalassal tartuk fel, de el6tte sejtszamot hataroztunk meg, hogy pontosan kiszamolhato



legyen az egy sejtre es6é FXIII-A tartalom.

FXI11-A vizsgalata Western-blot modszerrel

A thrombocyta mentesitett APL blast sejtek FXIII-A tartalmanak meghatdrozasa utan a
fennmarado sejteket centrifugaltuk és 100 pL SDS PAGE minta pufferben vettiik fel, majd
a sejtszuszpenzidt 5 percig forraltuk. A mintdkat 7,5%-o0s SDS poliakrilamid gélre vittiik
fel, és redukalo kozegben elektroforetizaltuk, majd Immobilon P membranra blottoltuk. Az
elsédleges antitest birka poliklonalis anti-human FXIII-A volt. Az immunreakcidohoz
biotinalt, nyalban termelddott anti-birka IgG-t és avidin-biotinalt peroxidaz komplexet
alkalmaztunk, majd a reakcié Kialakulasat elektro-kemilumineszcencia elve alapjan
detektaltuk. Annak demonstraldsara, hogy a human neutrophil elasztdz (HNE) hasitja a
FXI-A fehérjét, tisztitott FXII-Ap-t és tisztitott HNE enzimet inkubaltunk Ca®"
jelenlétében kiilonbozd ideig 37°C-on. A reakcidt egyenld mennyiségli SDS Laemmli
pufferrel allitottuk le.

Thrombocyta mentes promyelocyta sejtlizatumot két beteg periférids vérébdl és a masodik

beteg csontveld mintajabol allitottunk eld.

Konfokdlis mikroszkopia

APL-es betegmintakbol cytospin preparatumot készitettiink. A FITC-el konjugalt anti-
FXIII monoklondlis antitesteket, BSA-t és Triton X-100-at tartalmazo puffert a sejtekhez
adva 30 percen at szobahdn inkubaltuk a mintakat, igy permeabilizalva a sejtek
membranjat. Az inkubacio utolsé 5 percében propidium jodidot (PI) adtunk az oldathoz.
Utols6 1épésként a mintakat Mowiol-al fedtiik be. A konfokalis mikroszkopia
(CLMS=confocal laser scanning microscopy) Zeiss (Gottingen, Németorszag) LSM 510

rendszerrel és C-Apochromat 63x/1,25 NA vizimmerzios objektivvel tortént.

Statisztikai modszerek

Az AML szubtipusaiban megtalalhatd pozitiv sejtek aranyanak Osszehasonlitasakor az
adatok Gauss-eloszlast mutattak, igy az eredményeket paros t-probaval elemeztiik. A
normal és leukémias mintakban detektalt pozitiv sejtek atlagos fluoreszcencia intenzitasa

(MFI1) nem mutatott Gauss-eloszlast, ezért a paratlan Mann-Whitney U teszt alkalmaztunk



a statisztikai értékeléshez. A FXIII pozitiv és FXIII negativ betegpopulaciok talélési

idejének statisztikai 6sszehasonlitasat GraphPad Prism 4.0 szoftverrel végeztiik.

EREDMENYEK

FXI1-A expresszio vizsgdalata daramlasi citometriaval normadl csontveldi és periférids
vérmintdkon

A normal periférias vérmintak felszini festése utan analizaltuk a myeloid kapuban 1évo
sejteket. Itt a monocytak mutattak a rajuk jellemzé CD14 pozitivitast, de FXIII-A és FXII-
B pozitivitast nem talaltunk.

Intrastain-el torténé permeabilizalast kovetéen minden myeloid sejt myeloperoxidaz
(MPO) pozitivitast mutatott. A monocyta sejtcsoport megjelent, mint jellegzetes ,,dim”
MPO populacio, amelyben FXIII-A is detektalhatd volt, mig FXIII-B-re teljesen negativ
reakciot adott. Az MPO-bright populaciot a polimorfonukledris granulocytak (PMN)
alkotjak, melyek a FXIII mindkét alegységére negativak.

A lymphocytdk nem mutattak sejtfelszini és intracellularis FXIII-A jelolddést sem.

A normal csontveléi mintdban a FXIII-A a myeloid kapuban két sejtpopulacidban
detektalhato: a CD45-bright érett monocytakon és a CD45-dim monoblastokon.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy normal periférids vér és csontveld mintaban a FXIII
alegységei koziil kizarolag az A alegység van jelen, ami intracellularisan talalhaté meg a

monocyta sejtvonal sejtjeiben.

A FXIN1-A pozitivitas specificitasanak, szenzitivitasanak vizsgalata tenyésztett sejteken

A sejttenyésztés ideje alatt a CD33 és cyMPO myeloid, CD64 és CD14 monocyta, CD11b
ganulocyta markerek és a FXIII-A expresszidjanak megjelenését, idébeni valtozasat
vizsgaltuk. A Mono-Mac6 monoblast sejtvonal sejtjein mar a tenyésztés (. napjan
kimutathat6 volt a FXIII-A, ami egyforman magas pozitivitast mutatott végig a tenyésztés
3 napja alatt, akar a CD33. A felszini CD14 kezdetben nem expresszalodott, majd a
monocyta differenciaciot indukald D-vitamin hatdséra 24 6ra mulva mar detektalni tudtuk.
Az eredményeink szerint a FXIII-A expresszio intenzitasa, ami a monocyta sejtek érésének
kezdetén is magas, nem ndvekszik tovabb a sejt érési folyamatdnak el6rehaladéasaval,

ellentétben a CD14 expresszidval. Mivel a CD14 éretlen monocytdkon nem is detektalhato,



igy a FXIII-A korai markerként sokkal szenzitivebb a monocyta sejtvonalra, mint a késébb
megjelend felszini CD14.

A PBL-985 sejtvonal esetén egyaltalan nem tudtuk detektdlni a FXIII-A expressziot a
kezdeti szakaszban sem ¢és a granulocyta irdnyu differencialédast kdvetd napokban sem.
Ezen eredmények alapjan a FXIII-A specifikusnak mutatkozik a monocyta sejtvonal

sejtjeire.

A FXIII-A pozitivitds vizsgdlata akut myeloid leukémids mintikon

A FXIII-A expresszid vizsgalatat 6sszesen 100 AML-es beteg csontveld €s periférids vér
mintajan végeztik el 3-szini majd 4-szini jeldléssel aramlasi citométeren. Ezzel
parhuzamosan 6 CMMoL-es beteg periférids vérét is vizsgaltuk. Az eredményeink azt
mutattak, hogy a myeloblast (M0, M1, M2) és az erythroblast (M6) eredetii leukémias blast
sejtek nem expresszalnak FXIII-A-t vagy csak jelentéktelen mértékben. A pozitivitast egy
adott markerre a 20%-0s cut-off értéket meghaladd pozitiv sejtarany jelentette. Az M4 és
M5 AML esetekben a FXIII-A jelolodés megegyezett vagy nagyobb mértékii volt, mint a
CD14 felszini marker pozitivitdas. Az eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a
FXIII-A intracitoplazmatikus marker szenzitivebb, mint a felszini CD14, igy az AML M4
vagy M5 leukémia esetén akkor is azonosithatok a monocyta sejtvonalhoz tartozé sejtek,

amikor azok a CD14 monocyta markert még nem expresszaljak.

FXI11-4 és CD14 jelolodés dsszehasonlitasa AML és CMML betegmintdikon
Osszehasonlitottuk az AML kiilonbdz6 szubtipusaiban kapott FXIII-A  szazalékos
pozitivitas értékeket, valamint a FXIII-A és CD14 expresszidé mértékét. Az AML MO, M1,
M2 esetekben FXIII-A-t nem detektaltunk. Az AML M4 és M5 csoportban a FXIII-A
pozitiv sejtek atlagos aranya szignifikansan magasabb volt, mint a CD14 jel6l6dést mutato
sejteké (p<0.0001). A FXIII-A expresszid kiemelkedéen magas volt (atlag: 68%) azokban
az esetekben, ahol az éretlen sejtek voltak tulstlyban, igy az MS5a szubtipusban.

A 6 vizsgalt kronikus myelomonocytas leukémids betegnél azt talaltuk, hogy a FXIII-A és
CD14 pozitiv sejtek aranya teljesen egyezik. Megallapithatjuk, hogy az érett monocytakon

a két marker ugyanolyan mértékben expresszalddik.

10



Az adatok alapjan a FXIII-A marker jel6lodés mérése myeloblastos és monoblastos
leukémidk esetén 100%-os szenzitivitdsu €s  95%-os  specificitasi  volt a
monocytas/monoblastos leukémidkra (M4, M5).

Osszehasonlitottuk a norméal monocytak és a leukémias mintak (AML M4, M5, CMMoL)
monocytainak atlagos fluoreszcencia intenzitas értékeit (MFI). Azt lattuk, hogy a FXIII-A
jelolédés sokkal intenzivebb volt a leukémias sejtekben, mint a normal monocytakban
(p<0.05).

A monocyta sejtvonal mellett megvizsgalt akut leukémias betegek korében néhany AML
M3 esetében FXIII pozitivitast talaltunk. Ez varatlan eredmény volt, mivel a neutrophil
sejtsor prekurzoraiban nem volt FXIII-A kimutathatd. Ennek a jelenségnek részletesebb
vizsgalatat késébb minden de novo akut promyelocytas leukémia esetén elvégeztiik és ezen

leukémia-asszocialt immunfenotipus (LAIP) valodisagat tobb modszerrel bizonyitottuk.

AML M3 leukémids beteg mintdk dramldsi citometrids vizsgdlatanak eredménye

A leukémids promyelocytdk citoplazméjukban szdmos granulummal rendelkezd
nagyméretli sejtek, melyek autofluoreszcencidja ¢és oldal irdnyt fényszordsa is
nagymeértékii. Ezeket a jellegzetességeket talaltuk az altalunk vizsgélt beteg mintakon is.
Tanulményoztuk a myeloid markerek (MPO, CD13, CD33, CD14, CDI15), a blast
markerek (CD34, CD117), a HLA-DR ¢és a FXIII-A expressziot.

A CDA45-dim leukémids promyelocytdk MPO ¢és CD33 markereket intenziven
expresszalnak. A CD117 blast marker detektalhat6 a leukémias promyelocytédkon, viszont
CD34-re negativak. A CD117-dim sejtek a CD15 granulocyta markert sem hordozzak. A
CD33-bright, MPO-bright és CD117-dim sejtek FXIII-A markerrel is jelolédnek, ez a
koexpresszid pedig azt jelenti, hogy a kéros promyelocyték intracitoplazmatikusan FXIII-

A-t hordoznak.

A FXI11-A detektilasa APL sejtekben CLSM-val

A FXIII-A intracellularis elhelyezkedését 3 promyelocytds leukémids mintan vizsgaltuk
konfokalis lézer szkenning mikroszkoppal. A vizsgalt sejtek nagy része FXIII-A
pozitivitdst mutat. A FXIII-A fehérjét a koros promyelocytak citoplazmajaban detektaltuk.
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A vizgsgalt AML M3-as betegek immunfenotipus megoszldasa

A klinikai mintdk esetén 30% volt az a cut-off érték, mely fol6tt pozitivnak tekintettiik a
marker expressziot. Az altalunk vizsgalt mind a 14 APL-es mintdban MPO ¢s CD33
pozitivitast detektaltunk, atlagosan 83%-ban (41%-99%) illetve 90%-ban (74%-99%), mig
a CD13 atlagos pozitivitds ennél alacsonyabb, 59% volt. Egy kivétellel a mintdk CD117
pozitivitast mutattak, az atlag 63% volt (40%-96%). A 14-bdl 1 esetben lattunk CD15
expressziot, 13 esetben a CD15 marker hianyzott (atlagos pozitivitas mindossze 8%).
Egyik APL-es mintaban sem volt kimutathatd HLA-DR és CD34 jelolédés.A 14 APL-es
mintabol 10 esetben talaltunk FXIII-A pozitivitast: az atlag joval meghaladta a 30%-0s
hatart. A négy negativ mintaban nem érte el a cut-off értéket a FXIII-A pozitivitas.

Normal promyelocytik FXIII-A expresszidjanak vizsgadlata aramlasi citométerrel
Normal csontveld mintékat analizaltunk 7-szin jeloléssel aramlasi citométeren. A normal
promyelocytdk, melyek CDI15, CD33, CDI117-dim marker pozitivak és HLA-DR
negativak, vizsgalataink alapjan nem expresszalnak FXIII-A markert.

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a FXIII-A kizarolag az akut promyelocytas leukémiés

koros sejtekben detektalhatd, a normal promyelocytakban nem.

A FXIl1-A fehérje megjelenési formdinak és mennyiségének vizsgalata APL-ben

A koéros Dblast sejtek FXII-A fehérjéjének vizsgalatdira nagy érzékenységll
kemilumineszcens elohivo rendszerrel kombindlt Western blot analizist alkalmaztunk.
Vizsgaltuk egy beteg csontveld €s egy masik beteg csontveld €s periférids vérmintajat.

Az APL-es betegek blast sejtjeibdl szarmazo FXIII-A pozitiv sav 82 kD-nal detektalhato,
ott ahol a pozitiv kontroll FXIII-A fehérje is fut.

Osszehasonlitottuk a betegek promyelocyta sejtlizatumabol szdrmazé FXIII-A hasitasi
termékei altal adott savokat a human neutrophil elasztaz (HNE) altal proteolizis Utjan
hasitott, tisztitott FXIII-A,-bol szdrmaz6 savokkal. A Western blot képen a két sav
mintdzata nagyfokl egyezést mutatott.

A fenti két beteg minta esetén ELISA mddszerrel megmértiik a sejtlizaitumokban talalhaté
FXIII-A antigén mennyigét. A mintdk tobb, mint 90% promyelocytat tartalmaztak €s a

diagnozis felallitasakor sem 4ramlasi citométerrel sem hematoldgiai analizatorral
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monocyta sejteket kimutatni nem tudtunk. igy kizarhato, hogy a FXIII-A monocyta eredetii
lenne.

A két mintaban az alabbi értékeket mértiik: 29 ¢és 80 fg/sejt. A promyelocyta leukémias
esetekben hasonlo antigén mennyiséget mértiink, mint amit korabban thrombocytakban
meghatdroztak intézetiink munkatarsai: 60+10 fg/thrombocyta. Ezek az eredmények az
aramlasi citometriaval kapott atlagos fluoreszcencia intenzitas (MFI) értékekkel is

korrelalnak.

Az akut promyelocyta leukémids betegek tulélésének vizsgdalata a FXIII-A expresszio
tiitkrében

Az altalunk vizsgalat APL-es betegek szama 14 volt. Koziiliik 10 esetén talaltunk FXIII-A
expressziot a koros promyelocytakban, 4 beteg FXIII-A negativ volt. A betegek talélési
idejét kovetve azt lattuk, hogy szignifikans kiilonbség van a két betegcsoport kozott
(p<0.0001, logrank prébaval). A FXIII-A negativ esetek kezelésre nem reagaltak vagy
relapszus alakult ki. Az atlagos tilélés mindossze 1 honap volt. A FXIII-A pozitiv betegek

a mai napig élnek.

MEGBESZELES

A leukémidk diagnosztikdjdban mindségi ugrast jelentett az d4ramlasi citometria
alkalmazasa, mely ma mar alapvetd modszer a kiilonb6z6 leukémia tipusok
meghatarozasaban. A vizsgalat soran a sejtek immunfenotipusat analizaljuk, ami a
kiilonboz6d sejtfelszini és intracellularis markerek detektalasat jelenti. A kordbban
alkalmazott morfoldgiai és citokémiai eljardsok soran joval kevesebb -maximum néhany
szaz- sejt keriilt vizsgalatra és az értékelés is szubjektiv volt. Az aramlasi citométerrel de
novo leukémiaknal altalaban 10-50 ezer, de kovetéses vizsgalatoknal tobb szazezer sejt
analizisére keriil sor, kezelések utan a rezidualis sejtek keresésekor. A kezdetben egy vagy
két szinnel torténd jelolést késébb a 3-majd 4- szini jelolés kovette, a diagnosztikaban ma
mar a 6-10-szind jeldlést is rutin modszerként alkalmazzak. A leukémia diagnosztikaban
egyik cél a sejtvonal meghatarozasa. Ez a sejtfelszini markerek mellett elsdésorban az
intracitoplazmatikus markerek detektalasaval lehetséges (cyCD3 - T-sejt, cy79a - B-sejt,

MPO - myeloid sejtek). Az intracitoplazmatikus markerek a sejtek érettségi fokardl is
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informaciét adnak. A markerek analizise soran vizsgaljuk, hogy a latott expresszios
mintazat kizarolag a koros, leukémias esetekre jellemzé-e. Amennyiben igen, akkor
leukémia-asszocialt immunfenotipusrol (LAIP) beszéliink.

Az akut leukémidk koziil az akut lymphoid leukémia (ALL) keriilt elsoként aramlasi
citometrias vizsgalat targyava. Immunfenotipus vizsgalattal az ALL szubtipusai
beazonosithatok, de gyakoriak az olyan marker kombinaciok, amelyben myeloid
antigéneket detektalunk (CD13, CD33). Els6ként intézetiink munkatdrsai azonositottak
olyan prekurzor B-sejtes ALL eseteket, melyekben az intracellularis FXIII-A marker
detektalhatd. Bizonyitottak, hogy éretlen és érett normal B-sejtek sem expresszaljak, de a
B-ALL esetek 40%-ban megjelenik. Leukémia-asszocialt immunfenotipusroél van szo,
melynek lehetséges prognosztikai jelentdségét jelenleg is vizsgaljak.

Az akut myeloid leukémidk immunfenotipus vizsgalata soran a myeloid sejtvonal
azonositasa intracitoplazmatikus MPO markerrel torténik. Az MPO a kiilonb6z6é myeloid
eredetli sejtekben eltéré intenzitassal van jelen. A polimorfonuklearis sejtekben
intenzivebb, a monocytdkban/monoblastokban gyengébb a jelolddés. A sejtvonal
meghatarozasat kovetden vizsgaljuk azokat a tovabbi intracitoplazmatikus és sejtfelszini
markereket, amelyek detektalasaval kovetkeztethetiink a sejtek érettségi fokara (blast
markerek, kizarolag érett sejtekre jellemzé markerek), és amelyek vizsgalataval az AML
szubtipusai meghatarozhatok.

A FAB (Franch-American-British) klasszifikacio szerinti szubtipusba toérténd besorolas
alapjat morfologiai jellemzdk és citokémiai reakciok adtdk. Ez alapjan az alabbi AML
alcsoportok 1éteznek: M0-M4, M5a, M5b, M6-7. (MO: 6ssejtes M1: differenciacio nélkiili,
M2: differencialodast mutatdo, M3: akut promyelocytas leukémia, M4: akut
myelomonocytads, M5a, b: akut monoblastos, monocytds, M6: erythroleukaemia M7:
megakaryocytas leukémia.)

A kiilonb6zd szubtipusokba sorolasnak azért van jelentésége, mert a progndzis nem
egyforma ¢és a kezelés is eltérd lehet az egyes alcsoportokban. Az immunfenotipus
vizsgélatokkal a sejtek marker expresszioja detektalhatd, az igy kapott marker expresszids
mintdzatok alapjan megtorténik a szubtipusba valo besorolas.

A WHO 2001-ben majd moddositva 2008-ban kiadott dokumentuma szerint az AML
klasszifikacidja genetika eltéréseken alapul. A 2001-es WHO klasszifikacio szerint az

AML 50-60%-a a masképp nem specifikalhaté un. AML-NOS (NOS = not otherwise
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specified) kategdriaba tartozott. Ezekben az esetekben normal karyotipust talaltak. A 2008-
as klasszifikdcioban a citogenetikai eltérésen alapuld kategdridban szerepel harom 1ij
kromoszoma eltérés: t1(6;9), inv(3), t(1;22). Mindharom eltérés ritkan eléforduld forma,
mégis fontos az azonositasuk, mert allogén Ossejt transzplantacié nélkiil a talélési 1d6
altalaban rovid. Felallitottak ezen kiviil két 0j ideiglenesen kialakitott alcsoportot: AML
NPM1 (nucleophosmin) és AML CEBPA (CCAT/enhancer kotd alfa protein) mutacioval.
Mindketté zommel normal karyotipussal jar.

Az AML-NOS csoportba tartdz6 esetek szama igy kb. 30%-ra csdkkent, ami azonban igy
is igen jelentds arany. A NOS kategoriaban tovabbra is a FAB klasszifikaciohoz hasonl6 a
beosztas.

Annak ellenére, hogy az AML klasszifikdci6 alapjat a genetikai eltérések adjak, a
morfolégiai vizsgdlat és az immunfenotipizalas maradt az elsdvonalbeli vizsgalati
modszer. Az ilyen médon, révid idon beliil elkésziilt eredmények alapjan célzott médon
kereshet6 a genetikai eltérés.

Az AML diagnosztika sordn a marker expresszids mintdzat alapjan megallapithatd, melyik
alcsoportba tartozik a vizsgalt leukémia. A sejtfelszini €s intracitoplazmatikus markerek
megjelenése idObeni eltérést mutat. Az intracitoplazmatikus markerek a sejt érési
folyamatdnak korabbi szakaszaban jelenik meg, mint altaldban a sejtfelszini markerek. A
citoplazmatikus markerekkel tobbnyire akkor is azonosithato a sejtvonal, ha a sejt felszinén
még nem expresszalddnak jellegzetes antigének.

Az immunfenotipus vizsgalatok soran sokszor differencial diagnosztikai problémat jelent a
szubtipusba torténd besorolas. Az M3 promyelocytas leukémia esetén a markerek hidnyara
alapozott diagnézis, az M4-MS5 esetekben a monoblast eredet igazolasa vagy kizarasa ¢€s
elkiilonitése az M0-M2 tipusoktol jelenthet nehézséget. A leukémids blastok myeloid
eredetét alatdmaszt6 MPO pozitivitas mellett az M0-M2 ¢és M4-MS5 leukémidkat
elkiilonitheti a CD14 monocyta marker expresszidja. A CD14 sejtfelszinen expresszalodik,
igy az érés soran késobb jelenik meg a sejteken. Kordbban mar ismert volt, hogy a
monocyta sejtvonal sejtjei FXIII-A fehérjét tartalmaznak. Az a feltevés, hogy a malignusan
transzformalodott monoblastokban/monocytakban is kimutathato a FXIII-A, beigazolodott:
immunmorfoldgiai modszerrel kimutattak a FXIII-A-t ezekben a sejtekben.

Munkdm soran elsként vizsgaltuk aramlési citométerrel a FXIII-A jelenlétét AML-es

csontveld és periférids vérmintakon.
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Megallapitottuk, hogy a korabbi leirasoknak megfeleléen a FXIII alegységei koziil
kizardlag az A alegység taldlhaté meg a periférias vér és csontveldi sejteken, a FXIII-B
nem expresszalodik. A FXIII-A pozitivitast csak a sejtek permeabilizalasa utan észleltiink,
tehat az elhelyezkedés intracellularis, a sejtek felszinén nem talalhaté meg. A sejtek koziil
a MPO-dim pozitiv és CD14 monocyta marker koexpreSsziot mutatdé monocytak esetén
detektaltuk kizarolag a FXIII-A markert, granulocytdkon nem. Csontvel6 mintdban a
CD45-bright monocytakon ¢és CD45-dim monoblastokon is pozitivitast lattunk. Az
eredményeink azt jelentik, hogy a FXIII-A idealis marker a granulocyta és monocyta sejt
tipusok elkiilonitésére.

Granulocyta irdnyu érést és monocyta iranyu érést mutatd sejtvonalakon vizsgaltuk a
FXI1I-A idébeni megjelenését. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a granulocyta
érési folyamat soran az érés egyik szakaszaban sem jelenik meg a FXIII-A. A monocyta
érés vizsgalata folyaman viszont azt tapasztaltuk, hogy a FXIII-A a kezdetektdl
kimutathaté erds intenzitassal, mig a CD14 sejtfelszini marker csak az érés késobbi
szakaszaban detektalhato. Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy a FXIII-A igen korali
markere a monocyta sejtvonalnak, akkor is igazolhatdé a monocyta eredet, ha a CD14
marker még nem expresszalodik a sejtek felszinén.

Az eredményeink tiikrében vizsgaltuk AML-es mintakon a FXIII-A pozitivitast aramlasi
citométerrel. Az M0, M1, M2, M3, M6 szubtipusokban két kivétellel nem taldltunk
pozitivitast. Az M4 és M5 AML esetekben a FXIII-A jel616dés megegyezett vagy nagyobb
mértéki volt, mint a CD14 felszini marker pozitivitas. Sok esetben jelentds kiilonbség volt
a két marker szazalékos pozitivitasa k6zott: sokkal tobb sejt mutatott FXIII-A, mint CD14
jelolodést. Az atlagos fluoreszcencia intenzitas (MFI) adatokbol az is megallapithatd, hogy
a FXII-A mas intracitoplazmatikus markertdl abban is kiilonbdzik, hogy a malignus
sejtekben nagyobb intenzitassal van jelen, mint a normal sejtpopulacioban. AML M4, M5
esetekkel parhuzamosan CMMoL-as betegek mintait is vizsgalatuk, amelyekben a FXIII-A
MFI értékei szintén szignifikansan magasabbak voltak, mint a normal monocytakban.

Az eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a FXIII-A intracitoplazmatikus marker
szenzitivebb, mint a felszini CD14. Igy az AML M4 vagy M5 leukémia esetén akkor is
azonosithatok a monocyta sejtvonalhoz tartozo sejtek, amikor azok a CD14 monocyta

markert még nem expresszaljak.
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Az AML M7 altipus klasszifikacigjaban szintén hasznos marker a FXIII-A, hiszen a
thrombocyta/megakaryocyta sejtvonal sejtjeiben kimutattadk a jelenlétét korabban és a
vizsgalataink alapjan 1s igen erds FXIII-A fluoreszcencia detektalhatdé a koros
megakaryocyta sejtvonal sejtjeiben.

Az AML esetén szamos esetben megfigyelhetd szokatlan marker expresszids kép. A
szokatlan marker mintazatnak, a leukémia-asszocialt immunfenotipusnak (LAIP)
kiilonosen a kezelést kovetd minimalis rezidudlis betegség keresésekor van igen nagy
jelentdsége, hiszen a diagnoziskor talalt koros sejtpopulaciéd detektalasara igy lesz mod a
beteg kés6bbi mintdibol. A LAIP alapjan tudjuk megkiilonboztetni a leukémias blastokat a
normal hemopoietikus progenitor sejtektol.

Az aberrans fenotipusnak tobb megnyilvanulasi formaja létezik: bilinearitas, cross-lineage
antigén expresszid, antigén overexpresszid, aszinkron antigén expresszid, aberrans
fényszorasi kép.

A bifenotipusos akut leukémiak (BAL) esetén a sejtvonal egyértelmiien nem allapithatod
meg, mert tobb olyan antigén expresszio detektdlhatd, melyek egynél tobb sejtvonalra
jellemz6. A WHO 2008-as ajanlasaban a BAL elnevezést felvaltotta a kevert-fenotipusa
akut leukémia (MPAL=mixed-phenotype acute leukemia) terminus.

A LAIP jelentésége az AML-ek prognosztikdjaval kapcsolatban is felmeriilt. Bar a
prognosztika szempontjabol a citogenetikai eltérés a leginkabb elfogadott fiiggetlen
rizikofaktor, ismert, hogy az AML-ek kb. felében nincs kromoszéma eltérés. Szamos
retrospektiv analizis késziilt, melyben tobb szdz AML-es beteg marker expresszios képét
vetették 0ssze a therapidra adott valasszal, a komplett remisszio és relapszus aranyaval. Az
eredmények valtozatosak. Osszefiiggést a myeloid markerek (CD13, CD33, CD117) és a
prognozis kozott legtobb esetben nem talaltak.

A felnéttkori AML-ek tobbsége még ma is viszonylag kedvezdtlen kimenetelii, az atlagos

tulélés mindossze az esetek 24,5%-ban éri el az 5 évet (www.seer.cancer.gov). Mivel az
esetek felében nincs citogenetikai eltérés, egyéb alternativ prognosztikai faktorok kutatasa
is eldtérbe keriilt. Tobbek kozott multidrog rezisztenciat okozo két transzmembran fehérje:
a P-glikokoprotein és az FLT3 tirozin kindz. A kemoterdpia hatastalansaga szignifikdnsan
rovidebb tulélést, rossz prognozist jelent.

A munkank sordn vizsgalt FXIII-A pozitiv AML-es eseteink kozott kettd volt, melyeket az

M4, M5 ¢és M7 szubtipusok koziil egyikbe sem tudtunk besorolni az immunfenotipus
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eredmények alapjan. Az egyik MO, a mésik M3 tipust leukémidnak bizonyult. Az MO
leukémia esetén nem tal meglepé a FXIII-A pozitivitas, mert koros, differencialatlan
blastok sok esetben myeloid, B-sejt vagy T-sejt markereket egyiittesen is expresszalhatnak.
Az M3, akut promyelocytas leukémia esetén szokatlan volt az eredményiil kapott FXIII-A
pozitivitas, igy tovabbi APL-es betegmintakat vizsgaltunk meg.

14 de novo APL-es beteg koziil 10 beteg mintainak aramlasi citometrids vizsgalata soran
mutattuk ki a FXIII-A antigént a leukémias promyelocyta sejtekben. A leukémias sejtek
immunfenotipusa a jellegzetes, marker hidnyon alapuld képet mutatta: CD34-/CD15- és
HLA-DR negativitas. A CD45-dim sejtek intenziv autofluoreszcenciat, MPO, CD33 és
CD117-dim pozitivitast mutattak. A konfokalis mikroszkoppal végzett vizsgalataink is
alatamasztottak a FXIII-A jelenlétét a sejtekben. A sejten belill intracitoplazmatikus
lokalizaciot detektaltunk.

A kiilonboz6 sejtek FXIII-A fehérje tartalma eltérd. A vizsgalataink soran megallapitottuk,
hogy a FXIII-A pozitiv koros promyelocyta sejtekben a fehérje tartalom nagy
mennyiségli, a thrombocyta FXIII-A tartalmahoz hasonlé és 10x tobb, mint pl. leukémias
lymphoblastokban.

Az A alegység sejten beliili struktardjat vizsgaltak thrombocytakban €és kimutattdk, hogy
A, dimer formaban taldlhato meg. Feltételezhetd, hogy mas sejt tipusokban is ebben a
formaban van jelen.

A EXIII aktivacidjanak folyamata a plazma és cellularis FXIII esetén kiilonbozik. A
plazmaban thrombin és Ca?* hatésara proteolitikus ton lehasad az aktivacios peptid és
kialakul a FXIIla forma. A cellularis aktivacio sokkal lassubb folyamat, nem sziikséges
proteolizis, a Ca®* hatasara alakul ki az aktiv forma.

Az inaktivacio soran nem ismertiink olyan mechanizmust, amely szabalyozna a folyamatot.
Munkatarsaink nemrég bizonyitottdk, hogy a human neutrophil elasztdz (HNE) szerepet
jatszik az inaktivacidban.

Az APL-es mintdinkban Western blot analizissel vizsgaltuk a FXIII-A fehérje megjelenési
formait. A Western blot képen a betegek promyelocyta sejtlizdtumabol szarmazo, FXIII-A-
nak megfeleld savot detektaltunk 82 kD-nal, valamint tobb, kisebb tomegili fehérjének
megfeleld savot. Osszehasonlitva a hasitasi termékek 4ltal adott savokat a HNE altal
proteolizis utjan hasitott, tisztitott FXIIIA,-bdl szarmazd savokkal, egyezd mintazatot

kaptunk. Igy arra kovetkeztettiink, hogy az APL-es mintakban talalt FXIII-A-b6l szarmazo

18



kisebb tomegli fehérje molekuldk a HNE altal végzett intracellularis proteolizis
kovetkeztében jonnek 1étre. A betegek kezelését kdvetd sejtlizis FXIII-A felszabaduléssal
jar, az igy létrejové FXIII-A aktivitas nagymértékben fiigghet a HNE altali degradacio
meértékétol.

Azok a vizsgalatok, melyeket sejtvonalakon végeztiink, azt bizonyitjak, hogy a myeloblast
eredetli sejtek az érés egyik stddiumdban sem expresszalnak FXIII-A antigént. A normal
promyelocytakat vizsgalva is azt tapasztaltuk, hogy FXIII-A nem detektalhato a sejtekben.
Mindebbdl megallapithatjuk, hogy a leukémias promyelocytakban expresszalodo FXIII-A
leukémia-asszocialt immunfenotipust jelent.

Az APL a 2008-as WHO klasszifikacid alapjan onalldé entitds a jellegzetes t(15;17)
transzlokacioval. Az APL sejtek eredete nem teljesen tisztazott. Korabban mar detektéltak
monocytakon is megjelené markereket a sejteken, pl. CD9 vagy CD68 markert, de CD14
markert nem. A csak APL-ben pozitiv markerek megtalalasa azért lenne jelentés, mert
jelenleg az immunfenotipus vizsgalatok eredménye marker negativitisokon alapul, nem
pedig jol meghatarozott, pozitiv markerek detektdldsan. Az altalunk vizsgalt viszonylag
alacsony betegszam miatt nem itélhetjiik meg, hogy vajon létezik-e kapcsolat a FXIII-A
expresszio ¢€s az APL-ben sokszor kialakuld disszeminalt intravaszkularis koagulacio
(DIC) és vérzéses folyamatok kozott. A vérzés tobbféle ok kovetkezménye, az egyik az
elasztaz enzim. A sulyos vérzéses folyamathoz sok esetben hozzéjarul a betegek kifejezett
thrombocytopeniaja.

A betegeink allapotat kovetve megfigyeltiik, hogy azokndl, akik nem reagéltak a kezelésre
vagy relapszus alakult ki, a FXII1-A markert nem detektaltuk. Esetiikben az atlagos tulélési
1d6 1 honap volt. A FXIII-A markert expresszald betegek pedig a mai napig é€letben
vannak.

Eredményeink szerint az AML differencidl diagnosztikai problémak megoldasdban és
MRD keresése esetén is rendkiviil hasznosnak bizonyul a FXIII-A marker vizsgélata.
AML M3 esetén pedig a FXIII-A marker leukémia-asszocialt immunfenotipust jelent, ami

a prognoézissal is 0sszefliggést mutathat.
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OSSZEFOGLALAS

A véralvadas XIII-as faktora egy protranszglutaminaz, melynek aktiv formaja a véralvadas
utolso fazisaban kialakulo fibrinhalot stabilizalja. A vérplazmaban heterotetramer (A2B>)
formaban kering, a sejtekben két A alegységbdl allo homodimerként (A,) van jelen.

A csontveléi és periférias vér sejtek kozil a megakaryocyta/thrombocyta és
monocyta/macrophag rendszer sejtjeiben talalhatd meg a FXIII-A, valamint ezen
sejtvonalakhoz tartozo sejtek malignusan transzformalddott alakjai is expresszaljak.

A véralvadas XllIl-as faktoranak megjelenését vizsgaltuk akut myeloid leukémias
sejtekben. Az aldbbiakban 6sszefoglalom azokat a megéllapitasokat és kovetkeztetéseket,

melyek a munkam soran kapott eredményeken alapulnak.

e A FXIII A ¢és B alegységei ellenes, fluoreszcens festékkel jelolt monoklonalis
antitestek ¢és aramlasi citométer alkalmazasaval megéllapitottuk, hogy normal
periférids vér ¢€s csontveld mintdban a FXIII alegységei koziil kizardlag az A
alegység van jelen, ami intracelluldrisan talalhatd6 meg a monocyta sejtvonal

sejtjeiben.

e Sejtvonalakat vizsgalva azt talaltuk, hogy a granulocyta irdnya érés soran egyik
fazisban sem detektalhato FXIII, a monocyta iranyu érés soran a kezdetektdl
kimutathat6 a FXIII-A, a CD14 kés6bb detektalhato a sejtfelszinen. Az érés soran a
sejtekre jellemz6 antigének koziil az intracellularis markerek hamarabb

expresszalodnak, mint a sejtfelszini markerek.

e Akut myeloid leukémids mintdk esetén az M4 (myelomonocytds) és MS5
monoblastos/monocytas) altipusokban a FXIII-A alapjan akkor is azonosithatok a
monocyta sejtvonalhoz tartoz6 sejtek, amikor azok felsziniikon még nem
expresszalnak CDI14 monocyta markert. Mindez megkonnyiti a differencial

diagnozist.
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e Vizsgalataink soran FXIII-A antigént talaltunk akut promyelocytas leukémia
sejtekben. Sejten beliil a citoplazmdban helyezkedik el és az intakt fehérjén kiviil

hasitasi termékei is azonosithatok.

e Normal promyelocytakban FXIII-A nem expresszalodik, igy a FXIII-A pozitivitas
leukémia-asszocialt immunfenotipusnak bizonyult. Az APL diagnosztika
immunfenotipus vizsgalattal korabban egyes markerek negativitasan alapult, a

FXI1I1-A 0j markerként alkalmazhat6 a leukémia differencialdiagnosztikaban.

e A FXIII-A+ APL-es betegek kedvezobb tulélése kapcsan a FXIII-A prognosztikai

jelentésége is felmertil, melynek kutatésa jelenleg folyamatban van.

21



’A‘"[[NK DEBRECEN| EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

"I KENEZY ELETTUDOMANYI KONYVTARA
www liumidel.hu

Iktatoszam: DEENKETK/253/2012.
Tételszam:
Targy: Ph.D. publikaciés lista

Jel6lt: Simon Agnes
Neptun kéd: ASAB3K
Doktori Iskola: Laki Kalman Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Simon, A., Bagoly, Z., Hevessy, Z., Csathy, L., Katona, E., Vereb, G., Ujfalusi, A., Szerafin,
L., Muszbek, L., Kappelmayer, J.: Expression of coagulation factor XlII subunit A in
acute promyelocytic leukemia.

Cytom. Part B. Clin. Cytom. 82B (4), 209-216, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/cyto.b.21019
IF:2.525 (2011)

2. Kappelmayer, J., Simon, A., Katona, E., Szanté, A., Nagy, L., Kiss, A., Kiss, C., Muszbek,
L.: Coagulation factor XIlI-A. A flow cytometric intracellular marker in the classification
of acute myeloid leukemias.

Thromb. Haemost. 94 (2), 454-459, 2005.
DOI: http://dx.doi.org/10.1160/TH05-03-0206
IF:3.056

4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

22



’A‘I][[NK DEBRECENI EGYETEM EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

I" KENEZY ELETTUDOMANYI KONYVTARA
www litumided hu

Tovabbi Koézlemények

3. Kiss, F., Simon, A., Csathy, L., Hevessy, Z., Katona, E., Kiss, C., Kappelmayer, J.: A
coagulation factor becomes useful in the study of acute leukemias: Studies with blood
coagulation factor XIII.

Cytometry A. 73A (3), 194-201, 2008.
DOI: http://dx.doi.org/10.1002/cyto.a.20485
IF:3.259

4. Jaké, J., Szerafin, L., Nagy, P., Simon, A., Kappelmayer, J.: Familial Malignant Blood
Diseases: Lessons Learned from a 20-year Period.
Leuk. Lymphoma. 45 (1), 109-111, 2004.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1080/1042819031000149359
IF:1.147

5. Kappelmayer, J., Simon, A., Kiss, F., Hevessy, Z.: Progress in defining multidrug resistance
in leukemia.
Expert Rev. Mol. Diagn. 4 (2), 209-217, 2004.
DOI: http://dx.doi.org/10.1586/14737159.4.2.209

6. Szegezdi, E., Kiss, I., Simon, A., Blasko, B., Reichert, U, Michel, S., Sandor, M., Fésiis, L.,
Szondy, Z.: Negative Selection of Thymocytes by Inhibiting Ligation of Retinoic Acid
Receptor a Regulates both DNA Binding of nur77 and Synthesis of Bim.

J. Immunol. 170, 3014-3022, 2003.
IF:6.702

Osszesitett impakt faktor: 16,689
Osszesitett impakt faktor: (értekezés alapjaul szolgalé kézlemények esetén): 5,581

A DEENK Kenézy Elettudomanyi Kényvtar a Jelolt altal a Publikacios Adatbazisba feltsltstt adatok
bibliografiai és tudomanymetriai ellenérzését a tudomanyos adatbazisek és a Journal Citation Reports

Impact Factor lista alapjan elvégezte. ™
Debrecen, 2012.07.31 2
\ ,ﬁ’;r X
4032 Debrecen, Egyetem tér 1. e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

23



