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BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

Ha a hemosztatikus rendszer fiziologids anti- és prokoagulans folyamatai kozotti egyensuly
szerzett vagy Oroklott tényezdk miatt felborul, a folyamat eltolodhat a vérzékenység vagy
fokozott véralvadas iranyaba, igy kiilonbozd patologias 4llapotok kialakitdsa révén
betegségekhez vezethet. A véralvadasi rendszer fokozott aktivacioja altal kialakulé artérids
és/vagy a vénas rendszert érintd atherothrombozissal vagy thromboembolidval jard
betegségek az egész vildgon a vezetd haldlokok kozé tartoznak. A fokozott aktivacid
1étrejohet a keringésben jelenlévd sejtek fizioldgiastol nagyobb mértékii, vagy hosszabb ideig
fennall6 aktivalodasa és/vagy a sejtek altal szekretalt medidtorok hatdsa révén.

Az atherothrombotikus korképek kialakitdsdban a vérlemezkék fontos szerepet toltenek be. A
folyamatosan fennallo endothel sériilés helyén a subendothelidlis komponensek az érlumen
felé szabadda valnak, melyekhez a vérlemezkék receptoraikkal kdtddnek, majd aktivalddnak.
Kisérleti kortilmények kozott thrombocyta das plazmaban vizsgéltuk aktivacio és/vagy gatlast
kovetéen a vérlemezkék foszfatidil-szerin expresszigjat, az altaluk kivaltott alvadék
retrakciét, thrombin generaciét és intracellularis Ca®" szint véltozast. Hipotézisiink az volt,
hogy a calyculin-A gatolja a thrombocyta intracellularis kalcium szint emelkedést, ezaltal a
foszfatidil-szerin expressziot és a kovetkezményes thrombin generaciot.

Ismert, hogy malignus szolid tumorokban és malignus hematologiai megbetegedésekben a
vénas thromboembdlids szovodmények kialakuldsanak kockézata tobbszordse az egészséges
populacidhoz képest. Ennek hatterében A) a malignus sejtek aktivacidja, B) a sejtek felszinén
1év0 prokoagulans fehérjék vagy a beldliik lefiz6d6 mikropartikulak, vagy C) az altaluk
kibocsatott interleukinek, citokinek és egyéb mediatorok allnak. A leukémiak koziil az akut
promyelocytds leukémia esetében a gyakrabban el6forduld thrombotikus és vérzéses
szovédményeket mar leirtdk, azonban ezen sz6véddmények kialakuldsdnak valdszinlisége mas
leukémidk esetében kevésbé ismert. Az akut monocytas leukémia esetén is feltehetéen fennall
fokozott prokoagulans aktivitds, amely a legtobb esetben nem manifesztalodik
thromboembolids szovOdményként, hanem szubklinikus marad, azonban idaig nem kozoltek
olyan sejtvonalakon végzett kutatdsi eredményeket, melyek a monocytas leukémia sejtek
prokoagulans hatasat bizonyitottak volna.

Akut monocytas leukémia sejtvonalakkal folytatott kisérleteink soran feltételeztiik sejtjeink
fokozott prokoagulans aktivitdsat, melyet negativ kontrollként izoldlt normél human
monocytdkéhoz és pozitiv kontrollként akut promyelocytds leukémia sejtvonal prokoagulans

hatasahoz hasonlitottunk.



A véralvadasi kaszkad aktivacioja atherothrombotikus allapotokban, a

vérlemezkék szerepe

A vérlemezkék a fiziologids hemosztazis biztositdsaban és a patoldgids folyamatokban is
fontos szerepet toltenek be, a kardiovaszkularis megbetegedések alapjaul szolgald
atherosclerotikus folyamatok fontos részvevdi. Az atherosclerotikus plakk megrepedésekor,
vagy endothelium sériilés esetén a subendothelialis matrix fehérjéi (kollagén, fibronectin,
laminin), koztiikk a von Willebrand faktor (vVWF) szabadda valnak az ér lumen felé, melyhez a
thrombocyték receptoraikon keresztiil kotédnek (adhézid), ezéltal aktivalédnak, megvaltozik
az alakjuk, az intracellularis granulumokbdl prokoagulans anyagok szabadulnak fel és mas
subendothelialis komponensekkel reakcioba I1épve elinditjdk a ,thrombocyta dugo”

(aggregécio) létrejottét.

A thrombocyta aktivacio modjai

A vérlemezkék aktivacidja szamos mediator hatasa kovetkeztében, tobb utvonalon johet 1étre.
A denz granulumokban térolt adenozin-difoszfat (ADP) aktivalja a vérlemezkéket, foleg a
P2Y, receptoron keresztiil. A thromboxane-A, felszabaduldsa a primer ,,thrombocyta dugé”
létrehozasaban jatszik szerepet és aktivalja a vérlemezkéket a thromboxane-A, receptoron
keresztiil. A kollagénnek, a glikoprotein Ib (GPIb), glikoprotein IIb/Illa (GPIIb/IIIa),
glikoprotein Ia/lla (GPIa/lla) és glikoprotein VI (GPVI) receptorokon keresztiil, a stabil
thrombocyta-vWF ¢és thrombocyta-thrombocyta adhézi6 kialakitasdban van szerepe. A
thrombin a leghatdsosabb thrombocyta agonista, mar a véralvadasi kaszkad aktivaciojahoz
szlikségestdl alacsonyabb koncentracidban is aktivalja a vérlemezkéket a protedz aktivalta
receptor-1 (PAR-1)-en keresztiil. A PAR-1 aktivalasa thrombinnal vagy szintetikus thrombin
receptor aktivald peptiddel (TRAP) Giy/13 fehérjéken keresztiil torténik. Ez az intracellularis
Ca”" felszabadulasa révén vezet a G, fehérje altal medialt intracelluléris jelatviteli Gtvonal és
az intracellularis Ca*" raktarak membréanjaban talalhato inozitol-trifoszfat (IPs) aktivalaséhoz.
Az IPsreceptorok direkt modon is aktivalhatok szintetikus anyagokkal, példaul thiomersal-al.

A foszfatidil-szerin (PS) negativ toltésti foszfolipid, amely tobbek kozt a tendz és
prothrombindz komplexek megfeleld miikodéséhez sziikséges. Fiziologias koriilmények
kozott a PS a sejtmembran kettds foszfolipid rétegének az intracellularis oldal feldli részén
helyezkedik el. Thrombocyta aktivacié hatasira, az intracellularis Ca** szint emelkedik és a
PS transzlokalodik a kiils¢ foszfolipid rétegbe, ezéltal negativ toltésti felszint biztosit a

véralvadasi faktorok szdmara, propagalja az alvadék kialakuldsat.



Vénas thromboembolias szovodmények kialakulasa malignus korképekben

Amennyiben hemosztazis pro- ¢és antikoaguldns mechanizmusainak egyensulya felborul, a
prokoagulans hatas lehet szubklinikus vagy manifesztalodhat VTE eseményként vagy
érintheti az egész szervezetet pl. sulyos, vérzéssel jaré disszeminalt intravaszkularis
koagulacié formajaban. A malignus daganatos betegségben szenveddknél a VTE kialakulasa
akar hétszer gyakoribb a nem daganatos populaciohoz hasonlitva. Szdmos tényezd, koztiik a
thrombozis klasszikus rizikofaktorai (pl. immobilitas, €életkor, miitéti beavatkozas), valamint a
daganatra specifikus jellemzdk jelenléte (a daganat tipusa, a daganat stadiuma, a daganat
ellenes terdpia) befolyasolja a VTE kialakulasanak esélyét. A legujabb kutatdsok szerint a
tumoros szovet sejtjein megjelend kiilonb6zé prokoaguldns anyagok (pl. TF) képesek
aktivalni a hemosztazis rendszert és a gazdaszervezet mas sejtjeit. A malignus sejt altal vagy a
szervezet aktivalt sejtjei altal képzett mikropartikulak, az intracellularis granulumokbol
felszabadulé gyulladésos citokinek (pl. TNFa, IL-1f), adhézidos molekuldk és proangiogén
faktorok is hozzdjarulhatnak a prokoagulans hatis fokozdsdhoz. A daganatos sejtek direkt
moddon vagy indirekten, a daganatos sejtek altal szekretalt agonista dgensek révén aktivaljak a
vérlemezkéket a véraramban ¢€s ezaltal az aktivalt vérlemezkék felszine prokoagulanssa valik
a koagulacios kaszkad szaméra. Ez mikropartikuldk lefiz6dése révén tovabb fokozza a

prokoagulans hatast.

Vénas thromboembolias szovodmény kialakulasa malignus hematologiai

betegségekben

Malignus hematologiai megbetegedésekben, koztiik az akut leukémidkban a VTE kockazatat
joval alacsonyabbnak vélték és inkdbb a vérzéses eseményeket tartottdk valdszinilinek,
azonban Ujabb tanulmanyok kimutattak, hogy onkohematologiai, akut leukémias betegekben
is legalabb olyan gyakran alakulnak ki VTE-4s szovOdmények, mint szolid tumoros
betegekben. Szdmos tényezd jatszhat szerepet a VTE szovodmények kialakuldsaban akut
leukémidkban. Sok esetben leirtak a terdpids beavatkozasok, a centralis vénas katéter
jelenlétéhez tarsuld prothrombotikus hatast vagy a kemoterapidhoz, példaul az L-aszparaginaz
terapidhoz kothetd fokozott thrombotikus hatast, mely a természetes antikoagulansok, mint
példaul az antithrombin vagy plazminogén csokkenéséhez vezet és noveli a vWF szintet.
Régota ismert, hogy az akut myeloid leukémia (AML) egyik altipusaban, az akut
promyelocytads leukémidban (APL) gyakoriak mind a vérzéses, mind a thrombotikus

komplikaciok kiilondsen a diagndzis idején. A vérzéses szovoddmények hatterében az APL-



ban tapasztalt hypofibrinogenémia, esetleg az elasztaz hatés all. A fokozott thrombosis hajlam
pedig leginkdbb a leukémids promyelocytak TF expresszidjanak tudhaté be. A hemosztazis
szovédmények tekintetében az APL egy kiilon entitds, azonban kevésbé ismert, hogy mas
akut leukémidkban, az AML egyéb altipusaiban és az akut lymphoid leukémidban (ALL)
milyen gyakoriak a VTE szovédmények illetve mennyi szubklinikus thrombotikus

szovédmény fordul eld.

Mikropartikulak eredete és jelentdsége a prokoagulans hatas
kialakitasaban

A mikropartikulak (MP) 0,1-1,0 um atmérdjti, aktivalt vagy apoptotikus sejtek membranjanak
felszinérdl, a citoszkeletonrol proteolitikus uton lefliz6d6 foszfolipid tartalmi membrannal
hatarolt partikuldk. Egészséges egyének vérében fizioldgias korilmények kozott is
megtaldlhatok, de szamuk ndvekedhet kiilonbozd betegségekben, pl. kardiovaszkularis
korképekben, diabetesben, szepszisben vagy daganatos megbetegedésekben. A vérben a
thrombocyta eredetli MP-k vannak jelen a legnagyobb mennyiségben (kb. 80%), de
eléfordulnak granulocyta, endothelsejt, vorosvértest és monocyta eredetii MP-k is. Mivel a
MP-4k a sejteket ért stressz (pl. aktivacio) hatasara képzddnek, a felsziniikdn expresszalodo,
negativ toltésti PS felelés a MP-k prokoaguladns hatisaért azaltal, hogy a negativ toltésii
foszfolipid felszin tendz és prothrombindz komplexek kialakulasat segiti eld. Kordbban
igazoltdk, hogy az NB4 sejtvonal eredetli MP-k kifejezett thrombin generacids potenciallal

rendelkeznek.

Globalis thrombin generacios teszt és alkalmazasa

A véralvadasi kaszkad kulcsenzime a thrombin, amely szamos bioldgiailag fontos funkcioval
rendelkezik, gy, mint a thrombocytak aktivéldsa, a fibrinogén fibrinné vald atalakitasa és
pozitiv visszacsatolas a koagulacios kaszkadban. Kozponti szerepe révén a thrombin képzddés
a véralvadasi folyamat egyik legfontosabb Iépése.

A teljes képzdd6 thrombin mennyiség kevesebb, mint 5%-a elegendd a fibrinogén fibrinné
torténd atalakitdsdhoz, vagyis az alvadék létrejottéhez. A rutin hemosztazis diagnosztikaban
hasznalt alvadasi sziirétesztek, mint a prothrombin i1d6, az aktivalt parcialis thromboplasztin
idé vagy thrombin id6 esetében a mérés végpontja a fibrin, valamint alvadék képzddés,

melyet kevesebb, mint az teljes thrombin mennyiség 5%-a befolydsol. Azaz a képzddott



thrombin legnagyobb része (>95%) az alvadék létrejottét kovetden képzddik, ezért az alvadasi
idéket mérd tesztek nem adnak pontos informaciot a képzddott thrombin mennyiségérdl.

A thrombin generacids teszt (TGT) egy globalis hemosztazis teszt, mely egy adott id6
intervallum alatt képzddott teljes thrombin mennyiséget és a képzddés kinetikajat méri.

A tesztet eredetileg thrombocyta-szegény plazma (PPP) vizsgdlatara fejlesztették ki és
tovabbra is a legelterjedtebb a PPP mintabol torténd thrombin generacid mérése. Azonban a
thrombocyta-szegény plazma mérésén tul alkalmas thrombocyta-dus plazma és teljes vér
vizsgalatara is.

A kiilonboz6é mintak mérésére ugy valik alkalmassa a teszt, hogy a mintdkhoz kis mennyiségii
aktivatort (trigger) hozzdadva vizsgalhat6 az ex vivo keletkezett thrombin mennyisége.
Kisérleteinkben a thrombin generacidés méréseket modositott koriilmények kozott végeztik, a

sejtek altal indukalt thrombin mennyiségére voltunk kivancsiak. A PRP mintak thrombin

crer

crer

sejtvonalak és altaluk képzett MP-k vizsgalata soran thrombin generacids kisérleteinkben nem
hasznaltunk reagenst, itt a thrombin képz&dést a sejtfelszini prokoaguldns receptorok

inicialjak illetve propagaljak.

CELKITUZESEK

1. Calyculin-A hatasa a vérlemezke aktivaciora
Kisérleteinkben célul tiiztiik ki a protein foszfatdz gatld calyculin A (CLA) PS-expressziora,

alvadék retrakciora és thrombin képzdédésre gyakorolt hatdsdnak vizsgalatat. Feltételeztiik,
hogy a CLA protein foszfatdzokon keresztiil kifejetett hatdsa révén gatolja a vérlemezke
aktivaciot, ezaltal a thrombin generacidt, valamint hatissal van a képzddott alvadék
szerkezetére. Mindennek hatterében feltételeztik a CLA intracellularis kalcium szintet

befolyasold hatéasat.

2. Akut monocytas leukémia sejtvonalak prokoagulans hatasanak

meghatarozasa
Kisérleteinkben harom akut monocytas leukémia sejtvonal prokoagulans hatasat vizsgaltuk.

Izolalt huméan monocytdkat negativ kontrollként, pozitiv kontrollként egy ismert akut



promyelocytds leukémia sejtvonalat hasznaltunk. A hipotézisink az volt, hogy akut
monocytds leukémia sejtvonalak prokoaguldns hatdsa fokozott a normal human

monocytakhoz képest.

3. Cellularis modellek vizsgalata thrombin generacios teszttel

crer

generacio vizsgalata, valamint olyan, az irodalomban nem elterjedten hasznalt leukémids
sejteket vagy monocytakat tartalmazd cellularis modell 1étrehozasa, mely alkalmas lehet a

sejtek prokoagulans hatasdnak meghatarozasara thrombin generacios teszttel.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Thrombocyta-szegény kevert plazma készitése

Ot egészséges Onkéntestdl periférias vért vettiink 0,105 M natrium-citrat antikoagulanst
tartalmazd mianyag vacutainer vérvételi cs6be (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Az
onkéntesek a vérvételt megeldézden, legalabb 2 hétig semmilyen gydgyszert nem szedtek.
Thrombocyta szegény plazma (PPP) elédllitdsdhoz a teljes vért 1220 g-n, 15 percig,
szobahOmérsékleten centrifugdltuk, a rutin hemosztazis diagnosztikdban hasznalt
protokollnak megfelelden. Ezt kdvetden kevert plazmat készitettiink, mely minden donor 1-1

mL PPP-jét tartalmazta. A késdbbiekben a kevert PPP-re normal plazmaként hivatkozunk.

Thrombocyta-dus plazma készitése thrombocyta kisérletekhez

Egészséges oOnkéntesektdl periférids vért vettlink natrium-citrat (0,105 M) antikoagulénst
tartalmazé milanyag vacutainer vérvételi csévekbe (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ).
Az onkéntesek a vérvételt megel6zo legalabb 2 hétben semmilyen gydgyszert nem szedtek.
Thrombocyta das plazmat (PRP) a teljes vér 170 g-n, 15 percig, szobahémérsékleten torténd
centrifugdlasaval allitottunk el6. A PRP eltdvolitdsdt kovetéen a mintdkat tovabb
centrifugéltuk 1500 g-n, 15 percig, szobahdémérsékleten, igy thrombocyta-szegény plazmat
nyertiink. Ezt kovetéen a PRP thrombocyta szamat 250 G/L-re allitottuk be autolog PPP-vel.
Thrombocyta kisérletek soran az alabbi PRP mintakat vizsgaltuk:

1. Nem aktivalt minta (NA)



2. Calyculin-A-val (CLA) elékezelt nem aktivalt minta (NA + CLA)

3. Thrombin receptor aktivalé peptid (TRAP) altal aktivalt minta (TRAP)

4. Calyculin-A-val el6kezelt TRAP altal aktivalt minta (TRAP + CLA)

A CLA (Calbiochem, San Diego, CA) optimalis végkoncentracidja - a munkacsoport altal
végzett - korabbi kisérletek alapjan 50 nM volt, ugyanis ez volt az minimalis koncentracio,

crer

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) végkoncentracioja 20 uM volt.

Normal human monocytak szeparalasa

Egészséges oOnkéntesektél 160 mL EDTA-val (K;EDTA, Becton Dickinson vacutainer
vérvételi csO, San Jose, CA) alvadasgatolt periférids vért vettiink. A periférias vérbdl Ficoll
Histopaque 1077-en (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) mononuklearis sejteket (PBMC)
szeparaltunk. Ezt kovetéen a PBMC-bdl magneses monocyta szeparald, deplécids kit
(Dynabeads Untouched Human Monocytes, Invitrogen by Life Technologies, Carlsbad, CA)
segitségével izolaltunk monocytdkat. A PBMC-hez gamma globulin tartalmi blokkold
reagenst (monocytdk Fc-receptoranak gatlasa) és antitest keveréket (biotinalt egér IgG tipusu
antitestek CD3, CD7, CD16 (CDl16a és CD16b-re specifikus), CD19, CD56, CDw123 ¢és
CD235a -glycophorin A ellen) adtunk. Keverést és inkubéaciot kdvetden a feleslegben 1évo
antitestet kimostuk a mintabdl, majd magneses, streptavidinnel fedett gyongyoket adtunk a
PBMC-hez. Mas modszerekkel ellentétben a depléciés magneses monocyta szeparalds soran a
monocytdk 95%-a marad életképes, amely a szeparalast kovetd funkciondlis tesztek
szempontjabol nagy jelentdségii. A monocyta szuszpenzio sejtszam beéllitasa centrifugaldssal
¢s PBS-ben torténd reszuszpendalassal tortént. Az izoladlt normalt monocytakat

kisérleteinkben az akut monocytas leukémia sejtvonalak negativ kontrolljaként hasznaltuk.

Sejtvonalak és sejttenyésztés

Harom akut monocytas (THP-1, MOLM-13, MV4-11) és egy akut promyelocytds (NB4)
leukémia sejtvonalat vizsgaltunk. A THP-1 sejtvonalat Prof. Dr. Vereb Gyorgytdl (Debreceni
Egyetem, Altalanos Orvostudoméanyi Kar, Biofizika és Sejtbiologia Intézet) kaptuk. A
MOLM-13 ¢és MV4-11 sejtvonalakat a German Collection of Microorganism and Cell
Cultures-t6l (DSMZ, Braunschweig, Németorszag) vasaroltuk. Az akut monocytéas leukémia
sejtvonalakkal egyidejiileg vizsgélt, NB4 sejtvonalat (DSMZ, Braunschweig, Németorszag)

Dr. Balajthy Zoltantol (Debreceni Egyetem, Altalinos Orvostudomanyi Kar, Biokémia és



Molekularis Bioldgia Intézet) kaptuk. Mind a négy sejtvonalat 15% fetal bovine serum (FBS,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) tartalmid RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
médiumban tenyésztettiik, 37 °C-os inkubatorban, 5%-os CO, és 95%-os relativ paratartalom
mellett. A monocytas leukémia sejtvonalak kettdzddési ideje 35-48 ora volt, melyet 48
oranként torténd sejtszamlalassal és a 0., a 24., valamint a 48. 6rdban vizsgalt sejtciklus
analizissel hatdroztunk meg. A sejteket kétnaponta passzaltuk, passzaldsok soran a monocytas
leukémia sejtvonalak sejtszamat 0,5 x 10°/mL-re, mig az NB4 sejtvonal sejtszamat 0,3 x
10°/mL-re allitottuk be. Minden 7. napon a teljes médiumot eltavolitottuk és friss médiumba
vettiik fel a sejteket. A sejtek életképességének meghatarozasa tripankék festéssel tortént,
kisérletekhez azokat a sejtszuszpenziokat hasznaltuk, amikben a sejtek >90%-a éldnek

bizonyult.

Leukémias sejtek immunfenotipusanak meghatarozasa aramlasi citometriai

modszerrel

A leukémias sejtek immunfenotipusanak meghatarozasa standard felszini 8 szinli jel6léssel
tortént. Otven mikroliter 1 x 10”/mL PBS-ben 16v§ sejtet inkubéltunk antitestekkel 15 percig,
szobahOmérsékleten, sotétben. Az alabbi antitestekkel tortént a felszini antigének detektélasa:
CDI14-FITC, CD11b-PE, HLA-DR-PerCPCy5.5, CD4-PB, CD15-FITC, CD34-PerCPCy5.5,
CD71-FITC, CDI117-PE, CD38-APCH7 (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA),
CD34-APC, CDI13-PECy7, CD64-APCAF750, CD33-PECy5.5, CD56-PECy7 (Beckman
Coulter, Marseille, Franciaorszag), CD45-PO (Invitrogen, Thermo Scientific Inc., Waltham,
MA), MPO-PE (Dako, Glostrup, Dania). A FXIII-A-FITC antitesttel torténd jelolés a sejtek
fixdlasa és permeabilizdldsa utdn tortént. A sejtek immunfenotipusanak meghatarozésa
FACSCanto II (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA) aramlasi citométerrel tortént,
minden minta esetén azonos beallitdsokkal. Mintanként 50 000 eseményt gy(ijtottiink be €s az
eredményeket FACSDiva szoftver (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA)

segitségével értékeltiik.

Thrombocyta sejtfelszini foszfatidil-szerin expresszio vizsgalata aramlasi

citometriai modszerrel

Thrombocyta dis plazmat - 250 G/L-es thrombocyta szamot haszndlva - eldinkubdltunk
0,5%-o0s dimetilszulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) tartalmu HEPES pufferrel
(15 mM NaCl, 25 mM HEPES, pH 7,4) vagy a protein foszfatdz inhibitor CLA-val 30 percig,
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37°C-o0s vizfirdében, sotétben. A CLA-t 50 nM-os végkoncentracioban hasznaltuk. Az

cre

crer

vizfirdében, sotétben aktivaltuk. Majd 5 pL PRP-t 5 pL CD41-PE antitesttel (Dako,
Glostrup, Dania), 5 uL Annexin-V-FITC antitesttel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) és 35 pL
Annexin-ko6té pufferrel (10-szeres higitast, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) jeloltiink 15
percig, szobahdémérsékleten, sotétben. A kisérletek sordn a mintdkat az FC500 aramlasi
citométerrel (Beckman Coulter, CA) analizaltuk, a thrombocyta kapuba 10 000 eseményt

gyljtottiink be, melyet a Kaluza szoftver (Beckman Coulter, CA) segitségével értékeltiink.

Leukémias sejtek felszini foszfatidil-szerin és szoveti faktor expressziojanak

meghatarozasa aramlasi citometriai modszerrel

Izolalt monocytdk és sejtvonalak PS expresszidjanak meghatarozasahoz Annexin-V-FITC
antitestet és Annexin-kotd puffert hasznaltunk, a sejtfelszini szoveti faktor (TF) jelenlétét
monoklonalis PE-el konjugélt human TF ellenes antitesttel (R&D Systems, Minneapolis, MN)
hataroztuk meg. 100 pL izolalt monocytat vagy leukémias sejtet (1 x 10° sejt/100 uL) 10 uL
TF-PE-nel és 5 pL Annexin-V-FITC antitesttel jeloltiik 30 percig, szobahdémérsékleten,
sOtétben. A tobbi mintat 2-szer mostuk, végiil Annexin-kotd pufferben (10-szeres higitasa)
vettiik fel a jelolt sejteket. A mintdkat FC500 aramlési citométeren mértiikk ahol 30 000
eseményt gyljtottiink be minden mérés sordn, majd az eredményeket Kaluza szoftver

segitségével értékeltiik.

Mikropartikulak szeparalasa és mikropartikula szam meghatarozasa

aramlasi citometriai modszerrel

A leukémias sejtek kett6zO0dési ideje kb. 48 ora, ezért a mddszer standardizalasaként a
leukémias sejteket passzalaskor centrifugdltuk 190 g-n, 10 percig, szobahdmérsékleten, majd
a sejteket friss 15%-o0s FBS tartalmiit RPMI-1640 médiumba vettiik fel, hogy eltavolitsuk a
médiumban 16v6 MP-kat. Az akut monocytas leukémia sejtvonalak sejtszamat 0,5 x 10°/mL-
re, mig az NB4 sejtvonal sejtszamat 0,3 x 10%/mL-re allitottuk be. Ezt kovetden a sejteket 48
oraig tenyésztettiik, sejtszamlalast kovetden 5 x 10°/mL sejtet tartalmazo sejt szuszpenziot
vettlink ki a sejttenyésztd flaskakbol. A szuszpenzidbol a sejteket (190 g, 10 perc,

szobahOmérséklet) centrifugalassal tavolitottuk el. A maradék leukémids sejtet, vagy
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sejttormeléket a feliiliszé (MP tartalmil) ismételt rovid ideig tart6d centrifugalasaval (13 000 g,
2 perc, szobahdmérséklet) tavolitottuk el. A feliiliszobol a MP-kat magas fordulatszamu

(16 100 g, 30 perc, szobahdémérséklet) hosszu idejli centrifugalassal szeparaltuk, majd PBS-
ben mostuk és centrifugéltuk (16 100 g, 30 perc, szobahémérséklet), végiil 1 mL PBS-ben
vettik fel. A MP-k aramlasi citometriai mérése elétt Megamix-Plus SSC kalibracios
gyongyoket (Biocytex, Marseille, Franciaorszag) haszndltunk a mérési protokoll
beallitdsdhoz. A kalibraciés gyongyok fluoreszcensek és kiilonbozdé atmérdjiek, a MP
mérettartomanyok nagy részét lefedik. Az dramlasi citométert ezekkel a fluoreszcens

gyongyokkel kalibraltuk, a MP-k szamat méretiik és PS pozitivitdsuk alapjan hataroztuk meg.

Leukémias sejtek prokoagulans hatasanak meghatarozasa prokoagulans

aktivitas teszttel (PCA)

A leukémids sejtek prokoagulans aktivitdsdnak vizsgalata sordn normal, valamint kiilon-
kiilon VII-es és XlII-es alvadasi faktor hianyos plazmaékat hasznaltunk. Tovabba vizsgaltuk a
leukémids sejtek prokoaguldns hatdsdt human szoveti faktor ellenes antitest (blokkolas)
jelenlétében. A kiilonb6z6 koriilmények segitségével bovebb informaciot kaptunk arrol, hogy
a sejtek mely Utvonalon befolydsolhatjdk az alvadast, illetve thrombin valamint fibrin
képzddést. A PCA sordn 100 pL normal, VII-es faktor vagy Xll-es faktor hidnyos plazmat
(mindegyik Siemens, Marburg, Németorszadg) inkubaltunk 100 pL PBS-sel vagy izolalt
monocytakkal vagy leukémias sejtekkel 37°C-on 3 percig. Blokkol6 antitestként poliklonalis
kecske IgG anti-human szoveti faktor ellenes antitestet (ahu-TF antitest, R&D Systems,
Minneapolis, MN) hasznaltunk. A leukémids sejteket 15 percig, 37°C-on inkubaltuk ahu-TF
antitesttel (25 pg/mL végkoncentracioban), majd 100 pL blokkolt mintat 100 pL normal
plazmaval inkubaltunk 3 percig, 37°C-on. A blokkolt minta negativ kontrolljaként kecske
szérumot hasznaltunk (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 45 pg/mL végkoncentracioban. Az
inkubaciot kovetéen 100 pL 20 mM-os CaCl, adtunk a mintdkhoz, hogy beinditsuk az
alvadast. A fibrin képzddést KC-1 koagulométeren mértiik és masodpercben fejeztiik ki.
Rekombinéans tromboplasztin (Dade Innovin, Siemens, Marburg, Németorszag) 1:10 aranyu
higitasat valasztottuk 12 800 mU-nak, sorozatos higitdst hasznaltunk a thromboplasztin
kalibracios gorbe elkészitéséhez egy dupla logaritmusos skalan. Az alvadasi idét mU/10°

monocyta mértékegységii prokoagulans aktivitassa konvertaltuk.
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Alvadék retrakcio vizsgalata

Hétszazhisz pL PRP-t pufferrel (DMSO tartalma HEPES puffer) vagy CLA-val
eléinkubaltuk 30 percig, 37°C-os vizfiirddben, sotétben, majd TRAP-pal aktivaltuk 15 percig
37°C-os vizfiirddben, sotétben. Egy iivegcsdbe mind a 4 mintabol (NA, NA + CLA, TRAP,
TRAP + CLA) 800-800 pL-t inkubaltunk CaCl,-dal (25 mM-os végkoncentracioban) 60
percig, 37°C-os vizfiirddben, sététben. A mintakrdl a 0., 20., 40. és 60. percekben fényképes
dokumentéciot készitettiink. A kisérlet végén a kiszoritott szérum mennyiségét analitikai
mérleggel hataroztuk meg. A kiszoritott szérum fibrin monomer mennyiségét kvantitativ
immunoassay (Diagnostica Stago, Asniéres, Franciaorszag) segitségével ACL-TOP

(Instrumentation Laboratory, Bedford, MA) véralvadasi analizatorral hatdroztuk meg.

Leukémias sejtek és mikropartikulaik prokoagulans hatasanak

meghatarozasa thrombin generacios teszttel

A thrombin generacids tesztet (TGT) a korabban leirtaknak szerint a Thrombinoscope CAT
(Calibrated Automated Thrombogram, Maastricht, Hollandia) segitségével a gyartd
utasitasainak (Diagnostica Stago, Asnicres, Franciaorszag) megfelelden végeztiik. Roviden,
egy kerek alju, 96-lyukq, fekete lemezbe pipettaztunk 80 puL normal plazmat vagy VIl-es
faktor, XI-es faktor, XII-es alvadasi faktor hidnyos plazmat majd hozzapipettaztunk 20 pL
PBS-t/izolalt monocytat vagy leukémias sejtet (5 x 10%mL). A MP thrombin generacios
vizsgalat soran 80 pL normal plazmahoz 20 pL szeparalt MP-t pipettdztunk. A mintadkat 10
percig 37°C-on inkubaltuk. Minden plazma mintdhoz kalibratort (Calibrator reagent,
Thrombinoscope BV, Maastricht, Hollandia) - a,-makroglobulin és thrombin stabil komplexe
- hasznaltunk. A thrombin generaciot 20 pL FluCa-Kit™ (Fluo-puffer és fluorogén CaCl,
tartalmu szubsztrat keveréke) hozzdadasaval inditottuk el és a mintdkat duplikdtumban
mértiilk. A fluoreszcenciat a Fluoroskan Ascent fluoriméterrel (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA) detektaltuk és thrombin generacios gorbéket a Thrombinoscope szoftverrel
értékeltiik. A thrombin generacios gorbéket az alabbi paraméterekkel (az elnevezések magyar
nyelvii konszenzusanak hianyaban):

1. lagtime (perc): a thrombin képzddés kezdetéig eltelt idd

2. endogén thrombin potencial (ETP, nM x perc): a gorbe alatti tertilet

3. peak thrombin (nM): a legmagasabb thrombin koncentraciod

4. time to peak (perc): a legmagasabb thrombin koncentracio 1étrejottéig eltelt id
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5. start tail (perc): a thrombin generécio végpontja

6. velocity index (nM/perc): a lagtime és time to peak kdzotti gorbe.

Thrombocyta funkcid modulacio és CLA hatas vizsgalata thrombin
generacios teszttel

Nyolcvan mikroliter CLA-val illetve TRAP-pal kezelt PRP-t 20 uL elére gyartott 1 pM-os
rekombinans szoveti faktor tartalmu PRP regenssel (rTF, PRP-reagent, Thrombinoscope BV,
Maastricht, Hollandia) inkubaltunk 10 percig, 37°C-on, fekete kerek alju lemezekben. Az

el6z6 fejezetben feltlintetett modon, minden plazma mintdhoz kalibratort készitettiink. A

mintakat duplikdtumokban mértiik.

Vérlemezke intracellularis Ca’" szint vizsgalata konfokalis mikroszképpal

A thrombocytak intracelluldris Ca®" szint méréséhez a PRP-t a fent emlitettek alapjan
készitettiik eld, Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS) peptidet (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) adtunk a
mintdkhoz az aggregacié megel6zésére. A PRP-t (100 uL) 1,5 pL 2 mM-os Fluo-4-AM
festékkel inkubaltuk 10 percig, 37°C-os vizflirddben. A thrombocytékat ezt kdvetden 2 pL 1
mM-os Fura-Red-AM-el toltottiink 30 percig, 37°C-os vizflirddben. Két mL Hepes-puffert
adtunk a mintdkhoz, ezt kdvetden centrifugaltuk dket 350 g-n, 20 percig, szobahémérsékleten.
Ezt kovetéen a vérlemezkéket 100 uL pufferben vettiik fel. Az intracellularis Ca*" szint
meghatarozasa Zeiss LSM 5 live (Carl Zeiss AG, Jéna, Németorszag) high-speed konfokalis
mikroszkoppal tortént. A mintdt egy 37°C-ra bedllitott kamrdban taldlhatd targylemezre
pipettaztuk. A kamra és az objektiv hdmérsékletét az egész mérés soran 37°C-on tartottuk. A
mérést 5 percig végeztik 488 nm-es excitdcidos hullamhosszon és két detektald kamra
segitségével: 500-525 nm kozotti band pass filter csatornan detektaltuk a FLuo-4 jelét. Long
pass filteren, 635 nm felett a Fura-Red fluoreszcens jelét. A mérés soran kapott fluoreszcens
aranyok kiszamitdsat, és a konfokalis mikroszkdpos mérést Dr. Vincze Janos (Debreceni

Egyetem, Altalanos Orvostudoményi Kar, Elettani Intézet) végezte.
Statisztikai elemzések

A statisztikai analizist a GraphPad Prism szoftver 5.0-as (GraphPad Software, Inc., La Jolla,

CA) verzidjaval végeztem. A normalitds vizsgalata Kolmogorov-Smirnov ¢és Shapiro-Wilk
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tesztekkel tortént. Az atlag = 2 SD-n kiviil esd értékeket kizartam. Két dsszetartozd csoport
Osszehasonlitdsara, amennyiben a valtozé6 mindkét csoportban normal eloszlast mutatott,
egymintas t-probat (paired t-test), nem normal eloszlast valtozo esetén Wilcoxon signed rank
tesztet (parositott Wilcoxon-teszt) alkalmaztam. Két fliggetlen csoport dsszehasonlitdsara nem
parositott t-probat (normal eloszlas) és Mann-Whitney tesztet (nem normal eloszlas)
alkalmaztam. Tobb fliggetlen csoport Osszehasonlitisa ANOVA ¢és Bonferroni poszt teszt
(Gaussi eloszlas) valamint Kruskal-Wallis és Dunn’s poszt teszt (nem Gaussi eloszlas)

segitségével tortént. A 0,05-nal kisebb p-értéket tekintettem statisztikailag szignifikdnsnak.

EREDMENYEK

TRAP ¢és thiomersal aktivacio és CLA gatlas hatasa a thrombocyta

sejtfelszini foszfatidil-szerin expressziora és MP régio eseményeire

Az aramlési citometriai mérés soran el6szor a vérlemezkéket azonositottuk a mintainkban

CD41-PE jelolodés alapjan. A NA ¢és CLA-val el6kezelt mintdkat aktivaltuk 200 puM

--------

expressziot aramlasi citometriai modszerrel hataroztuk meg.

A nem aktivalt mintak PS-expresszidja alacsony, 3,0 + 0,8% (atlag = SD) volt, melyet a CLA
elokezelés tovabb csokkentett (atlag = SD: 1,8 £ 0,7%, p=0,0004). A PAR-1 receptor
agonista, TRAP szignifikansan novelte a PS-expressziot mutatd thrombocytak szamat (atlag +
SD: 18,7 + 3,2%) Osszehasonlitva a NA mintaval (p=0,0001). A PAR-1 receptoron keresztiil
hat6 TRAP-al ellentétben, a thiomersal a vérlemezkék 96%-an indukalt PS-expressziot,
melyet a CLA-el6kezelés nem befolyésolt. A thrombocyta fényszorasi képeken a vérlemezke
FSC alatti mikropartikula (MP) régi6 eseményeit szazalékosan elemeztiik. A CLA eldkezelés
teljesen meggatolta a PS-expressziot valamint a MP régidban megjelend események

kialakuldsat TRAP-aktivalta thrombocytak esetén.

CLA hatasa az alvadék retrakciora

Az tlivegesovekben az alvadék kialakuldsa mar a 20. percben lathatd, a 60. perben a NA és

TRAP aktivalt mintdkban intenziv alvadék retrakcié figyelheté meg. A CLA-eldkezelt mintdk
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esetében az alvadék retrakcid kisebb mértékii. A szabad szemmel lathatdo alvadék
képzddésnek megfelelden, a CLA-val eldkezelt mintak esetében a kiszoritott szérum
mennyisége szignifikdnsan kevesebb volt, mint a NA (754,4 mg vs. NA + CLA: 653,2 mg,
p=0,0085) és TRAP aktivalt (647,4 mg vs. TRAP + CLA: 570,0 mg, p=0,005) mintak
esetében. A fibrinogén szint a mintdkban nephelometrids modszerrel mérve is mérhetetleniil
alacsony volt a 60. percben. A kiszoritott szérum fibrin monomer (FM) szintje a CLA-
elékezelt mintdk esetében magasabb tendencidt mutatott a nem CLA el6kezelt mintakhoz
viszonyitva (NA vs. NA + CLA: 3,65 pg/mL vs. 5,23 pg/mL, p=0,44 és TRAP vs. TRAP +
CLA: 3,26 pg/mL vs. 5,16 pg/mL, p=0,39).

A vérlemezke funkcio modulaciojanak hatasa a thrombocyta-dis plazma
thrombin generacidjara

Nem aktivalt vérlemezkék lagtime (atlag + SD: 8,1 + 1,1 perc) és time to peak (4tlag += SD:
18,2 + 2,8 perc) értékét a CLA eldkezelés (lagtime atlag + SD: 7,8 + 1,6 perc; time to peak
atlag = SD: 16,4 + 1,5 perc) nem befolyésolta szignifikansan (p=0,633 és p=0,210). TRAP
aktivacio hatdsara a thrombin képzddés gyorsabb, a lagtime (atlag = SD: 6,5 + 1,5 perc) és
time to peak (atlag + SD: 11,9 + 1,5 perc) paraméterek szignifikansan rovidebbek (p=0,035 és
p<0,001) lettek a NA vérlemezkékhez képest. A TRAP aktivalt mintdk CLA eldkezelése
szignifikdnsan megnyujtotta, mind a lagtime (atlag + SD: 7,2 = 1,6 perc, p=0,003), mind a
time to peak (4tlag + SD: 16,3 + 1,4 perc, p<0,001) értéket. A peak thrombin és velocity index
értekét a CLA eldkezelés a NA és TRAP vérlemezkék esetén is szignifikansan csokkentette
(p<0,001 és p<0,001). TRAP aktivacio hatasara a vérlemezkék szignifikansan rovidebb id6
alatt szignifikansan tobb thrombint generaltak, melyet a CLA eldkezelés teljes mértékben

meggatolt.

CLA gatlas és TRAP aktivacié hatasa az intracellularis Ca’" szintre

Elészor a NA vagy CLA eldkezelt nem aktivalt vérlemezkék fluoreszcens jeleit mértiik 60
masodpercig, ezt kovetden adtuk a PRP szuszpenziohoz a TRAP-ot. A thrombocyta
intracellularis Ca®" szintet, NA vagy CLA el6kezelt mintan vizsgaltuk 20 pM
mintazat volt megfigyelheté az intracellularis Ca®" szint valtozisdban: nem jelentkezett
kalcium tranziens a TRAP adésat kovetéen vagy a Ca® szint emelkedése volt megfigyelhet6

az aktivaciot kovetéen. Ha a vérlemezkéket CLA-val elokezeltilk, TRAP adasat kdvetOen a
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vérlemezkékben egy alkalommal sem alakult ki kalcium tranziens. Osszesen 117 vérlemezkét
vizsgaltunk a TRAP aktivalt mintdkban. Nem el0kezelt mintdk esetében (NA minta) a
vérlemezkék 22,2%-aban alakult ki intracellularis kalcium tranziens TRAP aktivaciot
kovetéen. A CLA-val eldkezelt 122 thrombocyta koziil egyben sem volt megfigyelhetd
kalcium tranziens létrejotte TRAP aktivaciot kovetden. A CLA eldkezelés nem befolyésolta a
nyugalmi intracellularis Ca*" szintet (erré] tovabbi adatokat az értekezés nem tartalmaz).

A masik aktivalé agens, az IP; receptoron direkten haté thiomersal intracellularis Ca*" szintre
kifejtett hatasat is vizsgaltuk. A thiomersal minden vérlemezke esetében elnyujtott lefolyasu

intracellularis kalcium tranzienst valtott ki, melyet a CLA eldkezelés nem befolyasolt.

A leukémias sejtvonalak immunfenotipusa és genetikai jellemzoi

A THP-1 sejteket egy relapszusban 1évé akut monocyta leukémias betegbdl izolaltdk. A
MOLM-13 sejtvonal egy myelodysplasia (MDS), RAEB formajabol transzformalodott
szekunder monocytas leukémidban szenvedd betegbdl, az MV4-11 sejtvonal de novo akut
monocyta leukémids betegbdl szdrmazik. Az immunfenotipus vizsgéalat soran a CD33 myeloid
marker volt az egyetlen antigén, amely egyforman expresszalodott (100%) mindharom
sejtvonal felszinén. Mas pan-myeloid marker (CD13) ¢és kiilonb6zé monocyta markerek
valtozd expressziot mutattak. A THP-1 sejtvonal bizonyult a legérettebbnek a CD34
negativitds €s minimadlis (9%) CD117 expresszid miatt. A harom sejtvonal kiilonb6zd
immunfenotipust mutatott inkongruens myeloid ¢és monocyta marker expresszidval.
Mindhérom sejtvonal esetén komplex citogenetikai eltérések voltak kimutathatéak. A THP-1
sejtvonal az fms-szer(i tirozin kindz 3 — internal tandem duplikacié (FLT3-ITD) mutacid
szempontjabol vad tipusi, a MOLM-13 sejtvonal heterozigota, mig az MV4-11 sejtvonal

homozigota.

Normal monocytak és leukémias sejtek felszini szoveti faktor (TF) és
foszfatidil-szerin (PS) expresszidja

A negativ kontroll, izolalt normal monocytdk 73,4 + 20,3%-a (4tlag = SD) mutatott TF-
expressziot. A leukémids sejtvonalak esetében a TF-expresszié mértéke eltérd volt. A THP-1
sejtvonal TF-expresszidja (atlag £ SD: 73,1 + 11,6%) a monocytakétol szignifikdnsan nem
kiilonbozott. A MOLM-13 sejtvonal mutatta a legalacsonyabb TF-expressziot (atlag + SD: 3,9
+ 0,6%). Mind a MOLM-13, mind az MV4-11 (atlag + SD: 21,2 + 7,4%) sejtvonal TF-
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expresszioja szignifikdnsan alacsonyabb volt a monocytdk, a THP-1 és az NB4
sejtvonalakétol (p<0,001), a két sejtvonal kdzott nem volt szignifikans kiillonbség (p>0,05). A
pozitiv kontroll, NB4 sejtvonal atlag + SD: 64,2 + 16,4%-0s TF-expresszidt mutatott, mely a
monocytdk és THP-1 sejtvonalétol szignifikdnsan nem kiilonbozott. A harom akut monocytés
leukémia sejtvonal koziil a THP-1 PS-expresszidja volt a legalacsonyabb (4tlag + SD: 6,5 +
2,3%). A MOLM-13 (atlag £ SD: 12,1 + 3,3%) és MV4-11 (atlag + SD: 21,8 + 8,4%)
sejtvonalé kiss¢ magasabb, azonban ezek a kiilonbségek nem bizonyultak statisztikailag
szignifikdnsnak. A negativ kontroll, monocytdk (atlag + SD: 12,1 £ 4,9%) ¢és a pozitiv
kontroll, NB4 sejtvonal (atlag £ SD: 9,8 £ 2,2%) PS-expresszidja sem kiilonbozott a
monocyta leukémids sejtvonalakétol (p>0,05).

Az akut monocytas leukémia sejtvonalak esetén vizsgaltuk a PS-expresszid intenzitasat,
melyet az atlagos fluoreszcencia intenzitds (mean fluorescence intensity, MFI) aranyaval
jellemeztiink. Ertékét ugy kaptuk meg, hogy a PS-pozitiv populacié MFI-jét elosztottuk a PS-
negativ populacid6 MFI-jével. A THP-1 MFI arany atlag = SD: 14,1 + 3,9 volt, amely
szignifikansan nem kiilonbozott az MV4-11 sejtvonalétol (atlag + SD: 20,2 £ 12,1). A
MOLM-13 sejtvonal estében az MFI arany (4tlag = SD: 75,9+ 30,2) szignifikdnsan magasabb
(p<0,001) volt a masik két sejtvonaléhoz képest. Az MV4-11 sejtvonal felszinén volt a
legtobb foszfatidil-szerin, a MOLM-13 sejtvonalon volt a foszfatidil-szerin expresszid

intenzitdsa a legnagyobb.

Mikropartikula szam meghatarozas

Az azonos sejttenyésztési koriilmények €s sejtszam mellett minden akut monocytés leukémia
sejtvonalbdl jelentdés mennyiségii MP képzddott. Mivel a MP-kat szeparalast kdvetéen PBS-
be vettiik fel, az dramlasi citometriai MP szdm meghatarozaskor eldészor a MP-t nem
tartalmazé PBS mintat mértiik le. A PBS mintat ugyanugy kezeltiik (centrifugaltuk), mint a
MP-kat tartalmaz6 feliiluszot. Az egyes sejtvonalak MP szamdbdl kivontuk a PBS minta MP
kapuba es6 eseményeinek szamat. A THP-1 sejtvonal sejtjeibdl kétszer annyi MP (atlag: 4,7 x
107/5 x 10° sejt) képzédott, mint a MOLM-13 (atlag MP szam: 2,2 x 107/5 x 10° sejt) vagy
MV4-11 sejtvonal sejtjeibél (atlag MP szam: 2,6 x 107/5 x 10° sejt). A pozitiv kontrollként
hasznalt, NB4 sejtvonal esetén atlagosan 3,2 x 107 MP/5 x 10° sejt képzédott. Statisztikailag

szignifikans kiilonbség a MP szamok kozott nem volt.
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Leukémias sejtek prokoagulans aktivitasa (PCA)

A negativ kontroll sejteken, monocytakon kiviil hasznaltunk egy sejtmentes kontroll mintat is,
monocytakkal és sejtekkel azonos térfogati PBS-t inkubaltunk normal plazméval. A PBS
kontroll alvadési ideje mérhetetleniil hosszu volt, amely minimalis alvadasi aktivitasban
fejezhetd ki. A monocytdk normal plazmaban szintén minimalis mértékli prokoagulans
aktivitast mutattak. A PBS és monocytak kozott szignifikans kiillonbség nem volt kimutathato.
A monocytadkat LPS-el aktivadlva azonban ki lehetett mutatni PCA megjelenését mely TF
fiiggd volt. A nem aktivalt mononukledris sejtek rekalcifikalas utan 102 masodperces mig az
LPS-aktivalt sejtek 57 masodperces alvadédsi id6t mutattak. Ezen alvadéasi iddék a
thromboplasztin higitasi gorbérdl leolvasva a nem aktivalt 18 mU mig az LPS-aktivalt 110
mU-os thromboplasztin aktivitdst jelentettek. Mindhdrom akut monocytés leukémia sejtvonal
szignifikdnsan fokozott prokoaguldns aktivitdst mutatott a normal monocytakhoz képest
(p<0,05). A monocytdk normal plazmdban mért minimalis mértékii prokoagulans aktivitasat a
Vll-es alvadasi faktor hidnyos plazma nem befolyasolta. A sejtvonalak esetében a VII-es
alvadasi faktor hidnyos plazma és az anti-humdn szoveti faktor ellenes antitesttel (ahu-TF
antitest) gatolt minta prokoaguldns aktivitasa szignifikdnsan alacsonyabb volt a normal
plazmaban mértekhez képest. A Xll-es alvadési faktor hidnyos plazmaban nem csokkent
szignifikdnsan a prokoagulans aktivitds egyik sejtvonal esetében sem. Bar a sejtvonalak
prokoagulans aktivitdsa fokozott volt, a sejtvonalak kozott szignifikdns kiilonbség nem volt

kimutathato.

Leukémias sejtek thrombin generacidja

A TGT soran az egy ora alatt képzddott thrombin mennyiségérdl és a képzddés kinetikajarol
kapunk informacidt. A pozitiv kontroll, NB4 sejtvonal esetén indult a leggyorsabban a
thrombin képzddés, a peak thrombin érték is az NB4 sejtvonal esetében volt a legmagasabb.
A monocytadk thrombin generacidja joval késébb indult el, mint a sejtvonalaké. A hadrom akut
monocytas sejtvonal thrombin generacidja hasonlo.

A PBS (sejt nélkiili kontroll) és monocytdk thrombin generacioja kdzott nem volt szignifikans
kiilonbség egyik paraméter esetében sem, normal plazmaban. Mindhdrom akut monocytas
leukémia sejtvonal lagtime és time to peak értékei szignifikdnsan rovidiiltek voltak a
monocytdkhoz képest (p<0,001) normdl plazméban, a thrombin képzddés gyorsabban

kovetkezett be a sejtvonalakndl. A monocytas leukémia sejtvonalak (4tlag + SEM: THP-1: 3,7

19



+ 0,2 perc; MOLM-13: 4,1 £ 1,3 perc; MV4-11: 4,6 + 1,4 perc) lagtime értékei kozott nem
volt szignifikdns kiillonbség. Az NB4 sejtvonal lagtime-ja (atlag + SEM: 2,1 + 0,2 perc) volt a
legrovidebb, azonban a masik harom sejtvonalhoz hasonlitva az eltérés nem bizonyult
statisztikailag szignifikdnsnak. A VII-es alvadasi faktor mentes plazmdban és az ahu-TF-al
blokkolt mintdban mindharom akut monocytds leukémia sejtvonal lagtime értékei
megnyultak, a thrombin képzddés szignifikdnsan lassabban kdvetkezett be a VII-es alvadasi
faktor hianyaban, valamint a TF blokkolasa esetén. A Xl-es és Xll-es alvadasi faktor
hidnyénak nem volt hatdsa a thrombin generacio kezdetére. A MOLM-13 sejtvonal time to
peak értéke Xl-es faktor mentes plazmaban szignifikansan hosszabb volt a normal
plazmaéhoz képest.

A peak thrombin érték THP-1 sejtvonal esetében nem volt szignifikdnsan magasabb a
monocytdkéhoz képest, a masik két monocytds leukémia sejtvonal esetén a kiilonbség
szignifikans volt, normdl plazmaban. A monocytas leukémia sejtek peak thrombin értékét a
Vll-es, Xl-es, valamint XII-es alvadasi faktorok hidnya szignifikdansan csokkentette, a
MOLM-13 sejtvonal kivételével, ahol a peak thrombin értéket a VII-es alvadasi faktor hianya
nem befolyasolta. A peak thrombin értéket, vagyis a képzddott thrombin mennyiségét az ahu-

TF-el torténd blokkolas egyik sejtvonal esetében sem befolyasolta.

Leukémias sejt eredetit mikropartikulak thrombin generacidja

A szeparalt mikropartikuldk lagtime értékei alapjan, thrombin generacidt iniciald hatasuk
jelentds. Minden leukémids sejt eredetli mikropartikula szignifikansan roviditette a lagtime-ot
a PBS kontrollhoz hasonlitva. A THP-1 és NB4 sejtvonalak esetében a time to peak
paramétert is szignifikansan roviditették, azonban a képzddott thrombin mennyiségét (peak

thrombin) és a képzddés kinetikajat (velocity index) nem befolyéasoltdk. Az eredmények

crer

MEGBESZELES

Thrombocyta funkciok modulaciojanak lehetoségei

Az artérids atherosclerotikus korképek kulcsfontossdgi szerepléi a vérlemezkék. A

crer

»sejtes modellt” hoztunk létre. Kisérleteinkben vizsgaltuk a thrombocytak aktivacigjat PS-

expressziojuk révén, valamint funkciondlis tesztekkel (alvadék retrakcios teszt, thrombin
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generacios teszt) a véralvadasra és thrombin képzddésre kifejtett hatdsukat. Ezen tilmenden
tanulméanyoztuk a protein foszfataz gatlo (CLA) vérlemezke PS-expressziora, vérlemezke
funkciora és intracellularis Ca®* szint véaltozasra kifejtett hatasat.

A kisérleteinkben a korai alvadék képzddés elkeriilése és mas, a kisérletet befolyasolo
thrombin hatasok miatt thrombocyta dis plazma minték aktivacidja nem thrombinnal, hanem
a thrombinnal megegyez6 hatdsu PAR-1 receptor agonista peptiddel, a TRAP-pal tortént.

A szerin/threonin protein foszfatdzok fontos szerepet toltenek be a sejtek, koztik a
thrombocytéak jelatvitelének, metabolizmusanak és sejtciklusdnak szabalyozasaban, valamint a
thrombocyta szekrécid és aggregacio iniciacidjaban.

Kisérleti koriilmények kozott a protein foszfatdz inhibitorral kezelt vérlemezkék aktin
polimerizacidjat az inhibitor gatolta, a mikrotubulusok hosszi pseudopodiumokba
rendezddtek, a miozin konnyiilanc foszforilacidja pedig elmaradt thrombinnal stimulalt
vérlemezkékben. A miozin konnyiilanc foszforilacidja nélkiilozhetetlen az aktomiozin
komplex létrejottéhez, ezaltal a vérlemezkék szekrécidjdhoz ¢és a kovetkezményes
aktivacidhoz.

A thrombocytak aktivalhatok kiilonbozd, a vérlemezkék sejtfelszini receptoraikon keresztiil
hat6 agonistakkal, mely szignalutvonalak aktivalodasihoz, majd intracellularis Ca®" szint
emelkedéshez vezet, amely nélkiilozhetetlen a vérlemezke adhézio, aggregacié és szekrécid
kalcium raktarak membranjaban taldlhat6 IP; receptor altal szabélyozott uton megy végbe.
Korabban spektrofotometridas modszerrel kimutattak, hogy az aktivalt vérlemezkék CLA
kezelése csokkentette az aktivacid indukalta intracellularis Ca®" szintet. Intracellularis Ca*"
szint meghatdrozasa kisérleteinkben valos idejii konfokalis mikroszkoppal tortént, hogy az
intracelluldris kalcium valtozasok a fluoreszcens festékeknek kdszonhetden szabad szemmel
mikroszkop alatt kdvethetok legyenek. TRAP aktivaciot kdvetden csak a vérlemezkék 22,2%-
aban alakult ki kalcium tranziens, melyet a CLA eldkezelés teljesen gatolt és ez a hatas
fiiggetlen volt a bazélis kalcium szintektdl. A TRAP aktivalt mintdk esetében (ahol CLA
elékezelés nem tortént) a vérlemezkék heterogén viselkedése korabbi tanulméanyok alapjan
varhato volt, a vérlemezkék aktivacidjuk és a hemosztazisban betoltott szerepiik szerint
alcsoportokra oszthatok. Eredményeink Osszhangban vannak az itt leirtakkal, ugyanis a
vérlemezkék aktivaldsa sordn kb. negyedrésziikben kaptunk PS-expresszid fokozodast és
kalcium jelet. Ezen thrombocytak ,procoagulant platelets” néven keriiltek leirdsra. A

vérlemezkék masik része pedig a ,,contracting platelets” ahol a GPIIb/Illa aktivacidja jon
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létre. Mi a vizsgalataink soran a CLA gétlo hatasat mindkét thrombocyta funkcios tesztben ki
tudtuk mutatni.

A PS-expresszi6 vizsgalata soran az intracellularis kalcium méréseknél tapasztalt vérlemezke
heterogenitast lattuk sejtfelszini PS-expresszio vizsgalata soran is, hasonloan az intracellularis
kalcium mérésnél latottakhoz, a vérlemezkék kozel 20%-a volt PS-pozitiv. Thiomersal
aktivaciot kovetden a vérlemezkék 96%-a mutatott felszini PS-expressziot, melyet nem
befolyasolt a CLA eldkezelés. Az intracelluldris kalcium mérések soran thiomersal aktivaciot
kovetdéen a kalcium tranziens minden vérlemezkében létrejott, melyet a CLA — a PS-
expressziohoz hasonléan - nem tudott meggatolni. A thiomersal aktivacioval kapott
eredményeink azt mutatjak, hogy a CLA foszfataz gatlo hatdsat valahol intracellularisan még
az intracellularis raktarak, illetve az IP3 receptor el6tti utvonalon fejti ki, a direkt IP3 receptor
aktivaciot nem tudta meggatolni.

Az intracellularis Ca*" szint emelkedés hatasara a PS a thrombocytak kiilsé membran rétegébe
transzlokalodik, amely negativ toltésii felszint biztosit az extrinsic tendz és prothrombinaz
komplexek szdmara hozzajarulva a thrombin képzddéshe. A thrombin generaciod jellemzésére
a vérlemezkék TRAP aktivaciojat és CLA gatlasat kdvetden leginkdbb a lagtime, time to
peak, peak thrombin és velocity index paraméterek voltak informativak. A CLA gatolta a
TRAP indukalta thrombin generdciot. A CLA gatolta tovabbd azt a thrombocyta
szubpopulaciot is, amely feltehetden az alvadék retrakcidban vesz részt.

Az eredményeink azt tdmasztjak ald, hogy a protein foszfatdzok gatlasa CLA-val kisérleti
koriilmények kozott alkalmas lehet kiilonbozd vérlemezke alcsoportok vizsgélatara, amelyek

a fokozott thrombin képzddésben és alvadék retrakcidban vesznek részt.

Akut monocytas leukémia sejtek fokozott prokoagulans hatasa

A koagulécié iniciaciojanak sejtfelszini kulcsfehérjéje a TF, amely a FVIla-hoz koétédve
aktivalja a véralvadasi kaszkad extrinsic Utvonalat és végiil thrombin, fibrin képzddéshez
vezet. A tradiciondlis elképzelés szerint a TF a keringd vérben nincs jelen, az ér endothel altal
elzartan az extravascularis térben taldlhato meg. Kordbbi tanulméanyokban leirtdk, hogy a
monocytak aktivaciot kovetden rendelkeznek TF aktivitassal, azonban az aktivalt intakt
monocytdk és a monocyta lizdtum TF aktivitdsa kozott jelentds kiilonbség van, a monocyta
lizatum erésebb prokoagulans hatist mutatott, mint az intakt sejtek. Amikor akut myeloid
leukémids betegek intakt és lizalt mononuklearis sejtjeit vizsgaltak, akkor is a lizalt sejtek

mutattak erésebb prokoagulans hatast. Egy masik tanulmanyban lizalt daganatos sejtvonalakat
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vizsgaltak, leirtdk a promyelocytds, NB4 leukémia sejtvonal és az emlétumorbol szarmazo,
MCF7 sejtvonal FVII fliggd véralvadas aktivacidjat, de mas sejtvonalak lizatumabdl (pl.
kronikus myeloid leukémia, K562 sejtvonal, erythro-leukémia sejtvonal, HEL-sejtek) nem
tudtak kimutatni TF aktivitast és a FVII-tol fliggd aktivaciot.

A legujabb eredmények szerint fiziologias koriilmények kozott a keringd vérben a monocytak
az egyediili sejtes elemek, amelyek képesek TF-t szintetizalni, aktivaci6 hatdsara pedig nagy
mennyiségben TF-t expresszalni felsziniikon. Feltételeztiik, hogy az akut monocytas leukémia
sejtvonalak is TF-t expresszalnak felsziniikon, mely hozzajarulhat a fokozott prokoagulans
hatasukhoz.

A negativ kontrollként hasznalt, izolalt, nem aktivalt human monocytédk atlagosan 73%-a
mutatott TF expressziot, azonban a felszini TF expresszid nem jart a PCA és TGT tesztekben
kimutathat6 fokozott prokoagulans hatdssal, annak mértéke a sejteket nem tartalmazo,
pufferes kontrollal megegyez6 volt. Ennek hétterében tobb mechanizmus allhat, a legujabb
irodalmi adatok alapjan a sejtfelszini TF két formdban lehet jelen a vérben 1évd sejteken:
,cryptic”, azaz funkciondlisan inaktiv formaban vagy ,.decryptic” vagyis funkcionalisan aktiv
formaban. A monocytas leukémia sejtvonalak kiilonb6z6 mértékli TF expressziot mutattak és
szignifikans kiilonbség nem volt kimutathaté normal plazmaban az egyes sejtek funkcionalis
teszttel mért prokoagulans hatasa kozott. Ujabb kutatasi eredmények szerint a TF aktivacio
kiilonb6z6 mechanizmusok révén johet 1étre. A legtdbb bizonyiték amellett szo6l, hogy a
plazmamembran kiils6 felszinén expresszalodo negativ toltésti foszfolipidek, mint példaul a
PS expresszidja aktivalja a TF-t ezéltal inicidlva az alvadast. Akut monocytas leukémia
sejtvonalaink kozott a PS-expresszio mértékében nem volt szignifikdns kiilonbség, azonban a
PS-expresszid intenzitdisa a MOLM-13 sejtvonal esetén statisztikailag szignifikansan
nagyobbnak bizonyult, mint a THP-1 vagy MV4-11 sejtvonalaké.

A normal monocytdkhoz hasonlitva a leukémias sejtvonalak prokoagulans aktivitasa jelentds
mértéklt  volt. Ennek hatterében feltételeztik az in vitro folyamat elindulasahoz
nélkiilozhetetlen alvadasi faktorok szerepét. Ezért vizsgaltuk az intrinsic és extrinsic Gtvonal
elinditdsdban szerepet jatsz6 alvadasi faktorok szerepét is, vagyis Xll-es és VIl-es alvadasi
faktor mentes plazméaban vizsgaltuk sejtvonalaink prokoaguldns aktivitasat. A PCA teszt
sordn nagyon kevés thrombin elegendd a fibrin képzddés elinditdsdhoz, néhdny perc alatt
végbemegy a folyamat, amely FVII mentes plazméban ¢s anti-human TF antitesttel gatolt
plazmaban a sejtek fibrin képzddésének teljes gatlasdhoz vezetett. A thrombin generaciods
teszt sordn a thrombin képzddést 1 ordn keresztiil kovetjiik, lehetdvé téve a kiilonbozd

alvadasi faktorok kozremiikddésének tanulmanyozasat a hianyplazmak révén. Eredményeink
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alapjan a fibrin- és thrombin képzddés szempontjabol a FVII-nek fontos szerepe van a
fokozott prokoaguldns hatds elinditdsaban. A tovabbi thrombin generdci6é inkabb FXI és
részben FXII fiiggd, mely a time to peak és peak thrombin paraméterekben észrevehetd. A
peak thrombin kialakitasdban kifejezett szerepe a FXI-nek van a MOLM-13 és részben az
MV4-11 sejtvonalak esetében, igy feltételezziik, hogy a FXI-et a képzddott thrombin
feedback mechaniznus utjan aktivdlja - fliggetleniil a FVII-és FXII-t6l -, ezaltal tovabb
triggerelve a thrombin generaciot.

A sejtvonalak peak thrombin értékeinek alakulasa FVII hidnyplazma hatasara és ezen
eredmények Osszefliggése a TF expresszidval azt mutatta, hogy a legalacsonyabb felszini TF
expressziot mutatd MOLMI13 sejtvonal, bar szignifikdnsan tobb thrombint képzett mint a
monocyta, de VIl-es hidnyplazmaval ez a hatds nem volt érdemben befolyasolhatd, mely
Osszefligghet az alacsony TF-expresszio altali thrombin képzddéstdl fliggetlen hemosztatikus

aktivacioval.

Szisztémas és hematologiai betegségekben egyarant leirtak a kiilonb6zd eredetli, endothelbdl
vagy a vér sejtes elemeibdl szdrmazd mikropartikulak jelentdségét a prokoagulans hatés
kialakitasaban, illetve szabalyozo szerepiiket a véralvadasban. Az altalunk vizsgalt leukémias
sejtvonalak esetében feltételeztiik, hogy a sejtek altal létrehozott mikropartikuldk fokozott
prokoagulans hatassal rendelkeznek. Azt talaltuk, hogy 48 6ras tenyésztési id6 alatt egy intakt
leukémids sejtbdl atlagosan 4-10 mikropartikula képzdédott.

A thrombin generaciot befolyasolja a sejt/mikropartikula felszini tulajdonsaga és a felszinen
1év0 prokoagulans receptorai. Ha a monocyter leukémids sejtek ¢és mikropartikulaik
feltételezhetden gomb alakuak, akkor azok felszine kiszamolhatd. A mikropartikula-szam
analizis soran hasznalt Canto II aramlasi citométer detektdldsi hatarat figyelembe véve a
mikropartikuldk és leukémids sejtek atlagos atmérdjét 0,3 - 10 pum-nek becsiilhetjiik. A
gombfelszin kiszamitasahoz hasznalt képlet (A=4r’7) segitségével azt talaltuk, hogy az intakt
sejtek felszine kb. 1000-szerese a mikropartikulakénak, mivel 4-10 MP képzddik egy sejtbdl a
mikropartikuldk 100-szor prokoaguldnsabbak, mint ,,anyasejtjeik”. A funkciondlis thrombin
generacios teszttel azt talaltuk, hogy a MP-k leginkabb a lagtime paraméter, és kisebb
mértékben a time to peak paraméter rovidiilése révén jarulnak hozzé a thrombin képzédéshez.
Ez azt tAmasztja al4, hogy a leukémids sejtekbdl szarmazd MP-k inkabb a thrombin képzddés
iniciacidjahoz jarulnak hozza, mintsem a propagéaciohoz.

A monocytas leukémia sejtvonalak és mikropartikulaik szignifikansan erésebb prokoagulans

hatassal rendelkeznek, mint a normdl monocytadk. Ez a hatas elsésorban TF fliggének
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bizonyult, de mas faktorok is szerepet jatszhatnak benne. Az altalunk hasznalt funkcionalis
tesztek alkalmasak lehetnek akut myeloid leukémidkban a sejtek altal 1étrehozott thrombin

generacio vizsgalatara.

OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben egy protein foszfatdz inhibitor, a Calyculin-A vérlemezke aktivaciora,
alvadék retrakciora és thrombin generaciora kifejtett hatasat vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy a
CLA teljesen meggatolta thrombocyta dus plazmaban a nem aktivalt és TRAP-aktivalt
vérlemezkék PS-expresszigjat. A CLA a thrombin generaciot is géatolta. Nem aktivalt és
TRAP-aktivalt mintdk intenziv alvadék retrakcidt mutattak 60 perces inkubaciot kovetden,
azonban a CLA-val elékezelt mintdknal ez nem volt megfigyelhetd.

CLA hatékonyan gatolja a foszfatdzokat nyugvéd és aktivalt vérlemezkékben, ezért széles
korben, alvadék retrakciotol a kalcium méréseken keresztiil a thrombin generacios tesztekig
hasznalhat6 vérlemezke funkcionalitds vizsgalatara. A szelektiv vérlemezke aktivald dgensek
hasznéalata mellett alkalmas lehet a thrombus képzddésben szerepet jatszo kiilonbozd

biokémiai Gtvonalak tanulmanyozasara.

Masik tanulmanyunkban harom akut monocytas leukémia sejtvonalat vizsgéltunk.
Feltételeztiik, hogy a monocytds leukémia sejtvonalak fokozott prokoaguldns aktivitdssal
rendelkeznek, ezért kiilonbozd modszerekkel vizsgaltuk thrombin generacidjukat, alvadési
faktor mentes és TF-t neutralizalé kornyezetben. Az eredményeket negativ kontrollhoz,
egészséges monocytdkhoz ¢és pozitiv kontrollként egy akut promyelocytds leukemia
sejtvonalhoz hasonlitottuk. Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a MP-ak befolyasolhatjak
vizsgaltuk.

Azt taldltuk, hogy a monocytds leukémia sejtvonalak ¢és a sejtekbdl keletkezd
mikropartikuldik szignifikdnsan erésebb prokoagulans hatassal rendelkeznek, mint a normal
monocytdk. Ez a hatas elsdsorban TF fiiggének bizonyult, azonban mas faktoroknak is lehet
szerepe a hatas létrehozasdban. Eredményeink azt mutatjak, hogy az altalunk hasznalt
funkcionalis tesztek alkalmasak lehetnek akut myeloid leukémidban a sejtek altal 1étrehozott

thrombin generacid vizsgalatara.
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1. A thrombocyta-funkcids vizsgélatok sordn TRAP adasat kovetden a vérlemezkék kb.

negyedében alakult ki intracellularis kalcium szint emelkedés és PS-expresszio.

2. TRAP hatdsiara thrombocyta-dus plazmaban a thrombin képzddés gyorsabban és

magasabb thrombin csucs értékkel kovetkezett be nem aktivalt mintdhoz képest.

3. A protein foszfatdz gatlo CLA thrombocyta dus plazmaban teljesen meggatolta a nem

aktivalt és TRAP-aktivalt vérlemezkék PS-expressziojat, gatolta a thrombin generaciot.
4. CLA el6kezelt mintak esetében alvadék retrakcié nem volt megfigyelhetd.

5. Intracellularis IP; receptor direkt aktivalasakor a CLA gatl6 hatasat nem tudja kifejteni,
tehat a CLA protein foszfatdz gatlé hatasat a thrombocyta sejtmembran és az IP;

receptor kozott 1évo szignalutvonalon gatolja.

6. Igazoltuk az akut monocytas leukémia sejtvonalak jelents prokoaguldns hatdsat,

melynek hatterében a TF-nek és a FVII-nek kiemelt szerepe van.
7. A késoébbi thrombin generacid inkabb FXI és kisebb mértékben FXII fiiggo.

8. Akut monocyta leukémias sejtvonalak sejtenként 4-10 mikropartikulat képeznek 48 ora
alatt és ezen mikropartikulak kb. 100-szor erdteljesebb prokoagulans hatdssal birnak,

mint az anyasejtjeik.

9. Az altalunk beallitott funkciondlis thrombin generacios teszt alkalmas lehet akut

myeloid leukémiakban a sejtek altal 1étrehozott thrombin generacio vizsgalatara.

KULCSSZAVAK

Véralvadas, trombozis, vérlemezke, calyculin-A, akut monocytés leukémia, leukemia, szoveti

factor, mikropartikula, alvadék retrakcio, thrombin generacio
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