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1. Roviditések jegyzéke

ADP Adenozin-difoszfat

ALL Akut lymphoid leukémia

AML Akut myeloid leukémia

ANOVA Varianciaanalizis (analysis of variance)

APL Akut promyelocytas leukémia

CD Differenciacids marker (cluster of differentiation)
CLA Calyculin-A

EDTA Ethylene diamine tetra-acetate

FBS Fetal bovine serum

FITC Fluorescein isothiocyanate

FLT3-ITD  Fms-szeri tirozin kindz 3- belsé tandem duplikaciéd

FM Fibrin monomer

FSC Elbre szort fény (forward scatter)

IgG Immunglobulin G

1P; Inozitol-trifoszfat

MDS Myelodysplasia

MFI Atlagos fluoreszcencia intenzitds (mean fluorescence intensity)
MP Mikropartikula

NET Neutrophil extracelluléris csapda (neutrophil extracellular trap)
PAR-1 Proteaz aktivalta receptor-1

PBMC Periférias vér mononukledris sejt

PBS Phosphate buffered saline

PCA Prokoagulans aktivitas teszt

PE Phycoerythrin



PP1

PP2A

PPP

PRP

PS

RAEB

RPMI

SD

SEM

SSC

TF

TGT

TRAP

Vit

vWF

1-es tipust protein foszfataz

2A tipusu protein foszfataz

Thrombocyta szegény plazma (platelet-poor plasma)

Thrombocyta dis plazma (platelet-rich plasma)

Foszfatidil-szerin (phosphatidylserine)

Refrakter anaemia blast szaporulattal (refractory anaemia with excess blasts)
Roswell Park Memorial Institute

Szoéras (standard deviation)

Atlag standard hibaja (standard error of mean)

Oldalszoéras (side scatter)

Szoveti faktor (tissue factor)

Thrombin generacios teszt

Thrombin receptor aktivald peptid (thrombin receptor activating peptide)
vad tipus

von Willebrand faktor



2. Bevezetés

Ha a hemosztatikus rendszer fiziologids anti- és prokoagulans folyamatai kozotti egyensuly
szerzett vagy Oroklott tényezOk miatt felborul, a folyamat eltolodhat a vérzékenység vagy
fokozott véralvadas iranyaba, igy kiilonbozd patologias 4llapotok kialakitdsa révén
betegségekhez vezethet. A véralvadasi rendszer fokozott aktivacidja révén kialakulo artérids
és/vagy a vénds rendszert érintd atherothrombozissal vagy thromboemboliaval jard betegségek
az egész vilagon a vezetd haldlokok kozé tartoznak. A fokozott aktivacid 1étrejohet a
keringésben jelenlévd sejtek fiziologiastdl nagyobb mértékili, vagy hosszabb ideig fennallo
aktivalodasa és/vagy a sejtek altal szekretalt mediatorok hatasa révén.

Az atherothrombotikus korképek kialakitdsdban a vérlemezkék fontos szerepet toltenek be. A
folyamatosan fennall6 endothel sériilés helyén a subendothelialis komponensek az érlumen felé
szabadda valnak, melyekhez a vérlemezkék receptoraikkal kotddnek, majd aktivalodnak. Az
aktivaciot kovetden a thrombocytdk kiilonbozé mediatorokat szekretalnak, amelyek tovabbi
vérlemezkék aktivacidjahoz jarulnak hozza, igy létrehozva az tigynevezett vérlemezke-dugot.
Ezt a folyamatot atherothrombotikus betegségekben kiilonbdz6 hatdsmechanizmussal hato
vérlemezke gatld terapiaval igyekeznek meggatolni.

A thrombocytdk legerdsebb agonistdja a thrombin, mely a protedz aktivalta receptor-1-en
keresztiil hat. A thrombin pleiotrop hatdsainak elkeriilése céljabol, illetve, hogy ne torténjen
fibrinképzddés, kisérleteinkben vérlemezke aktivacio céljabol a thrombinhoz hasonlo, szintén
a PAR-1-en hat6 thrombin receptor aktivald peptidet hasznaltuk. A thrombocyta funkciok
kortilmények kozott thrombocyta dus plazmaban vizsgaltuk aktivacid és/vagy gatlast kovetden
a vérlemezkék foszfatidil-szerin expressziojat, az altaluk kivaltott alvadék retrakciot, thrombin
generaciot és intracellularis Ca®" szint véltozast. Hipotézisiink az volt, hogy a calyculin-A
gatolja a thrombocyta intracellularis kalcium szint emelkedést, ezéltal a foszfatidil-szerin
expressziot és a kdvetkezményes thrombin generéciot.

Ismert, hogy malignus szolid tumorokban és malignus hematologiai megbetegedésekben a
vénas thromboembdlids szovodmények kialakulasanak kockéazata tobbszordse az egészséges
populacidohoz 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 el6forduldé thrombotikus és vérzéses



szovédményeket mar leirtdk, azonban ezen szovédmények kialakuldsdnak valdszinlisége mas
leukémidk esetében kevésbé ismert. Az akut monocytds leukémia esetén feltehetéen fennall
fokozott prokoagulans aktivitds, amely a legtobb esetben nem manifesztalodik
thromboembolids szovodményként, hanem szubklinikus marad, azonban iddig nem kozoltek
olyan sejtvonalakon végzett kutatdsi eredményeket, melyek a monocytds 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
hatasédhoz hasonlitottunk.

A véralvadasi kaszkdd kulcsenzime a thrombin, melynek mennyisége és képzddésének
kinetik4ja plazma mintakban vagy sejtes modelleken, kisérleti koriilmények kozott thrombin
generacios teszt segitségével meghatarozhato. Mindkét tanulmanyunk sordn a vizsgalt sejtek
(thrombocytak és monocytas leukémia sejtek) prokoaguldns hatdsdnak vizsgalata tortént

kiilonboz0 laboratoriumi mddszerekkel.



3. Irodalmi attekintés

crr

A 19. szdzad végén és 20. szdzad els6 felében attord felfedezések torténtek a hemosztatikus
rendszer, illetve véralvadasi kaszkad vizsgalata terén. 1865-ben Max Shultze irta le el6szor
thrombocytdk jelenlétét a vérben és javasolta tovabbi vizsgalatukat, amelyet 1882-ben
Bizzozero egészitett ki. Bizzozero - ma leginkabb 6t tartjdk a vérlemezkék elsd leirdjanak -
mikroszkdposan bizonyitotta a thrombocytdk jelenlétét a keringd vérben és megéallapitotta,
hogy a vérlemezkék az els6 sejtes elemek, amelyek kotddnek a sériilt érfalhoz in vivo, és az
els6 véralkotok melyek ,,szalakhoz” kotddnek és adhézidjukkal egy idében fibrinnel fedetté
valnak in vitro (Bizzozero et al, 1882). Az 1950-es évek végére az Osszes véralvadasi faktort
felfedezték (Riddel et al, 2007). A 20. szazad végére bizonyitottak, hogy in vitro koriilmények
kozott a véralvadasi kaszkad intrinsic és extrinsic utvonalakra bonthato, valamint ismert volt a
szoveti faktor (TF) kulcsfontossagli szerepe a véralvadasi kaszkad extrinsic Utvonalanak
elinditdsaban (Luchtman-Jones et al, 1995).

Ma tudjuk, hogy a hemosztazis rendszer kettds funkciot lat el, egyrészt antikoagulans
mechanizmusai a vért folyékony allapotban tartjak és biztositjak a megfeleld véraramlast az
intakt érpalyan beliil, masrészt endothelium sériilés esetén a lokalizalt, gyors véralvadasi
mechanizmusok a sériilés helyén kialakuld vérrdg révén minimalizaljak a vérveszteség
mértékét (Dalhbick et al, 2000). A hemosztazis harom f6 komponense: a humoralis rendszer,
mely az alvadési faktorok és antikoaguldns tényezdk révén jarul hozzd a véralvadashoz, a
cellularis rendszer, amely létrehozza a thrombocyta adhéziot, aggregaciot, szekréciot és
szorosan egylitt miikkddik a humordlis rendszerrel, valamint a vascularis rendszer, mely
érosszehuzdodas €és subendothelialis prokoagulans anyagok felszabaditasa révén inditja el az
extrinsic utvonalat.

A legujabb irodalmi adatok alapjan az alvadési kaszkad aktivaciojat 3 elkiiloniild fazisra lehet
osztani (Versteeg et al, 2013). Az els6 fazis az inicidcio, a véralvadés extrinsic utvonaldnak
elinduldsa, mely sordn a sériilt endotheliumon keresztiil a simaizom sejtek, subendothelidlis
sejtek és fibroblastok a véraram felé szabadda valnak. A sejtek felszinén TF expresszalodik,
amely a VII-es alvadési faktorhoz (FVII) kotddve elinditja a FVII aktivacigjat (FVIla), ezaltal
a koagulacios kaszkadot. A TF/FVIIa komplex (extrinsic tenaz komplex) proteolitikusan hasitja

a [X-es és X-es alvadasi faktorokat (FIX és FX) és aktivalt faktorokka (FIXa és FXa) alakitja



Oket (Butenas et al, 2009). Ez lehetdvé teszi, hogy a FXa kofaktoraval, az aktivalt V-6s alvadasi
faktorral (FVa) létrehozza a prothrombindz komplexet a TF-t expresszalo sejtek felszinén. A
folyamatot fizioldgidsan a plazmaban taldlhatd protedz inhibitorok (tissue factor pathway
inhibitor (TFPI) és antithrombin) limitaljak. A masodik fazis az amplifikécio, amikor a lassan
felhalmoz6do thrombin tovabb aktivalja a thrombocytakat. Az aktivalt thrombocytadk altal és
az iniciaciod sordn képzddott thrombin pozitiv visszacsatolas révén aktivéalja a FV-t és a VIlI-as
alvadasi faktort (FVIII). A FVIIla a FIXa kofaktora és az aktivalt vérlemezkék felszinén
eldsegiti a FXa képzddését. Tovabba a thrombin aktivalja a XI-es alvadasi faktort (FXI) is. Ezt
koveti az utols6 fazis, a propagacié fazisa, ekkor a negativ toltésii, prokoagulans foszfolipiddel
fedett felszinekre (pl. thrombocytdk membranjara) lokalizalodik a véralvadasi folyamat. Az
aktivalt FXI (FXIa) aktivalja a FIX-et, amely kofaktoraval, a thrombin altal aktivalt FVIIIa-val
képez komplexet (1. abra) és 1étrejon a fibrin hald, melyet a plazma transzglutaminéz, a szintén

thrombin altal aktivalt XIII-as alvadasi faktor stabilizal (Versteeg et al, 2013).

Endothelium

1. abra. A véralvadasi kaszkad extrinsic Gtvonala. TF: szoveti faktor; FVIIa: aktivalt VII-es alvadasi faktor; FXa:
aktivalt X-es alvadasi faktor; FIla: thrombin; FIXa: aktivalt IX-es alvadasi faktor; FXIIa: aktivalt XII-es alvadasi
faktor; FXIa: aktivalt XI-es alvadasi faktor; FVIIIa: aktivalt VIII-as alvadasi faktor; FVa: aktivalt V-6s alvadasi
faktor. (Versteeg et al. New fundamentals in hemostasis. Physiological Reviews, 2013 abraja alapjan, annak
modositasaval késziilt.)
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A koagulacids kaszkad intrinsic Gtvonalanak in vivo aktivaciojarol kevesebbet tudunk. Ismert,
hogy a negativ t6ltésti feliiletek (pl. kaolin) ex vivo aktivaljak a XII-es alvadési faktort (FXII).
In vivo a mar jelen 1évé FXIla a FXII aktivacidjdhoz vezet pozitiv visszacsatolds révén
(Geddings et al, 2014). Korabbi tanulményok leirtdk, hogy a vérben extracellularis RNS
jelenléte aktivalja a FXII-t és a FXI-t ezaltal az intrinsic alvadasi utvonalat (Kannemeier et al,
2007). Mas tényezdk, in vivo képesek a FXII-t aktivalni, ezek kozé tartoznak a neutrophil
extracellularis csapdak (NET, Neutrophil Extracellular Traps) DNS tartalma vagy az aktivalt
vérlemezkék altal szekretalt polifoszfatok (Miiller et al, 2009 és Fuchs et al, 2012). Ezen
komponenseknek intrinsic Gtvonalat aktivald hatdsara vannak bizonyitékok.

A hemosztazis rendszer antikoagulans mechanizmusainak részletes bemutatasara az értekezés
témaja miatt nem kerilil sor, munkank soran a véralvadasi kaszkad fokozott aktivacidjara

fokuszaltunk.

3.1.1. A véralvadasi kaszkad fokozott miikodése atherothrombotikus
allapotokban, a vérlemezkék szerepe

A vérlemezkék a fiziologids hemosztazis biztositdsdban €s a patologids folyamatokban is fontos
szerepet toltenek be. Egy 2016-ban megjelent eurdpai epidemioldgiai tanulmanyban Townsend
¢s munkatarsai leirtdk, hogy a hemosztazis rendszer aktivalédasa révén artérids thrombus
kialakulasaval jar6 kardiovaszkularis megbetegedések csoportja - koztik a ischemids
szivbetegségek ¢€s a stroke - tovabbra is a vezetd halalok a vildgon és Europaban (Townsend et
al, 2016). A kardiovaszkularis megbetegedések alapjaul szolgélo atherosclerotikus folyamatok
fontos részvevdi a vérlemezkék (Kaplan et al, 2011). Az atherosclerotikus plakk
megrepedésekor, vagy endothelium sériilés esetén a subendothelialis matrix fehérjéi (kollagén,
fibronectin, laminin), koztiik a von Willebrand faktor (vVWF) szabadda valnak az ér lumen felé,
melyhez a thrombocytak receptoraikon keresztiil kotddnek (adhézio), ezaltal aktivalodnak,
megvaltozik az alakjuk, az intracellularis granulumokbodl prokoagulans anyagok szabadulnak
fel és mas subendothelidlis komponensekkel reakcidba 1épve elinditjak a ,,thrombocyta dugd”

(aggregacio) létrejottét (Badimon et al, 2014).
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3.2. A thrombocyta aktivacido modjai

A vérlemezkék aktivacidja szamos mediator hatasa kovetkeztében, tobb utvonalon johet 1étre.
A denz granulumokban tarolt adenozin-difoszfat (ADP) a subendothelialis matrixhoz k&tédott
vérlemezkékbdl nagy mennyiségben szabadul fel és tovabb aktivélja a vérlemezkéket, foleg a
P2Y, receptoron keresztiil, ezaltal 1étrehozva elészor a vérlemezke monolayer-t, majd az
aggregatumot. A thromboxane-A, felszabaduldsa a vérlemezkék foszfolipid tartalmu
membranjabdl a primer ,,thrombocyta dugd” létrehozasaban jatszik szerepet és aktivalja a
vérlemezkéket a thromboxane-A; receptoron keresztiil, mind fizioldgias, mind koros alvadas
esetén. A kollagénnek, a glikoprotein Ib (GPIb), glikoprotein IIb/I1Ia (GPIIb/II1a), glikoprotein
Ia/lla (GPIa/lla) és glikoprotein VI (GPVI) receptorokon keresztiil, a stabil thrombocyta-vWF
¢és thrombocyta-thrombocyta adhézid kialakitdsdban van szerepe. A szerotoninnak, az SHT-2A
receptoron hatva, az endothel sériilés helyszinén tovabbi vérlemezkék ,,toborzasdban” van
szerepe (Brass et al, 2003; Davi et al, 2007; Varga-Szabo et al, 2008; Offermanns et al, 2006).
A thrombin a leghatasosabb thrombocyta agonista, nagyon alacsony koncentracioban - a
véralvadasi kaszkad aktivaciojahoz sziikségestdl alacsonyabb koncentracioban is - aktivalja a
vérlemezkéket (Mann et al, 2003, Jennings et al, 2009). A vérlemezkék elsédleges thrombin
receptora a protedz aktivalta receptor-1 (PAR-1), mely G-proteinhez kapcsolt. A thrombocytak
aktivalasa a PAR-1-en keresztiil a legersebb aktivalo tényezd, mely fontos szerepet tolt be az
athero-thrombotikus folyamatok 1étrehozdsdban (Tello-Montoliu et al, 2011 és Leonardi et al,
2012). A PAR-1 aktivalasa thrombinnal vagy szintetikus thrombin receptor aktivald peptiddel
(TRAP) Gia13 fehérjéken keresztiil torténik. Ez az intracellularis Ca’" felszabaduldsa révén
vezet a G, fehérje altal medialt intracelluldris jelatviteli utvonal és az intracellularis Ca®'
raktarak membranjdban taldlhatd inozitol-trifoszfat (IPs;) aktivalasahoz. Az IP; receptorok
direkt modon is aktivalhatok szintetikus anyagokkal, példaul thiomersal-al, amelyet mar
korabban hasznaltak sejt funkciét tanulmanyozo kisérletekben intracellularis Ca**
mobilizalaséara (Elferink et al, 1999).

A foszfatidil-szerin (PS) negativ toltésti foszfolipid, amely tobbek kozt a tendz és
prothrombinaz komplexek megfelelé miikddéséhez sziikséges (Lentz et al, 2003). Fiziologias
kortilmények kozott a PS a sejtmembran kettds foszfolipid rétegének az intracelluléris oldal

felli részén helyezkedik el. Thrombocyta aktivacié hatasara, az intracellularis Ca*" szint
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emelkedik és a PS transzlokalodik a kiils6 foszfolipid rétegbe, ezaltal negativ toltésii felszint
biztosit a véralvadasi faktorok szdmara (Zwaal et al. 1998), propagalja az alvadék kialakulasat.
A thrombocyték felszini PS-expresszidjat aramlasi citometriai modszerrel - Ca®* jelenlétében,

Annexin V kotédés alapjan — ki lehet mutatni (Vermes et al, 1995).

3.3. A thrombocyta funkciok gatlasanak lehetdségei

A jelenleg elérhetd vérlemezke gatld gyogyszerek alkalmazisa igen elterjedt az
atherothrombotikus betegségek kezelésében és megeldzésében. A thrombocytak felszinén 1évo
receptorokon hatva gatoljak a vérlemezke adhéziot, aggregéciot vagy szekréciot (Eikelboom et
al, 2012). A legtijabb thrombocyta receptor gatlok kozé tartozik a PAR-1 gatlasan keresztiil
haté gyogyszerek csoportja (Tello-Montoliu et al, 2011; French et al, 2015 és Leonardi et al,
2012). A thrombocytidkban, a szerin/threonin protein foszfatazok 1-es tipusu protein foszfataz
(PP1) ¢és 2A tipust protein foszfatdz (PP2A) alcsoportjai vannak jelen, melyek szdmos
intracellularis jelatviteli folyamatban jatszanak szerepet. A calyculin-A (CLA) egy, a
természetben jelen 1évd tengeri szivacsbol izolalt protein foszfataz inhibitor. Nanomolaris
koncentracioban elsésorban a PP2A-t gatolja, de indirekt gatlo hatast fejt ki a PP1-re is (Holy
etal, 2012 és Dedinszki et al, 2015). Més, az irodalomban gyakrabban hasznalt protein foszfataz
inhibitorok koziil a tautomycetin szelektiven gétolja a PPl-et, az okaddnsav nanomolaris
koncentracioban inkédbb a PP2A-t gatolja (Mitsuhashi et al, 2003; Fagerholm et al, 2010 és
Simon et al, 2010). Mind a PPI, mind a PP2A a thrombocytdk sejtmembranjaban és a
citoplazmatikus organellumaiban is jelen van (Muranyi et al, 1998). A munkacsoportunk
korabban vizsgélta a calyculin-A hatdsat TRAP-aktivalt vérlemezkéken. Kimutatta, hogy a

protein foszfatdz inhibitor meggatolja a vérlemezke eredetli mikropartikula képzddést és az

crer

3.4.1. Vénas thromboembolids szovodmeények kialakulasa malignus korképekben

Mig a thrombocytak fokozott aktivacioja, endothel sériilés és ateroszklerotikus plakk megléte

az artérias thrombdzisra jelent nagy kockazatot, addig malignus daganatos betegségekben maga
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a tumorszovet lehet a kivalto tényezd a vénas thrombozis és pulmonalis embolia, egyiittesen a
vénas thromboembolias (VTE) szovédmények kialakuldsaban. Amennyiben hemosztazis
rendszer pro- és antikoagulans mechanizmusainak egyensulya felborul, a prokoagulans hatés
lehet szubklinikus vagy manifesztalodhat VTE eseményként vagy érintheti az egész szervezetet
pl. sulyos, vérzéssel jard disszeminalt intravaszkularis koaguldcié forméjaban. A malignus
daganatos betegségben szenveddknél a VTE kialakuldsa akar hétszer gyakoribb a nem
daganatos populdcidhoz hasonlitva (Timp et al, 2013). Kimutattak, hogy az aktiv malignus
megbetegedés a VTE szovOdmények kialakulasanak fliggetlen rizikofaktora (Heit et al, 2000
¢és Alikhan et al, 2004). Szamos tényez0, koztiik a thrombdzis klasszikus rizikofaktorai (pl.
immobilitas, életkor, miitéti beavatkozas), valamint a daganatra specifikus jellemzok jelenléte
(a daganat tipusa, a daganat stddiuma, a daganat ellenes terdpia) befolyasolja a VTE
kialakulasanak esélyét (Falanga et al, 2012). A legjabb kutatdsok szerint a tumoros szdvet
sejtjein megjelend kiillonbozd prokoagulans anyagok (pl. TF) képesek aktivalni a hemosztazis
rendszert és a gazdaszervezet mas sejtjeit. A malignus sejt altal vagy a szervezet aktivalt sejtjei
altal képzett mikropartikuldk, az intracellularis granulumokbol felszabaduld gyulladasos
citokinek (pl. TNFa., IL-1p), adhézios molekuldk és proangiogén faktorok is hozzéjarulhatnak
a prokoagulans hatds fokozasahoz (2. abra) (Falanga et al, 2015). A daganatos sejtek direkt
moddon vagy indirekten, a daganatos sejtek altal szekretalt agonista dgensek révén aktivaljak a
vérlemezkéket a véraramban és ezaltal az aktivalt vérlemezkék felszine prokoagulanssa valik a
koagulacids kaszkdd szamara. Ez mikropartikuldk lefliz6dése révén tovabb fokozza a
prokoagulans hatast. Ujabb kutatisok szerint a thrombocytaknak fontos szerepe lehet a
daganatos szovet érhalozat integritdsanak megtartasdban, ezaltal hozzajarulva a daganat
progresszidjahoz (Stegner et al, 2014). Ismert, hogy a thrombocytdk ,,tumort védd” hatasa
mellett, a daganatos szovetben sok neutrophil granulocyta talalhatd, amelyek DNS tartalmt
NET-et bocsatanak ki hozzédjarulva a daganat novekedéséhez ¢és angiogeneziséhez (2. 4bra)

(Demers et al, 2013).
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2. abra. Biologiai tényez6k, melyek a malignus sejtek fokozott prokoagulans hatasahoz hozzajarulnak. MP:
mikropartikula; NET: neutrophil extracellularis trap. (Falanga et al. The mechanisms of cancer-associated
thrombosis. Thrombosis Research, 2015 abraja alapjan, annak modositasaval késziilt.)

3.4.2. Vénas thromboembolias szovodmény kialakuldsa malignus hematologiai
betegsegekben

A szolid tumoros (pl. pancreas tumor, ovarium tumor, agydaganat) betegekben ismert a VTE
kialakulasanak fokozott kockazata (Falanga et al, 2012). Malignus hematologiai
megbetegedésekben, koztiik az akut leukémidkban a VTE kockazatat joval alacsonyabbnak
véltek és inkabb a vérzéses eseményeket tartottdk valdszinlinek, azonban ijabb tanulmanyok
kimutattak, hogy onkohematologiai, akut leukémids betegekben is legalabb olyan gyakran
alakulnak ki VTE-as szovédmények, mint szolid tumoros betegekben (Falanga et al, 2009;
Falanga et al, 2012 ¢és Franchini et al, 2015). Szamos tényezd jatszhat szerepet a VTE
szovodmények kialakuldsaban akut leukémidkban (2. dbra). Sok esetben leirtdk a terdpias

beavatkozasok, a centralis vénas katéter jelenlétéhez tarsuld prothrombotikus hatast (Mohren
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et al, 2006 ¢és Ku et al, 2009), vagy a kemoterdpidhoz, példaul az L-aszparaginaz terdpidhoz
kothetd fokozott thrombotikus hatast, mely a természetes antikoagulansok, mint példaul az
antithrombin vagy plazminogén csokkenésé¢hez vezet és noveli a vVWF szintet (Guzmén-Uribe
et al, 2015 és Lejhancova-Tousovska et al, 2012). Régdta ismert, hogy az akut myeloid
leukémia (AML) egyik altipusdban, az akut promyelocytas leukémidban (APL) gyakoriak mind
a vérzéses, mind a thrombotikus komplikaciok kiilondsen a diagndzis idején (Guzman-Uribe et
al, 2015 és Franchini et al, 2015). A vérzéses szovddmények hatterében az APL-ban tapasztalt
hypofibrinogenémia, esetleg az elasztdz hatas all. A fokozott thrombosis hajlam pedig
leginkabb a leukémids promyelocytdk TF expresszidjanak tudhaté be. A hemosztatikus
valtozasok okozta eltéréseket a megnyult prothrombin-, aktivalt parcialis thromboplasztin- és
thrombin 1d6, valamint a fibrinogén-fibrin degradacids termékek jelenléte mutatja (Kwaan et
al, 2014). A hemosztazis szovédmények tekintetében az APL egy kiilon entitas, azonban
kevésbé ismert, hogy més akut leukémidkban, az AML egyéb altipusaiban és az akut lymphoid
leukémidban (ALL) milyen gyakoriak a VTE szovédmények illetve mennyi szubklinikus
thrombotikus szovodmény fordul eld. Mds, nem akut promyelocytds leukémia tipust AML-
ekben is megfigyelték a hemosztazis rendszer szisztémas aktivaciojat (Nur et al, 1995; Dicke
et al, 2015 és Falanga et al, 1988). A leukémia tipusatol (AML vagy ALL) fiiggden retrospektiv
tanulméanyok kimutattak, hogy a VTE incidencidja 2,1% ¢és 12,1% kozott valtozik (Ziegler et
al, 2004; de Stefano et al, 2005 és Mohren et al, 2006). Az egyik tanulmény szerint a
diagnéziskori VTE incidencidja APL-es betegekben 3,2%, egyéb AML-es betegek
csoportjaban 2,5% volt, azonban a kiilonboz6 akut leukémia alcsoportok (ALL, AML és APL)
diagnoziskor fennalldo VTE incidencidja kozott szignifikans kiilonbséget nem talaltak (Mohren
et al, 2006). Ku és munkatérsai egy tanulmany keretében, 7 éves megfigyelési periddus soran
retrospektiv. mdédon vizsgaltdk az AML-es és ALL-es betegek VTE szovédményeinek
incidenciajat. Azt talaltdk, hogy az AML-es betegek VTE kumulativ incidencigja 5,2%, az
ALL-es betegeké 4,5% volt, a betegség diagnozisat kovetd 2 éven beliil. De a leggyakrabban
(az esetek 64%-aban) a diagndzist kdvetd 3 honapon beliil alakultak ki VTE-as sz6védmények.
A VTE incidencidjaban az APL csoport és mas AML-dk csoportja kozott nem talaltak
szignifikans kiilonbséget (Ku et al, 2009).
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3.5. Mikropartikulék eredete €s jelentdsége a prokoagulans hatas kialakitasdban

A mikropartikulak (MP) 0,1-1,0 um atmérdjt, 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 kiilonbozé betegségekben, pl. kardiovaszkularis
korképekben, diabetesben, szepszisben vagy daganatos megbetegedésekben (Owens et al,
2011). A vérben a thrombocyta eredetii MP-k vannak jelen a legnagyobb mennyiségben (kb.
80%), de eldfordulnak granulocyta, endothelsejt, vorosvértest és monocyta eredetli MP-k is
(Falanga et al, 2012). A MP-k membrénja arra a sejtre specifikus tulajdonsagokkal rendelkezik,
amelyikbdl szarmazik, de mas sejtekbdl szdrmaz6 proteineket is szallithatnak, melyek sejtfuzid
révén kapcsolddhatnak a MP-hoz. Mivel a MP-dk a sejteket ért stressz (pl. aktivacid) hatésara
képzddnek, a felsziniikon expresszalddod, negativ toltésti PS felelés a MP-k prokoagulans
hatasaért azaltal, hogy a negativ t6ltésti foszfolipid felszin tendz és prothrombindz komplexek
kialakulasat segiti eld. Aramlasi citometriai vizsgalattal bizonyitott, hogy akut promyelocytas
sejtvonalak (pl. NB4) MP-4i a PS-expresszido mellett TF-t is expresszalnak felsziniikon,
hozzajarulva a leukémias sejtek prokoagulans hatdsdhoz (Gheldof et al, 2014). Azt is igazolték,
hogy az NB4 sejtvonal eredetli MP-k kifejezett thrombin generacios potenciallal rendelkeznek
(Gheldof et al, 2014).

A MP-k fontos szerepet toltenek be a szolid tumoros és hematoldgiai malignus megbetegedések
prokoagulans allapotanak létrehozasaban, a felszini prokoagulans anyagok expresszidja révén,
ezért akut monocyter leukémids sejtvonalak prokoagulans hatdsdnak vizsgalatakor a sejtek altal

képzett, szeparalt MP-k prokoagulans hatdsat is tanulméanyoztuk.

3.6. Globalis thrombin generacids teszt €s torténete

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 (Crawley et al, 2007).
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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
1d6 vagy thrombin id6 esetében a mérés végpontja a fibrin, valamint alvadék képzddés, melyet
kevesebb, mint az teljes thrombin mennyiség 5%-a befolyasol (Baglin et al, 2005). Azaz a
képzddott thrombin legnagyobb része (>95%) az alvadék 1étrejottét kovetden képzodik, ezért
az alvadasi idoket mérd tesztek nem adnak pontos informaciot a képzddott thrombin
mennyiségérél. A thrombin generacios teszt (TGT) egy globalis hemosztazis teszt, mely egy
adott id6 intervallum alatt képzddott teljes thrombin mennyiséget és a képzddés kinetikajat
méri.

A thrombin generdcid mérésére alkalmas legelsé modszert két munkacsoport egyszerre
fejlesztette ki 1953-ban (Macfarlane et al, 1953 és Pitney et al, 1953). Ezek a tesztek azonban
még tobb 1épésbdl alltak, iddigényesek, nehezen elvégezhetdk és pontatlanok voltak. Az 1980-
as években Hemker és munkatarsai tovabbfejlesztették a thrombin generacios tesztet, ekkor mar
a pontatlansag mértéke csokkent, de tovabbra is tobb 1épésben lehetett elvégezni, specialis
eszkozoket és képzettséget igényelt a kivitelezése (Hemker et al, 1986). 1993-ra a modszert
mar egylépéses alvadasi tesztté alakitottak és alkalmas volt a thrombin aktivitds folyamatos
detektalasara (Hemker et al, 1993).

A 2003-ban modositott thrombin generacids tesztet haszndljuk ma is (Hemker et al, 2003), mely
a folyamatosan képzddd thrombin mennyiségét fluoreszcens szubsztrat segitségével hatarozza
meg. Nem sziikséges a mintat fibrin mentesiteni, a fibrinhez kotott thrombint és a szabad
thrombin mennyiségét méri, valamint alkalmassa valt thrombocyta dis plazma és mas cellularis

komponensek vizsgélatara is.

3.6.1. A globalis thrombin generacids teszt alkalmazasa

Globalis véralvadasi teszt, ezért atfogd képet ad a hemosztazis allapotarol. A thrombin
képzddést egyarant befolyasoljak a pro- és antikoagulans folyamatok, ezaltal a teszt alkalmas a
fokozott trombozis készség ¢és vérzékenység kimutatdsara is.

A tesztet eredetileg thrombocyta-szegény plazma (PPP) vizsgélatara fejlesztették ki (Hemker
et al, 1993) és tovabbra is a legelterjedtebb a PPP mintabol torténd thrombin generacid mérése,

mely lehetdséget nyujt a mintdk fagyasztdsara és késobbi idOpontban tobb minta egyidejli
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lemérésére. Azonban a thrombocyta-szegény plazma mérésén tal - mivel a teszt pontossagat
nem zavarja a vizsgalt minta turbiditdsa vagy a vérlemezkék jelenléte - alkalmas thrombocyta-
dus plazma (Hemker et al, 2000) és teljes vér (Ninivaggi et al, 2012) vizsgélatdra is, azonban
ezek a modszerek a PPP mérésekhez képest kevésbé elterjedtek. A TGT legtijabb
korben elterjedt modszer (Kern et al, 2014 és Tripodi, 2016). A modszer alkalmas a
vérzéshajlammal jar6 betegségek, koztik az oOroklott faktorhiannyal és gatlotesttel jard
hemofilias betegek mintainak értékelésére (Brummel-Ziedins et al, 2009 ¢és Millet et al, 2011).
A thrombin generacids tesztet szamos kutatasban alkalmazzak artérids érrendszeri és vénas
thromboembolias megbetegedések vizsgalatara (Carcaillon et al, 2011; Tripodi et al, 2008;
Marchetti et al, 2008 és Tripodi et al, 2016).

A kiilonboz6é mintadk mérésére ugy valik alkalmassa a teszt, hogy a mintdkhoz kis mennyiségii
aktivatort (trigger) hozzdadva vizsgalhatd az ex vivo keletkezett thrombin mennyisége. Az
altalunk haszndlt thrombin generacids tesztek soran a gyartd eltéré TF és/vagy foszfolid
tartalmu reagenst ajanl a kiilonb6z6 mintak vizsgalatara (1. tablazat).

A PPP-low reagens a FVIIL, FIX és FXI detektalasa szempontjabol magas szenzitivitasu, ezért
hasznalata hemofilids plazmak vizsgalatara ajanlott. A PPP-high reagenst erdsen gatolt
thrombin generacid esetén (pl. ha a plazma nem frakcionalt heparint tartalmaz) javasolt
hasznalni. A MP reagens a prokoagulans MP-k felszinén 1évd TF jelenlétére szenzitiv.
Kisérleteinkben a thrombin generacidos méréseket modositott koriilmények kozott végeztiik, 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 inicidljak

illetve propagaljak.
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Szoveti Foszfolipid

faktor (pM) (LM) Felhasznalasa

Reagens neve

Altalénos, thrombocyta szegény plazma

PPP reagens 5 4 )

vizsgélatara

Haemophilias betegek plazmajanak

PPP-low reagens 1 4 .

vizsgélatara

) Véralvadasgatlot szedo betegek
PPP-high reagens 20 4 ' '
plazmajanak vizsgalatara
PRP reagens 1 - Thrombocyta dis plazma vizsgélatara
A PPP-ben jelenlévé mikropartikulak

MP reagens - 4

vizsgélatara

1. tablazat. A thrombin generacios teszt soran alkalmazhat6 reagensek és azok ajanlott alkalmazasa.
PPP: thrombocyta szegény plazma; PRP: thrombocyta dus plazma; MP: mikropartikula.

Az altalunk végzett thrombin generadcidos mérések soran haromféle kisérleti elrendezést
hasznaltunk, melyek az alabbiak voltak:

1: A fenti tablazatban nem szerepld elrendezés, melynek sordn a leukémids sejtvonalak vagy a
leukémids sejtek altal termelt mikropartikulak biztositjak a szoveti faktor és foszfolipid altal
torténd aktivaciot.

2: A tablazatban a PRP-reagensnek megfeleld kisérleti elrendezés, mely alacsony szoveti faktor
koncentracioval hozza létre a thrombocyta felszinen megjelend foszfolipid expresszio altal
medialt aktivaciot.

3. Egy klinikai beteganyagon, ahol a plazmékat vizsgaltuk thrombin generacios képességiik
szerint, a thrombocyta-szegény plazmaban a PPP-reagensnek megfeleléen szoveti faktor és
foszfolipid altali egytittes aktivaciot alkalmaztunk.

Az 1. kisérleti elrendezéssel kapott eredmények (Hudak és mtsai, Clin Chem Lab Med, 2017),
valamint a 2. kisérlet elrendezés eredményei (Huddk és mtsai, BioMed Res Int, 2017)
szerepelnek az értekezésben, mig a 3. pontban leirt vizsgalat (Hudak és mtsai, PlosOne, 2017)

nem képezi az értekezés részét.
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4. Célkituzeések

4.1. Calyculin-A hatasa a vérlemezke aktivaciora

Kisérleteinkben célul tiiztik ki a protein foszfatdz gatlo CLA PS-expressziora, alvadék
retrakciora és thrombin képzédésre gyakorolt hatdsdnak vizsgalatat. Feltételeztiik, hogy a CLA
protein foszfatazokon keresztiil kifejetett hatdsa révén gatolja a vérlemezke aktivaciot, ezaltal
a thrombin generaciot, valamint hatdssal van a képzddott alvadék szerkezetére. Mindennek

hatterében feltételeztiik a CLA intracellularis kalcium szintet befolydsol6 hatasat.

4.2. Akut monocytas leukémia sejtvonalak prokoaguldns hatasanak
meghatarozasa

Kisérleteinkben harom akut monocytas leukémia sejtvonal prokoagulans hatasat vizsgaltuk.
Izolalt huméan monocytdkat negativ kontrollként, pozitiv kontrollként egy ismert akut
promyelocytas leukémia sejtvonalat hasznaltunk. A hipotézisiink az volt, hogy akut monocytas

leukémia sejtvonalak prokoaguldns hatasa fokozott a normal human monocytdkhoz képest.

4.3. 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.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. 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 megeldzden, legalabb 2 hétig semmilyen gydgyszert nem szedtek.
Thrombocyta szegény plazma (PPP) elédllitdsdhoz a teljes vért 1220 g-n, 15 percig,
szobahOmérsékleten centrifugéltuk, a rutin hemosztazis diagnosztikaban hasznalt protokollnak
megfelelden. Ezt kovetden kevert plazmat készitettiink, mely minden donor 1-1 mL PPP-jét

tartalmazta. A késObbiekben a kevert PPP-re normal plazmaként hivatkozunk.

5.2. Thrombocyta-dus plazma készitése thrombocyta kisérletekhez

Egészséges oOnkéntesektdl periférids vért vettlink natrium-citrat (0,105 M) antikoagulénst
tartalmaz6é miianyag vacutainer vérvételi csovekbe (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Az
onkéntesek a vérvételt megelézd legalabb 2 hétben semmilyen gydgyszert nem szedtek.
Thrombocyta das plazmat (PRP) a teljes vér 170 g-n, 15 percig, szobahémérsékleten torténd
centrifugélasaval allitottunk el6. A PRP eltavolitasat kovetden a mintékat tovabb centrifugaltuk
1500 g-n, 15 percig, szobahdmérsékleten, igy thrombocyta-szegény plazmat nyertiink. Ezt
kovetden 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 elokezelt 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

2010). A TRAP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) végkoncentracidja 20 pM volt.
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5.3. 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 monocytédkat. A PBMC-hez gamma globulin tartalmu blokkol6 reagenst
(monocytak Fc-receptoranak gatlasa) és antitest keveréket (biotinalt egér IgG tipust antitestek
CD3, CD7, CD16 (CDl16a és CD16b-re specifikus), CD19, CD56, CDw123 ¢és CD235a -
glycophorin A ellen) adtunk. Keverést és inkubaciot kdvetden a feleslegben 1€vd antitestet
kimostuk a mintdb6l, majd mégneses, streptavidinnel fedett gyongyoket adtunk a PBMC-hez.
A magneses gyongyokon 1évo streptavidin a biotinalt antitestekhez kotddott, igy a magnes
segitségével a nem-monocyta sejteket illetve sejttormelékeket eltavolitottuk (3. abra). Az
oldatban maradt monocytakhoz antitest nem kotddott a szeparalds soran, ezért a magnes sem
volt képes Oket az oldatbdl a csé oldalahoz vonni, igy nem érte 6ket direkt aktivalo hatas. Mas
mobdszerekkel ellentétben a depléciés magneses monocyta szeparalas soran a monocytak 95%-
a marad ¢életképes, amely a szeparalast kovetd funkciondlis tesztek szempontjabdl nagy
jelentdségli. A monocyta szuszpenzid sejtszam beallitasa centrifugalassal és PBS-ben torténd
reszuszpendaldssal tortént. Az izolalt normalt monocytédkat kisérleteinkben az akut monocytas

leukémia sejtvonalak negativ kontrolljaként hasznaltuk.
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3. abra. Normal human monocytak szeparalasa negativ szelekcioval. PBMC: periférias vér mononuklearis sejtek.

5.4. Sejtvonalak ¢€s sejttenyésztés

Harom akut monocytas (THP-1, MOLM-13, MV4-11) és egy akut promyelocytds (NB4)
leukémia sejtvonalat vizsgéaltunk. A THP-1 sejtvonalat Prof. Dr. Vereb Gyorgytdl (Debreceni
Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi 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 monocytés leukémia sejtvonalakkal
egyidejileg vizsgalt, NB4 sejtvonalat (DSMZ, Braunschweig, Németorszag) Dr. Balajthy
Zoltantol (Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biokémia és Molekularis
Bioldgia Intézet) kaptuk. Mind a négy sejtvonalat 15% fetal bovine serum (FBS, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) tartalmii RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) médiumban
tenyésztettiik, 37 °C-os inkubatorban, 5%-0s CO, és 95%-os relativ paratartalom mellett. A
monocytds leukémia sejtvonalak kett6zddési ideje 35-48 ora volt, melyet 48 oranként térténd
sejtszamlalassal és a 0., a 24., valamint a 48. draban vizsgalt sejtciklus analizissel hataroztunk
meg. A sejteket kétnaponta passzaltuk, passzalasok sordn a monocytas leukémia sejtvonalak

sejtszamat 0,5 x 10%/mL-re, mig az NB4 sejtvonal sejtszamat 0,3 x 10%/mL-re allitottuk be.
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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 él6nek bizonyult.

5.5. Leukémias sejtek immunfenotipusdnak meghatarozasa aramlasi citometriai
modszerrel

A leukémias sejtek immunfenotipusanak meghatarozasa standard felszini 8 szinii 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, Déania). A FXIII-A-FITC (Katona et al, 2001) antitesttel
torténd jelolés a sejtek fixdlasa és permeabilizdlasa utan tortént. A sejtek immunfenotipusanak
meghatarozasa FACSCanto II (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA) éaramlasi
citométerrel tortént, minden minta esetén azonos beallitdsokkal. Mintanként 50 000 eseményt
gyljtottiink be és az eredményeket FACSDiva szoftver (Becton Dickinson Biosciences, San

José, CA) segitségével értékeltiik.

5.6. Thrombocyta sejtfelszini foszfatidil-szerin expresszio vizsgalata aramlasi
citometriai modszerrel

Thrombocyta-dis plazmat - 250 G/L-es thrombocyta szamot hasznalva - eléinkubaltunk 0,5%-
os dimetilszulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) tartalmit HEPES pufferrel (15 mM
NaCl, 25 mM HEPES, pH 7,4) vagy a protein foszfatdz inhibitor CLA-val 30 percig, 37°C-os

vizfirdében, sotétben. A CLA-t 50 nM-os végkoncentracidban hasznaltuk. Az eldinkubéciot

........

Thiomersal-lal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 15 percig, 37°C-os vizfiirddben, sitétben
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aktivaltuk. Majd 5 uL PRP-t 5 L CD41-PE antitesttel (Dako, Glostrup, Dénia), 5 uL. Annexin-
V-FITC antitesttel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) és 35 pL. Annexin-kotd pufferrel (10-szeres
higitast, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) jeloltiink 15 percig, szobahdmérsékleten, sotétben. A
kisérletek soran a mintakat az FC500 aramlasi citométerrel (Beckman Coulter, CA) analizaltuk,
a thrombocyta kapuba 10 000 eseményt gyiijtottiink be, melyet a Kaluza szoftver (Beckman
Coulter, CA) segitségével értékeltiink.

5.7. Leukémias sejtek felszini foszfatidil-szerin €s szoveti faktor expresszidjanak
meghatarozasa aramlasi citometriai modszerrel

Izolalt monocytdk és sejtvonalak PS expresszidjanak meghatarozasahoz Annexin-V-FITC
antitestet és Annexin-kotd puffert hasznéltunk, 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 jeloltik 30 percig, szobahdémérsékleten,
sOtétben. A tobbi mintat 2-szer mostuk, végiil Annexin-ko6td pufferben (10-szeres higitasu)
vettiik fel a jelolt sejteket. A mintdkat FC500 4ramlési citométeren mértiikk ahol 30 000
eseményt gyljtottiink be minden mérés sordn, majd az eredményeket Kaluza szoftver

segitségével értékeltiik.

5.8. Mikropartikulak szeparaldsa és mikropartikula szam meghatarozéasa aramlasi
citometriai modszerrel

A leukémias sejtek kettézO0dési ideje kb. 48 o6ra, ezért a mddszer standardizaldsaként a
leukémias sejteket passzalaskor centrifugaltuk 190 g-n, 10 percig, szobahdmérsékleten, majd a
sejteket friss 15%-0s FBS tartalmi 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 flaskdkbol. A szuszpenzidbol a sejteket (190 g, 10 perc,
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szobahOmérséklet) centrifugalassal tavolitottuk el. A maradék leukémids sejtet, vagy
sejttormeléket a feliiliszé (MP tartalmil) ismételt rovid ideig tartod centrifugalasaval (13 000 g,
2 perc, szobahdmérséklet) tavolitottuk el. A feliiluszobol a MP-kat magas fordulatszamu (16
100 g, 30 perc, szobahdmérséklet) hosszu idejli centrifugalassal szeparaltuk, majd PBS-ben
mostuk és centrifugaltuk (16 100 g, 30 perc, szobahdmérséklet), végiil 1 mL PBS-ben vettiik
fel. A MP-k é4ramlasi citometriai mérése elott Megamix-Plus SSC kalibraciés gyongyoket
(Biocytex, Marseille, Franciaorszdg) haszndltunk a mérési protokoll beallitasahoz. A
kalibracios gyongyok fluoreszcensek és kiilonbozd atmérdjiiek, a MP mérettartomanyok nagy
részét lefedik. Az dramlési citométert ezekkel a fluoreszcens gyongyokkel kalibraltuk és azt
talaltuk, hogy az ajanlott markerrel (SSC) a FACSCanto II aramlasi citométer (Becton
Dickinson, San Jose, CA) a 0,16-0,5 pm mérettartomanyba esé gyongyoket volt képes
azonositani az SSC csatornan. A gyartd ajanlasanak megfeleléen a 0,16 pm atmérdji
gyongyoket, illetve tartomanyt ki kell zarni és a maradék 0,2-0,5 um kozé es6 események
tekinthetdk MP-nak az SSC csatornan. A leukémids sejtek altal kibocsatott MP-kat ezen
bedllitas segitségével azonositottuk. Az SSC jel 0,3-1,0 um tartoményba esik az FSC csatornan
detektalva. Azt taldltuk, hogy a fluoreszcens gyongyok FSC jele ugyanaz volt, mint a

mikropartikulaké. A MP-k szamat méretiik és PS pozitivitdsuk alapjan hataroztuk meg.

5.9. Leukémias sejtek prokoagulans hatasdnak meghatarozdsa prokoaguldns
aktivitas teszttel (PCA)

A leukémids sejtek prokoagulans aktivitdsanak vizsgdlata soran normal, valamint kiilon- kiilon
Vll-es ¢és Xll-es alvadasi faktor hidnyos plazmdakat hasznaltunk. Tovabba vizsgéltuk 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, Németorszdg) 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

27



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
inkubéciot kdvetden 100 uL 20 mM-os CaCl, adtunk a mintakhoz, hogy beinditsuk az alvadast.
A fibrin képzdédést KC-1 koagulométeren mértiik és masodpercben fejeztiik ki. Rekombinans
tromboplasztin (Dade Innovin, Siemens, Marburg, Németorszag) 1:10 aranyt higitasat
valasztottuk 12 800 mU-nak, sorozatos higitast hasznaltunk a thromboplasztin kalibracios
gorbe elkészitéséhez egy dupla logaritmusos skalan. Az alvadasi id6t mU/10° monocyta

mértékegységili prokoaguldns aktivitdssa konvertaltuk.

5.10. Alvadek retrakcio vizsgalata

Hétszazhtisz L PRP-t pufferrel (DMSO tartalmi HEPES puffer) vagy CLA-val eldinkubaltuk
30 percig, 37°C-os vizfiirddben, sotétben, majd TRAP-al aktivaltuk 15 percig 37°C-os
vizfiirddben, sotétben. Egy livegcs6be mind a 4 mintabol (NA, NA + CLA, TRAP, TRAP +
CLA) 800-800 pL-t inkubaltunk CaCl,-dal (25 mM-os végkoncentracidban) 60 percig, 37°C-
os vizfiirdében, sotétben. A mintakrol a 0., 20., 40. és 60. percekben fényképes dokumentaciot
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 hataroztuk meg.

5.11. Leukémids sejtek ¢€s mikropartikuldik prokoagulans hatdsanak
meghatarozasa thrombin generacios teszttel

A thrombin generacids tesztet (TGT) a korabban leirtaknak szerint a Thrombinoscope CAT
(Calibrated Automated Thrombogram, Maastricht, Hollandia) segitségével a gyartd
utasitdsainak (Diagnostica Stago, Asnicres, Franciaorszag) megfelelden végeztiik (Perrin et al,
2014 és Hemker et al, 2013). Roviden, egy kerek alju, 96-lyukq, fekete lemezbe pipettaztunk
80 uL normal plazmat vagy VlII-es faktor, XI-es faktor, XII-es alvadasi faktor hidnyos plazmat
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majd hozzapipettaztunk 20 uL PBS-t/izolalt monocytat vagy leukémias sejtet (5 x 10%/mL). A
MP thrombin generdcids vizsgalat soran 80 puL normdl plazmahoz 20 pL szeparalt MP-t
pipettaztunk. A mintdkat 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 generaciét 20 puL FluCa-Kit'™ (Fluo-
puffer ¢és fluorogén CaCl, tartalmu szubsztrat keveréke) hozzaadaséval inditottuk el és a
mintdkat duplikdtumban mértiik. A fluoreszcenciat a Fluoroskan Ascent fluoriméterrel
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) detektaltuk és thrombin generacids gorbéket a
Thrombinoscope szoftverrel értékeltiik. A thrombin generdcios gorbéket az aldbbi
paraméterekkel (az elnevezések magyar nyelvii konszenzusanak hianyéaban) jellemezhetjiik:

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 idé

5. start tail (perc): a thrombin generécio végpontja

6. velocity index (nM/perc): a lagtime és time to peak kozotti gorbe (4. dbra).

velocity index
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4. abra. A thrombin generacios gorbe jellemzd paraméterei. Narancssarga fiiggdleges vonal jelzi a fibrin képzddés
kezdetéig eltelt id6t. ETP: endogén thrombin potencial.
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5.12. Thrombocyta funkcidé modulacié és CLA hatas vizsgalata thrombin
generacios teszttel

Nyolcvan mikroliter CLA-val illetve TRAP-pal kezelt PRP-t 20 pL 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 alji lemezekben. Az el6z6
fejezetben feltiintetett modon, minden plazma mintadhoz kalibratort készitettiink. A mintakat

duplikdtumokban mértiik.

5.13. Vérlemezke intracellularis Ca>* szint vizsgalata konfokalis mikroszkoppal

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
mintakhoz az aggregéacié megeldzésére (Sage et al, 2011). A PRP-t (100 pL) 1,5 puL 2 mM-os
Fluo-4-AM festékkel inkubaltuk 10 percig, 37°C-os vizfiirddben. A thrombocytikat ezt
kovetden 2 uL 1 mM-os Fura-Red-AM-el toltottiink 30 percig, 37°C-os vizfiirdében. Két mL
Hepes-puffert adtunk a mintdkhoz, ezt kovetden centrifugaltuk oket 350 g-n, 20 percig,
szobahOmérsékleten. Ezt kovetden a vérlemezkéket 100 pL pufferben vettik fel. Az
intracellularis Ca®" szint meghatarozasa Zeiss LSM 5 live (Carl Zeiss AG, Jéna, Németorszag)
high-speed konfokalis mikroszképpal tortént. A mintdt egy 37°C-ra bedllitott kamraban
talalhato targylemezre pipettaztuk. A kamra és az objektiv hdmérsékletét az egész mérés soran
37°C-on tartottuk. A mérést 5 percig végeztilk 488 nm-es excitacios hullamhosszon és két
detektalo kamra segitségével: 500-525 nm kozotti band pass filter csatornén detektaltuk a FLuo-
4 jelét. Long pass filteren, 635 nm felett a Fura-Red fluoreszcens jelét. A mérés soran kapott
fluoreszcens aranyok kiszamitasat, és a konfokalis mikroszképos mérést Dr. Vincze Janos

(Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Elettani Intézet) végezte.
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5.14. 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
tesztekkel tortént. Az atlag = 2 SD-n kiviil esd értékeket kizartam. Két dsszetartozo csoport
Osszehasonlitdsara, amennyiben a valtozé6 mindkét csoportban normal eloszlast mutatott,
egymintas t-probat (paired t-test), nem normal eloszlasu valtozo esetén Wilcoxon signed rank
tesztet (parositott Wilcoxon-teszt) alkalmaztam. Két fiiggetlen csoport dsszehasonlitdsara nem
parositott t-probat (normdl eloszlds) és Mann-Whitney tesztet (nem normal eloszlés)
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.
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6. Eredmények

6.1. 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. Més pan-myeloid marker (CD13) és kiilonb6z6 monocyta markerek valtozo
expressziot mutattak. A THP-1 sejtvonal bizonyult a legérettebbnek a CD34 negativitas és
minimalis (9%) CDI117 expresszié miatt. A harom sejtvonal kiilonb6zé immunfenotipust
mutatott inkongruens myeloid és monocyta marker expresszioval. Mindhdrom sejtvonal esetén
komplex citogenetikai eltérések voltak kimutathatoak. A THP-1 sejtvonal az fms-szer(i tirozin
kinaz 3 — internal tandem duplikacié (FLT3-ITD) mutacié szempontjabdl vad tipusu, a MOLM-

13 sejtvonal heterozigota, mig az MV4-11 sejtvonal homozigéta (2. tablazat).
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Sejtvonal THP-1 MOLM-13 MV4-11
Klinikai jellemzdék relapszusban 1évo MDS-bdl de novo
monocytas transzformalddott, monocytas
AML szekunder AML AML
Kett6z6dési 1d6 35-50 6ra 50 ora 50 ora
Immunfenotipus
Myeloid
CD33 100 % 100 % 100 %
CD13 100 % 7 % 20 %
CDI5 100 % 100 % 100 %
cyMPO 0 % 0% 34 %
CDI11b 100 % 15 % 100 %
Monocyta
CDo64 50 % 11 % 100 %
CD14 0% 5% 14 %
CD4 20 % 100 % 100 %
HLA-DR 12 % 3% 18 %
cyFXIII-A 0 % 11 % 60 %
Mas
CD38 100 % 100 % 20 %
CD71 100 % 11 % 100 %
CDs56 100 % 100 % 18 %
CD34 0 % 7 % 14 %
CD117 9% 5% 20 %
Citogenetikai jellemzdk Komplex citogenetikai eltérések
Molekularis genetikai MLL-AF9 MLL-AF9 MLL-AF4
jellemzok
FLT3-
FLT3-1TD mutéci6 vt/vt vt/FLT3-ITD" IO’/
FLT3-
ITD"

2.

tablazat. Akut monocytds leukémia sejtvonalak jellemzéi. AML: akut myeloid leukémia; MDS:

myelodysplasia; CD: cluster of differentation; vt: vad tipus; FLT3-ITD: fms-szer( tirozin kinaz 3- internal tandem

duplikacio.

6.2. TRAP és thiomersal aktivacio és CLA gatlas hatasa a thrombocyta sejtfelszini
foszfatidil-szerin expressziora

Az aramlési citometriai mérés soran el6szor a vérlemezkéket azonositottuk a mintainkban

CD41-PE jelolédés alapjan. A reprezentativ dot plotok (5. abra) jobb felsé kvadransaba esd

események a PS pozitiv thrombocytakat mutatjdk. A NA és CLA-val el6kezelt mintakat

crer
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lal, majd a PS-expressziot aramlasi citometriai modszerrel hataroztuk meg. A NA vérlemezkék
PS-expresszidja minimalis, par szdzaléknak adodott, melyet a CLA el6kezelés tovabb
csokkentett (5. dbra A és B). A PS-expressziot mutatd vérlemezkék ardnya TRAP aktivacid
hatasara jelentdsen emelkedett, melyet a CLA eldkezelés minimalis mértékiire csokkentett (5.
abra C és D). A PAR-1 receptoron keresztiil hat6 TRAP-al ellentétben, a thiomersal a
vérlemezkék 96%-an indukalt PS-expressziot, melyet a CLA-el6kezelés nem befolyasolt (5.

abra E ¢és F).

A 10° E 10°
2.3% 16.4% 96.5%
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10° 10° 10°
1.1% 1.4% 95.8%
101_
=
5
= 10' 10’
=
—
[ G
O
10° 10° 10°
T T T T T T
10° 10 10? 10° 10° 10' 102 10° 10° 10' 10? 10°
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5. abra. A PS-expresszio aramlasi citometrias eredményeit bemutatd reprezentativ dot plotok. NA: nem aktivalt;
TRAP: thrombin receptor aktivalo peptid; FITC: fluoreszcein-izotiocianat; PE: phycoerythrin.

A kisérletek eredményeit Osszefoglald oszlopdiagram 4brazolja a vérlemezkék PS-
expresszidjat kiilonbozo koriilmények kozott. A nem aktivalt mintdk PS-expresszidja alacsony,
3,0 £ 0,8% (atlag = SD) volt, melyet a CLA elékezelés 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
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(p=0,0001). A thrombocyta fényszorasi képeken a vérlemezke FSC alatti mikropartikula (MP)
régid eseményeit szazalékosan elemeztiik. A CLA eldkezelés teljesen meggatolta a PS-

expressziot valamint a MP régioban megjelend események kialakulasat TRAP-aktivalta

thrombocyték esetén (6. dbra A és B).

A 40 - B 40 A ot
| — |
35 1 35
30 A 3 30 -
g sk ) |
2 25 1 2 25
3 2
£ 20 - 5 20 -
a, (]
5 15 :C%D 15
g ks
10 4 % 10 4 ok
dkk 1
5 1 — 5 1
I — | L mem |
NA TRAP NA TRAP

6. abra. A calyculin-A PS-expressziot (A) és MP régioba esé eseményeket (B) csokkentd hatasa. Fehér oszlopok
anem aktivalt és TRAP aktivalt mintakat mutatjak, a fekete oszlopok a CLA el6kezelt mintékat jelzik. Az oszlopok
8 kiilonb6z6 mérés atlagat és szorasat (SD) mutatjak. A statisztikai analizist egymintds, parositott t-probaval
végeztem, ***p<0,001. PS: foszfatidil-szerin; MP: mikropartikula; NA: nem aktivalt; TRAP: Thrombin receptor
aktivalo peptid aktivalt.

6.3. Normal monocytak ¢és leukémias sejtek felszini szoveti faktor (TF) és
foszfatidil-szerin (PS) expresszigja

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 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-expresszioja
szignifikdnsan alacsonyabb volt a monocytdk, a THP-1 és az NB4 sejtvonalakétol (p<0,001), a
két sejtvonal kozott nem volt szignifikdns kiilonbség (p>0,05). A pozitiv kontroll, NB4
sejtvonal atlag = SD: 64,2 + 16,4%-0s TF-expressziot mutatott, mely a monocytak és THP-1
sejtvonalétol szignifikdnsan nem kiilonbozott (7. abra A). A harom akut monocytas leukémia

sejtvonal koziil a THP-1 PS-expresszidja volt a legalacsonyabb (4tlag + SD: 6,5 + 2,3%). A
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MOLM-13 (atlag = SD: 12,1 + 3,3%) és MV4-11 (atlag = SD: 21,8 + 8,4%) sejtvonalé kissé
magasabb, azonban ezek a kiilonbségek nem bizonyultak statisztikailag szignifikdnsnak. A
negativ kontroll, monocytak (atlag = SD: 12,1 + 4,9%) és a pozitiv kontroll, NB4 sejtvonal
(dtlag = SD: 9,8 £ 2,2%) PS-expresszidja sem kiilonbozott a monocyta leukémids
sejtvonalakétol (p>0,05) (7. abra B).

Az akut monocytas leukémia sejtvonalak esetén vizsgaltuk a PS-expresszid intenzitasat, melyet
az atlagos fluoreszcencia intenzitas (mean fluorescence intensity, MFI) aranyaval jellemeztiink.
Ertékét gy kaptuk meg, hogy a PS-pozitiv populacié MFI-jét elosztottuk a PS-negativ
populacié MFI-jével. A THP-1 MFI ardny 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 (atlag + 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.
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7. abra. Izolalt normal monocytak és leukémias sejtvonalak TF- (A) és PS-expresszidja (B). Az oszlopokon
legalabb 6 kiilonbozd mérés atlagat és szorasat (SD) mutatjak. A statisztikai analizist ANOVA és Bonferroni poszt
teszttel végeztem. ***p<0,001. TF: szdveti faktor; PS: foszfatidil-szerin.
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6.4. Mikropartikula szam meghatarozas

Az azonos sejttenyésztési koriilmények €s sejtszam mellett minden akut monocytés leukémia
sejtvonalbdl jelentds mennyiségti MP képzddott. Mivel a MP-kat szeparalast kovetden PBS-be
vettiik fel, az d&ramlési citometriai MP szam meghatarozaskor el6szér a MP-t nem tartalmazé
PBS mintat mértiik le. A PBS mintat ugyanugy kezeltiik (centrifugaltuk), mint a MP-kat
tartalmazo6 feliiluszot. Az egyes sejtvonalak MP szamabol 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) képz6dott, 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 10" MP/5 x 10° sejt képzédatt. Statisztikailag szignifikéns

kiilonbség a MP szamok kozott nem volt.

6.5. Leukémias sejtek prokoagulans hatisa prokoagulans aktivitas teszttel (PCA)

A negativ kontroll sejteken, monocytakon kiviil hasznaltunk egy sejtmentes kontroll mintat is,
monocytakkal és sejtekkel azonos térfogati PBS-t inkubaltunk normal plazmaval. 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 monocytakat LPS-el aktivalva azonban ki lehetett mutatni PCA megjelenését mely TF fiiggd
volt. A nem aktivalt mononukledris sejtek rekalcifikélas utdn 102 masodperces mig az LPS-
aktivalt sejtek 57 masodperces alvadasi id6t mutattak. Ezen alvadasi id6k a thromboplasztin
higitasi gorbérdl leolvasva a nem aktivalt 18 mU mig az LPS-aktivalt 110 mU-os
thromboplasztin aktivitast jelentettek. Mindhdrom akut monocytas leukémia sejtvonal
szignifikdnsan fokozott prokoaguldns aktivitdst mutatott a normal monocytdkhoz képest
(p<0,05). A monocytak normal plazmaban 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-humdén 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

37



szignifikdnsan a prokoagulans aktivitds egyik sejtvonal esetében sem. Bar a sejtvonalak
prokoagulans aktivitdsa fokozott volt, a sejtvonalak kozott szignifikdns kiilonbség nem volt

kimutathat6 (8. abra).
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8. abra. Akut monocytas leukémia sejtvonalak és kontrollok prokoagulans aktivitasa. A fehér oszlopok a normal
plazmat, a csikos oszlopok a VII-es alvadasi faktor hidnyos plazma mintat, a fekete oszlopok a XII-es alvadasi
faktor hianyos plazma mintat és a pottyds oszlopok az ahu-TF antitesttel blokkolt mintdkat mutatjak. Az
oszlopokon az atlagot és a SEM-et tiintettem fel. A statisztikai analizist ANOVA és Bonferroni poszt teszttel
végeztem. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. PBS: phosphate buffered saline; FVII: VII-es alvadasi faktor; FXII:
XII-es alvadasi faktor; ahu-TF: anti-human sz6veti faktor.

6.6. CLA hatasa az alvadék retrakciora

Az livegesovekben 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
esetében az alvadék retrakcid kisebb mértékii (9. A abra). A szabad szemmel lathat6 alvadék
képzddésnek megfelelden, a CLA-val eldkezelt mintak esetében a kiszoritott szérum
mennyisége szignifikansan kevesebb volt (9. B dbra), 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-eldkezelt
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mintak esetében magasabb tendenciat mutatott a nem CLA el6kezelt mintdkhoz 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) (9. C é4bra).

A NA NA+CLA TRAP TRAP+CLA

9001 .

NA TRAP

ns ns

Fibrin monomer (ug/mL)

NA TRAP

9. abra. CLA alvadék retrakciora kifejtett gatlo hatasa. Alvadék retrakcio (A) 0., 20., 40. és 60. percben. A fehér
oszlopok a NA és TRAP aktivalt mintadkat mutatjak. A fekete oszlopok a CLA-eldkezelt mintakat jelolik. A
retrakcid soran kiszoritott szérum mennyisége (B). A kiszoritott szérumban mért fibrin monomer mennyiség (C).
Az abrakon 5 kiilonb6z6 mérés eredménye lathatd. Az oszlopokon az atlagot €s a SEM-et abrazoltam. A statisztikai
analizist parositott t-probaval végeztem. ns: nem szignifikans; ** p<0,01. NA: nem aktivalt; TRAP: thrombin
receptor aktivald peptid.
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6.7. Leukémias sejtek thrombin generacidja

A leukémias sejtek prokoagulans hatasanak vizsgéalatara a prokoagulans aktivitas teszten (PCA)
kiviil TGT-et is alkalmaztuk. A PCA soran a fibrinképzddés kezdetéig eltelt idot mértiik, majd
konvertaltuk at aktivitdssa. A TGT soran az egy 6ra alatt képz0dott thrombin mennyiségérdl és
a képzddés kinetikdjarol kapunk informacidét. A 10. dbran a monocytdk és leukémids
sejtvonalak reprezentativ thrombin generacids gorbéi lathatok normal plazméban. 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 monocytak thrombin generacidja
joval késébb indult el, mint a sejtvonalaké. A harom akut monocytds sejtvonal thrombin

generacidja hasonlo (10. abra).

—&— monocyta
= THP-1
— MOLM-13
=== MV4-11
NB4

Thrombin (nM)

id6 (perc)

10. abra. Monocytak és leukémias sejtek reprezentativ thrombin generacios gorbéi. A monocytak thrombin

crer

11 sejtvonalét a szaggatott vonal és az NB4 sejtvonalét a nagy négyzetek jelolik.

A PBS (sejt nélkiili kontroll) és monocytdk thrombin generacioja kdzott nem volt szignifikans
kiilonbség egyik paraméter esetében sem, normal plazméaban (11. dbra A, B, C és D rész).
Mindharom akut monocytas leukémia sejtvonal lagtime és time to peak értékei szignifikansan
rovidiiltek voltak a monocytakhoz képest (p<0,001) normal plazmaban, a thrombin képzddés
gyorsabban kovetkezett be a sejtvonalakndl (dbra 11. abra A, B rész fehér oszlopok). A
monocytas leukémia sejtvonalak (4tlag + SEM: THP-1: 3,7 + 0,2 perc; MOLM-13: 4,1 £ 1,3
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perc; MV4-11: 4,6 + 1,4 perc) lagtime értékei kozott nem volt szignifikans kiilonbség. 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 szignifikansnak (11. dbra A). A
VllI-es alvadasi faktor mentes plazméban és az ahu-TF-al blokkolt mintdban mindharom akut
monocytas leukémia sejtvonal lagtime értékei megnyultak, a thrombin képzddés szignifikansan
lassabban kovetkezett be a VII-es alvadasi faktor hidnydban, valamint a TF blokkolasa esetén
(11. abra A ¢és B), olyan lassan, mint a monocytdknal. A Xl-es és Xll-es alvadasi faktor
hidnyénak nem volt hatdsa a thrombin generacid kezdetére (11. dbra A, sziirke és fekete
oszlopok). A MOLM-13 sejtvonal time to peak értéke XlI-es faktor mentes plazmaban
szignifikdnsan hosszabb volt a normal plazma¢hoz képest (11. dbra B rész és 3. tablazat).

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, normal plazméban (11. abra C, fehér oszlopok). A monocytas leukémia sejtek
peak thrombin értékét a VII-es, XI-es, valamint XII-es alvadasi faktorok hidnya szignifikansan
csokkentette, a MOLM-13 sejtvonal kivételével, ahol a peak thrombin értéket a VII-es alvadasi
faktor hianya nem befolyasolta (3. tdblazat). A peak thrombin értéket, vagyis a képzddott
thrombin mennyiségét az ahu-TF-el torténd blokkolds egyik sejtvonal esetében sem

befolyasolta (11. dbra C rész, pontozott oszlopok).

lagtime time to peak peak

Normal vs. FVII mentes plazma

THP-1 p <0,001 p <0,001 p <0,001

MOLM-13 p <0,001 p <0,001 ns

MV4-11 p <0,001 p <0,001 p <0,001
Normal vs. FXI mentes plazma

THP-1 ns ns p <0,001

MOLM-13 ns p <0,01 p <0,001

MV4-11 ns ns p <0,001
Normal vs. FXII mentes plazma

THP-1 ns ns p <0,001

MOLM-13 ns ns p <0,05

MV4-11 ns ns p <0,001

3. tablazat. Eltérések az egyes thrombin generacidos paraméterek esetében normal- és hianyplazmaban. A
statisztikai analizis ANOVA és Bonferroni poszt teszttel tortént. ns: nem szignifikans; FVII: V1I-es alvadasi faktor;
FXI: XI-es alvadasi faktor; FXII: XII-es alvadasi faktor.
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11. abra. Leukémias sejtek és kontrolljaik thrombin generacidoja normal- és faktor hianyos plazmaban. A fehér
oszlopok a normal plazmat, a csikos oszlopok a VII-es alvadasi faktor hianyos plazma mintat, a sziirke oszlopok
a Xl-es faktor hianyos plazmat, a fekete oszlopok a XlII-es alvadasi faktor hianyos plazma mintat és a pottyds
oszlopok az ahu-TF antitesttel blokkolt mintakat mutatjak. Az oszlopokon az atlagot és a SEM-et tiintettem fel. A
statisztikai analizist ANOVA ¢és Bonferroni poszt teszttel végeztem. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. PBS:
phosphate buffered saline; FVII: VII-es alvadasi faktor; FXII: XII-es alvadasi faktor; ahu-TF: anti-human szoveti
faktor.

6.8. Leukeémias sejt eredetli mikropartikulak thrombin generacioja

A szeparalt mikropartikuldk lagtime értékei alapjan, thrombin generacidt iniciald hatasuk
jelentds (12. dbra A). 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 szignifikdnsan roviditették (12. dbra B), azonban a képzddott thrombin

mennyiségét (peak thrombin) és a képzddés kinetikdjat (velocity index) nem befolyasoltak (12.

43



abra C ¢és D). Az eredmények alapjan, a MP-k hozzdjarulnak a leukémias sejtek thrombin
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12. abra. Leukémias sejtekbdl szeparalt mikropartikulak thrombin generacidja. Az oszlopokon az atlagot és a
SEM-et tiintettem fel. Normal eloszlasti valtozok esetén a statisztikai analizist ANOVA ¢és Bonferroni poszt
teszttel, nem parametrikus valtozok esetén Kruskal-Wallis és Dunn’s poszt teszttel végeztem. *p<0,05;
**%p<0,001. PBS: phosphate buffered saline; MP: mikropartikula.
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Reprezentativ goérbék mutatjadk a TRAP aktivacié és/vagy CLA gatlas hatdsat a vérlemezke

asszocialt thrombin generaciora (13. ébra).
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13. abra. Thrombocyta aktivacio és gatlas hatdsa a thrombin generaciora- reprezentativ gorbék. A nem aktivalt

crer

V4

TRAP: thrombin receptor aktivalo peptid; CLA: Calyculin-A.

Nem aktivalt vérlemezkék lagtime (atlag + SD: 8,1 & 1,1 perc) és time to peak (atlag + 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 befolyasolta szignifikansan (p=0,633 és p=0,210) (14. abra A és B).
TRAP aktivacio6 hatasara a thrombin képzddés gyorsabb, a lagtime (atlag + SD: 6,5 + 1,5 perc)
¢s 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 megnyjtotta, mind a lagtime (atlag + SD: 7,2 + 1,6 perc, p=0,003), mind a time
to peak (atlag = SD: 16,3 + 1,4 perc, p<0,001) értéket (14. abra A és B). A peak thrombin és
velocity index értékét a CLA elkezelés a NA és TRAP vérlemezkék esetén is szignifikansan
csOkkentette (p<0,001 és p<0,001) (14. dbra C és D). TRAP aktivécio hatdsara a vérlemezkék
szignifikdnsan rovidebb id6 alatt szignifikdnsan tobb thrombint generaltak, melyet a CLA

elokezelés teljes mértékben meggatolt.
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14. abra. Thrombocyta aktivacio és gatlas hatdsa a thrombin generaciora. Az oszlopokon az atlagot és a SD-et
tiintettem fel, a sotét oszlopok a CLA eldkezelt mintak, a vilagosak a kezeletlenek. A statisztikai analizist
egymintas, parositott t-probaval végeztem. ns: nem szignifikans; **p<0,01; ***p<0,001.NA: nem aktivalt; TRAP:
thrombin receptor aktivalé peptid; CLA: Calyculin-A.

6.10. CLA gatlas és TRAP aktivacio 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
végkoncentracidju TRAP adéasat kovetden. A TRAP aktivalt vérlemezkék esetén két tipusos

mintézat volt megfigyelhetd az intracellularis Ca>" szint valtozasaban: nem jelentkezett kalcium
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tranziens a TRAP adasat kovetden vagy a Ca®’ szint emelkedése volt megfigyelhet$ az
aktivaciot kovetden. Ha a vérlemezkéket CLA-val elokezeltiik, TRAP adasat kovetden a
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
kovetden. A CLA-val el6kezelt 122 thrombocyta koziil egyben sem volt megfigyelhetd kalcium
tranziens létrejotte TRAP aktivaciot kovetden (4. tdblazat). A CLA eldkezelés nem befolyésolta

a nyugalmi intracellularis Ca>" szintet (errél tovabbi adatokat az értekezés nem tartalmaz).

a vizsgalt TRAP hatasara kialakuld6  nem alakult ki kalcium

minta vérlemezkék kalcium tranziens tranziens
szama n % n %
TRAP-aktivalt PRP 117 26 22,2% 91 77,8%
(15,6-30,6%) (69,4-84,4%)
CLA elbkezelt 122 0 (0,0-3,7%) 122 100%
TRAP-aktivalt PRP (96,3-100,0%)

4. tablazat. Az intracellularis kalcium tranziens alakulasa NA és CLA eldkezelt vérlemezkéken TRAP aktivacio
hatasara. A zardjelben talalhaté szamok a 95%-os konfidencia intervallumot mutatjak, n=13. TRAP: thrombin
receptor aktivalo peptid; CLA: calyculin-A; PRP: thrombocyta dis plazma.

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

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

7.1. Akut monocytas leukémia sejtek fokozott prokoagulans hatasa

Az akut monocytas leukémia sejtek esetében tapasztalt kifejezett prokoagulans hatas hatterében
a véralvadasi kaszkad fokozott aktivacidja all, melyet a PCA és TGT funkciondlis tesztek
eredményeivel tdmasztottunk ala.

A koagulécié iniciaciojanak sejtfelszini kulcsfehérjéje a TF, amely a FVIla-hoz koétédve
aktivalja a véralvadasi kaszkad extrinsic Gitvonalat 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 taldlhaté meg (Drake et al, 1989). Kordbbi tanulmanyokban leirtak,
hogy a monocyték aktivaciot kovetden rendelkeznek TF aktivitdssal, azonban az aktivalt intakt
monocytdk és a monocyta lizdtum TF aktivitdsa kozott jelentds kiilonbség van, a monocyta
lizatum erésebb prokoaguldns hatdst mutatott, mint az intakt sejtek (Kappelmayer et al, 1993).
Amikor akut myeloid leukémids betegek intakt és lizalt mononuklearis sejtjeit vizsgaltak, akkor
is a lizalt sejtek mutattak erdsebb prokoagulans hatast (Dicke et al, 2015). Egy masik
tanulmanyban lizalt daganatos sejtvonalakat vizsgaltak, leirtak a promyelocytas, NB4 leukémia
sejtvonal és az emlStumorbdl szarmazo, MCF7 sejtvonal FVII fiiggd véralvadas aktivaciojat,
de mas sejtvonalak lizadtumdbdl (pl. kronikus myeloid leukémia, K562 sejtvonal, erythro-
leukémia sejtvonal, HEL-sejtek) nem tudtak kimutatni TF aktivitast és a FVII-tol fiiggd
aktivaciot (Marchetti et al, 2012).

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 (Osterud et al, 2010). Feltételeztiik, hogy az akut
monocytds leukémia sejtvonalak is TF-t expresszalnak felsziniikkon, mely hozzajarulhat a
fokozott prokoaguldns hatasukhoz.

A negativ kontrollként hasznilt, izolalt, nem aktivalt human monocytdk atlagosan 73%-a
mutatott TF expressziot, azonban a felszini TF expresszid nem jart a PCA és TGT tesztekben
kimutathat6 fokozott prokoagulans hatassal, annak mértéke a sejteket nem tartalmazo, pufferes
kontrollal megegyezd volt. Ennek hatterében tobb mechanizmus éllhat, a legijabb irodalmi
adatok alapjan a sejtfelszini TF két formaban lehet jelen a vérben 1év0 sejteken: ,,cryptic”, azaz
funkciondlisan inaktiv formaban vagy ,.decryptic” vagyis funkciondlisan aktiv formaban.
Aktivalatlan sejtek felszinén is detektaltdk a TF-t antigén assay-vel, de ezen sejtek

prokoagulans aktivitasa minimalis volt (Bach et al, 2006). A monocytas leukémia sejtvonalak
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kiilonboz6 mértékli TF expressziot mutattak és szignifikans kiilonbség nem volt kimutathato
normal plazmaban az egyes sejtek funkcionalis teszttel mért prokoagulans hatasa kézott. Ujabb
kutatasi eredmények szerint a TF aktivacio kiilonb6zé mechanizmusok révén johet 1étre. A
legtobb bizonyiték amellett sz6l, hogy a plazmamembran kiils6 felszinén expresszalddo negativ
toltésti foszfolipidek, mint példaul a PS expresszidja aktivalja a TF-t ezéltal inicidlva az alvadast
(Chen et al, 2013). Akut monocytas leukémia sejtvonalaink kdzott a PS-expresszié mértékében
nem volt szignifikans kiilonbség, azonban a PS-expresszi6 intenzitdisa a MOLM-13 sejtvonal
esetén statisztikailag szignifikansan nagyobbnak bizonyult, mint a THP-1 vagy MV4-11
sejtvonalaké.

A normal monocytadkhoz 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 Utvonal
elinditdsdban szerepet jatsz6 alvadasi faktorok szerepét is, vagyis Xll-es és VIl-es alvadasi
faktor mentes plazmaban vizsgaltuk sejtvonalaink prokoaguléns aktivitasat. A PCA teszt soran
nagyon kevés thrombin elegendd a fibrin képzddés elinditdsahoz, néhany perc alatt végbemegy
a folyamat, amely FVII mentes plazmaban ¢és anti-huméan TF antitesttel gatolt plazmaban a
sejtek fibrin képzddésének teljes gatlasahoz vezetett. A thrombin generdcids teszt soran a
thrombin képzddést 1 oran keresztiil kovetjiik, lehetdvé téve a kiillonbozd alvadasi faktorok
kozremiikodésének tanulményozasat a hianyplazmék révén. Ezzel nem csupan a fibrin
képzddéshez sziikséges minimalis thrombin mennyiségrdl, hanem a rendszerben 1évé Osszes
thrombin mennyiségérdl és a képzddés kinetikdjardl is kapunk informéciot. Eredményeink
alapjan a fibrin- és thrombin képzddés szempontjabol a FVII-nek fontos szerepe van a fokozott
prokoagulans hatés elinditdsaban. A tovabbi thrombin generacié inkabb FXI és részben FXII
fliggd, mely a time to peak és peak thrombin paraméterekben észrevehetd. A peak thrombin
kialakitasaban 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
aktivalja - fiiggetleniil a FVII-és FXII-tdl -, 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 hatas nem volt érdemben befolydsolhatd, mely
Osszefiigghet az alacsony TF-expresszio altali thrombin képzddéstdl fiiggetlen hemosztatikus
aktivacioval. A human TF ellenes poliklondlis antitesttel végzett gatlasi kisérletek a PCA-

tesztben teljes gatlast mutattak, csakigy mint a TGT teszt idéparamétereiben. A képzddott

49



thrombin esetében ¢és az ezen paraméterbdl szarmaztatott Velocity Index esetében azonban nem
lehetett gatlast elérni az anti-human TF poliklonalis antitesttel.

Szisztémas és hematologiai betegségekben egyarant leirtak a kiilonb6zd eredetli, endothelbdl
vagy a vér sejtes elemeibdl szdrmazd mikropartikulak jelentdségét a prokoagulans hatés
kialakitasaban, illetve szabalyozd szerepiiket a véralvadasban (Piccin et al, 2007). Az altalunk
vizsgalt leukémids sejtvonalak esetében feltételeztiik, hogy a sejtek altal létrehozott
mikropartikuldk fokozott prokoagulans hatdssal rendelkeznek. Azt talaltuk, hogy 48 orés
tenyésztési 1d6 alatt egy intakt leukémids sejtbdl atlagosan 4-10 mikropartikula képzddott.
Aramlasi citometriai modszerrel vizsgilva a kiilonbozé  sejtvonalakbol  lefiizdd6
mikropartikulak szdméaban nem volt szignifikans kiilonbség.

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 kiszdmolhatd. A mikropartikula-szam
analizis soran hasznalt Canto Il aramldsi 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 prokoagulansabbak, 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 szarmazé MP-k inkabb a thrombin képzddés
inicidcidjahoz jarulnak hozza, mintsem a propagéaciohoz.

vizsgalatakor Gheldolf és munkatdrsai azt talaltak, hogy a TGT magas prokoagulans hatast
mutat azon betegek esetében, akiknek volt thrombotikus komplikéacioja a kezelés alatt,
leginkabb a lagtime és peak paraméterek voltak alkalmasak a thrombotikus szovédménnyel
rendelkezd vagy nem rendelkezd betegek elkiilonitésére (Gheldolf et al, 2017). Hasonloan
Gheldolf és munkatarsai altal leirtakhoz, a TGT soran azt tapasztaltuk, hogy leukémias sejtes
modelliink esetén a lagtime paraméter volt a legszenzitivebb a fokozott prokoaguldns hatés
kimutatasara, de sok esetben a time to peak paraméter szignifikans rovidiilései is informativak
voltak a negativ kontrollhoz hasonlitva. A peak thrombin és ETP paraméterekben mi
szignifikans kiilonbséget nem talaltunk.

Ismert, hogy a PS-expresszid indukalhato, akut myeloid leukémias beteg esetében az

alkalmazott kemoterapia hatdsara a sejtek PS-expresszidjanak fokozddasarol szamoltak be
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(Boles et al, 2012), amely a fent emlitett hatdsok révén jarulhat hozza a fokozott prokoagulans
hatés kialakitasahoz, mely azonban az esetek jelentds tobbségében szubklinikus maradhat.
Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az akut monocyter leukémias sejtvonalak é¢s mikropartikuldik
prokoagulans hatdsa szignifikansan nagyobb a normal monocytdkéhoz képest, amely hatés
els6sorban TF-fliggd, azonban mas tényezdk is befolyasolhatjak.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a funkciondlis tesztek alkalmasak lehetnek a sejtek altal

létrehozott thrombin generacid vizsgalatara akut myeloid leukémidban.

crer

crer

»sejtes modellt” hoztunk létre. Kisérleteinkben vizsgaltuk a thrombocytak aktivacigjat PS-
expressziojuk révén, valamint funkciondlis tesztekkel (alvadék retrakcios teszt, thrombin
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 befolyasold thrombin
hatdsok miatt thrombocyta dis plazma mintdk aktivacidja nem thrombinnal, hanem a
thrombinnal megegyezd hatdsu PAR-1 receptor agonista peptiddel, a TRAP-pal tortént
(Furman et al, 1998).

A szerin/threonin protein foszfatdzok fontos szerepet toltenek be a sejtek, koztik a
thrombocyték jelatvitelének, metabolizmusanak ¢€s sejtciklusanak szabalyozasaban (Fagerholm
et al, 2010), valamint a thrombocyta szekrécio €és aggregacid iniciacidjaban (Nishikawa et al,
1994). Kisérleti kortilmények kozott a protein foszfatdz inhibitorral kezelt vérlemezkék aktin
polimerizacidjat az inhibitor gatolta, a mikrotubulusok hosszu pseudopodiumokba rendezddtek,
a miozin konnytildnc foszforilacidja pedig elmaradt thrombinnal stimulalt vérlemezkékben
(Yano et al, 1995). A miozin konnyiilanc foszforilacidja nélkiilozhetetlen az aktomiozin
A munkacsoportunk korabbi kisérleteiben vizsgalta a protein foszfatdz inhibitor, CLA hatasat
a foszfatdz aktivitasra, a P-szelektin expressziora és a PRP-bdl centrifugalassal izolalt MP
mennyiségére. Azt talaltak, hogy méar 10 nM CLA géatolta a foszfatdz aktivitast, mind a nem

aktivalt, mind a TRAP aktivalt PRP-ben 1év6 thrombocytak esetében. A foszfatdz aktivitast 50
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nM CLA tobb, mint 50%-kal csokkentette (Simon et al, 2010). Ezért az értekezés alapjaul
A thrombocytak aktivalhatok kiilonbozd, a vérlemezkék sejtfelszini receptoraikon keresztiil
hat6 agonistakkal, mely szignalitvonalak aktivalodasahoz, majd intracellularis Ca®" szint
emelkedéshez vezet, amely nélkiilozhetetlen a vérlemezke adhézio, aggregacié és szekrécid
kalcium raktarak membranjaban taldlhat6 IP; receptor altal szabélyozott tton megy végbe.
Korabban spektrofotometridas modszerrel kimutattak, hogy az aktivalt vérlemezkék CLA
kezelése csokkentette az aktivacio indukalta intracellularis Ca** szintet (Koike et al, 1994;
Yano et al, 1994). Intracellularis Ca®" szint meghatirozasa kisérleteinkben valds idejii
konfokalis mikroszkoppal tortént, hogy az intracellularis kalcium valtozasok a fluoreszcens
festékeknek koszonhetden szabad szemmel mikroszkop alatt kovethetdk legyenek. TRAP
aktivaciot kovetden csak a vérlemezkék 22,2%-aban alakult ki kalcium tranziens, melyet a CLA
elokezelés teljesen gatolt és ez a hatéds fliggetlen volt a bazalis kalcium szintektél. A TRAP
aktivalt mintdk esetében (ahol CLA eldkezelés nem tortént) a vérlemezkék heterogén
viselkedése korabbi tanulméanyok alapjan varhat6 volt (Heemskerk et al, 1992; Heemskerk et
al, 2001), a vérlemezkék aktivacidojuk és a hemosztazisban betoltott szerepiik szerint
alcsoportokra oszthatok (Heemskerk et al, 2013). Eredményeink &sszhangban vannak az itt
leirtakkal, ugyanis a vérlemezkék aktivalasa soran kb. negyedrésziikben kaptunk PS-expresszio
fokozodast és kalcium jelet. Ezen thrombocytdk ,,procoagulant platelets” néven keriiltek
leirdsra. A vérlemezkék masik része pedig a ,.contracting platelets” ahol a GPIIb/Illa
aktivacidja jon létre. Mi a vizsgélataink sordn a CLA gatld hatdsat mindkét thrombocyta
funkcids tesztben ki tudtuk mutatni.

A PS-expresszi6d 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
kovetéen 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 itvonalon fejti ki, a direkt IP3 receptor

aktivaciot nem tudta meggatolni.
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Az intracellularis Ca®* szint emelkedés hatasara a PS a thrombocyték kiilsé membran rétegébe
transzlokalodik, amely negativ toltésii felszint biztosit az extrinsic tendz és prothrombinaz
komplexek szamara hozzajarulva a thrombin képzddéshez (Clemetson et al, 2012). A thrombin
a lagtime, time to peak, peak thrombin és velocity index paraméterek voltak informativak. A
CLA gatolta a TRAP indukalta thrombin generaciot, mely mind a thrombin kialakuldsat, mind
a képz6dott thrombin mennyiségét jellemzd paraméterekben latszott. A CLA gatolta tovabba
azt a thrombocyta szubpopulaciot is, amely feltehetden az alvadék retrakcioban vesz részt.

Az eredményeink azt tdmasztjak ald, hogy a protein foszfatdzok gatlasa CLA-val kisérleti
kortilmények kozott alkalmas lehet kiillonbozd vérlemezke alcsoportok vizsgalatara, amelyek a
fokozott thrombin képzddésben és alvadék retrakcidoban vesznek részt.

Vizsgalataink soran a thrombin generacids tesztet rendkiviil hasznosnak talaltuk, fehérvérsejtek
¢és vérlemezkék altal medidlt thrombin generacid vizsgéalatdra. Ezen kisérleti rendszerekben
elsésorban a thrombin képzddés idejének vizsgalati paraméterei mutatkoztak igen szenzitivnek

a patologids folyamatok kovetésében.
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8. Osszefoglalas

Kisérleteinkben egy protein foszfatdz inhibitor, a Calyculin-A vérlemezke aktivaciora, alvadék
retrakciora és thrombin generdciora kifejtett hatdsat vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy a CLA
teljesen meggatolta thrombocyta dis plazméaban a nem aktivalt és TRAP-aktivalt vérlemezkék
PS-expresszigjat. A CLA a thrombin generacidt is gatolta. Nem aktivalt és TRAP-aktivalt
mintdk intenziv alvadék retrakciot mutattak 60 perces inkubaciot kdvetden, azonban a CLA-
val elékezelt mintaknal 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
hasznalata mellett alkalmas lehet a thrombus képzddésben szerepet jatszo kiilonbozd biokémiai

utvonalak tanulméanyozésara.

Masik tanulmanyunkban harom akut monocytas leukémia sejtvonalat vizsgéltunk.
Feltételeztiik, hogy a monocytds leukémia sejtvonalak fokozott prokoaguldns aktivitdssal
rendelkeznek, ezért kiilonbozd modszerekkel vizsgaltuk thrombin generacidjukat, alvadasi
faktor mentes és TF-t neutralizald 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 talaltuk, hogy a monocytas leukémia sejtvonalak ¢és a sejtekbdl keletkez6 mikropartikuldik
szignifikdnsan erdsebb prokoagulans hatdssal rendelkeznek, mint a normal monocytdk. Ez a
hatas elsésorban TF fliggdnek bizonyult, azonban mas faktoroknak is lehet szerepe a hatés
létrehozasaban. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az altalunk hasznalt funkciondlis tesztek
alkalmasak lehetnek akut myeloid leukémiaban a sejtek altal 1étrehozott thrombin generacid

vizsgalatara.
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9. Summary

We studied the effects of the protein phosphatase inhibitor, Calyculin-A on platelet activation,
clot formation and thrombin generation. We found that CLA completely blocked the PS-
expression of the platelets in both the non-activated and the TRAP-activated platelet rich
plasma sample. CLA also inhibited the process of thrombin generation. Non-activated and
TRAP-activated samples displayed an intense clot retraction by 60 minutes, while CLA-
pretreated samples were much less retracted.

CLA effectively inhibits phosphatases in resting and activated platelets and can be used in a
wide variety of platelet functional assays ranging from clot retraction, via calcium
measurements, to thrombin generation. With the simultaneous use of selective platelet

activators, it can be utilized to dissect biochemical pathways during thrombus formation.

We investigated three monocytic leukemia cell lines, derived from a patient with de novo AML,
a case of relapsed AML and from an AML case that developed secondary to myelodysplastic
syndrome. We hypothesized that monocytic leukemic cells have a higher procoagulant activity
thus, we characterized their thrombin generating potential by different assays using coagulation
factor-deficient plasmas and TF neutralization. Results were compared to isolated normal
human monocytes as negative and to an acute promyelocytic leu- kemia cell line as positive
controls. Because in previous studies microparticles from various cells have been shown to
differentially modulate clot formation, we also tested the thrombin generating potential of the
MPs derived from these leukemic cell lines.

In these experiments, we have found that monocytic leukemia cell lines and MP generated by
these cells exhibit significantly higher PCA compared to normal monocytes and that this effect
is primarily TF dependent; however, other factors may modulate this effect. Our results
demonstrate that functional assays may provide a useful tool to identify cell induced thrombin

generation in acute myeloid leukemias.
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10. Fobb ) tudomanyos eredmények, megfigyelések

1.

A thrombocyta-funkcids vizsgalatok soran TRAP adasat kdvetden a vérlemezkék kb.

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

. TRAP hatasdra thrombocyta-diis plazmaban a thrombin képzddés gyorsabban ¢és

magasabb thrombin csucs értékkel kovetkezett be nem aktivalt mintdhoz képest.

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

aktivalt és TRAP-aktivalt vérlemezkék PS-expressziojat, gatolta a thrombin generaciot.

. CLA eldkezelt mintak esetében alvadék retrakcid nem volt megfigyelhetd.

. Intracellularis IP; receptor direkt aktivaldsakor a CLA gétlo hatasat nem tudja kifejteni,

tehat a CLA protein foszfataz gatld hatasat a thrombocyta sejtmembran és az IP; receptor

kozott 1€vo szignalutvonalon gatolja.

. Igazoltuk az akut monocytas leukémia sejtvonalak jelentds prokoaguldns hatdsat,

melynek hatterében a TF-nek és a FVII-nek kiemelt szerepe van.

. A késbbbi thrombin generacid inkabb FXI és kisebb mértékben FXII fiiggo.

. Akut monocyta leukémias sejtvonalak sejtenként 4-10 mikropartikulat képeznek 48 ora

alatt és ezen mikropartikulak kb. 100-szor erdteljesebb prokoagulans hatassal birnak,

mint az anyasejtjeik.

. Az altalunk beallitott funkcionalis thrombin generacios teszt alkalmas lehet akut myeloid

leukémidkban a sejtek altal 1étrehozott thrombin generacio6 vizsgélatara.
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13. Targyszavak/ Keywords

véralvadéas/coagulation

trombozis/ trombosis

vérlemezke/platelet

calyculin-A/ calyculin-A

akut monocytas leukémia/ acute monocytic leukemia
szoveti faktor/ tissue factor

mikropartikula/ microparticle

alvadék retrakcid/ clot retraction

thrombin generacid/ thrombin generation
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14. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Kappelmayer Janos Professzor Urnak, aki az
elmult 7 évben, tudomanyos didkkords hallgaté korom 6ta mindvégig tdmogatott munkédmban.
A kutatashoz sziikséges feltételek megteremtésén til szakmai tanacsokkal 1atott el, valamint a
kutatashoz sziikséges szemlélet kialakitasaban is nagyon fontos szerepet toltott be.

Koszonom Bagoly Zsuzsanak a kisérletekhez adott hasznos tanacsait és otleteit.

Ko6szondm Antal-Szalmds Péternek, hogy konzultaciokkal segitette munkamat.

Koszonom Bekéné Debreceni Ildikonak és Galné Szabo Gabriellanak a laboratdriumi munkak
soran nyujtott segitségét, tovabba a Laboratériumi Medicina Intézet Hemosztazis Részlegének
a mintagytijtések soran nyujtott segitségét, valamint az Aramlasi Citometria Részlegnek,
Hevessy Zsuzsanak a leukémids sejtek immunfenotipusanak meghatdrozasaban végzett segitd
munkajat.

Ko6szondm Antal Csabanak, hogy segitett a kozlemények abrainak szerkesztésében. Kdszonet
illeti Székely Leventét és Kopis Ildikot az adminisztrativ segitségért. Tovabba kdszondm a
Laboratoriumi Medicina Intézet valamennyi munkatarsanak a timogatasat.

Halas vagyok csalddomnak és barataimnak, akik mellettem alltak és tamogatdsukkal

biztositottak ezen munka elkésziilésé¢hez sziikséges hatteret.
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15. Onallé munka jegyzéke

Munkam soran 6nalléan végeztem:

A thrombocytakkal végzett kisérletekhez mintdk eldkészitése, a thrombocytdk
aktivacidja, gatlasa.

Leukémias sejtvonalakkal végzett kisérletek eldkészitése, megtervezése, a leukémias
sejtek tenyésztése a sejtes €s mikropartikula mérésekhez.

A kiilonbozd funkciondlis kisérletekhez a sejtek és mikropartikulak eldkészitése,
szeparalasa.

Normal human monocyték szeparalasa.

Sejtfelszini jelolés, dramlési citometriai mérések.

Alvadék retrakcio vizsgalata.

Konfokalis mikroszkopos mérésekhez a vérlemezkék toltését fluoreszcens festékkel és
Leukémias sejtek prokoagulans aktivitdsdnak meghatarozésa PCA-val.

Leukémias sejtek és mikropartikulaik prokoagulans hatdsdnak meghatarozasa thrombin
generacios teszttel.

Eredmények értékelése és interpretalasa.

Statisztikai analizis.

Munkam soran segitséget kaptam:

A munkam sordn hasznalt metodikék (sejttenyésztés, dramldsi citometriai mérések)
elsajatitasaban.

A leukémids sejtek immunfenotipusanak meghatarozasaban.

A thrombocyta kisérletek sordn az intracelluldris kalcium szint meghatdrozasahoz a
konfokalis mikroszkopos mérést és a fluoreszcens aranyok kiszdmitasat Dr. Vincze

Janos végezte.
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16. Fiiggelék

A PhD értekezés alapjaul szolgald kozlemények.
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