Normal monocytak és monocytas leukémia sejtvonalak prokoagulans

aktivitasa, az FLT3-ITD mutacié szerepe
Hudak Renata, Bekéné Debreceni I1dikd, Galné Szabo Gabriella, Antal-Szalmas Péter,
Kappelmayer Janos

Debreceni Egyetem, Laboratéoriumi Medicina Intézet

Bevezetés: A kedvezétlen progndzistt FLT3 (fms-szer( tirozinkinaz receptor-3) ITD mutacio
a felnottkori akut myeloid leukémiadk 20-30%-aban fordul eld, leggyakrabban a monocyta
sejtvonalat érinti. Kisérleteinkben az FLT3-ITD mutéaciora vad tipusa THP-1, heterozigota
MOLM-13 ¢és homozigéta MV4-11 akut monocytds leukémia sejtvonalak prokoagulans
hatasat vizsgaltuk. Hipotézisiink az volt, hogy az FLT3-ITD mutici6 megléte - a normal
human monocytakhoz képest - fokozott prokoagulans aktivitassal jarhat.

Anyag és moédszer: A sejtvonalak tenyésztése 15%-0S FBS-t tartalmazéo RPMI-1640
tapoldatban tortént. Human monocytdkat magneses monocyta szeparald kit segitségével
szeparaltunk. A sejtek életképességét tripankék festéssel €és propidium jodid jeldléssel
hataroztuk meg. A prokoagulans hatast egylépéses prokoagulans aktivitas assay-vel (PCA,
KC-1 koagulométer), és thrombin generacios teszttel (TGT, Fluoroskan Ascent fluoriméter,
Thrombinoscope szoftver) vizsgaltuk. Felszini szoveti faktor (TF) antigén és foszfatidil-szerin
expresszio vizsgalata Beckman Coulter FC500 aramlasi citométerrel tortént.

Eredmények: A foszfatidil-szerin expresszié mindharom sejtvonal esetében 3-4% volt. A TF
expresszio mértéke az alabbiak szerint alakult: THP-1: 87%, MOLM-13: 4,7%, MV4-11:
75%. A PCA teszt eredményei: THP-1 sejtvonal esetében 123 mU/5x10° sejt, MOLM-13
sejtvonalnal 65mU/5x10° sejt, MV4-11 sejtvonalnal 35 mU/5x10° sejt. Mindhdrom monocytas
leukémia sejtvonal szignifikansan gyorsabb thrombin generacioét mutatott (lagtime: 3,9-4,7
min) normal human monocytakhoz képest (lagtime: 14,9 min, SEM: 2,5). Vll-es faktor
hianyplazma és anti-TF antitesttel tortént elokezelés teljesen blokkolta a sejtek prokoaguldns
aktivitasat, a MOLM-13 sejtvonal Xll-es faktor hidnyplazmaban rezidualis thrombin
generdciot mutatott. A sejtvonalakbdl szeparalt mikropartikuldk thrombin generacidja az
intakt sejtekével megegyezd tendenciat mutatott.

Kovetkeztetés: Aramlasi citometriai modszerrel igazoltuk, hogy a sejtek TF-t expresszalnak
felsziniikon, melynek a PCA ¢és TGT altal bizonyitottan szerepe van prokoagulans
hatasukban, amelyet a mikropartikulak jelenléte tovabb erésithet, de az FLT3-ITD mutacid

onmagaban nem jar fokozott prokoagulans hatassal.



